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PRESENTATIO
N

Anagéne est un logiciel d’analyse de séquences nucléiques et protéiques qui propose
quelques uns des traitements présents dans les logiciels :

Segaid Il (D.D. Rhoads et D.J. Rouffa, Université du Kansas, versions 1987, 1989, 1992 pour
MS-DOS) qui comporte une gamme de traitements simples pour |'édition et I'analyse de
séquences nucléiques et protéiques ;

Clustalw (D. Higgins, European Molecular Biology Laboratory (EMBL), version 1.8 1998,
pour MS-DOS), qui est spécialisé dans I'alignement multiple de séquences.

Antheprot © 1995-2002, Guy Deléage, Institut de Biologie et de Chimie des protéines a Lyon,
qui contient une fonction de comparaison de deux séquences entre elles produisant un
graphique de ressemblance (Dotplot).

Cette version 2 d’Anagéne, diffusée sur cédérom, a été totalement réécrite pour s’adapter a
tous les environnements Windows et apporter des améliorations d’ordres fonctionnel et
ergonomique, notamment en ce qui concerne l'accés aux themes d’étude, la puissance des
outils de traitement, la navigation dans les séquences et le repérage des positions des éléments,
la gestion des nouveaux formats de médias dont ceux accessibles en ligne.

D’autre part, cette nouvelle version est enrichie d’'une banque de séquences constituée en
fonction des programmes en vigueur et totalement intégrée au logiciel. Cette banque regroupe
toutes les séquences nécessaires pour réaliser les propositions d'activités actuellement
accessibles en ligne sur le site Biotic de I'INRP. On notera en particulier la présence de plusieurs
themes d’étude destinés a la classe de Seconde, de multiples exemples adaptés a I'étude des
relations entre génotype, phénotype et environnement en classe de Premiere et aux différents
chapitres de Terminale S qui concerne I'évolution, I'immunologie et la procréation.

Il convient également de relever que nombre de ces themes d’étude sont susceptibles de
s’'appuyer sur la visualisation des molécules en trois dimensions. On trouvera donc, en relation
avec ces themes, les fichiers

.PDB nécessaires qui peuvent étre visualisés avec les logiciels Rasmol ou Rastop, tous les deux
téléchargeables gratuitement.

Certains theémes peuvent également se préter a des prolongements en terme d’'établissement
des relations de parenté entre les organismes impliqués. Les données moléculaires nécessaires
sont disponibles par ailleurs avec le logiciel Phylogéne qui est également téléchargeable
gratuitement.

Rappelons enfin que les prochaines mises a jour du logiciel et de sa documentation seront
téléchargeables a partir du site du CNDP :

http://www.cndp.fr/svt/anagene/
qui donne également a I'adresse des mises a jour des banques de données sur le
site du I'INRP. http://www.inrp.fr/Acces/biotic/

La présente documentation emprunte a deux publications de I'INRP — « Analyse de séquences
nucléiques et protéiques avec le logiciel Seqgaid Il » (1993) et « Thémes d’étude en génétique
humaine » (1995) —ainsi qu’aux dossiers scientifiques et pédagogiques consultables en ligne
sur le site Biotic de I'INRP.


http://www.inrp.fr/Acces/biotic
http://www.cndp.fr/svt/anagene/







PRISE EN
MAIN

L’'ENVIRONNEMENT D'ANAGENE

Anagéne fonctionne dans I'environnement Windows. Les dimensions de la fenétre d’exécution
du programme s’adaptent automatiquement aux parametres d'affichage définis dans la
configuration. Néanmoins, pour améliorer le confort visuel, il est préférable de travailler avec
une résolution de 800 x 600 pixels au minimum. On se référera au manuel d'utilisation de
Windows ou a celui de la carte graphique pour effectuer les adaptations nécessaires.

Sous Windows 95 et versions suivantes, lors de l'installation, Anagéne est ajouté a la liste des
programmes accessibles par le menu Démarrer.

CNDP-INRP Anagéne 5.:[%

Fichier Edition Tralter Options Fengtre Aide

e FEES | IBEEN |~ T2 O | & | @

Aprés un temps de chargement d’autant plus rapide que le micro-ordinateur est de type récent
et une phase d'initialisation nécessaire, I'interface d’Anagéne apparait.

[



ANAGENE

L'INTERFACE D'ANAGENE

Anagéne est constitué d’'une fenétre-mere présentant sous la barre de titre, une barre de menus
et une barre d’outils.
Les modes de déplacement et de sélection pilotés a I'aide de la souris ou du clavier obéissent
aux regles adoptées par Windows.

bl MDP-INRP Anagine

] st B e -
ﬂﬂﬂ'ﬂ Fq;@tet
Trieles siquences . | = =

Par ailleurs, lorsque le pointeur de la souris est maintenu quelques instants en place sur I'un des
objets de I’'écran tels par exemple un bouton de la barre d’'outils, une bulle d’'aide apparait et
rappelle la fonction qui lui est associée (si cette option n'a pas été décochée)

ﬁ%@\lﬁ Elﬁll § Baid|X|| = el

T Efacar 1
s

l Coller ] RS

Copiar Grand sursesr
Code geEnihique
It Infarmations
Enregisirer
Wair b classeur Graphique de ressemblance
Frogramenes et documents Action enzymalique:
Thérmes ditude Comparer ks sequences
Banque de séquences Convertit les séquences

Ainsi les fonctions d’Anagéne sont accessibles soit a travers les différentes commandes de la
barre des menus soit directement pour la plupart par l'intermédiaire des boutons de la barre
d’outils. Certaines commandes des menus sont aussi directement applicables par I'utilisation de
raccourcis clavier ; le détail en est précisé dans le Guide de référence (page 29 et suivantes) et
accompagne les commandes dans les menus déroulants du logiciel.
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Menu Fichier

On y trouve les options classiques de gestion de fichiers, a savoir I'accés aux banques de
données du logiciel (séquences, themes d’'étude, programmes et documents), la création,
I'ouverture, l'importation, I’enregistrement, I'impression de fichiers de séquences, et la
possibilité de quitter le logiciel.

Menu Edition

Il permet d'accéder aux commandes présentes dans la plupart des logiciels d’édition ou de
traitement de texte, savoir les commandes liées au presse-papiers de Windows (Couper,
Copier, Coller), les commandes d’effacement, de sélection, de recherche, d’'inversion et de tri de
séquences. Certaines de ces commandes ne sont applicables aux séquences que si la commande
Protéger les données du menu Options n’est plus cochée. En effet, au lancement du logiciel, les
séquences chargées dans la fenétre d’'édition sont par défaut ainsi

protégées.

Menu Traiter

Il contient les commandes assurant les quatre grands types de traitements qu’il est possible
d’effectuer sur les séquences, a savoir :
les conversions de séquences nucléiques en séquences peptidiques et inversement pour
les séquences peptidiques |'affichage des différents codons possibles ;
les comparaisons de séquences qu’elles soient simples ou par alignement mettant
en évidence les discontinuités ;
I'action d’enzymes de restriction sur des séquences d’ADN ;
le graphique de ressemblance (ou dotplot), représentation graphique en forme de
matrice de points permettant de comparer 2 séquences pour détecter les régions a
forte similarité.

Menu Options

Il permet de déprotéger les séquences et d’en autoriser la modification, de définir le type de
curseur (simple ou grand curseur) et de régle graduée (en caracteres ou en triplets) utilisés, de
définir le chemin du dossier de sauvegarde (qui devra disposer de droits en lecture et écriture)
et d’afficher ou non les bulles d’aide.

Menu Fenétre

On y retrouve de classiques options propres a Windows, a savoir les commandes d’organisation
des fenétres et des icOnes. La liste des fenétres-filles présentes dans la fenétre mere d’Anagéne
y est aussi accessible.

Menu Aide

Il contient la commande A propos d’Anagéne qui renseigne sur la version du logiciel et sur son
édition. L'aide en ligne accessible avec la touche de fonction F1 est aussi disponible dans ce
menu. Si Anagéne fonctionne sur un micro-ordinateur connecté a Internet, des informations et
données complémentaires disponibles sur les sites Internet du CNDP et de I'INRP peuvent étre
consultées dans un navigateur et téléchargées. Un lien méne également vers un site dédié a
Anagéne. L'acces a ces sites est réalisé a partir de la commande @ Complément en ligne.
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ANAGENE

LES DONNEES FOURNIES AVEC ANAGENE

Les themes d’étude

C’est I’entrée normale pour les éleves.

Dans la nouvelle banque de thémes d’étude (Thémes fournis - 2006), ceux-ci sont organisés par
niveaux. Les themes de la précédente version d’Anagene (Thémes fournis - 1997) a été
maintenue apres la nouvelle banque. Les thémes sont regroupés par grandes sections
correspondant a différents contenus d'apprentissage en relation avec les programmes. Dans

chaque section on trouve les problématiques introduites par chaque groupe de séguences et si
nécessaire un découpage plus fin en thémes d’étude.

Themes d'étude

Annuler |

= Themes fouris - 2006 = ) .
E‘ - % Seconde @ Phénotypes taille des levures [Géne CDCZ)
- % Universalité de linfamation génétique % Phénatypes drépanocytaires chez IHomme [Géne HEE)

@ Yarisbilité de linfarmation génétique
|:| 2 g Origine de la variabilité de linformation généhique
. @ Unité du vivant
. €8 Premitres 5, L ES

% Terminale S

|£| 2 % Farenté entre tres vivants actuels et fosziles - Phylog

7]
{SLN ) .

