ADN Mitochondrial

Les mitochondries sont des organites présents dans la grande majorité des cellules eucaryotes et  seraient issues de la fusion d’une cellule avec une protobactérie la quelle fusion aurait été favorable aux 2 partenaires ,et cette fusion aurait eu lieu il y a 2 millions d’années ..

Au cours de l'évolution, les mitochondries ont 
· conservé une partie de  leur propre génome 
· transféré le reste de leur génome au noyau de la cellule porteuse , 
· définitivement perdu une partie de leur génome devenu « inutile » vu leur modification de situation …


Le génome des mitochondries est intéressant à plus d’un titre 

a) il est présent à l’intérieur de la protection de la mitochondrie

b) Il est présent à plusieurs exemplaires dans chaque mitochondrie

c) Il y a plusieurs mitochondrie dans une seule cellule

d) Il est petit et permet donc une étude complète 

e) Il ne provient que de la mère 


Maintien de certains gènes mitochondriaux
Une partie des gènes mitochondriaux n'a jamais été transférée vers le noyau dans l'évolution des Eucaryotes. 
Ceci suggère que le transfert de ces gènes vers le noyau est contre-sélectionné ou alors très difficile à mettre en place. 

Structure et composition

Le génome mitochondrial humain ne fait que 16kb (contre 3 milliards pour le génome nucléaire)  .

La majorité des génomes mitochondriaux connus sont transcrits par une ARN polymérase de type viral (et non bactérien). 

Le génome mitochondrial est majoritairement hétéroplasmique  c'est-à-dire qu'il en coexiste différentes formes au sein de la même mitochondrie. 

D’un point de vue « policier » 

L’ADN mitochondrial ne permet pas d’identifier un suspect mais permet d’exclure un suspect 

L’ADN mitochondrial permet  par contre d’identifier un corps sur base de l’ADN mitochondrial de la mère (on est toujours « sur » de la mère mais jamais du père) .
Il n’y a par contre pas de base de données de l’ADN mitochondrial vu que trop de personnes partagent le même ADN mitochondrial (lointains parents ignorés) … surtout en cas de filiation « pas bien claire » ….

ADN mitochondrial versus chromosome « Y »
La mère seule donne l’ADN mitochondrial a toute sa descendance que ce soient des garçons ou des filles .

Le père seul donne l’ADN du chromosome « Y » mais aux seuls garçons bien évidement 

Donc :

· Tous les descendants d’une même mère auront le même ADN mitochondrial qu’ils soient garçons ou filles

· Tous les descendants mâles (et eux seuls) auront le même ADN « Y » 

Génome mitochondrial humain

· Le génome mitochondrial humain est circulaire.

· Il est composé de 16 569 paires de bases. (le noyau a 3 milliards de bases …) 

· Ces bases sont alignées sur  2 brins 

· Il comporte 37 gènes

· Ces 37 gênes codent 13 protéines, 22 ARN de transfert et 2 ARN ribosomiques.
· Toutes les protéines impliquées dans la protéosynthèse mitochondriale  sont codées par des gènes nucléaires et non par des gênes mitochondriaux .  

Les gènes sont disposés les uns à la suite des autres, et ne sont séparés que par de courtes régions non codantes. 

Les gènes codant les 13 protéines sont séparés les uns des autres par des gènes codant des ARN de transfert (au nombre de 22) . 
Les zones « non codantes » seront ici aussi à la base de l’identification (cf infra) .
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Les régions « non codantes » sont appelées « région de contrôle » ou « D-loop » et c’est là que se trouvent des sites « non codants » mais servant à l’accroche » des processus de réplication ».
Ce seront ces zones qui seront étudiées en Médecine légale .
Intérêts de l’ADN mitochondrial pour la médecine légale :
· Il y a 2 ADN nucléaires par cellules mais il y a des milliers d’ADN mitochondriaux
· Il y a 2 protections successives (Cellule et mitochondrie) 

· Les segments à étudier sont petits .


Problèmes  de l’ADN mitochondrial pour la médecine légale :

C’est moins précis …. Beaucoup moins ..

Généralement on ne sait pas « affirmer », mais seulement  « exclure » ….

Mais on peut aussi « orienter » par exemple statistiquement on peut avoir une grossière idée de l’origine ethnique …mais attention …uniquement du côté maternel !!!! 
Exemple : Imaginons le cas suivant :

· Une blanche a une fille avec un noir.

· Cette fille a aussi un gosse (garçon ou fille peu importe) avec un noir.

· Le gosse a beau être « plus noir que noir » … son ADN mitochondrial sera celui d’une blanche !!!

En résumé : les 2 avantages principaux de l’ADN mitochondrial :

· L’ADN mitochondrial a plus de chance de survivre dans des traces anciennes ou dégradées .

· On a la filiation maternelle 


En médecine légale l’ADN mitochondrial a surtout étudié à partir de
· Dents

· Os

· Cheveux 


La région « non codante » est la zone cible en médecine légale :



Elle contient deux segments extrêmement polymorphes HVS1 et HVS2 
(pour hypervariable segment 1 et hypervariable segment 2).

