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MOTS CLES Résumé L’estimation d’un dge médicolégal est un parametre clé (fournissant des informa-
Estimation ; tions utiles) pour les enquétes criminelles, juridiques et anthropologiques. L’age médicolégal
Age : peut étre défini comme le reflet de ’age biologique (et non chronologique) d’un individu dans un
Méthylation ; contexte de recherche judiciaire. Cette estimation initialement basée sur |’étude morpholo-
ADN ; gique, la radiographie osseuse mais également dentaire, s’est tournée depuis 5 ans vers le
NGS ; domaine de l’épigénétique médicolégale. L’analyse de la méthylation de ’ADN est actuellement
Revue le meilleur moyen de prédire un age chronologique. Le développement d’approches molécu-

laires pour I’étude de cette méthylation ne cesse de croitre et a ce jour plus de 20 publications
ont montré une corrélation positive entre vieillissement et changement de méthylation a
’échelle du CpG. Dans cette revue, nous résumons les données de la littérature portant sur
’identification et le développement de marqueurs corrélés a l’age dans le sang et dans d’autres
tissus. Nous recensons aussi les techniques d’études avec leurs avantages et leurs inconvénients.
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Summary The estimation of forensic age is a key parameter (providing useful information) for

KEYWORDS criminal, legal and anthropological investigations. Medico-legal age can be defined as the
Age; reflection of the biological (not chronological) age of an individual in a judicial (research)
Estimation; context. This estimate initially based on the morphological study, the bone and dental
Methylation; radiography turned for 5 years towards the field of the epigenetics forensic. Analysis of DNA
DNA; methylation is currently the best way to predict a chronological age. The development of
NGS; molecular approaches for the study of this methylation continues to grow and to date more than
Review 20 publications have shown a positive correlation between aging and change of methylation at
the CpG scale. In this review, we summarize data from the literature on the identification and
development of age-correlated markers in blood and other tissues. We also identify study
techniques with their advantages and disadvantages.
© 2019 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
Introduction dossiers médicaux. L’étude des dents et I’examen des os

En médecine légale, comme dans la plupart des sciences
« forensiques » connexes (anthropologie, odontologie, etc.),
lidentification d’un corps inconnu reste une problématique
fréquemment rencontrée, pour laquelle trois grandes phases
d’analyse sont généralement nécessaires.

Tout d’abord, une phase de détermination du profil bio-
logique de ’individu retrouvé (affinité populationnelle, age,
sexe), puis une phase d’observation de caractéristiques et
« d’histoire de vie » (variations anatomiques, caractéres
discrets, traumatismes, pathologies et éventuellement traces
témoignant des conditions du déces), et pour finir une troi-
siéme phase d’identification comparative (confrontation de
données ante et post mortem) qui a pour but de nous conduire
a un rejet d’identité supposée (comparaison négative) ou a
Uidentification formelle (positive) du corps expertisé.

La premiére de ces trois phases est absolument cruciale
puisque c’est celle qui orientera la poursuite de I’enquéte et
permettra de prioriser les identités supposées, pour lesquel-
les du matériel ante-mortem sera collecté, afin de nous
conduire en phases 2 et 3.

Bien souvent lorsque ’on recherche a identifier une personne
disparue ou l’auteur d’un crime, ce matériel ante-mortem/ou les
preuves biologiques médicolégales se résume a de ’ADN dégradé
présent en trés petite quantité et regroupe les liquides organi-
ques (principalement le sang, la salive, le liquide spermatique ou
encore les sécrétions vaginales), les phanéres (cheveux, poils) et
les empreintes digitales. Dans ces cas, lorsque toute comparaison
directe avec les bases de données ADN et empreintes génétiques
(FNAEG ou Fichier national automatisé des empreintes généti-
ques) ne permettent pas de fournir une correspondance
définitive et fiable, la détermination du profil biologique et
par conséquent U'estimation de [’age est indispensable.

Approches initiales pour I’estimation de
I’age

Malheureusement, cette estimation de |’age manque cruel-
lement de précision. Dans la majorité des cas, lorsque des
restes squelettiques sont intacts chez le défunt, ou lorsque
’accessibilité a la radiographie osseuse chez la personne
vivante est possible, la détermination de |’age peut étre
effectuée par des mesures et des calculs anthropologiques/
anthropométriques ainsi que par des recoupements de

sont les deux méthodes les plus utilisées pour estimer une
fourchette d’age au déces. On étudiera par exemple chez
I’enfant, les stades de maturation squelettique, la soudure
des cartilages de conjugaisons, les noyaux d’ossification [1]
et chez U’adulte ’examen morphologique de la symphyse
pubienne [2], de la surface sacro-pelvienne, de l’extrémité
sternale de la 4° cote et de la clavicule [3].

Du coté de U'odontologie, chez U’enfant, on évaluera le
degré de minéralisation dentaire et le stade de maturation
dentaire avec entre autres la pousse de la 3° molaire qui
permet de déterminer si U'individu a plus ou moins de 18 ans
[4]. Chez U’adulte on observera une usure de |’émail ou
encore une transparence radiculaire [5]. Mais trop peu
d’évenements anatomiques et physiologiques sont a méme
de nous renseigner avec justesse et précision, car leur
variabilité inter individuelle et inter populationnelle est bien
trop grande. En effet, les méthodes actuellement disponi-
bles présentent beaucoup de faiblesses liées a l’absence de
population de référence de qualité. Par exemple, ’atlas de
Greulich et Pyle [6] a été établi en 1957 sur une population
d’enfants nord-américains, nés entre 1931 et 1942, qui n’est
pas du tout comparable a la population d’Europe occidentale
du 21éme siecle ou aux populations d’enfants clandestins du
Maghreb ou d’Europe centrale.

Ily a une dizaine d’année, les recherches se sont focalisées
sur des méthodes biochimiques, comme la racémisation de
’acide aspartique [7], ’accumulation de plomb, les réticu-
lations de collagene, la composition chimique des dents ou
encore la glycosylation des protéines [8]. Ces méthodes, qui
s’étaient montrées pourtant prometteuses, semblent attein-
dre des limites pratiques notamment le manque de précision,
de reproductibilité et d’applicabilité dans les autres tissus.

Une piste de recherche reste toutefois ouverte et il
apparait que c’est du coté de la biologie moléculaire que
les meilleures réponses peuvent étre trouvées.

Nouvelle méthode d’estimation de ’age :
étude de la méthylation de [’ADN

Actuellement, les laboratoires habilités aux analyses généti-
ques réalisent des comparaisons de profils grace a l’analyse
de différentes sous-unités répétitives ou Short Tandem
Repeat (STR) par PCR multiplexe au sein de ’ADN nucléaire.

