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Sources	d’ADN	Polymérase	Thermostables	

ADN	polymérase	«	basique	»		:	
	Taq	polymérase	(Thermus	aqua1cus) 	-	72°C		(½-vie	40min	95°C)	
	 	 	 	 	 	 	 	 	-	ac*vité	terminal	transférase	
	 	 	 	 	 	 	 	 	-	absence	d’ac*vité	exonucléase	

Taq	polymérases	«	améliorées	»	:	
	recombinantes	
	hot	start	

	
-----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------	

	
ADN	polymérase	alterna$ves	:	

	Pfu	polymérase	(Pyrococcus	furiosus) 	-	74°C 		
	Pwo	polymérase	(Pyrococcus	woesei)			-	72°C	
	Vent	,	Tli	polymérase	(Thermococcus	litoralis)		-72°C		(90%	ac*vité	après	1h	à	95°C)	

-	ac*vité	exonucléase	
-	fiabilité	(taux	d’erreur	#	10-6)	
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Les	(Bonnes)	Amorces	

3’ 	ACGTCCTGATCTAACTATGCATTGACCTCCTGACCTAATACTAATTGG	5’ 	

5 ’ 	TGATACGTAACTGGAGGAC	3’ 	

•  Spécificité	:		3	bases	(43	=	64nt)		;	20	bases	(420	=	1012nt)	

•  «	CG	clamping	»	
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•  Température	de	fusion	(Tm)	

Propor*onnelle	au	nombre	de	liaisons	H	mises	en	jeu	

•  Longueur	de	l’amorce	
•  Composi*on	GC	de	l’amorce	
•  Concentra*on	saline	du	milieu	réac*onnel	
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Température	d’Hybrida$on	Amorces	-	Matrice	

Formule	corrigée	en	fonc$on	de	la	concentra$on	saline	:	
	
Tm	=	100.5	+	(41	*	(yG+zC)/(wATGC))	-	(820/(wATGC))	+	16.6*log10([Na+])	

[Na+]	en	mM		

Formules	simplifiées	pour	le	calcul	du	Tm	:	
	
Amorces	<13	bases	
Tm=	(nbA+nbT)	*	2	+	(nbG+nbC)	*	4	
	
Amorces	>14	bases	
Tm=	64.9	+41*(nbG+nbC-16.4)/(nbATGC)	
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T° hyb = Tm -3 à 5°C	



Utilisation des VNTR pour le Diagnostic 

La	chorée	de	Hun$ngton	(maladie	de	Hun$ngton	)	:	 	-	Dégénérescence	des	neurones	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	-	Fréquence:		1:10.000	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	-	Maladie	dominante	

(CAG)n	

Chr.	4	

Le	nombre	de	répé**ons	(CAG)	est	naturellement	polymorphe	dans	la	popula*on	humaine.	
-	Si 	8	<	n	<	36 				protéine	normale	
-	Si	 	n	>	37 				protéine	mutante	

100	
	

(CAG)n	
	

38	

Allèles	
normaux	
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Identification Humaine par Génotypage 
Moléculaire 

Médecine	légale	
	Iden$fica$on	de	vic$mes	:	
	-	tsunami	en	Thaïlande	
	-	charniers	au	Kosovo	
	-	azentats	du	11	sept	2001	
	-	accident	du	tunnel	du	Mont	Blanc,	etc.	

	
	Filia$ons	:	
	-	tests	de	paternité	
	-	filia*on	après	décès	(Yves	Montand)	
	-	Iden*fica*on	des	restes	des	Romanov	

	
	
Police	scien$fique	:	

	Iden$fica$on	de	suspects	:	
	-	viols	
	-	meurtres	
	-	mais	aussi	qques	fois	lors	de	vol	de	scooter...	

1er	fichier	
d'empreintes	digitales	:	
Scotland	Yard	1901	

(UK)	

1er	fichier	
d'empreintes	géné*ques	:	

Forensic	Science	Service	1985	
(UK)	
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Les	Marqueurs	STR	(=VNTR)	des	Polices	Scien$fiques	

CODIS:	COmbined	DNA	Index	System 	-	13	marqueurs	autosomaux	principaux	et	1	marqueur	sexuel	
	 	 	 	 	 	 	 	-	plusieurs	marqueurs	autosomaux	secondaires	

TPOX	

D3S1358	

FGA	

D5S818	

CSF1PO	

D7S820	

D8S1179	 TH01	

VWA	

D13S317	
D16S539	 D18S51	

D21S11	 AMEL	

AMEL	

D2S1338	

Penta	E	
D19S433	

Penta	D	

	Génotypage	STR	:	
-	nécessite	très	peu	d'ADN	(PCR)	
-	par$ellement	dégradé	(STR=séq.	courtes)	
-	détec$on	rapide	&	fiable	
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Détec$on	des	Allèles	STR	par	PCR	