E .- % Stabilité et variation des génomes et volution

- g Procréation - Analpse de cas clinigues

. i % Immunologie
[} Q Temiinale S, spécialité e

@ Themes foumis - 1997 =

1 | 3|
Les séguences sont regroupées et classées par dossiers thématiques, eux-mémes ordonnés de
maniére arborescente. Pour les atteindre, il convient de déployer plus ou moins cette

arborescence et de sélectionner le dossier désiré; il n'est possible de sélectionner qu’un seul
théme d’'étude a la fois. Dans la partie droite de la boite de dialogue s'affiche alors la liste des
groupes de séquences disponibles dans ce dossier. Le bouton Annuler de la boite de dialogue
provoque sa fermeture et le theme qui a pu étre sélectionné n’est pas chargé. La validation de
la sélection d'un ou de plusieurs groupes de séquences d'un méme dossier thématique s’obtient,
ici encore, en cliquant sur le bouton OK ou en appuyant sur la touche Entrée. Cette validation
provoque la fermeture de la boite de dialogue et le chargement de I’'ensemble des séquences
gue le theme d’étude peut contenir. La fenétre d’Affichage des séquences apparait alors a
I’écran.

NB. : il est conseillé de ne pas maximiser les dimensions de la fenétre d’édition de séquences si
on souhaite ouvrir également des documents du theme car cette propriété sera héritée par la
fenétre d’affichage des documents ce qui peut entrainer des distorsions.

'} CNDP-INRP &nagéne I

Fichier Edition Traiter Options Fengtre Aide

S BHS | L B2 X | 8% O e | B
-lof x|
1 10 20 30 40 50 (1] T0

s |||I!I|||IIIII!I|||III|I!I|||IIIII!I|||IIIII!IIIIIIIII!IIIIIIIII!IIIIIII
F Ade2Allele] adn A [0 |ﬂTGGFITT[:THGFIH[:FIGTTGGTHTHTTHGGHGGGGGH[:ﬂﬂTTGGGH[:GTHTGHTTGTTGHGGEHGEHHHBHGG = ‘
4

Ade2bllele? adn 4 w0 |I7ITGGFITT[:THGFIFI[:FIGTTGGTFITFITTFIGGFIGGGGGHBHHTTGGGHBGTFITGHTTGTTGHGGEHGEHHHBHGG -
| Sélection: 042 lignes )
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La répétition de cette procédure permet de charger d’autres themes d’étude. Un message
signalant le changement de theme d’'étude demande alors s'il n’est pas souhaitable de fermer
les autres fenétres ouvertes lors de I'étude du theme précédent de facon a vider totalement
I’espace de travail avant de charger un nouveau theme d’étude.

Les programmes et documents

chaque theme d’étude, une série de documents peut étre associée (images fixes,
tableaux, schémas, séquences animées). Il appartient a I’enseignant de les exploiter
dans 'ordre qui lui convient.
L'exploration de I'arborescence des Programmes et documents disponibles est semblable a
celle des autres banques. Le libellé des titres sélectionnés apparait toujours en inversion vidéo
et les boutons OK et Annuler exercent les fonctions déja rencontrées dans les paragraphes
précédents.
Dans la nouvelle banque de documents fournis, ceux-ci sont organisés par niveaux et par
themes d’'étude. Les documents de la précédente version d’Anagéne ont été maintenus apres la
nouvelle banque.

Programmes et documents R

Programmes et documents

Annuler !

colonie-blanc-creme. jpg

colonie-rouge. jpg

50 Documents fourmis (=

om Seconde

= Stabilité et variation des génomes et évaolution

@ Procréation

: I_', Immunologie =
1 | 3

Les fenétres des documents chargés s’empilent dans I'espace de travail d’Anagéne mais comme
toutes les fenétres d’Anagéne, elles disposent d’'un bouton de réduction en icone et de la
possibilité de modifier leurs dimensions tout en respectant les proportions du document.

Il est aussi possible de charger des documents textuels, iconographiques (images aux formats
BMP, WMF, RLE, DIB, GIF ou JPG et animations de type AVI, MOV, MPG, MP2, MPEG, ou ASF) et
méme des programmes exécutables propres a l'utilisateur qui pourront enrichir les possibilités
d’Anagéne. Cette fonction est assurée par la commande Ouvrir du menu Fichier qui assure
aussi l'ouverture de fichiers de séquences, de résultats de traitements, de themes d’'étude
enregistrés en d’autres lieux sur différents supports informatiques (disquette, disque dur, etc.) et
également de fichiers HTML (Internet). Il est a noter que la lecture des animations et vidéos
numériques n'est possible que si les pilotes correspondants sont correctement installés.

Quant aux programmes externes (type exe ou com) ainsi associés a Anagéne, il est possible de
les exécuter a la condition que la mémoire vive du micro-ordinateur soit suffisante. Si des
parametres, voire des fichiers sont a passer au programme externe, il est nécessaire de les
déclarer dans la ligne de commande accessible par le menu Edition. Cette ligne d’édition
n'apparait que lorsque la barre de titre du programme externe révele par sa couleur que la
fenétre est activée. Le lancement d'un programme externe, par exemple la calculatrice de
Windows présentée dans la copie d'écran, s’obtient par un clic de la souris pointée sur le bouton
intitulé Exécuter le programme externe. Le retour dans Anagene s'obtient en quittant le
programme externe selon la procédure qui lui est propre. Plusieurs programmes peuvent ainsi
étre associés a Anagéne mais ils peuvent étre aussi répertoriés dans les données propres a
I'utilisateur.
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La banque de séquences

Destinée en priorité a I'enseignant, cette banque comporte toutes les séquences utilisées pour
la constitution de thémes d’étude. A chaque séquence est associé un pictogramme spécifique
en relation avec sa nature (séquence nucléique de type ADN, ARN ou séquence protéique). Dans
la nouvelle banque de séquences fournies, celles-ci sont organisées par niveaux et par themes
d’étude. Les séquences de la précédente version d’Anagéne, organisée par type de molécules a
été maintenue apres la nouvelle banque.
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Pour charger une ou plusieurs séquences de la banque, il faut ouvrir la boite de dialogue
intitulée Banque de séquences. Elle est accessible par le menu Fichier ou en cliquant sur le
premier bouton de la barre d’outils. Les séquences sont classées par dossiers, eux-mémes
ordonnés de maniere arborescente. Pour les atteindre, il convient de déployer plus ou moins
cette arborescence (cliquer sur les cases + ou -) et de sélectionner le dossier désiré. Dans la
partie droite de la boite de dialogue s'affiche alors la liste des séquences disponibles dans ce
dossier. Une ou plusieurs séquences peuvent étre sélectionnées (maintenir la touche Ctrl
pressée), elles apparaissent alors en inversion vidéo. Un clic porté sur le bouton Infos renseigne
sur la nature de la derniére séquence pointée qui apparait alors encadrée. Un clic porté sur une
séquence déja sélectionnée ou la fermeture de la branche correspondante de I'arborescence la
désélectionne.

La validation de la sélection d'une ou plusieurs séquences effectuées est obtenue en cliquant
sur le bouton OK ou en appuyant sur la touche Entrée. Elle provoque la fermeture de la boite
de dialogue et le chargement des séquences sélectionnées dans la fenétre d’'Affichage des
séquences qui apparait alors a I'écran. La répétition de cette procédure permet d’ajouter de
nouvelles séquences dans cette fenétre. Le bouton Annuler provoque la fermeture de la boite
de dialogue et les séquences qui ont pu étre sélectionnées ne sont pas chargées.

L'enseignant peut ainsi constituer des regroupements de séquences pour constituer des themes
d’étude personnalisés.
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LES DONNEES PERSONNELLES DE L'UTILISATEUR

Anagéne est un logiciel ouvert qui permet d’intégrer, par le biais de menus personnalisés, les
séquences créées ou chargées par |'utilisateur, les documents textuels ou iconographiques dont
il dispose ainsi que les nouveaux thémes d'étude qu'il peut souhaiter concevoir pour le public
auquel il s’adresse. Anagene constitue ainsi un outil de travail d’autant plus performant que des
programmes complémentaires peuvent lui étre associés.
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La méthode consiste a choisir dans I'espace de travail les éléments qui viendront enrichir les
banques de données personnelles. Ces éléments peuvent étre de différents types : séquences
isolées, fenétre de séquences, résultat d'un traitement, fenétres avec les résultats de plusieurs
traitements, documents textuels, images fixes, animations, programmes, ensemble des fenétres
présentes dans I'espace de travail.

Pour sauvegarder I'un ou l'autre de ces éléments, il suffit d’utiliser la commande Enregistrer
accessible dans le menu Fichier ou plus simplement de cliquer sur le bouton disquette de la
barre d’outils.

La bofte de dialogue Enregistrer... apparait alors. Aprés avoir sélectionné ce qui doit étre
enregistré, vous devez alors choisir la destination des données. Ce choix dépend de la nature
des données et des objectifs.

— Clue woulez-+ous enreqgistrer ? — ~ OO0 7
ok I

La séquence pointée Sur dizque ou disquette Annuler |

Les séguences selechionneées [rans la-bangue de séquences

La fenétre “Afichage des

: W [rang les documents
FEqUENCES

Toutes les fenétres I‘ Danz les thémes d'étude
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Aprés définition du choix de I'une des trois banques de données - un theme d’étude par
exemple - et confirmation obtenue apres validation, la fenétre du menu correspondant
est ouverte.

hemes dede

Themes d'étude

Fermer |

Q Univerzalité de linformation génétique .ﬂ
. % Wanabilité de linformation génétigue

. Q Qrigine de la variabilité de information génétique

% UIriité du wirvart

B @ Fremiéres 5. L. ES

|':'| Q Terminale 5

: L¢_| @ Parenté entre Etres vivants actuels et fossiles - Phylog
% Stahilité et variation des génomes et évolution

E| Q Procréation - Analyze de cas cliniques

Q Imrnunalogie

B @ Terminale 5, spécialité

@ Themes toumis - 1357

I—:—Iﬁ Thérme: ohhe
g Ajoutetle theme —
Q remigre
Renammet: |2 dossier _l;‘
4

Ajouter un dossier

hels

Il faut commencer par ajouter un dossier et lui donner un nom. Ensuite on pourra ajouter un
theme d’étude qui recevra aussi un intitulé.