Les récents progres technologiques en matiére de biologie
moléculaire ou « génie moléculaire » permettent a ce jour



d’appréhender [’apparence physique, le phénotype d’un indi-
vidu, notamment la couleur des yeux [9], la forme ou I’ondula-
tion des cheveux [10] mais aussi ’ascendance géographique
[11] grace a ’étude de Single Nucleotide Polymorphisme (SNP)
et ’estimation d’un age biologique vient compléter ce tableau.

Le vieillissement humain est un processus naturel carac-
térisé par une perte progressive de l'intégrité physiologique
causée par ’accumulation de dommages cellulaires tout au
long de la vie d’un individu. Différentes marques épigénéti-
ques faconnent le génome : le remodelage de la chromatine,
la modification post-traductionnelle des histones et la méthy-
lation de ’ADN. Or il est apparu que le vieillissement est
associé a des changements de méthylation de I’ADN sur des
sites spécifiques du génome. Ces modifications épigénétiques
pourraient donc étre utilisées dans le cadre d’une analyse
médicolégale afin d’estimer |’age biologique du donneur. La
méthylation de l’ADN est une modification chimique et réver-
sible qui concerne principalement les cytosines lorsque cel-
les-ci sont suivies par des guanines. Cette modification de
’ADN est effectuée par des enzymes particuliéres appelées
DNMTs pour « DNA methyl-transferase ». Dans les cellules de
mammiféeres, cela correspond a l’ajout d’un groupement
méthyl (CHs) au niveau du carbone 5 d’une cytosine (5mC).
Ces sites de méthylation de ’ADN sont appelés les dinucléo-
tides CpGs et sont principalement méthylés dans le génome
humain (70—80 %) [12]. La répartition des sites CpG au sein du
génome n’est pas aléatoire et la majorité des sites CpG se
situent dans des ilots CpG situés le plus souvent a l’extrémité
5’ de la région promotrice des génes.

En effet, ’une des principales fonctions de la méthylation
est de pouvoir réguler ’expression des génes. Ces modifica-
tions de ’ADN sont significativement plus marquées dans les
promoteurs des genes codant pour les protéines régulant la
chromatine bivalente et les génes régulés par le complexe
Polycomb. Cette méthylation de l’ADN est impliquée dans de
nombreux autres processus biologiques comme le dévelop-
pement, la différenciation cellulaire et le maintien de la
stabilité du génome. De plus la méthylation de l’ADN est un
mécanisme tissu-spécifique, c’est a dire que chaque type
cellulaire peut avoir un profil de méthylation différent [13].

Le niveau global de méthylation de ’ADN diminue avec
’age [14] mais des études récentes ont démontré des dif-
férences de méthylation (hypo- ou hyperméthylation) de
certains sites CpG (AR-CpG) selon I’age. Dés 2013, Horvath
[15] a proposé une horloge de vieillissement constituée de
353 sites CpG corrélés a |’age. Depuis de nombreuses recher-
ches ont été menées dans ce sens. La méthylation de ’ADN
émerge donc comme marqueur potentiel pouvant permettre
une meilleure estimation de U’age, et positionne la
« génétique médicolégale » comme un champ d’investigation
majeur au cours des prochaines années.

Méthodologies actuelles pour
I’établissement de profils épigénétiques
médicolégaux

Etude de la méthylation des cytosines par
désamination oxydative au bisulfite de sodium

Cette technique tres quantitative et résolutive a été mise au
point dans les années 1990 et a permis de progresser dans la

détection et ’analyse de ’ADN méthylé. La désamination
oxydative des cytosines par le traitement au bisulfite
de sodium provoque leur conversion en uracile. Elles seront
amplifiées comme une thymine aprés PCR. Seules les
cytosines méthylées sur leur carbone 5 ne sont pas
converties. Plusieurs kits sont actuellement sur le marché
(EpiTect Bisulfite®, EZ DNA Methylation®, MethylEdge
Bisulfite®. . .). Cette conversion chimique provoque une frag-
mentation importante et une perte de UADN, la quantité
d’ADN (bien que variable selon le fabricant) requise au départ
est donc plus élevée que pour le typage génétique STR. Les
méthodes basées sur le bisulfite fournissent une résolution a
’échelle d’une paire de base et des données quantitatives
précises. Par conséquent, la grande majorité des études de
cette revue ont utilisé cette méthodologie avec une moyenne
de 200 a 500ng d’ADN de départ pour une conversion
optimale. Cette étape est ensuite suivie d’une amplification
de ’ADN converti par PCR grace a des amorces spécifiques des
séquences d’intéréts.

Digestion enzymatique a base d’enzymes de
restriction sensibles a la méthylation (MSRE)

Les enzymes de restriction sensibles a la méthylation (MSRE)
ont été largement utilisées dans la recherche en épigénétique,
en raison de leur capacité trés spécifique a reconnaitre et a
couper ADN méthylé. Ces enzymes sont utilisées pour analy-
ser le statut de méthylation des résidus de cytosine dans les
séquences CpG. Comme leur nom Uindique, ces enzymes de
restriction ne sont pas capables de cliver les résidus méthylés
de cytosine, laissant ainsi ’ADN méthylé intact. A Uinverse,
elles clivent UADN au niveau des cytosines non méthylées.
Apreés la digestion, UADN est amplifié par PCR multiplex pour
les genes d’intéréts. Puis les fragments de PCR sont détectés
par électrophorese capillaire. MSRE-PCR a été décrit dans le
passé comme un moyen rapide et fiable de détecter simul-
tanément les profils de méthylation de UADN dans plusieurs
fragments, de maniere sensible et reproductible [16].
L’équipe de Mawlood [17] a utilisé la technique Epitect
Methyl qPCR system (QIAGEN) pour prédire un age dans une
cohorte de 80 femmes agées de 19 a 91 ans a partir d’échan-
tillons sanguins. Il a comparé les niveaux de méthylation des
dinucléotides CpG dans les régions promotrices de quatre
genes liés a ’age (NPTX2, KCNQ1DN, GRIA2 et TRIM58).
Globalement, la différence entre ’age prédit et réel était
d’environ 11 ans et ’écart moyen absolu (MAD) était de
7,2 ans seulement. Un avantage par rapport a la conversion
au bisulfite est que cette technique n’a nécessité que 120 ng
d’ADN au départ pour la digestion enzymatique, donc plus
pratique pour les échantillons dégradés médicolégaux.

Découverte de marqueurs CpG

Les premiéres études de corrélation entre age et méthyla-
tion de UADN ont permis d’identifier un certain nombre de
genes, dont les ilots CpGs étaient différentiellement
méthylés grace a la technologie Infinium BeadChip (Illumina)
[15,18—22].