Proba	=	2pq	
	

P=	2x0,222x0,222=0,098	
Soit	#	10%	

p	
q	

16	

17	
D3S1358	

a1	

a2	a1	

a2	

a3	

9	

7	
D13S317	 a4	a3	

a4	

PCR	n°1	

PCR	n°2	

COUPLAGE	D'UN	FLUOROCHROME	PARTICULIER	PAR	COUPLE	D'AMORCES	:	

17	

16	

7	

9	
D13S317	

17	

16	

7	
9	

1	seule	
	

PCR	

Daniel	Perazza	–	Forma$on	Génet.	Humaine	&	Diagnos$c	–	Bio.	Mol.	Mai	2016	



Iden$fica$on	des	Allèles	STR	après	PCR	

Séquenceurs	
et	analyseurs	géné$ques	

1-	Electrophorèse	capillaire	
sépara*on	des	fragments	sur	gel	
d’acrylamide	

+	_	

Échan$llons	
après	PCR	
mul$plex	

Laser	Argon	

2-	Excita$on	des	
fluorochromes	

3-	Relevé	brut	

D8S1179 D21S11 D7S820 CSF1PO 

D3S1358 
TH01 

D13S317 D16S539 D2S1338 

D19S433 D18S51 
TPOX 

VWA 

AMEL D5S818 FGA 

GS500 LIZ size standard 

4-	Traitement	des	données	
								Analyse	et	comparaison	avec	des	marqueurs	de	taille	
	
5-	Génotype	de	l'individu	

signal	=	f(temps)	

Daniel	Perazza	–	Forma$on	Génet.	Humaine	&	Diagnos$c	–	Bio.	Mol.	Mai	2016	



Géné$que	et	Probabilités	

1	chance	sur		80	x	106	milliards	
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Si	Vous	E$ez	Juge	d’Instruc$on…	

M
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Échan$llons	
sanguins	

Prélèvement	
vaginal	suite	au	viol	

vic*me	
Suspect	A	

Suspect	B	 Frac*on	fém.	

Frac*on	masc.	

Si	un	suspect	a	un	profil	géné$que	différent	
de	celui	du	sperme	:	

C’est	un	cas	d’exclusion	:	Il	n'est	
pas	le	violeur	

Si	un	suspect	a	un	profil	géné$que	iden$que	à	celui	
du	sperme	:	

C’est	un	cas	de	concordance	:	il	faut	
tester	d'autres	marqueurs	
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Cold	Case	:	L’Affaire	ROMANOV	

Août	1917	:	révolu$on	russe	
La	famille	royale,	le	docteur	et	3	domes*ques	sont	capturés,	déportés	et	assassinés.	Les	
restes	sont	recouverts	de	chaux	vives	et	enterrés	au	bord	d'une	route.	
Juillet	1991	:	9	squelezes	sont	découverts	dans	une	fosse	commune	près	d'Ekatarinbourg.	

1-	Amplifica$on	du	marqueur	AMEL	(par*e	pseudo	autosomale)	
	X			->			fragment	de	106pb	
	Y			->			fragment	de	112pb 	->			présence	de	4	hommes	et	de	5	femmes	

S'agit-il	des	restes	de	la	famille	du	tsar	Nicolas	II	?	

2-	Amplifica$on	de	5	marqueurs	STR	(autosomaux)	

Les	squeleÅes	4	et	7	sont	les	
parents	des	squeleÅes	3,	5	et	6	

		
	

Les	squeleÅes	1,	2,	8	et	9	ne	
montrent	aucun	lien	de	parenté	
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Cold	Case	:	L’Affaire	ROMANOV	

	--->				Les	loci	hypervariables	mitochondriaux	à	héritage	maternel	

Séquence	de	référence	:	

Mais	comment	aÅribuer	avec	«	cer$tude	»	ces	restes	aux	Romanov	?	
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Single	Nucleo$de	Polymorphism	(SNPs)	

99,9%	génome	iden$que	entre	humains	
	
	
0,1%	restant:	90%	varia$ons	sont	des	SNP	
	
Fréquence:		1	:	100-1000pb	(env.	5.106	par	génome)	

	 						Dispersée	de	manière	homogène	sur	génome	
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Allèle	1	

Allèle	2	



Principe	de	Détec$on	des	SNP	

Single	nucleo9de	primer	extension	
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SNP	:	Applica$on	au	Diagnos$c	
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Oligo-FITC	

Nucléo$de-bio$ne	

Réac$on	1	 Réac$on	2	



SNP	:	Applica$on	au	Diagnos$c	
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