Sur la copie d’écran suivante, on voit que deux noms de dossiers ont déja été enregistrés.
A la classe de premiere S1 on s’appréte a ajouter un theme.

Thémes d'étude j

Thémes d'étude

Fermer |

. % Warniabilité de linformation génétique ;I
@ Origine de la variabilité de linfarmation génétique
b @ Unité du wivant

- @ Premizre: 5L ES

E] @ Teminale 5

. = @ Parenté entre &tres vivants actuels et fossiles - Phylog
- - @ Stabilité et variation des génomes et &volution

E| = @ Procréation - Analyze de cas cliniques

E . @ Immunologie

A g Termminale 5, spécialité

- Themes fourmis - 1997

= ﬁ

Thémes personnelz

: Q@ Premigre 57 ; 5
fjouter le theme
% Teminale £ Renommer le dossier -
4 | Ajouter un dossier b |

Les libellés des theémes et des dossiers sont modifiables. La suppression d’'un dossier n’est
possible que s’il ne contient aucun théme. La suppression d’un theme s’obtient en effacant son
nom dans la ligne d’édition.
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L'ajout de séquences

Les séquences que |I'on souhaite ajouter au menu des séquences personnelles peuvent avoir
trois origines différentes.

Les séquences fournies

Ces séquences, peuvent étre chargées a partir de la banque de séquences ou des themes
d’étude fournis. Pour mettre ces séquences dans le dossier d'un utilisateur, il convient de les
sélectionner dans la fenétre d’affichage/édition d’Anagene et d’en demander I'enregistrement
dans la banque de séquences personnelles.

Les séquences créées avec I’éditeur d’Anagéne
La commande Créer du menu Fichier fait passer la fenétre d’affichage de séquences en mode
édition. Au moment de la création, choisir I'un des quatre types possibles : ADN, ARN, Peptidique
ou Texte sachant que I'on peut modifier le nom proposé par défaut.
La validation en cliquant sur le bouton OK ou en appuyant sur la touche Entrée déclenche
I'ouverture de la fenétre Edition des séquences .
Selon les cas, « I'alphabet » disponible est limité aux caractéres autorisés :
A, T, G, C, N pour les séquences d'ADN, la lettre N désignant les bases non
définies ; A, U, G, C, N pour les séquences d’ARN, la lettre N désignant les
bases non définies ;
le code 3 lettres ou 1 lettre adopté au lancement d’Anagéne pour désigner les acides
aminés des séquences peptidiques, les lettres Xxx ou X désignant les acides aminés non
définis ;
les caracteres alphabétiques, numériques et les signes de ponctuation pour les lignes de
texte servant de commentaire.
En cas d'erreur de saisie lors de la création de séquences nucléiques ou peptidiques, I'appui sur
le bouton situé I'extrémité droite de « I'alphabet » efface la derniére phase de saisie. Il est donc
recommandé, lors de la saisie de longues séquences, de cliquer périodiqguement hors de la ligne
d'écriture pour protéger les données déja

saisies.
B¢ Edition des séquences M= E3
A s e i G ] 1t ] o e 1 0 ] )
1 10 20 30 40 50 60

- EEYIS RRAYANES RRAAYEN WACRAEY WAURAY AR RAVA AR Ar s RATAYAC ROAYAC ROAYE ROTRAT R
ADM 4| v|0 ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGARGTCTGCCGTTACTGCCCTETGGGE =y
ARM 4| +[D AUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAGAAGUCUGCCGUUACUGCCCUGUGGGE
Séq. peptidique 4] +)0 MetUalHisLeuThrPruGluGluLys|
Texte | +|0 Cette ligne est une ligne de texte pour les commentaires ... &

w| Sélection: 1/4 lignes ﬂ | _’l_l

Les séquences importées
La commande Ouvrir du menu Fichier permet de charger les séquences sauvegardées sur
disque, disquette ou autre support informatique. Ces séquences peuvent avoir été créées avec
un éditeur ou un traitement de texte et sauvegardées au format texte avec pour extension ADN,
COD, ARN, PRO. Si Anagéne n'a pas pu déterminer la nature d’un fichier de séquence, il propose
a l'utilisateur de I'identifier et méme de le modifier s'il le souhaite. Il reconnait en particulier les
séquences au format du logiciel SEQAID.
La suppression d’'une séquence ajoutée par I'utilisateur dans la banque de séquences personnelles
s'effectue en six étapes :

afficher une séquence,

demander son enregistrement grace a la commande Enregistrer du

menu Fichier, sélectionner son nom,

demander a Renommer la séquence en cliquant sur le bouton droit

de la souris, effacer le libellé de la séquence et valider.

accepter la suppression en cliquant sur le bouton OK.



La suppression d'un dossier ne se fait que si la liste des séquences personnelles de ce dossier
est vide.
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L'ajout de themes d’étude

Malgré la variété des themes d’'étude fournis, il est possible d’en créer de nouveaux adaptés a
une stratégie pédagogique personnelle ou a un public déterminé.
Un theme d’étude est constitué par l'enregistrement de toutes les fenétres présentes dans
I'espace de travail d’Anagéne, méme si elles sont réduites en icones. Ces fenétres peuvent
provenir des chargements effectués a partir des banques de séquences, des themes d’études ou
des programmes et documents fournis ou personnels, des compléments en ligne téléchargés.
Ces fenétres peuvent aussi résulter des traitements effectués sur les séquences. Enfin, elles
peuvent étre importées grace a la commande Ouvrir du menu Fichier qui propose types de
fichiers suivants :
Séquences nucléiques et protéiques qui seront chargés dans la fenétre d'affichage de
séquences d'Anagéne ;
Traitements effectués et fenétres de résultats des conversions, des comparaisons, des
actions enzymatiques et des graphiques de ressemblance obtenues sur des séquences et
sauvegardées lors de précédentes sessions de travail avec Anagéne ;
Textes, fichiers créés avec des éditeurs ou des traitements de texte et enregistrés au format
texte (extension TXT) ;
Internet, fichiers de pages au format HTM ou HTML en téléchargeant sur le réseau Internet ;

Images, provenant en particulier de banques de la collection Imagerie Scientifique éditée

par le CNDP ou issues d’autres sources ; les formats reconnus sont : BMP, WMF , RLE, DIB,

GIF ou JPG ;

Vidéos, au format AVI, MOV, MPG, MP2, MPEG ou ASF, qu’elles soient d’origine

infographique ou obtenues par numérisation de vidéogrammes ;

Programmes, qu’il s’agisse des fichiers de commandes BAT ou PIF ou de programmes

exécutables au format EXE ou COM ;

Thémes d’étude, créés au cours d’autres sessions avec Anagéne et enregistrés sur disque

dur, disquette ou autre support informatique.
La premiere étape de la création d’'un nouveau theme d’'étude personnel, consiste donc a ne
conserver dans |I'espace de travail d’Anagéne que les fenétres souhaitées et en éliminant de la
fenétre d’affichage/édition, les séquences inutiles. La seconde étape a pour but d'enregistrer le
theme d’étude.
La suppression d'un theme d’'étude créé par l'utilisateur se fait de la méme maniere que la
suppression d’une séquence.

L’ajout de programmes et de documents

Toute fenétre présente dans |'espace de travail d’Anagéne, quel que soit son contenu
(programme exécutable, document iconographique ou textuel, séquences ou résultat de
traitement de séquences), peut étre ajoutée dans la liste des programmes et documents
personnels. Il est a noter que c'est la fenétre active, c'est a dire celle dont la barre de titre est
en inversion vidéo, qui constituera, selon sa nature, le programme ou le document a enregistrer.
On utilisera a cet effet la commande Enregistrer du menu Fichier.

Ici encore, ce programme ou ce document aura pour origine I'une des banques fournies avec le
logiciel ou pourra étre importé grace a la commande Ouvrir du menu Fichier.

La suppression d’'un programme ou d’un document ajouté par I'utilisateur s’effectue de la méme
maniere que la suppression d’une séquence.
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L’EDITION ET LES TRAITEMENTS DE SEQUENCES

L'édition de séquences
Il convient de bien noter au préalable que :

les banques de séquences et de themes fournies ne sont pas modifiables par I'utilisateur
enseignant ou éleve avec le logiciel Anagéene lui-méme ;

au début d'une session de travail, les séguences sont protégées contre une éventuelle
altération, et il convient donc de les déprotéger dans le menu Options si on veut utiliser des
traitements qui modifient ces séquences ;

la modification de séquences ne peut avoir lieu que dans la fenétre d’édition des séquences ;
le seul fait de décocher « Protéger les données » transforme la fenétre Affichage des
séquences en Edition des séquences et réciproquement ;

les commandes d’édition sont regroupées dans le menu Edition et directement accessibles
pour certaines a partir de leurs icdnes ; noter la présence dans ce groupe de la commande
d’inversion de séquences ;

il est recommandé de dupliquer toute séquence avant de la modifier par lI'usage du presse-
papiers (Copier et Coller) ; les modifications étant limitées par I'« alphabet » propre a
chaque type de séquence, I'espace n'étant autorisé que dans les lignes de commentaires ;
I'ordre vertical dans lequel se trouvent les séquences dans la fenétre Affichage des
séquences ou Edition des séquences peut étre modifié :

|Iigne pointée et sélectimmée| 10
Al | !I (B I 11
|» DN «+[0 |aTEETECACCTE
AR M «| |0 AUGGUGCACCUG
o én vl T [T THT ) - al w MEtUEI].HiSLEI.I
—_— Bouton de selection . i
- 5

besceml la ligne pointée et sélectionnée

en triant (commande Trier du menu Fichier) les séquences sélectionnées par ordre
alphabétique croissant, inverse, ou par succession de types de séquences (ADN-ARN-
Peptidique ou Peptidique-ARN-ADN) ;
en cliguant sur les fléeches situées en haut et en bas des boutons de sélection de la
liste des séquences, la ligne pointée et sélectionnée pourra monter ou descendre
dans cette liste de séquences ;

le décalage d'une séquence est possible en cliquant sur les boutons de décalage.
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Les traitements de séquences

Les commandes des traitements se trouvent dans le menu Traiter et sont regroupées en
quatre catégories : conversion de séquences, comparaison de séquences, action
enzymatique et graphique de ressemblance. Un traitement n’est applicable que si un

nombre suffisant de séquences déja sélectionnées est atteint et si ces séquences sont de
méme nature ; pour sélectionner une séquence, il faut cliquer sur son bouton de sélection,

ce qui provoque un affichage en inversion vidéo de son libellé.