En effet, il a été possible de mesurer le niveau de méthy-
lation de ’ensemble des génes grace a une technologie de
micropuce (ou « micro-array »). La premiére puce a ADN



pouvant mesurer la méthylation a été commercialisée en
2009 par la société Illumina sous le nom de Infinium Human-
Methylation27k [23] qui permet de mesurer le niveau de
méthylation d’environ 27 000 sites CpG a travers le génome.
Fin 2011, une nouvelle génération de puce est apparue, il
s’agit de la puce Infinium HumanMethylation450k [24] qui
mesure la méthylation d’environ 480 000 sites CpG corres-
pondant a environ 99 % des genes et ARN non codants connus.
Le fonctionnement de ces puces se base sur les propriétés du
bisulfite de sodium.

C’est en utilisant ces puces que Bocklandt et al. [18] ont
montré des différences dans la méthylation de promoteurs
de trois génes, EDARADD, TOM1L1 et NPTX2 dans la salive et
construit un modeéle de régression qui pourrait prédire |’age
d’un individu avec une précision moyenne de 5,2 ans. Gara-
gnani et al. [22] ont montré des changements de méthylation
corrélées a ’age au niveau de sites CpG dans 3 genes,
ELOVL2, FHL2 et PENK dans des échantillons sanguins pro-
venant de 245 hommes et 249 femmes agés de 9 a 99 ans. Ils
ont suggéré que le géne ELOVL2 était le plus prédictif de
I’age et le plus prometteur. Dans un modele de vieillissement
quantitatif construit par Hannum et al. [19], ’étude de la
méthylation différentielle de 71 régions dont U’état de
méthylation varie avec de |’age a permis une précision de
prédiction trés élevée avec une erreur de 3,9 ans dans le
sang. Horvath [15] a développé un prédicteur de |’age multi-
tissu (51 tissus et types cellulaires) en analysant le profil de
méthylation de 8000 échantillons sur les deux types de puces
27 K et 450 K. Les résultats obtenus ont permis de montrer
que les prédictions étaient applicables a un large spectre de
tissus avec une grande précision et un taux d’erreur de
3,6 années. Seul le tissu mammaire, ’endométre utérin,
les fibroblastes dermiques ainsi que le tissu musculaire sque-
lettique et cardiaque montraient un taux d’erreur élevé.

Cependant, un inconvénient de la puce 450 K est que seul
1,5 % de ’ensemble des CpG génomiques sont représentés.
En effet, seuls les CpG situés dans les ilots CpG au niveau des
régions promotrices des génes sont analysés. Une nouvelle
micropuce Illumina a été commercialisée, il s’agit de la
MethylationEPIC BeadChip [25]. Cette puce EPIC couvre
853 307 sites CpG et contient plus de 90 % des 450 000 sites
déja connus avec 333 265 nouveaux CpG situés dans des
régions régulatrices distales, notamment des régions activa-
trices de la transcription qui possédent une faible proportion
de CpG.

Ces puces permettent donc ’analyse simultanée de mil-
liers de sites CpG et constituent le meilleur compromis a ce
jour en termes de couverture, de débit d’échantillon, de
temps d’analyse et de colit. Elles sont considérées comme la
méthode de référence pour la recherche de biomarqueurs
épigénétiques [26] et offrent une bonne résolution a
’échelle d’un seul CpG. Mais une telle technologie basée
sur U’hybridation nécessite un ADN de bonne qualité et en
grande quantité (plusieurs centaines de ng) pour des per-
formances optimales [27], ce qui limite leur application
médicolégale.

Des données de puce micro-array sont publiques, par
exemple dans la base de données GEO (Gene Expression
Omnibus) (https://www-ncbi-nlm-nih-gov.gate2.inist.fr/
geo/), qui peut étre utilisée comme point de départ pour
les études meédicolégales. Cependant, certaines de ces
recherches a motivations médicales ont été réalisées sur

des patients, ou on ignore généralement si le statut de la
maladie influence le niveau de méthylation. D’autre part, en
particulier pour les tissus d’intérét médicolégaux tels que le
liquide spermatique, les sécrétions vaginales ou le sang
menstruel, les données publiques sont plus restreintes, car
ces tissus sont rarement inclus dans les études médicales.
Cette situation a conduit les chercheurs en criminalistique a
générer des données de micro-array pour ces tissus [28,29],
méme si celles-ci sont généralement en nombre limité en
raison des colits élevés par échantillon impliqués.

Analyse ciblée de la méthylation de I’ADN

Dans cette partie, nous résumons les différentes méthodes
ciblées les plus couramment utilisées pour U’analyse de la
méthylation de UADN. Elles regroupent des systéemes
d’extension simple base méthylé (SBE) tels que le Ms-SNuPE,
le Pyroséquencage, le systéme EpiTYPER basé sur la spec-
trométrie de masse et pour finir le séquencage haut débit ou
NGS. Nous discutons aussi de leurs performances et de leur
adéquation médicolégale.

Extension d’amorce mononucléotidique sensible
a la méthylation bisulfite (Ms-SNuPE),
Methylation Sensitive — Single Nucleotide Primer
Extension

La technologie Ms-SNUPE dérive du systéeme SBE (Single Base
Extension) trés utilisé dans le domaine médicolégal pour
identifier les polymorphismes mononucléotidiques (SNP). Il
permet l"analyse d’ADN tres dégradé et a été utilisé pour
’estimation de ’ascendance géographique et |’estimation
des traits physiques d’un individu inconnu [30]. Au cours des
dernieres années, cette technologie, qui étudie aussi les
profils de méthylation, a été appliquée pour |’estimation
de U’age.

L’extension d’amorce mononucléotidique sensible a la
méthylation (Ms-SNUPE) est une technique quantitative qui
peut étre utilisée pour la mesure de la méthylation au niveau
d’un CpG. Un traitement préalable de I’ADN génomique au
bisulfite de sodium est nécessaire. S’ensuit une PCR utilisant
une ou plusieurs amorces spécifiques qui viennent se posi-
tionner immédiatement en amont du CpG a analyser.
L’amorce vient s’hybrider sur la séquence et s’étend
d’une seule paire de base (le C ou le T) grace a I’ADN
polymérase et a des didésoxynucléotides (ddNTP) marqués
fluorescents. Ainsi, seule la base complémentaire du SNP
cible est séquencé. Puis la valeur de méthylation en pour-
centage (0 a 100) sur chaque site CpG est calculée en divisant
I’intensité du nucléotide C/G (détection de ’ADN méthylé
non converti) par le nucléotide C/G plus le nucléotide T/A
(détection de ’ADN non méthylé converti).