Le taux de mutation dans ces régions est presque 10 X plus élevé

que dans la région codante (qui, elle même, a déjà un taux de mutation beaucoup

plus rapide que celui de l’ADN nucléaire).

On séquence le segment compris entre les positions 16024 et 16365,

Pour l’analyse du polymorphisme, on exclut de ce segment qui s’étend de 16024 à 16635 un petit bout de séquence de 11 pb, des positions 16183 à 16193 ,pour des raisons techniques essentiellement ; en effet, en routine, il n’est pas possible de déterminer avec certitude le nombre de répétitions des nucléotides en présence :

· le nombre de A après 16182, 
· le nombre de C avant 16194, 
· la position du T, ou des T quand il y en a plusieurs


Rem pour ce qui est des « T » : 
Dans cette région entre 16183 et 16193, certains individus ne

portent pas du tout de T .

ADN mitochondrial « plus en détail » :

Quantité d’ADN mitochondrial 
La quantité d’ADN mitochondrial chez un être humain est non négligeable car une cellule possède environ 2 000 mitochondries et une mitochondrie contient environ 2 à 4 molécules d’ADN mt. 
Au total, on dénombre donc environ 4 000 molécules d’ADN mt par cellule. 


Gènes portés par cet ADN




Organisation de l'ADN mitochondrial de l'Homme.

L'ADN mitochondrial est occupé par des séquences codantes et quelques introns et ne contient aucune séquence répétée.
L’ADN mitochondrial est transcrit initialement sous la forme de 2 ARN qui sont ensuite clivés au niveau des ARNt.
Informations dans l’ADN Mitochondrial
L'ADN mitochondrial (37 gènes) code 22 ARNt, 2 ARNr et 13 protéines membranaires impliquées dans la production d'énergie par la mitochondrie :

•
cytochrome oxydase,

•
ATP synthase,

•
NADH déshydrogénase.
L’ADN mitochondrial dispose un système de réparation mais qui est incomplet .
.

Utilisations de l’ADN mitochondrial en médecine légale 
L'avantage d'utiliser l'ADN mitochondrial pour l'analyse de filiation, réside dans le fait que les mitochondries sont transmises uniquement par la mère, et donc, malgré la succession des générations, il n'y a pas de recombinaison génétique.
D’un point de vue « historique »,cela permet donc de suivre des populations en comparant le degré de similarité de leur ADN mitochondrial.

De plus, chez l’humain, il ne compte que 37 gènes (alors que l’ADN humain en compte quelque 25 000). Il est en général mieux conservé et évidemment, beaucoup plus vite décodé. En effet, contrairement à l’ADN humain qui est un assemblage de la moitié des gènes de la mère et de la moitié des gènes du père (donc du quart de chaque grand-parent ou encore du huitième de chaque arrière-grand-parent, etc.) rendant très difficile l’établissement de la filiation au-delà de quelques générations, l’ADN mitochondrial n’est normalement transmis que par la mère, qui le tient elle-même de sa mère qui le tient de la sienne, etc. Cela simplifie donc énormément l’étude des filiations mère-enfant et la datation des lignées. L’ADN mitochondrial des mâles provient de leur mère et n’est normalement pas transmis à la génération suivante.

Il y a 2 régions hyper-variables HV1 et HV2 dans les séquences d-loop. Leur comparaison entre différents individus est intéressante du point de vue de l'évolution très récente des humains, mais aussi pour distinguer des lignées différentes, et résoudre des problèmes de filiation ou en identification de restes humains et d'auteur de crimes. Ces études nécessitent un séquençage de ces régions.

Protocole technique (résumé) du séquençage de la région HVS1 de l'ADN mitochondrial humain .

https://tecfa.unige.ch/perso/lombardf/projets/experimental/mt-seq-29-III-11/Extraction_Seq_ADN_mitochondrial-methodes.pdf
Prélèvement .
La cyto-brosse intra buccale  permet de prélever des cellules.
Ces cellules contiennent l'ADN génomique et l’ADN mitochondrial.
L’ADN génomique est très long,l’ADN mitochondrial est très court .
Extraction de l'ADN mitochondrial


Une solution de lyse  (détergent) qui va faire éclater cellule,noyau et mitochondries

Une solution de proteinase qui va se débarrasser des proteines 

Une solution salée pour faire précipiter l'ADN  (tous les ADN)

On centrifuge

On purifie le résultat …à savoir deux choses 

· l’ADN non mitochondrial avec une phosphatase 
· les amorces avec une exonuclease qui va les dégrader.
Amplification par PCR 
Le PCR a des amorces spécifiques 
Les nucleotides ajoutés sont tous marqué »s par une molécule fluo 
(différente pour A-T-G-C ). 


Electrophorèse pour séparer les fragments par taille.
Lecture des bases avec un laser et une caméra

