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SER066-17 Rapport FINAL
Dossier #: SER066-17

Date: 26 janvier 2018

Rapport de I'expert : Nom de I'expert: Stephen Fratpietro, M.Sc., B.Ed.
Titre: Directeur technique, Paleo-DNA Laboratory

Je, soussigné (e), a la demande de Thierry Jamin, Institut Inkari-Cusco, soumets mon
opinion professionnelle sur le sujet suivant : Cet examen des sujets exposés est relié a
une analyse d’ADN ancien.

POINTS EXAMINES:

Les éléments suivants (voir le tableau 1) ont été soumis pour analyse génétique par
Thierry

Jamin, Institut Inkari-Cusco. Ces échantillons ont été désignés comme indiqué ci-aprés
avec les numéros d'échantillon par le laboratoire de Paléo-DNA (PDL) :

PDL Dénomination | PDL Dénomination de Type d’échantillon Commentaires
du cas I'échantillon

SER066-17 1 Tissu et os Paume de main droite,
Maria

SER066-17 2 Tissu et os Doigt de pied gauche,
Maria

SER066-17 3 Os Coccyx 1, Maria

SER066-17 4 Os Bras gauche, Maria

SER066-17 5 Os Coccyx 2, Maria

SER066-17 6 Os Vertébre, Maria

Tableau 1 : Echantillons soumis au Laboratoire Paleo-DNA

EXAMEN DEMANDE : Analyse d’ADN ancien : extraction de 'ADN, test de faisabilité de
I'ADN nucléaire et profilage de I'ADN autosomique.

EXIGENCES DEMANDEES : Déterminer si une information génétique pourrait étre
extraite de I'échantillon. Sauf indication contraire, les protocoles de la norme standard
industrielle d’extraction,

de purification et d’amplification devaient étre utilisés et essayés dans ce cas.

Le laboratoire Paléo-ADN a accepté de travailler sur le projet conformément aux normes
scientifiques et professionnelles de haut niveau, mais comme nous n’avions pas participé
a la collecte et au stockage de I'échantillon, ni avons-nous inspecté I'échantillon, ni avons-
nous évalué I'état de I'échantillon, le laboratoire Paléo-ADN n’a promis aucun succés dans
la réalisation du résultat souhaité. Le laboratoire Paléo-ADN a entrepris cette projet en ne
donnant aucune garantie d'adéquation a un usage particulier, ni aucune autre garantie,
explicite ou implicite, sur les résultats de votre projet ou sur les tests effectués
conformément a votre projet. Ceci ne comprend aucune garantie que le protocole
recommandé donnera les résultats que vous souhaitiez.
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METHODOLOGIE D'EXAMEN:

Tous les échantillons d’ADN sont préparés par pré-amplification dans une salle dédiée a
une quantité limitée d'échantillons d'ADN. Cet environnement est contrélé
trimestriellement pour la présence de I'ADN. Ce laboratoire a un accés restreint et
nécessite le port d'équipement de protection en tout temps : costume en Tyvek couvrant la
téte et les pieds, gants, filet pour les cheveux, masque facial. Toutes les personnes entrant
dans ce laboratoire ont leur ADN enregistré et conservé pour une comparaison future.

La préparation des échantillons
Tous les échantillons d'ADNc sont rincés a I'éthanol et mis a sécher. Chaque spécimen est
broyé séparément et dissous dans un tampon d'extraction.

Extraction d'ADN
Extraction TNE [Hansen et al, 1974] : échantillons 1 a 5.

Le tampon d’extraction est renouvelé a chaque fois et contient 2175 uL de TNE [Tris 10
mM, Sodium 100 mM], Chlorure (NaCl), solution de sel disodique d’acide
éthylénediaminetétraacétique (EDTA) 1 mM], 300 uL de sulfate dodécyl de sodium a 20%,
300 uL de dithiothréitol 0,39 M, 30 uL de 20 mg / ml Protéinase K et eau stérile de 195uL.
Ce tampon est incubé avec I'échantillon pendant une nuit a 56 ° C pour une agitation de
500 tr / min. Le surnageant résultant est transféré a la purification de perles de silice.

Déminéralisation totale [Loreille et al, 2007] : échantillon 6

Environ 1-2 g d’échantillon de poudre sont mélangés a 9,0 ml ’'EDTA 0,5 M, 150 ul 20%
Lauryl Sarcosinate et 200 uL de Protéinase K (20 mg / mL) dans un tube stérile de 15,0
mL. Cette réaction est incubée pendant une nuit a 56 ° C avec une légére agitation. Le
surnageant résultant est transféré a la purification des billes de silice.

Purification des billes de silice [modifié Boom et al, 1990]:

Le surnageant est mélangé a 18 ml de thiocyanate de guanidinium 4 M et a 15 ul de silice.
Cela est laissé au repos pendant 4 heures a 4 ° C [pour permettre a ’ADN de se lier a la
silice], aprés quoi le surnageant est éliminé et la silice restante lavée avec un tampon de
lavage de travail (Tris-HCI 10 mM, NaCl 50 mM, EDTA 1 mM, éthanol anhydre) et 100%
d'éthanol, puis mis a sécher. La silice est remise en suspension dans 55 uL d'eau stérile et
incubée pendant 1 heure a 56 ° C pour permettre a I'ADN de se dissocier de la silice et de
se dissoudre dans I'eau. La résultante surnageante est transféré a I'étape suivante.

1294 Balmoral Street Suite 300 Thunder Bay Ontario Canada P7B 5Z5 www.ancientdna.com



Paleo-DNA Tel 807 343-8616

Laboratory Fax 807 343-8619

Toll Free 1-866-DNA-LABS
Centre for Ana!yhcal Services ] @lak i

%—”‘La ead

UN I TY

Purification de la colonne d'exclusion de taille [Matheson et al, 2009]:

L'extrait d’ADN purifié est ensuite filtré a I'aide des Colonnes chromatographiques Biorad
Micro Bio-Spin P30, selon les instructions du fabricant.