Par exemple, I’équipe de Lee [31] a étudié les modifica-
tions de la méthylation de I’ADN au niveau de 24 CpG dans
68 échantillons de liquide spermatique provenant d’individus
agés de 20 a 73 ans a l’aide de la technique SNaPshot. Il s’agit
de la premiére étude proposant une signature épigénétique
de l’age ayant comme support du liquide spermatique,
qui reste l"un des fluides corporels les plus pertinents d’un
point de vue médicolégal. Parmi les candidats CpG liés a
’age, une forte corrélation avec |’age a été obtenue pour le
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cg06304190 situé dans le géne TTC7B. Ils ont ensuite créé un
modele de régression linéaire prédictif de I’age a l’aide de
3 marqueurs CpG (cg06304190 dans le géne TTC7B,
cg06979108 dans le géne NOX4 et cg12837463) et ont montré
une forte corrélation entre I’age prédit et |’age chronolo-
gique avec une différence absolue moyenne de 4,2 ans.
Cette étude a montré que les sites CpG liés a ’age dans le
sperme étaient différents de ceux du sang. Mais que la
précision de ce modéle d’estimation de |’age médicolégal
dans le liquide spermatique était comparable a celle du sang.

L’avantage de cette technique est sa facilité d’utilisation
sur des plates-formes d’analyses génétiques bien que sa
capacité de multiplexage soit limitée a environ 10 sites CpG.

Pyroséquencage

Le pyroséquencage est de loin la méthode ciblée la plus
populaire pour ’analyse épigénétique médicolégale, non
seulement en raison de sa simplicité, de sa facilité d’utilisa-
tion et de sa disponibilité pour les laboratoires médicolé-
gaux, mais également en raison de sa résolution a l’échelle
d’un CpG, de sa nature hautement quantitative et de sa
sensibilité [32].

Par exemple, Zbiec-Piekarska [33] ont construit un modéle
prédictif d’age dans le sang en utilisant deux sites CpG du
gene ELOVL2 avec une erreur de prédiction de 6,85 ans et un
écart moyen absolu (MAD) de |’age chronologique de 5,03 ans.
Plus tard, ils ont également démontré qu’un modéle composé
d’analyse de la méthylation des génes ELOVL2, Clorf132,
TRIM59, KLF14 et FHL2 permettait une précision de prédic-
tion améliorée dans le sang avec un MAD a partir de ’age
chronologique de 3,9 ans [34].

Les principales étapes de cette technique incluent la
conversion au bisulfite de sodium de UADN génomique,
U’amplification de la région d’intérét a ’aide d’amorces
spécifiques du géne et le séquencage par synthése en temps
réel basé sur la détection de la libération de pyrophosphate
lors de Uincorporation de nucléotides.

Le pyroséquencage multiplexe est possible mais peut étre
trés complexe [35], ce qui est problématique pour les ana-
lyses médicolégales ou les quantités d’ADN sont trés limités.
Cette méthode a été appliquée avec succés pour l’analyse de
petites régions génomiques (50—100 pb) pouvant contenir
plusieurs sites CpG adjacents [36]. Le pyroséquencage apres
conversion au bisulfite est une technique trés sensible
(jusqu’a 50—100 pg d’ADN), applicable aux vieux échantil-
lons [37]. Un inconvénient est le nombre élevé de cycles de
PCR lors de ’amplification (45 cycles), et I’écart-type pour la
quantification de la méthylation peut atteindre 10 % en
fonction du type de prélévements.

Spectrométrie de masse

Le systéme Agena Bioscience EpiTYPER® est une méthode
de détection et de quantification de la méthylation de I’ADN
basée sur un traitement au bisulfite, utilisée dés 2015 comme
une technique de validation dans une étude d’estimation de
’age médicolégale [38].

La technologie EpiTYPER® est une méthode basée sur la
spectrométrie de masse couplant une source d’ionisation
laser assistée par une matrice et un analyseur a temps de

vol (MALDI-TOF). Les niveaux de méthylation de I’ADN sont
calculés en comparant Uintensité du signal de masse entre
UADN méthylé et non méthylé (différence de masse de
16 Daltons pour chaque position CpG). Des fragments
d’ADN de masse différente étant nécessaires, ceux de taille
identique ou situés en dehors d’une fenétre de masse de
1700 a 7000 Da ne peuvent pas étre détectés et ne permettent
donc pas de fournir des données de méthylation [39]. De plus
EpiTYPER® rapporte les niveaux de méthylation de sites CpG
contenant un ou plusieurs dinucléotides CpG (généralement
2 a4 CpG) dans le méme fragment. Les dinucléotides CpGs qui
sont donc proches les uns des autres seront détectés comme
un ensemble, ce qui réduit la résolution de la technologie.

En 2016, I’équipe de Freire-Aradas a utilisé la technologie
EpiTYPER dans une cohorte de 725 personnes européennes
agées de 19 a 101 ans pour proposer un nouveau modéle de
prédiction de ’dge. Ce modeéle basé sur une analyse de
régression multivariée a été élaboré a l’aide des sept loci
les plus corrélés a ’age, a savoir ELOVL2, ASPA, PDE4C,
FHL2, CCDC102B, C1orf132 et chr16:85395429. Les niveaux
de méthylation détectés dans ces loci ont fourni une erreur
de prédiction de I’age (MAD) de +3,07 ans et un pourcentage
d’erreur de prédiction par rapport a l’age de 6,3 %.

Plus récemment, la méme équipe [40], toujours avec
EpiTYPER, a rapporté une prédiction de ’age trés précise
avec une erreur absolue de 0,94 ans dans une cohorte de
209 enfants et adolescents agés de 2 a 18 ans. Ils ont cette
fois ci utilisé un modéle de régression comprenant 6 loci et
ont identifié un nouveau géne KCNAB3 hautement corrélé a
[’age chez les jeunes, qui en fait un biomarqueur d’age trés
spécifique et informatif pour ce type de cohorte.

Séquencage a haut débit ou Next Generation
Sequencing (NGS)

Le NGS avec son approche haut débit a récemment fait son
entrée dans le domaine de |’épigénétique médicolégale [41]
et a fourni des résultats préliminaires trés prometteurs [42].
Une équipe [43] a pu établir une MAD de 7,5 ans entre ’age
réel et |’age prédit en utilisant 16 CpG et une seconde [44] a
rapporté une MAD de 3,2 ans en utilisant 13 CpGs.

Les avantages du NGS, est qu’il permet par rapport aux
autres techniques, d’analyser conjointement (multiplexage)
plusieurs loci indépendants et 100 échantillons par réaction
de séquencage. Pour chaque loci de chaque échantillon, plus
de 1000 fragments d’ADN sont séquencés donnant alors accés
a une profondeur de champs importante et une reproducti-
bilité élevée. Cette technologie a été appliquée a I’étude de
la méthylation de ’ADN dans des régions spécifiques du
génome. Il s’agit d’une méthode tres quantitative qui per-
met lidentification d’un ou plusieurs loci relevant pour
déterminer |’age médicolégal.