Aprés traitement, les séquences perdent leur sélection et il convient d’'effectuer une nouvelle
sélection pour appliquer de nouveau un traitement ; chaque traitement donne lieu a un choix
d’options a valider dans une boite de dialogue spécifique ; ces options restent mémorisées
au cours d’'une session de travail.

Les résultats d’'un traitement sont par défaut placés dans la ou les fenétres spécifiques du
traitement ; lorsqu’un traitement engendre de nouvelles ségquences qui peuvent a leur tour
étre I'objet d'un traitement, celles-ci peuvent étre dirigées vers la fenétre d'Affichage des
séquences ou d'Edition des séquences a la suite des séquences déja présentes a la
condition que soit cochée la case accompagnée du message « Placer le résultat dans la
fenétre Affichage/édition ». Exemple : convertir des séquences nucléiqgues en séquences
peptidiques et comparer ces derniéres entre elles.

La conversion de séquences

Cette fonction peut étre appliguée sur les séquences nucléiques ou peptidiques et
simultanément sur plusieurs séquences si elles sont de méme nature.

Si les séquences sélectionnées appartiennent a de I’ADN ou de I’ARN, une boite de dialogue
spécifique propose de cocher les conversions souhaitées et la fenétre de destination.

Pour une conversion en séquence peptidique la traduction simple est proposée par défaut, mais
on peut faire un autre choix. Il est important de noter qu’il ne s’agit pas de « traduction
biologique » dans la mesure ol cette conversion s’effectue du premier triplet jusqu’au premier
codon Stop rencontré en respectant le code génétique mais sans tenir compte de la présence
d’un codon d’initiation. Pour que la traduction commence effectivement au codon initiation,
choisir alors Traduction au premier ATG.

Options de conversion d'une séquence nucléigue

- Seguence(s) a afficher :

Brir non trangcrit de FADN

Ok
Annul |
Brin tranzchit de [ADN Annuler

AFM mezzager

Flacer e rézultat

Il Sequence peplidique | I dans la fenétre
Affichage/edition

... haduchon simple

... raduction au premier ATG

... raduction des phazes ouvertes

Pogition dez phazes ouvertes de lecture

L'option Traduction des phases ouvertes assure les conversions correspondantes d'une
séquence du premier codon d’initiation rencontré jusqu’au premier codon de terminaison, en
commencant respectivement par la premiere base, la seconde et la troisieme (les trois cadres
de lecture).

L'option Position des phases ouvertes de lecture permet de repérer les codons spécifiques
de l'initiation (symbolisés par >>>) et de la terminaison (symbolisés par ~~~).

On peut aussi, avec les commandes du menu Edition, Copier une sélection effectuée dans une
séquence et la Coller dans la fenétre d’édition en tant que nouvelle séquence a traiter. Il faut
garder a l'esprit que le logiciel Anagéne est un outil qui assure des traitements définis a
I'initiative de I'utilisateur et que I'interprétation des résultats lui incombe.
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Si les séquences sélectionnées sont de nature peptidique, la seule option de conversion
autorisée consiste a déterminer en ADN ou en ARN, les codons possibles pour chaque acide
aminé.

- Sequence(s) & afficher :

Biritr non transcrit de [ADN

I

Annuler

Eritr branzcrit de [ADN un geul chaix

I ARMN meszager

- Placer le résultat
Sequence peptidique [ dans la fengtre
Affichage/edition

traduction simpls

4 traduction au premier ATE

- traduction des phases ousertes

FPozition dez phazes ouvertes de lechue

La comparaison de séquences

Pour étre appliqué, ce traitement nécessite que deux séquences au moins, toutes les deux de

nature nucléique ou peptidique, soient au préalable sélectionnées dans la fenétre
d'affichage/édition.

Deux types de comparaison sont possibles :

- Type de comparaison :

E Comparaizon simple

2 : S Annuler
Alignement avec discontinuite | ._—I

Alignement par paires acceleré
[attention © mons précis]

|FrErerle
[T dEcalage
el

Comparaison simple a partir de la premiere position dans chacune des séquences ; ce mode est
plus particulierement indiqué pour comparer par exemple des alleles d'un méme géne
comportant le méme nombre de bases.

Remarque : si un décalage des séquences a été introduit avant la comparaison, il peut

étre ignoré en cochant la case Ignorer le décalage courant dans la boite de dialogue
Options de comparaison.

Alignement avec discontinuité : I'algorithme de comparaison utilisé par les chercheurs en
biologie moléculaire fait intervenir plusieurs parametres définis par défaut ; le principe
consiste a arranger les séquences de maniére a obtenir le plus grand nombre d’identités ; ce
mode est indiqué lorsque les séquences ne sont pas de méme longueur ;

Alignement avec discontinuités par paires accéléré : I'algorithme de comparaison utilisé
avec cette option est plus ancien, plus rapide mais moins précis.
Le résultat du traitement s’affiche dans une fenétre spécifique qui se place, comme pour les
autres traitements appliqués, en dessous de la fenétre d’affichage des séquences.
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I CNDP-INRP Anagéne [ [O] ]
Fichier Ediion [i=icr Oplions Fepétre  Aide
Bes DS ¥ B Qe B T
& Affichage des séquences ]
1 10 20 30 40 50 60 70 80
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acod. adn R (i |I7ITGG[!BGI’IGGTGTTGBGGHCGCTGGCBGGHHFII’ICBFII’IFII’ITGCBHBGBHBTTCGHBCTHTGI’ITBCTTTT[:CTFIFITFIFITG[:TT_:J
beod. adn i ¢|0 |HTGGCBGHGGTGTTGBGGHCGCTGGCCGGHHHHCBHHHHTGC[:HBGBHBTTCGHBCTHTGHTBCTTTT[:CTHHTHHTGBTT

ocod. adn « |0 |ﬂTGG[:[:GI’IGGTGTTG[:GGHGGGTGGG[:GGFII’IFII’IG[:FII’IFII’ITGGI'.:HBGBHBTTGGHBGTHTGHTBGTTTTGGTHI’ITI’IHTGBTT w
'i

Sélection : 0/3 lignes < ]

| 4

1 10 20 30 40 50 60 70 a0

B L L R R LA AR AR RCACACAC RCACAACHY RCACRCACS RCACACACS RCACRCAC RCRCACRCH RCRCRCACH ACACACRCH ROMCACN IO
¥ | Traitement +| »|0 |[:omparaison simple de ségquences d°'ADN =

acod. adn i #|0 ATGGCCGAGGTRGTTGCEGACECTEGCCEGEAAAACCAAAATGCCACGCACTTCGACCTATGATCCTTTTCCTAATAATGETT

beod.adn | e el e e e
ocod. adn R - e e e e e e e e "
v | Sélection : 074 ignes | | _'J_x

La premiere des séquences sert de référence pour la comparaison. L'information accessible par
le bouton correspondant de la barre d’'outils reconnaissable a son « Point i » fournit a propos de
la ligne pointée, le degré de similtude entre les séquences et la signification des symboles
utilisés.

Dans le cas d’'une comparaison simple, il est possible, dans la fenétre de résultat, de provoquer
le décalage d’'une séquence en cliquant sur les boutons de décalage et d’obtenir
immédiatement les modifications du résultat de la comparaison a la séquence de référence.
L'alignement avec discontinuités nécessite des temps de calcul d’autant plus importants que les
séquences sont nombreuses, longues et différentes.

Il convient d’explorer les séquences avec la barre de défilement horizontal pour découvrir les
régions plus ou moins semblables.

¥ Comparaison avec alignement 1 = A |
230 240 250 260 270 280 200 300
— it i b b s e i s il s s e e s e
¥ [Traitermant 4| +|0 _;i
|dentités 1| 0
acod. adn G [ GGTGCTGACACCGTGGAAGGATGTCCTCRTGGTGACCCCTTGRCTGEETCCCATTGTCTGEGAGGGCACATTCAACATCGA
beod, adn O - - S D B D B B D R B B T B R R B R B R
ocod. adn e - D e s 5
w | Sélection: 0/5 lignes _‘J I _Pl_l

Remarque : si I’'on souhaite, pour une comparaison, changer de séquence de référence, il suffit
avec les fleches situées en haut et en bas des boutons de sélection de la fenétre d’affichage des
séquences, de remonter ou de descendre la séquence pointée et sélectionnée. On a intérét a
bien choisir I'ordre des séquences en fonction du degré de ressemblance entre elles. Si la
comparaison porte sur trois séquences et que deux d’entre elles sont semblables, leur
ressemblance sera plus évidente si I'une des deux sert de référence.
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L’action enzymatique

L'analyse avec des enzymes de restriction s'applique aux séquences d’ADN sélectionnées au
préalable dans la fenétre d’affichage/édition. Le choix des enzymes s’effectue dans la boite de
dialogue suivante.