** |l est important de noter qu’un contrdle d’extraction (négatif) est appliqué a travers tout
ce processus en tant que mesure de contréle de la qualité. **

Quantification

L'ADN nucléaire est ciblé a l'aide du kit de quantification de I'ADN humain Life
Technologies Quantifiler™ sur le Cepheid Smart Cycler® || conformément aux instructions
du fabricant.

Analyse de fragment

L'ADN autosomal est amplifié dans des réactions de 10 uL a I'aide du Systéme Promega
PowerPlex® 21 selon les paramétres de cyclage du fabricant. Ce lot de réaction PCR

comprend un contrdle PCR positif et négatif. Chaque locus est amplifié au moins deux fois
pour la réplication.
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RESULTATS : Les résultats ci-dessous concernent uniquement les éléments testés.

Les résultats de I'essai de faisabilité de 'ADN nucléaire sont les suivants :

Echantillon Viabilité ADN Nucléaire
Paume de la main droite, Maria (1) positif
Doigt du pied gauche, Maria (2) positif
Coccyx 1, Maria (3) négatif
Bras gauche, Maria (4) négatif
Coccyx 2, Maria (5) négatif
Vertébre, Maria (6) positif

Un résultat positif indique que I'extrait contient suffisamment d’ADN nucléaire pour
procéder a d'autres tests d'ADN autosomal.

Analyse autosomique

Une analyse autosomique a été réalisée sur les échantillons suivants de «Maria» : Paume
de la main droite (1), doigt du pied gauche (2), vertébres (6). Chaque analyse était
réalisée en ftriple. Deux informations numériques sont produites pour chaque marqueur
ADN analysé. La moitié de 'ADN de la mére biologique et la moitié du 'ADN du pére
biologique est transmis a l'enfant, un élément d’information provenant de chaque
marqueur provient de chaque parent biologique.
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Marqueurs ADN Paume de la main | Doigt du pied gauche Vertébre (6)

analysés droite (1) (2)

DNA Markers Palm of right Finger of left foot (2) Vertebrae (6)
Analyzed hand (1)

AMEL X[Y] X[Y] XY
D351358 15,16,17 15.16 [17] 14,15,16,17
D151656 11,14 13,14,15 13,14,15
D651043 11 14,21.3 [11,18,19,20.3] 14,17,21.3
D13S317 10,14 9,11,12 10,11,12
Penta E NR 17 15,17
D16S539 11[10,12] 10,11 10,11,12
D18S51 13,14,17,18 [20] 14,17,18 [13,16] 17,18,20
D251338 17,19 17,19,20 19,20,23 [22]
CSF1P0 NR 10,11,12 12
Penta D 11 NR 10,14 [11]

THO1 7,9.3 7[9.3] 7 [6,9.3]

VWA 16 [18,19] 16 [14,15,17,19] 14,16
D21S11 29,32.2 322 29,30.32 2 [31.2]
D75820 10 11 11
D55818 11,12 G112 11

TPOX il 11 8,11
D851179 10,14 [8,16] 10,14 [11,12,13,16] 10,12,14
D12S391 [16,18]19,20,21 16,19 [21] 16,19 [18,21]
D19S433 14[13,15,21] 13051 13,14,15 [15.2]

FGA 24,2526 21,25,26 21,26

Résumé des résultats de trois analyses distinctes. Dans certains cas, plus de deux alléles
étaient présent a un marqueur. Les résultats des trois analyses de chaque échantillon ont
été combinés. Tout et tous les alléles majeurs (de haut niveau) sont indiqués en tant que
tels. Tous les alléles mineurs (de bas niveau) sont désignés par «[ ]». «NR» signifie
qu'aucun résultat n'a été obtenu.

Les conclusions suivantes ont été tirées des données obtenues:

¢ Il y a une contamination évidente de I'ADN.

¢ La paume de la main droite (1) contient ’ADN de plus d’un individu.

¢ Le doigt du pied gauche (2) contient 'ADN de plus d'un individu.

e Les vertébres (6) contiennent de I'ADN de plus d'un individu.

¢ Le marqueur Amélogénine [AMEL] (le marqueur utilisé pour 'identification du sexe

dans ce kit de génotypage) montre que pour chacun des trois échantillons testés,

il y @ un composant majeur d'ADN féminin et un composant mineur d’/ADN male.

¢ Pour chacun des échantillons testés, il y a présence d'au moins un individu féminin et un
individu masculin.

¢ Le doigt du pied gauche (2) et la vertébre (6) montrent I'évidence de partager une
source commune d'ADN.

¢ Il n'y a pas assez de données pour inclure ou exclure la paume de la main droite (1)
ayant une source commune d'ADN avec le doigt du pied gauche (2) et les vertebres (6) en
toute certitude.
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REMARQUES:

Des contrbles ont été effectués a chaque étape de I'analyse et ont donné les résultats
attendus.

Les profils ci-dessus ne correspondent a aucun membre du personnel ni a aucun
utilisateur du laboratoire Paléo-DNA, passé ou présent. Cette analyse est conforme aux
exigences demandées par le client. Les détails des procédures expérimentales et
analyses de ce cas se trouvent dans le dossier du laboratoire Paléo-ADN, numéro de cas
SER066-17. Votre avis est important pour nous ! S'il vous plait remplir notre client
sondage a http://lucas.lakeheadu.ca/customer-survey.

Directeur technique : Stephen Fratpietro
6 février 2018

Traduit par Catherine Rayer
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