Actuellement, il existe deux principales plates-formes
NGS utilisées en criminalistique : le systéme MiSeq proposé
par Illumina basé sur le séquencage par synthese chimique et
le systéeme PGM proposés par Thermo Fisher Scientific basé
sur le séquencage par semi-conducteurs. Jusqu’ici, seuls les
résultats du séquencage par MiSeq ont été publiés [43,45].
Ces protocoles ont tous utilisé préalablement la conversion
au bisulfite. Le NGS est une méthode trés sensible et ne
nécessite que de trés petites quantités de matériel. Comme



dit dans Uintroduction, les preuves biologiques récupérées
sur une scéne de crime ou dans le cadre d’enquéte judiciaires
consistent bien souvent en de ’ADN dégradé présent en trés
petite quantité. Les méthodes d’estimation de ’age basées
sur des amplicons de plus de 300 pb ou sur des besoins en ADN
supérieurs a 100 ng pourraient ne pas étre applicables a ces
échantillons. Les toutes derniéres études utilisant le séque-
ncage haut débit aprés modification de I’ADN au bisulfite de
sodium viennent résoudre ce probléeme. En effet Naue [44]
aurait obtenu un niveau de prédiction de l’age élevé en
utilisant 10 ng au stade de la PCR.

Les inconvénients du NGS sont d’abord matériels, en effet
les automates requis ne sont pas encore disponibles dans la
plupart des laboratoires de médecine légale. De plus les
colits sont élevés méme s’ils sont en constante diminution.
Un inconvénient aussi réside dans [’analyse bio-informatique
qui reste complexe.

Trés récemment, une équipe [46] a mis au point un test de
quantification de la méthylation de 12 sites CpG dans le sang
en utilisant Illumina Miseq dans une cohorte de 110 individus
agés de 11 a 93 ans. L’erreur moyenne de ce test était de
4,1 ans. Pour 52 % des échantillons, ’erreur de prédiction de
[’age était inférieure a 4 ans et pour 86 % des échantillons,
Uerreur était inférieure a 7 ans. La sensibilité de cette
méthode a été évaluée a la fois en termes d’exactitude de
quantification de la méthylation et d’exactitude de prévi-
sion. Ils ont construit ce modeéle prédictif de l’age avec
seulement 2 ng d’ADN requis au départ, ce qui est donc plus
attrayant pour les chercheurs en médecine légale. Ils ont
ensuite élargi ce protocole en travaillant sur 34 échantillons
de salive et ont prédit un age avec un taux d’erreur inférieur
a 4 ans pour 50 % des échantillons et un taux d’erreur
inférieur a 7 ans pour 70 % des échantillons.

En conclusion, bien que toutes ces techniques de pyrosé-
quencage, de spectrométrie de masse aient été appliquées
avec succes pour I’estimation de ’age, le NGS semble étre le
meilleur candidat pour les analyses judiciaires. En effet, il se
caractérise par une sensibilité élevée, une bonne résolution
et une capacité de multiplexage.

Applications médicolégales : estimation de
I’age dans le sang

A ce jour, plusieurs modéles de prédiction de ’age applica-
bles a l’analyse de ’ADN médicolégal (c’est-a-dire un ADN
dégradé et présent en trés petite quantité) ont été déve-
loppés sur la base d’une gamme de génes, de tissus et de
technologies. Celles-ci sont résumées dans le Tableau 1.
La premiére étude de corrélation entre méthylation de
’ADN et |’age était celle de Weidner en 2014 [48]. Leur étude
a utilisé un modele 3 CpG situé dans trois régions génomiques
indépendantes. Il s’agit du cg02228185 dans le géne ASPA, du
€g25809905 dans le géne ITGA2B et un site CpG proche du
cg17861230 dans le géne PDE4C. Grace a ce modele, ils ont
pu prédire un age avec une précision de + 5,43 ans a partir
d’ADN provenant d’échantillons sanguins de 151 individus.
Bien que le cg17861230 f(it initialement la cible de l’analyse,
la détection simultanée par pyroséquencage de sites CpG
voisins a conduit a la détection d’un autre site CpG distant de
14 pb présentant une meilleure association avec l’age. Ce

modele a ensuite été appliqué a des échantillons de cellules
épithéliales buccales [52], cette équipe en utilisant les
mémes sites CpG et la méme technologie a obtenu une
précision presque similaire avec une erreur moyenne de
prédiction de 7,3 ans. L’utilisation seule du marqueur PDE4C
dans des échantillons buccaux a été proposée comme étant
suffisamment informative pour permettre des prévisions
d’age fiables.

Un seul géne pour estimation de [’age a également été
proposé par Zbiec-Piekarska [33] qui a étudié les niveaux de
méthylation du géne ELOVL2 dans des échantillons de sang
par pyroséquencage. Dans cette étude, de fortes corréla-
tions avec |’age ont été trouvées pour deux sites CpG dans la
région promotrice de ce gene. Cependant, un ajout de
marqueurs a été suggérée pour améliorer ce modéle de
prédiction de ’age. Cette étude a donc été suivie d’un autre
modele comprenant cing sites CpG dans les genes ELOVL?2,
C1orf132, TRIM59, KLF14 et FHL2 [34]. La précision fournie
par ce modéle a amélioré les résultats précédents en attei-
gnant une valeur prédictive de !’écart absolu moyen (MAD)
de £3,9 ans. L’équipe a mis en ligne un accés a ce modéle
prédictif de I’age a U’adresse suivante : http://www.
agecalculator.ies.krakow.pl/. Une fois encore, la détection
simultanée par pyroséquencage de sites CpG voisins a permis
la découverte de marqueurs supplémentaires, encore plus
étroitement associés a l’age. En raison de la forte corrélation
avec |’age du géne ELOVL2, ce géne a été inclus dans tous les
systemes de prévision médicolégales suivants.