- Représentation: ————— [~ % d'identités : — oK
I Graphique Tableau | 100 Annuler |
- Bangue d'enzyrmes Sélection :
E@ Sélections d'enzymes = .’C.;". Bes HIl =
..... [@ Enzpme de restiction de la GEPG _{8}-. Eighl el
OTag!
------ @ Enzymes de restriction de la rhodopzine _r{.:}_ Clal Bam HI
------ [ﬁ Enzpmes de restriction de la RDS 2 Dral 1
B : e |Enz_vmes sélectionnées pour le traitement
------ [@ Enzymes de restriction de la phosphodiestérase: E Frorer
[ﬁ Fichier des enzymes de restiction de la tyrosinase || -,{l}} Ecod7 Il
[_'@ Banque d'enzprmes ﬁ\&; EcoRl
...... [ﬁ Sites & 4 bazes _,5; Eco RY
------ [ﬁ Sites 45 bazes -;Cﬂ% Fspl
@ Sites 4 E bazes m'?% Hae |
[FE] Sites & 7 bazes Boa &
e[ el | << Retirer <<

Effacer la fiste

Cette boite de dialogue se présente comme une série de sélections préétablies d'enzymes de
restriction utiles au traitement de certaines séquences dans le cadre d'études de prévisions en
génétique humaine et d'une banque d'enzymes organisée en dossiers dans lesquels les
enzymes se trouvent classées en fonction de la longueur du site de coupure qu'elles
reconnaissent. Quand un dossier est ouvert, les enzymes sont a sélectionner dans la liste qui
s'affiche au milieu et a Ajouter dans la fenétre de droite.
Dans cette fenétre, a droite, avec Sélection d'enzymes, il est

possible : d'ajouter de nouvelles enzymes présentes dans

d'autres dossiers ; de décocher chacune d'elle en cliquant

sur la coche ;

de retirer I'enzyme sélectionnée en cliqguant sur le bouton Retirer ;

de retirer la totalité des enzymes de cette liste en cliquant sur le bouton Effacer la liste.
De plus, cette sélection peut étre mémorisée en cliquant sur le bouton droit de la souris au
niveau de Lots personnels (situé tout en bas de I'arborescence), puis en cliquant sur Ajouter
un lot personnel et en lui donnant un nom.
Ainsi ces fichiers d’enzymes pourront étre ouverts lors d’une nouvelle session de travail en
cliguant sur le bouton Fichier.
Deux modes de représentation de l'action enzymatique sont prévus : la visualisation sous la
forme d’un tableau ou d’un graphique, les deux modes pouvant étre retenus simultanément.
Aprés validation de la liste des enzymes sélectionnées, les fenétres de résultat se superposent
en dessous de la fenétre d'affichage / édition des séquences.
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¥ Action enzymatique _ (O] x]
e Alu | (100X d'identités) - 5 sites de coupure
" |Enzymes (100%) Alu I Hpa II Mnl I Fsp I |
"ecod.adn 6 12 (]
beod.adn 6 5 12
ocod.adn 5 6 12 0 -
w [Sélect: 0/ lignes 4] ]’l—l
iCalte de restriction correspondant a la sélection]

1 1062
i Carte de restriction M[=] E3
Iacnd‘adn ;I IAIu I j % d'identites : I 100 |Clr(e de restriction correspondant a la sélecﬁonl
£
| -0 b
T =l K
. 16z | ¥

TTCACCGACCAGCTGGCCGCGETGCCCCGCGTGACGCTGGEGACCGETCGGCAGLTGTCAGTGCTGEGAGGTGCGCGCCTACARGCEE
AAGTGGCTEGTCGACCGGCGCCACGGGECGCACTGCGACCCCTGGCCAGCCGTCGACAGTCACGACCTCCACGCGCGGATGTTCGEG
IIIl’IlIIll‘ll!lIIIJIIll!llll'llll!llllllll !IlIllllll!llll'lllIllllllllll!l!lllllll!ll

460 470 480 490 Ll — i Lt 530
[Loupe sur la portion de séquence encadr ee]

On peut voir les deux fenétres avec les commandes du menu Fenétre d'Anagéne qui
permettent divers affichages dont le mode Mosaique. Il est a noter qu’en présence de fenétres
contenant des documents iconographiques, ce mode ne peut étre parfait, les proportions des
images étant toujours respectées.

La fenétre Action enzymatique présente le mode d'affichage Tableau et montre le nombre de
sites reconnus par chaque enzyme de la sélection active (enzymes cochées dans la liste
Sélection d'enzymes) agissant sur chaque séquence nucléique sélectionnée.

La fenétre Carte de restriction présente le mode d’affichage Graphique et illustre I'action
d’'une enzyme de restriction sur une des séquences traitées. On peut faire varier soit la
séquence choisie, soit I'enzyme. Il faut explorer la carte de restriction en déplacant la « loupe »
le long de la séquence pour y découvrir les sites de coupure.

La valeur du % d'identités permet de rechercher des sites plus ou moins strictement
identiques a celui que chague enzyme détecte.

Bien d’autres données associées a ces tableaux de résultats et accessibles par le bouton
Informations sur la ligne pointée ... sont disponibles tant sur les sites d’action que sur les
fragments de séquences d’ADN obtenus. Comme pour les autres fenétres d’informations, il est
possible d’en imprimer le contenu ou de le copier dans le presse-papiers de Windows.

Le graphique de ressemblance

Le graphique de ressemblance (appelé aussi dotplot dans le domaine de la biocinformatique) est
une représentation visuelle en forme de matrice de points permettant de comparer 2 séquences
pour détecter les régions ayant une forte similarité. Les deux séquences sont placées le long des
axes du graphique. On peut aussi comparer une séquence avec elle-méme (sa copie) ce qui
donne les répétitions internes a la séquence.
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Création du graphique

| Séquences cormparées |

S Daotplot alpha. adn alphadnc, adn

alphia adn : CARBCTTEGGRTERACCCGGTCARCT TEARGLTEAGCEEEGREEEGENAGELRA (5o an ]
sphadnc adn . ARBCTTCEGGTECACCCRETCARCTICANRETCCTARGCCACTECCTECTEET (Séq en Y]
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todifier l'echelle] - | ©
Matrice unitef=——____ ,:.. u

|Matrice D ayhioff] s—
[Taille de la fenétre de calou| ——— r'
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L]

jiﬂ
|

W aleur du zeuil

[Béplacements réticule |

| Paramétres et position courants |

Fendtin de caled : 3 Matace : Urlld Scoe: 70=8 x=d4f7 p= 332 [543,345)

Pour générer ce graphique, il est nécessaire de sélectionner deux séquences et pas davantage,
dans la fenétre affichage des séquences. Les deux séquences doivent étre de méme type soit
nucléiques, soit protéiques. Des deux séquences sélectionnées, celle située au-dessus de I'autre
dans la fenétre affichage des séquences déterminera les valeurs de l'axe des abscisses
(Séquence en X), et I'autre, les valeurs de I’'axe des ordonnées (Séquence enY).
Cliquer ensuite sur le bouton DotPlot de la barre d’'icones ou sur la commande Graphique de
ressemblance du menu Traiter : la fenétre du graphique de ressemblance s’affiche alors.
Chaque point de couleur dans le graphique de ressemblance signifie qu’a I'intersection de la
ligne et de la colonne qui déterminent les coordonnées de ce point, une identité de nucléotide
ou d’acide aminé existe dans les deux séquences.
Une suite de points disposés en diagonale indique les régions de similarité entre les deux
séquences.
Au dessus du graphique, une portion colorée des deux séquences est affichée. Cette portion est
déterminée par la position courante du réticule. La séquence supérieure correspond a la
séquence en X, l'autre a la séquence en Y du graphique.

CGGTCAACTTCAAGGTGAG

GGTCARCTTCAAGCTCCTA
La couleur rouge est affectée aux symboles superposés identiques d'une séquence a l'autre, la
couleur noire aux éléments différents et la couleur bleue aux deux symboles (identiques ou
différents) correspondant a la position courante du réticule.
La longueur du trait horizontal situé sous les séquences correspond a la taille de la fenétre de
calcul.

Dans le cas de séquences protéiques, c’'est le code 1 lettre qui est utilisé pour désigner les
différents acides aminés.
Il est possible de modifier la position du réticule :
en cliquant directement dans la matrice ;
en utilisant les fleches de direction du clavier ;
-en cliquant sur les boutons de déplacement.
Il est possible de déplacer la matrice dans la fenétre de visualisation :

en utilisant les barres de déplacement situées a droite et au dessous de la fenétre de
visualisation ;
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en cliquant sur les boutons de déplacement apres avoir cliqué sur le bouton central (il
s’affiche maintenant en noir).

Il est possible de faire varier la portion de matrice affichée dans la fenétre de visualisation en
modifiant I’échelle par déplacement du curseur.

Optimiser la recherche des similarités

Diverses actions de filtration permettent de modifier notablement I'affichage du graphique pour
renforcer la mise en valeur des similarités en diminuant le bruit de fond.

En modifiant la taille de la fenétre de calcul, la valeur du seuil et le nombre de pas colorés a
afficher, il est possible d’appliquer un nouveau filtre d'affichage aux séquences.

Sur une portion des deux séquences de longueur égale a la taille de la fenétre de calcul, un
score est calculé ; il vaut la somme du nombre de couples présentant une identité de symboles
(nucléotides ou acides aminés) écrits en couleur rouge augmenté éventuellement de un si le
couple de couleur bleue présente une identité.