Park et al. [51] ont rapporté un modele prédictif sanguin
utilisant les niveaux de méthylation de trois sites CpG dans
ZNF423, ELOVL2 et CCDC102B (MAD + 3,16 ans). CCDC102B
avait déja été identifié par Zbiec-Piekarska comme un géne
hautement informatif, bien que non inclus dans le modéle
final de cette étude. Parallélement, Zubakov et al. [59]
incluaient ELOVL2, DUSP27 et ORAOV1 dans un modele
basé sur 8 CpG dans le sang et rapportaient un MAD de
+5,09 ans. Fait intéressant, cette équipe a comparé cette
méthode d’estimation de ’dge basée sur la méthylation de
’ADN avec d’autres méthodes moléculaires dont la mesure
de la longueur des télomeéres par qPCR et la mesure du
nombre de sjTREC par gPCR. Ils ont constaté que les mar-
queurs de méthylation étaient plus performants que le pou-
voir prédictif du sjTREC (MAD £ 9,75) et de la longueur
télomérique (MAD =+ 12,27). Pareillement, Cho et al. [53]
ont validé un modéle prédictif de ’age dans le sang en
combinant ’étude de la méthylation et la méthode sjTREC.
Les marqueurs de méthylation de U’ADN précédemment
décrit dans la population polonaise par Zbiec-Piekarska
situés dans les génes ELOVL2, C1orf132, TRIM59, KLF14 et
FHL2 (MAD = 3,9) ont été réanalysés dans 100 échantillons
de sang d’individus coréens afin de tester leur association
avec ’age chronologique. Cho a obtenu une MAD de 4,18 ans
pour cette population coréenne avec ces mémes marqueurs
et a montré que la performance prédictive des modéles déja
existants était relativement constante dans les différents
groupes de population. De plus, il a montré que la combi-
naison du dosage de sjTREC et I’étude de la méthylation de
I’ADN améliorait la prévision de ’age dans le groupe des
individus plus agés. Le modeéle de Zbiec-Piekarska a aussi été
validé chez des individus malades. En effet, la méthylation
de UADN peut étre modifiée par divers facteurs, notamment
par un état pathologique sous-jacent [62]. Spolnicka et al.
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Tableau 1 Estimation de |’age grace a I’étude de la méthylation de ’ADN, résumeé de la littérature.
Technologie Sélection des Nature de Nombre Nombre  Kit enzymatique Référence de ’étude Informations Geénes Moyenne absolue Quantité d’ADN
marqueurs Uéchantillon  d’échantillons de CpGs supplémentaires de déviation requise (ng) pour
testés (année) conversion au
bisulfite/digestion
Digestion enzym. PCR quantitative Littérature Sang total 80 4 EpiTect Methyl Il DNA Mawlood et al., 2016 [17] Kurdish, femmes, 19— BCAS4, KCNQI1DN, GRIA2, TRIM58 7,2 120
MSRE 91 ans
Conversion au Methylation-sensitive SNUPE Illumina 450 K Liquide 68 24 Imprint DNA Modification Lee et al., 2015 [31] 20-73 ans MXRA5, C5o0rf25, ZC3H11A, 4,2 0,5-200
Bisulfite de sodium (single nucleotide primer spermatique 903063928, MRPL36, BLCAP, STRAS,
extension) ADRB3, TTC7B, NOX4, NPL, FCRL1,
cg13030797, DLL1, SFRS16, PARP14,
ANKFY1, ZC3H11A, CTAG2, PFKFB3,
923488376, ABLIM1, cg12837463
Illumina 450 K Salive 226 7 EpiTect Fast DNA Hong et al., 2017 [47] 18-73 ans PTPN7, SST, CNGA3, KLF14, TSSK6, 3,15 500
Bisulfite, Imprint DNA TBR1, SLC12A5
Modification
Pyroséquencage IWlumina 27 K Sang total 151 3 EpiTect Bisulfite Weidner et al., 2014 [48] 20-75 ans ASPA, ITGA2B, PDE4C 5,43 500
Littérature Sang total 95 5 EpiTect Bisulfite Huang et al., 2015 [49] Chinois, 9—75 ans ASPA, ITGA2B, NPTX2, Tom1L1, 7,9 100
ZDHHC22, ZIC4
Littérature Sang total 427 7 EpiTect Bisulfite Zbiec-Piekarska et al., 2015 2-75 ans ELOVL2 5,75 500—-2000
[33]
Littérature Sang total 420 5 EpiTect Bisulfite Zbiec-Piekarska et al., 2015 2-75 ans Clorf132, KLF14, TRIM59, FHL2, 3,9 2000
[34] ELOVL2
Littérature Sang total 206 4 EpiTect Bisulfite Bekaert et al., 2015 [50] 0-91 ans ASPA, PDE4C, ELOVL2, EDARADD 3,75 200
Littérature Dents 29 7 19-70 ans PDEA4C, ELOVL2, EDARADD 4,84 200
Ilumina 450 K Sang total 765 3 EZ DNA Methylation Gold Park et al., 2016 [51] Coréens, 11-90 ans CCDC102B, ELOVL2, ZNF423 3,16 500
Illumina 450 K et Cellules 55 3 EZ DNA Methylation Gold Eipel et al., 2016 [52] 1-85 ans ASPA, ITGA2B, PDE4C, CD6, SERPINB5 7,3, 5,1 500
27K épithéliales
buccales
Littérature Sang total 100 5 EZ DNA Methylation Gold Cho et al., 2017 [53] Coréens, 20—74 ans ELOVL2, Clorf132, KLF14, TRIM59, 4,18 500
FHL2
Littérature Sang total 190 5 EpiTect 96 Bisulfite Spolnicka et al., 2018 [54] 3 groupes : Alzheimer ELOVL2, C1orf132, KLF14, TRIM59, 4,4 (mal graves) ; 1000—2000
précoce et tardif et FHL2 Alz précoce 7,1 ;
maladies graves Alz tardif 6,1
Littérature Sang, salive 163 27 EpiTect Fast DNA Bisulfite  Alghanim et al., 2017 [55] 5-73 ans KLF14, DLX5, SCGN 6,2 (salive) et 6,6  200—500
(sang)
Melt-curve analysis Littérature Sang total 104 24 EpiTect Fast DNA Bisulfite Hamano et al., 2016 [56] Vivants et morts, 0— ELOVL2, FHL2 7,7 20
95 ans
Littérature Salive, 254 14 EpiTect Fast DNA Bisulfite Hamano et al., 2017 [57] 1-73 ans ELOVL2, EDARADD salive 6,25 et 10
mégots mégots 7,65
de cigarettes
Spectrometrie de masse Littérature Sang total 65 58 EZ DNA Methylation Yi et al., 2015 [58] 11-72 ans USP11, NOP14, ZIC5 4,7 2000
Illumina 450 K Sang total 49 6 EZ DNA Methylation Xu et al., 2015 [38] Chinois, 20—80 ans ADAR, ITGA2B, PDE4C 2,8 1000
Affymetrix Sang total 216 8 EZ DNA Methylation Zubakov et al., 2016 [59] 4-82 ans DUSP27, ORAOV1, ELOVL2 5,09 500
Illumina 450 K Sang total 725 7 EZ DNA Methylation Freire-Aradas et al., 2016 Européens, 19—101 ans, ELOVL2, ASPA, PDE4C, FHL2, 3,07 300
[39] jumeau CCDC1028, C1orf132, CHR16: 85395429
Littérature Dents 22 13 EZ-96 DNA Methylation Giuliani et al., 2016 [60] 17-77 ans ELOVL2, FHL2, PENK 1,2+7,07 200
Illumina 450 K Sang total 209 6 EZ DNA Methylation Freire-Aradas et al., 2018 2—18 ans ELOVL2, CCDC102B, MIR29B2CHG, 0,94 300
[40] chr16: 85395429, KCNAB3, EDARADD
Séquencage haut débit NGS ADNmt Sang total 82 54 EZ DNA Methylation- Mawlood et al., 2016 [61] Kurdish, femmes, 18— 12s Ribosomal RNA, Origin of light 9 nr
Direct 91 ans strand, Cytochrome C oxidative subunit
1-3, MT-ND6, T8993G, G11778A
Illumina 450 K Sang total 46 16 MethylEdge Bisulfite Vidaki et al., 2017 [43] 11-76 ans C21orf63, CSNK1D, CASC4, SSRP1, FXN, 7,5 500
P2RXL1, RASSF5, ERG, TRIP10, FZD9,
KLF14, NR2F2, VGF, NHLRC1, SCGN,
C190rf30
Illumina 450 K Sang total 324 13 EZ DNA Methylation Gold Naue et al., 2017 [44] Femmes, 18—69 ans DDO, ELOVL2, F5, GRM2, HOXC4, 3,16 300
KLF14, LDB2, NKIRAS2, RPA2, SAMD10,
TRIM59, ZYG11A, PLAGL1, EIF, UK344
Etude précédente  Sang total, 29 13 EZ DNA Methylation Gold Naue et al., 2018 [45] Morts, 0—87 ans RPA2, F5, TRIM59, KLF14, HOXC4, 200—-300
Cellules NKIRAS2, ZYG11A, MEIST, ELOVL2,
épithéliales GRM2, LDB2, SAMD2, DDO
buccales,
Cerveau, Os
Littérature Sang total 110 12 MethylEdge Bisulfite Aliferi et al., 2018 [46] 11-93 ans VGF, TRIP10, KLF14, CSNK1D, FZD9, 4,1 10
Salive 34 16-91 ans C21orf63, SSRP1, NHLRCT, ERG, FXN, 7,3

P2RXL1, SCGN




[54] ont analysé le profil de méthylation de ’ADN dans
les cing génes (ELOVL2, Clorf132, KLF14, FHL2 et TRIM59)
dans trois groupes de personnes ayant des problémes de
santé diagnostiqués. Un groupe était atteint de maladies
graves, un groupe présentait une maladie d’Alzheimer a un
stade précoce et un 3¢ groupe présentait une maladie d’Alz-
heimer a un stade tardif. Les résultats obtenus ont montré
que la capacité de prédiction de ’age des 5 sites CpG
sélectionnés était inchangée dans le groupe des patients
atteints de la maladie d’Alzheimer a début tardif. Une
hyperméthylation aberrante et une prédiction diminuée
ont été trouvées pour les marqueurs TRIM59 et KLF14 dans
le groupe de maladie d’Alzheimer a début précoce suggérant
un vieillissement accéléré chez ces patients. Chez les
patients atteints de maladies graves, une modification du
profil de méthylation de ’ADN et une prédiction de [’age
modifiée ont été notées pour TRIM59 et FHL2, avec une
hyperméthylation aberrante observée pour TRIM59 et une
hypométhylation aberrante pour FHL2. Leur travail a mis
accent sur la grande utilité des marqueurs ELOVL2 et
C1orf132 pour la prédiction de I’age médicolégal en mon-
trant une prédiction inchangée dans les 3 groupes d’individus
malades.

Dans la majorité de ces études, aucuns biais liés au sexe
de Uindividu et a Uorigine ethnique n’ont été mis en
évidence [34,39,49,56,63].

De plus, des études ont montrées qu’il n’y avait pas de
changement significatif des taux de méthylation entre les
personnes vivantes et décédées [50,56]. De méme, il n’y a
pas de changement significatif de ces taux entre les échan-
tillons frais et conservés [64] ce qui suggére que la méthyla-
tion de ’ADN reste stable dans le temps et constitue donc
’étude de choix dans le domaine de la criminalistique en
termes de robustesse.

Estimation de I’age dans les tissus

D’autres études ont également rapporté des modeéles prédic-
tifs de l’age qui pouvaient étre appliqués a un large spectre
de tissus avec une précision de prédiction considérable
(< 5 ans).

Bekaert et al. [50] ont construit un modéle permettant
des prédictions d’age tres précises en utilisant des CpG
associés aux genes ASPA, PDE4C, ELOVL2 et EDARADD dans
des échantillons dentaires et sanguins avec un MAD de
4,9 années. Giuliani et al. [60] ont également montré que
les CpG différentiellement méthylés au cours du vieillisse-
ment des génes ELOVL2, FHL2 et PENK dans le sang pouvaient
étre un outil puissant pour prédire I’age en utilisant ’ADN
présent dans la dentine. Cependant, le MAD de l’age chro-
nologique variait (1,2—7,1 ans) selon la partie de la dent a
partir de laquelle [’ADN a été extrait. A noter que le CpG le
plus informatif du géne ELOVL2 n’a pas été inclus dans le
modele préliminaire de prédiction de I’age construit par Lee
et al. [31]. Cette équipe a construit un modéle de prédiction
avec un MAD de 4,2 ans dans des échantillons de liquide
spermatique utilisant 3 nouveaux sites CpG jamais décrits
dans le sang au sein des genes TTC7B, NOX4 et cg12837463.
Eipel et al. [52] ont eux aussi construit un modeéle prédictif
spécifique aux cellules épithéliales buccales grace aux génes
CD6 et SERPINB5 avec un MAD de 5,1 ans.

L’équipe d’Hannum [19] et ’équipe de Koch [20] ont pu
identifier des sites CpG présentant une corrélation similaire
avec l’age entre deux tissus distincts, alors que d’autres ont
rapportées une spécificité tissulaire [31,49,65,66]. Ces résul-
tats suggérent que la variation de méthylation en fonction de
’age pourrait étre similaire ou significativement opposée
dans les différents tissus en fonction du site CpG sélectionné.
Par conséquent, dans le cadre des analyses médicolégales il
convient de connaitre préalablement la nature de l’échan-
tillon testé et il convient de rester prudent car I’applicabilité
d’une méthode d’estimation de |’age sur plusieurs tissus doit
étre étudiée de maniére plus approfondie.