Si ce score est égal ou supérieur a la valeur seuil, un point rouge sera placé dans le graphique
de ressemblance. Si le nombre de pas colorés est supérieur a un, les scores calculés,
immédiatement inférieurs a la valeur seuil, produiront I'affichage sur le graphique de
ressemblance d’'un point de couleur bleue, verte ou jaune. Dans le seul cas d’'une comparaison
de séquences protéiques, il est possible, a la place de la matrice unité, d’appliquer la matrice de
substitution de Dayhoff qui représente assez bien les probabilités de substitution d’'un acide
aminé par un autre lors de I'évolution des protéines.

LE CLASSEUR D'ANAGENE

Il s’agit d’un utilitaire qui permet a I'éléve de sauvegarder simplement et temporairement les
séquences qui, trop nombreuses, viennent a encombrer la fenétre d’affichage des séquences ou
les résultats des traitements effectués.

Sa simplicité tient au fait qu’il n'y a pas a parcourir I'arborescence du disque dur pour y
enregistrer des fichiers. Apres avoir sélectionné les séquences de la fenétre d’affichage ou la
fenétre de résultat a sauvegarder, il suffit de cliquer sur le bouton correspondant de la barre
d’outils pour I'ouvrir. Les données pourront alors étre intégrées au classeur par I'ajout de leur
libellé et de I'heure correspondante.

Cinseur

Eermer
s 0333028 - Fenétre Carte de restriction
i 09:14:14 - Séq. peptidique
HalYETETHES
Beécupérer
S upprimer

En fin de session, ce classeur est vidé apres affichage d’un message d’avertissement invitant a
en visiter le contenu pour récupérer si besoin des données. Le disque dur n'est pas ainsi
surchargé avec des fichiers inutiles.

En cas de coupure inopinée de I'électricité ou de réinitialisation du micro-ordinateur, le contenu
du classeur est récupérable dés le lancement d’Anagéne.
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LES COMMANDES DES MENUS

Menu Fichier

Banque de séquences affiche sous forme arborescente la liste des séquences disponibles.
Thémes d'étude affiche sous forme arborescente la liste des thémes d'étude prédéfinis.
Programmes et documents affiche sous forme arborescente la liste correspondante.
Créer permet de créer une séquence nucléique, protéique ou une ligne de texte.

Ouvrir permet de choisir un fichier dans I'arborescence des répertoires et I'ouvre dans
I'espace de la fenétre mére d'Anagéne.

Intégrer permet d'entrer les données chargées directement dans la banque.

Enregistrer assure la sauvegarde de séquences, d'une fenétre ou de I'ensemble.
Imprimer imprime les séquences choisies et les résultats de traitements appliqués.
Quitter permet, apres confirmation, de quitter définitivement le logiciel Anagéne.

NB : Il est toujours proposé d'enregistrer une fenétre dont le contenu a changé avant de la
fermer.

Menu Edition
Couper permet de mémoriser une sélection dans le presse-papiers ; de plus il efface la
sélection.
Copier permet simplement de mémoriser une sélection dans le presse-papiers.
Coller permet de recopier a I'emplacement du curseur, la sélection mémorisée dans le
presse-papiers.
Effacer permet de supprimer définitivement une sélection.
Sélectionner tout assure la sélection de I’'ensemble des séquences d’une fenétre.
Désélectionner tout annule les sélections effectuées dans une fenétre.
Rechercher permet de rechercher dans la séquence ou se situe le curseur, les
occurrences d'une chaine de caracteres.
Minuscules convertit en minuscules la sélection effectuée dans la fenétre d’édition des
séquences. Majuscules convertit en majuscules la sélection effectuée dans la fenétre
d’édition des séquences. Inverser la séquence provoque l'inversion de la séquence
pointée dans la fenétre d’édition des séquences. Trier les séquences organise dans
I’ordre choisi les séquences de la fenétre d’affichage/édition des séquences.

Menu Traiter
Convertir les séquences affiche ADN brin non transcrit, ADN brin transcrit, ARNm,
séquence peptidique, codons possibles pour un polypeptide.
Comparer les séquences compare des séquences a une séquence de référence a
partir de la premiere position et réalise I'alignement avec discontinuités.

Action enzymatique révele les sites d’action d’enzymes de restriction sur des séguences
d’ADN.

Graphique de ressemblance compare deux séquences en produisant une matrice
rectangulaire.

Menu Options

Protéger les données empéche toute modification de séquence dans la fenétre

d’'affichage.

Grand curseur allonge le curseur sur la hauteur de I'’ensemble des séquences jusqu’a
I’échelle et sur la largeur de la sélection en cours.

Régle en triplets affiche la regle graduée en triplets plutét qu’en caracteres.



Dossier par défaut permet de définir le chemin du dossier pour les sauvegardes
temporaires.

Bulles d'aide affiche les bulles d'aide associées aux objets de l'interface.
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Menu Fenétre

Mosaique place les fenétres cOte a cOte tout en respectant les proportions
des documents iconographiques.
Cascade organise les fenétres en les superposant légérement décalées.

Réorganiser les icones aligne les fenétres réduites en icones grace au bouton de
réduction situé a droite de la barre de titre.
Les titres des fenétres permettent d'accéder directement aux fenétres désirées.

Menu Aide
propos d’Anageéne affiche les informations relatives a I'édition du logiciel.
Rechercher de I'aide assure la recherche sur les mots clés indexés de |'aide.
Sommaire de I'aide permet d'accéder au sommaire de I'aide en ligne.

Complément en ligne affiche une page HTML si un navigateur récent est fonctionnel sur
le micro-ordinateur. Cette page comporte des liens vers les sites du CNDP et de I'INRP ainsi
gu'un lien vers un site dédié a Anagéne. En l'absence de navigateur récent, le micro-
ordinateur affiche une page comportant les adresses de ces sites.

LES ICONES DE LA BARRE D'OUTILS

Premiere série : banques de données

aIco

1- Afficher I'arborescence de la banque de séquences.
2- Afficher I’'arborescence de la liste des themes d'étude.
3- Afficher I'arborescence de la liste des programmes et documents.

Deuxiéme série : outils de sauvegarde

BEd &
1- Voir le classeur.

2- Enregistrer les séquences sélectionnées, la fenétre active ou I'ensemble des fenétres.
3- Imprimer les séquences choisies et les résultats des traitements appliqués.

Troisiéme série : outils d’édition

% |2/ @)X
1- Couper une sélection et la mémoriser dans le presse-papiers.
2- Copier une sélection et la mémoriser dans le presse-papiers.
3- Coller a I'emplacement du curseur, la sélection mémorisée dans le presse-papiers.
4- Effacer définitivement une sélection.

Quatrieme série : outils de traitement

|
7"|ﬂff|-’:!:‘—

1- Convertir les séquences : affiche ADN brin non transcrit, ADN brin transcrit, ARNm,
séquence peptidique, codons possibles pour un polypeptide.

2- Comparer les séquences a une séquence de référence a partir de la premiere
position et réaliser I'alignement avec discontinuités.

3- Révéler les sites d’action d’enzymes de restriction sur des séquences d’ADN.

4- Afficher le graphique de ressemblance des deux séquences sélectionnées.
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Cinquieme série : acces aux informations

0|nu5|

1- Renseigner la séquence pointée ou d’un résultat d’un traitement pointé.
2- Afficher le tableau interactif du code génétique en ARN.

Avant-derniere icone : gestion du curseur

i
Allonger le curseur sur la hauteur de I'’ensemble des séquences et de la regle et sur la
largeur de la sélection en cours ou rétablir le curseur par défaut.

Derniere icbne

Apres confirmation, fermer toutes les fenétres.

LES RACCOURCIS CLAVIER

Alt F4 permet, aprés confirmation, de fermer toutes les fenétres puis de quitter Anagéne.
Ctrl F4 provoque la fermeture de la fenétre active.

Ctrl C permet de copier une sélection et de la mémoriser dans le presse-papiers.

Ctrl X permet de couper une sélection et de la mémoriser dans le presse-papiers.

Ctrl V permet de coller a I'emplacement du curseur, la sélection mémorisée dans le presse-
papiers.

Ctrl A permet de sélectionner toutes les séquences de la fenétre active.

Ctrl B supprime ou rétablit les bulles d’aide.

Ctrl R permet de rechercher dans la séquence une suite de caractéres préalablement
sélectionnée ou saisie au clavier.
Ctrl I permet d’'imprimer les séquences choisies et les résultats de traitements appliqués.

F1 affiche I'aide en ligne du logiciel.

F3 permet d'atteindre I'occurrence suivante dans une recherche sur une suite de caracteres.
F4 permet d’activer le graphique de ressemblance.

F5 modifie I'aspect du curseur.

F6 modifie I'aspect de la regle graduée.

F7 assure les traitements de conversion de séquences.

F8 assure les traitements de comparaison de séquences.

F9 assure les traitements enzymatiques sur les séquences d’ADN.

F12 permet d’enregistrer les séquences sélectionnées, la fenétre active ou I'’ensemble des
fenétres.

Maj F4 organise les fenétres en cascade.

Maj F5 organise les fenétres en mosaigue tout en respectant les proportions
des documents iconographiques.

Suppr efface définitivement une sélection.

Entrée provoque le méme effet qu'un clic sur le bouton OK ou sur tout autre bouton de
validation de choix.

Echap provogue le méme effet qu'un clic sur le bouton Annuler pour abandonner un choix.

Alt Lettre soulignée équivaut a un clic sur la commande correspondante d'un menu
déroulant.
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LE VISIONNEUR D'ANIMATIONS

Le visionneur d'animations permet d'agir sur le déroulement de I'animation ou de la vidéo

chargée.

' N

> lm 4

| 2 . . s
Lancement de la lecture de I'animation ou de la vidéo.

Pause dans la lecture de I'animation ou de la vidéo.

Arrét de la lecture et repositionnement au début de I'animation ou de la vidéo.

s— § Positionnement par déplacement du curseur la lecture a un moment précis

4 Activation ou désactivation du son qui accompagne I'animation ou la vidéo.

'-i Reéglage du volume sonore par déplacement du curseur le long de la barre.

32



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE DE
SECONDE

INTRODUCTION : LA BANQUE DE DONNEES ET LES NOTIONS DU
PROGRAMME

Les exemples supports

L'objectif de cette partie du programme est de conforter la notion d’évolution et de sensibiliser a
celles d’ancétre commun et d’origine commune de tous les étres vivants (ces notions, abordées
au college, peuvent étre renforcées en seconde : ainsi, I'étude des plans d’organisation
renforcera-t-elle par exemple la notion d’ancétre commun).
En classe de seconde, la recherche de ce qui est commun aux Vertébrés et a I’ensemble des étres
vivants amene
préciser les notions de cellule et d’information génétique, en découvrant notamment la

structure et le réle de I'’ADN. Les notions de génes et d’alléles sont ainsi renforcées.
La notion d’'information génétique portée par les chromosomes a été introduite au college.
L'étude, en classe de seconde, d’'une ou plusieurs expériences de transgenese permet de
conclure quant au fait que c’est I'ADN qui est le support de l'information génétique, ce qui
motive I'étude de sa structure et de ses caractéristiques. La découverte de la structure de I’ADN
amene a émettre I'hypothése qu’une séquence de nucléotides peut étre porteuse de
I'information génétique. Les caractéristiques de I’ADN peuvent étre découvertes par un travail
sur la visualisation 3D de diverses molécules d’ADN (utilisation du logiciel Rastop), complété par
la comparaison des séquences nucléiques correspondantes.

partir de la, on peut tester I'hypothese émise précédemment (lI'information génétique réside
dans la séquence de nucléotides de I’ADN) en constatant qu'il existe une relation entre la
variabilité phénotypique et la variabilité de I'’ADN.
Cette étude de la variabilité génétique est I'occasion de renforcer la notion de gene et d’alleles.
La comparaison de deux genes différents (par exemple cdc2 et ade2) peut alors étre
intéressante pour faire prendre conscience de ce qui fait la différence entre deux génes et deux
alléles d’'un méme gene. Il s'agit de leur localisation chromosomique d’'une part et du taux de
similitude entre les séquences, trés élevé pour deux alleles, beaucoup plus faible pour deux
genes, d'autre part.
Pour chacun des exemples proposés, la démarche peut étre la méme :

découvrir la variabilité phénotypique ;

faire I'hypothése d’'une détermination de cette variabilité phénotypique par une

variabilité de I’ADN ; comparer les séquences alléliques disponibles de facon a tester

I’hypothése émise.

Deux des exemples retenus permettent une approche expérimentale pour découvrir
la variabilité phénotypique :

gene ade2 (dont I'alléle normal s’exprime par une colonie de blanche de Levures, et I'allele

muté retenu ici par une colonie rouge) ;

gene cdc2 (l'allele normal détermine une division cellulaire normale, un des alléles mutés
retenus ici est responsable de la division précoce de la cellule, et I'autre allele muté retenu
est responsable d'une dépendance a la température pour la division cellulaire).
Le troisieme exemple, celui de la drépanocytose, ne permet pas une approche expérimentale,
mais il a été retenu car il permet de relier une différence phénotypique a une différence entre
les alleles du géne en jeu chez un organisme pluricellulaire. De plus, cet exemple sera réinvesti
et complété en classe de lere lors de I’étude des relations génotype/phénotype/environnement.
En classe de seconde, le niveau du phénotype moléculaire, c’est a dire polypeptidique, n’est pas
au programme.
Une fois découverte la variabilité de I'information génétique, se pose le probléme de |'origine de
cette variabilité. Il s’agit alors d’introduire la notion de mutation, et de distinguer ensuite
mutations somatiques et_mutations germinales.




La distinction entre mutations somatiques et mutations germinales peut étre introduite a partir
de I'exemple des cancers. Un exemple est proposé : I'implication des mutations du gene p53
dans certains cancers (certains
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cancers semblent impliquer une mutation germinale du gene p53, comme c’est le cas pour le
syndrome de Li Fraumeni ; d’autres cancers semblent impliquer une mutation somatique du
gene p53). Il convient bien slr d’étre tres prudent lorsque cet exemple concernant les cancers
est utilisé, et de bien préciser le caractére plurifactoriel de ces cancers. L'ouverture possible
vers l'intérét d'un dépistage des mutations germinales, quand il sera possible, peut amener a
évoquer la médecine prédictive et préventive, méme si cela n'est pas au programme de cette
classe.

Pour terminer, afin de dégager I'unité du vivant, on fera prendre conscience a |'éleve que des
genes importants pour les organismes sont partagés par un grand nombre d’étres vivants, ce
qui témoigne d’une origine commune :

gene cdc2, présent chez la toutes les cellules eucaryotes, qui intervient dans le contréle du
cycle cellulaire ; génes homéotiques, présents chez de nombreux animaux, qui contrélent la
mise en place du plan d’organisation.

Utilisation d’Anagéne

L'utilisation du logiciel Anagéne en classe de seconde dans les démarches proposées peut
paraitre limité. Cependant, cette utilisation, pour des séquences courtes incluses dans une
séance de TP, pouvant se répéter dans plusieurs séances consécutives ou non, présente |'intérét
de permettre aux éléves de prendre en main cet outil et de se familiariser avec certaines de ses
fonctionnalités.

Cette initiation favorisera grandement I'utilisation de ce logiciel dans la suite de la scolarité
(lere S, L ou ES, Tle S), alors méme qu'il sera un outil essentiel utilisable pour traiter nombre de
thémes (relations génotype/phénotype/environnement, immunologie, évolution, etc.).

Enfin, il faut souligner la complémentarité des logiciels Anagene (traitement de données
moléculaires) et Rastop (visualisation 3D de molécules) dans les démarches proposées,
complémentarité qui est abordée ici, notamment dans le cadre de I'étude de I'universalité de la
molécule d’ADN. Cette complémentarité se retrouvera dans nombre de démarches proposées en
classe de premiére et en classe terminale.
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PARENTE ET DIVERSITE DES ORGANISMES - UNIVERSALITE ET
VARIABILITE DE L'INFORMATION GENETIQUE

® Universalité de I'information génétique

@Structure de ’'ADN
Séquences et documents

Fichier des séquences

La commande Structure de I’ADN de la banque de themes d’'étude charge le fichier adn.edi qui
affiche six séquences nucléiques différentes, courtes, provenant de divers étres vivants : le Rat
(ADNrat), ’'Homme (ADNhumainl et ADNhumain2), la Levure (ADNLevure), la bactérie Escherichia Coli
(ADNbacterieEC), le virus de I'herpes (ADNvirusherpes).

Fichiers des molécules en 3D

Dans le dossier 3D sous Anagene2, le répertoire StructureADN contient les fichiers .pdb suivants :
ADNrat.pdb, ADNhumainl.pdb et ADNhumain2.pdb, ADNLevure.pdb, ADNbacterieEC.pdb,

ADNvirushernes ndb
AV HSREePeSPab-

Suggestions d’utilisation pédagogique des séquences

Anagéne n'est pas bien sir I'outil premier pour découvrir la structure de I'ADN. Celle-ci peut-étre
établie avec le logiciel RasTop.

La visualisation 3D avec ce logiciel de différents fragments d’ADN d'origine tres variée permet
de dégager quelques caractéristiques de la molécule d’ADN (il est important de préciser aux
éleves qu'il ne s’agit ici que de fragments, de longueurs variées, de molécules d’ADN beaucoup
plus longues en réalité) et I'universalité de sa structure (puisqu’on dispose de fragments d’ADN
appartenant a des especes variées).

La banque d’Anagéne fournit pour chaque fragment visualisable avec RasTop, la séquence d’un
des deux brins. Cela permet d’aborder avec les éleves la fagon dont I’ADN est représenté dans
Anagéne, ce qui est essentiel pour |'utilisation ultérieure des banques de séquences. Pour bien
faire saisir en quoi la représentation d’un seul brin d’ADN est suffisante, on peut demander aux
éléves de schématiser le fragment d’ADN complet a partir de la séquence fournie par Anagéne.
Bien entendu, puisque |'expression des genes n'est pas au programme, et que les fragments
fournis dans RasTop ne sont peut-étre pas codants, on ne peut pas parler de brin transcrit et
non transcrit en seconde.

Ces fragments d’ADN ne sont pas homologues. On peut rechercher ce qu’ils ont en commun et
en quoi ils different. Une comparaison simple permet de discuter de ce qui peut étre le support
de l'information génétique : proportion des différents nucléotides et ordre de leur agencement
(ce qu'on appelle la séquence). Classiqguement, on ne retient que le second point, mais a ce
stade les deux hypotheses peuvent étre retenues.

La comparaison simple de deux fragments de méme longueur (ADN-humain2 et ADN-
virusHerpes puisés dans le fichier adn.edi), dont la composition en bases n’est pas tres éloignée,
aboutit a une similitude de 22,8%. Cela est proche de la valeur que I'on s’attend a trouver, si
deux molécules sont composées au hasard et n’ont aucune relation de parenté. Cette remarque
est importante pour bien faire saisir ultérieurement, au niveau moléculaire, les notions d’allele
et de geénes homologues (similitude trés nettement supérieure a 25%).
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®variabilité de I'information génétique
Il s’agit ici de relier la variabilité phénotypique et la variabilité de I’ADN, de facon a conforter
I'idée que I'information génétique réside dans la séquences de nucléotides du géne.

@Couleur des colonies de la Levure Saccharomyces Cerevisiae et variabilité du géne ade2
Informations scientifiques

Des informations précises concernant le phénotype couleur des colonies de Levures sont
disponibles sur le site de Didier Pol : http://www.didier-pol.net/4MUT-LEV.html.