En partant des données de micropuces Illumina 450 K,
Hong et al. [47] ont identifié six CpG associés a l’age dans la
salive malgré la petite taille de I’échantillon utilisé (n = 54).
Ils ont ensuite construit un nouveau modéle de prédiction
grace a la technologie SNaPshot® multiplexe et l’ont testé
sur un ensemble indépendant de 226 échantillons de salive,
fournissant une prédiction de l’age avec un écart absolu
moyen (MAD) de 3,2 ans.

En utilisant le pyroséquencage aprés conversion au
bisulfite, Alghanim et al. [55] ont examiné trois loci dans
les génes SCGN, DLX5 et KLF14 dans 52 échantillons de salive
et 40 échantillons de sang. Le géne DLX5 n’a pas montré de
corrélation avec [’age. Concernant les échantillons de salive,
deux modeéles prédictifs de ’age ont été développés au
moyen d’une analyse de régression linéaire et ont présentés
des performances similaires. Le modéle a locus unique
présentait un écart absolu moyen de 5,8 ans et le modeéle
a deux locus présentait un écart absolu moyen de 6,2 ans.
Concernant les échantillons de sang, ce modéle présentait un
écart absolu moyen de 6,6 ans. Les résultats indiquaient que
les CpG au sein des génes SCGN et KLF14 peuvent étre utilisés
en tant que marqueurs épigénétiques pour estimer |’age dans
ces 2 types d’échantillons.

Dans une approche plus simple, Hamano et al. [57] ont mis
au point une méthode HRM sensible a la méthylation basée
sur les promoteurs de deux génes associés a |’age précédem-
ment décrits (ELOVL2 et EDARADD) et ont testé prés de
250 échantillons de salive et de mégots de cigarettes. Les
auteurs ont réussi a prédire [’age avec un MAD de 6,25 ans
dans la salive et de 7,65 ans sur les mégots de cigarettes. En
utilisant la méme approche expérimentale, ce groupe a
également testé les régions promotrices d’ELOVL2 et
FHL2 dans des échantillons de sang post mortem, avec des
résultats similaires obtenus a partir de sang d’individus
vivants [56].

De méme, Naue a développé un outil de prédiction de
’age dans le sang basé sur la technologie NGS en utilisant
13 sites CpG permettant d’obtenir un MAD = 3,16 ans [44].
Dans une étude plus récente sur 29 personnes décédées [45],
il a été constaté que certains de ces marqueurs (7 sur 13)
pouvaient étre transposés sur plusieurs tissus dont Uos, le
cerveau, les tissus buccaux et les muscles. Cependant, les
effets de méthylation observés en fonction de ’age dif-
féraient entre les tissus analysés. Ce modéle de prédiction
basé sur les génes DDO, ELOVL2, KLF14, NKIRAS, RPA2,
TRIM59 et ZYG11A peut étre appliqué a un ensemble de
tissus si la source de U’échantillon n’est pas connue, cepen-
dant il n’est pas nécessaire de mesurer tous les marqueurs si
cette source est connue. Le géne LDB2 semble présenté
une forte corrélation a l’age dans le sang et les os,



MEIS1 présente une forte corrélation dans le sang et moins
dans les tissus buccaux, SAM10 a une corrélation significative
uniguement dans le sang. HOX4 et GRM2 ont un fort pouvoir
prédictif dans tous les tissus sauf dans l’os et enfin ZYG11A
montre une dépendance a ’age dans tous les tissus, cepen-
dant, le changement de méthylation avec [’age est faible
dans les os et le cerveau, ce qui indique que des méthodes
trés sensibles sont nécessaires pour utiliser ce marqueur.

Au final, il existe trois types de marqueurs tissulaires pour
les applications médicolégales :

e des marqueurs universels pouvant étre utilisés a l'aide
d’un prédicteur multi-tissus, comme proposé par Horvath
[15] ;

e des marqueurs universels inclus dans des modéles spécifi-
ques pour chaque tissu, comme l'ont proposé Bekaert
[50], Giuliani [60] (sang et dents) ou Eipel [52] (salive et
sang) ;

e des marqueurs prédictifs de l’age et spécifiques aux
tissus, comme l’a fait Lee pour le sperme [31] et Hong
[47] pour la salive.

Conclusion générale

L’analyse de la méthylation de ’ADN est a ce jour le meilleur
moyen d’estimer un age chronologique et est donc consi-
dérée comme le biomarqueur prédictif de ’age le plus
prometteur. Cependant, la majorité des études susmention-
nées utilisant les techniques de pyroséquencage, SNaPshot
ou EpiTYPER ont consommé des quantités relativement
importantes d’ADN au départ (200 ng a 5ug) ce qui peut
poser probleme pour les échantillons médicolégaux dégradés
et présents en petite quantité. Avec l’arrivée du séquencage
haut débit, certaines équipes ont pu établir des modeles
prédictifs de |’age trés encourageants (MAD & 4,1 ans) avec
seulement 10 ng d’ADN au départ. De plus, cette technique
se caractérise par une sensibilité élevée, une bonne résolu-
tion a U’échelle d’un CpG et une grande capacité de multi-
plexage, ce qui la place comme la méthode d’étude la plus
attractive. Ces techniques d’analyses de la méthylation
fournissent des résultats qui varient en fonction des tissus
analysés, en effet des équipes ont pu identifier des sites CpG
présentant une corrélation similaire avec [’age entre deux
tissus distincts, alors que d’autres ont rapporté une spécifi-
cité tissulaire. Ces résultats suggerent que la variation de
méthylation en fonction de I’age pourrait étre similaire ou
significativement opposée dans les différents tissus en fonc-
tion du site CpG sélectionné. Par conséquent, dans le cadre
des analyses médicolégales il convient de connaitre préala-
blement la nature de Uéchantillon testé. Méme si des
niveaux de précision encore plus élevés sont souhaitables,
les laboratoires de recherche en génétique médicolégale
devront statuer a avenir sur les marqueurs méthylés les
plus informatifs de |’age et développer en ce sens un modéle
universel de prédiction, exploitable dans différents tissus,
dans des tranches d’ages opposées et dans différentes popu-
lations. En effet, la plupart des recherches ont été axées sur
les populations européennes et eurasiennes occidentales, il
est donc nécessaire d’explorer ’ensemble des groupes de
population géographiquement différente afin de déterminer

si les prédicteurs d’ages peuvent étre appliqués indépen-
damment de la population d’origine ou si des ajustements
spécifiques a la population étudiée sont nécessaires pour le
modeéle de prévision utilisé. Ces populations ont des condi-
tions de santé, des modes de vie et des expositions a des
facteurs climatiques et environnementaux différents suscep-
tibles d’influencer cette estimation.
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