La couleur des colonies

Chez cette Levure on connait des souches qui different par la couleur des colonies qu’elles
forment sur milieu solide, colonies blanc-creme pour la souche sauvage, colonies rose-rouge
pour une souche mutante.

Cette différence phénotypique a pu au préalable étre mise en évidence expérimentalement :
c’est un excellent support pour introduire la notion d’hérédité cellulaire.

Cette différence macroscopique entre les deux souches de Levures est due a une différence
biochimique en rapport avec la capacité a synthétiser ou non de l'adénine a partir de
précurseurs présents dans le milieu. La chaine de biosynthése de I'adénine est trés complexe et
comprend de tres nombreuses étapes. Chez la souche mutante a colonies rouges, elle est
interrompue a une étape ou le produit intermédiaire formé (AIR) est de teinte rose (en milieu
aérobie). C'est son accumulation dans une cellule de Levure qui confere a celle-ci une couleur
légérement rose (la couleur rouge de la colonie est due a un effet de masse).

Remarque : L'adénine (constituant fondamental de I’'ATP, des ARN et de I’ADN) est indispensable
pour la croissance des Levures, et donc la formation de colonies. Si le milieu est trés riche en
adénine, la chaine de biosynthese est réprimée. Dans ce cas, les Levures mutantes ont le méme
phénotype que les Levures sauvages, donc blanc-creme. Si le milieu contient de I'adénine en
quantité modérée (c’est le cas dans la plupart des milieux standard de culture des Levures), la
formation de colonies de Levures mutantes est possible sans que la chaine de biosynthese de
I’adénine soit réprimée. En conséquence, les Levures mutantes croissent, se multiplient tout en
accumulant le produit intermédiaire, d’ou la couleur rouge.

Cette observation pourrait éventuellement étre utilisée en classe de premiere comme support
pour dégager l'idée que le phénotype dépend de linteraction du génotype et de
I’environnement.

Les alléles du géne ADE2

Le géne ADE2 code pour une enzyme qui transforme le produit intermédiaire coloré (AIR) en un
composé CAIR non coloré. Le blocage de cette étape est di a une mutation dans le géne ADE2.
Les séquences de l'allele sauvage et d’alleles mutés du géne ADE2 ont été établies. La banque
de séquences d’Anageéne fournit pour ADE2 uniguement deux séquences : celle de l'alléle
sauvage (ADE2Allelel.adn) et celle d’un allele muté (ADE2Allele2.adn). La séquence codante de
I'allele muté differe de I'allele sauvage au nucléotide 103 (G103T) ce qui transforme le triplet
GAA de l'allele sauvage en TAA dans l'allele muté (GAA35TAA).

Séquences et documents

Fichier des séquences

La commande Phénotypes couleur des Levures (Géne ADE2) de la banque de théemes
d’étude charge le fichier ade2.edi qui affiche deux séquences : Ade2Allelel et Ade2Allelel.
Documents fournis

Les fichiers colonie-rouge.jpg et colonie-blanc-creme.jpg sont accessibles avec la commande
Phénotypes couleur des Levures (Gene ADE2) de la banque de documents.



http://www.didier-pol.net/4MUT-LEV.html
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Suggestions d’utilisation pédagogique des données et documents fournis

Les documents fournis (colonie-rouge.jpg et colonie-blanc-creme.jpg) permettent de mettre en
évidence les différences phénotypiques au niveau de la colonie et par la au niveau cellulaire. I
s'agit alors de les mettre en relation avec des différences les deux alléles déterminant ces
phénotypes.

La comparaison avec Anagéene (comparaison simple) donne le résultat suivant :

80 a0 100 110 120 130
F. I|l|1!1111I1Iill‘l!iliiiI1!1111!I|l1]|111!111!]11Iilliiiiiii

Tratement af »|0
ADE 2-Allelel. adn CARCATTARGACGGTAATACTAGATGCTGARAATTCTCCTGECARACARATARGCARCT
ADE2-Allele? adn L L ety

v | Séection: 0/3 lignes N

Rappel : attention, avec Anagéne un seul brin est pris en compte (le brin non transcrit).

Dans ce cas, on constate qu’un seul changement d'un nucléotide modifie I'information codée
par le géne. La composition des deux alleles en nucléotides étant quasiment la méme, cela
conforte I'idée que I'information génétique réside dans la séquence des nucléotides du géne.

-
-
=

% Taille des Levures Schizosaccharomyces pombe et variabilité du géne cdc2
Informations scientifiques

Des informations concernant la Levure Schizosaccharomyces pombe, ses caractéristiques, ses
conditions de culture, sont disponibles sur le site de Didier Pol
http://www.didier-pol.net/4pombe.htm )

Des documents et données complémentaires sur le gene

CDC2 se trouvent dans le dossier CDC2 de terminale ‘

La Levure Schizosaccharomyces pombe

La Levure S. pombe se caractérise par ses cellules allongées \

et cylindriques. Son génome a été entierement séquencé, et

il comprend 4824 geénes. ‘

Cette Levure, aussi appelée Levure fissipare, ne se multiplie \ .

pas par bourgeonnement, mais par fission transversale.

Le géne cdc2 ’

Plusieurs génes contrélent le cycle cellulaire, et notamment |9 ™erometres ‘
le géne cdc2 (homologue des génes cdkl des autres

espéces) . Ce géne code

pour une protéine kinase cycline dépendante (cdk) qui intervient a différentes moments du cycle
cellulaire ; chez S. pombe, elle est impliquée dans le déclenchement du démarrage du cycle en
G1 ainsi que dans la transition G2-M.

La fonction générale des protéines cdk consiste a utiliser I’ATP pour modifier par
phosphorylation I'activité de protéines cibles indispensables au bon déroulement du cycle. Ces
kinases sont elles mémes régulées de facon comparable par phosphorylation et
déphosphorylation assurées par d’autres kinases et phosphatases selon des voies régulatrices
complexes.

Des mutations qui affectent le gene cdc2 et qui ont pour effet des anomalies de la division cellulaire

Les mutations du géne cdc2 peuvent perturber le déroulement du cycle cellulaire, et donc se
traduire phénotypiguement, par exemple par une différence de taille des cellules, ce qui permet
d’identifier les mutants :

Mutation cdc2-33 : elle a pour effet de bloquer un signal nécessaire a la transition G2-M, et
perturbe donc la division cellulaire sans affecter la croissance de la cellule. Elle se traduit
donc par des cellules de taille beaucoup plus importante que la normale. D’autre part, cette
mutation est conditionnelle et ne s’exprime qu’a une température supérieure a 35°C. On
parle alors de mutation thermosensible (des mutations |étales peuvent étre ainsi conservées
tout en laissant la possibilité d'étudier leurs effets phénotypiques)


http://www.didier-pol.net/4pombe.htm
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Mutation cdc2-3w (ou wee) : elle a pour effet la production précoce d’un signal d’entrée en
mitose. Il y a donc division prématurée et les cellules sont donc beaucoup plus petites que la
normale (« wee » signifie « petit » en écossais).

Séquences et documents

Fichiers des séquences

Le fichier alleles-cdc2-seconde.edi est appelé par la commande Phénotypes taille des Levures
(Géne CDC2) de la banque de themes d’'étude. Il contient 3 séquences : cdc2sac-S.adn, cdc2sac-
TS.adn et cdc2sac-DP.adn.

Documents fournis
Les fichiers SP-division-souche-sauvage.bmp et SP-tailles-3souches.bmp sont accessibles avec
Phénot taittedest (Gene €DE2)d | :

Suggestions d’utilisation pédagogique des données et documents fournis
Les documents fournis (SP-division-souche-sauvage.bmp et SP-tailles-3souches.bmp) permettent
de mettre en évidence les différences phénotypiques au niveau en ce qui concerne la taille des
3 souches A, B et C : la souche A est une souche sauvage, la souche B est thermosensible et ne
se divise pas a 35°, la souche C se divise prématurément a une taille de 7 microns. Le document
SP-division-souche-sauvage.bmp est un document de référence relatif a la souche A, qui indique
que la taille des Levures est liée a la division cellulaire et varie entre 7 et 14 microns.
Il s'agit alors de mettre en évidence les différences phénotypiques de taille entre ces 3 souches
avec les différences entre les alléles du géne CDC2 qui controle I'entrée en division cellulaire.
La comparaison avec Anagéne (comparaison simple) des séquences des trois alleles fournis
(alleles-cdc2-seconde.edi) permet de mettre en évidence les différences suivantes :

12000 ad0 140 150 160 170 180 190 200

B R S B et e B e (e e DR ) e SRR SR Beme ] [ e L S ] ey I e T |
Traitement 4| #|0
cdcZzac-5.adn 4| +|0 ATCTGAGGGAGTTCCTAGCACAGCTATTCGTGAAATTTCGCTTCTTAAAGAAGTGAATGATGAGARTAATCGATCAAATTGTGTTE
cdo2zac-T5.adn < »|0 i P e e e s
cdo2zac-DF. adn I -~ e
bl Sélection : 074 lignes | |

Comme pour le gene ADE2, on constate qu’un seul changement d'un nucléotide modifie
I'information codée par le gene ; de plus, le site ou a lieu le changement en conditionne I'effet
puisque les deux alleles entrainent des phénotypes opposés.

La composition des 3 alleles en nucléotides étant quasiment la méme, cela conforte I'idée que
I'information génétique réside dans la séquence des nucléotides du gene.

@Phénotypes drépanocytaire ou non drépanocytaire et variabilitt du géne de
I’hémoglobine

Informations scientifiques

(Des données concernant la drépanocytose sont fournies dans le dossier Relations
génotype/phénotype pour la classe de 1lre.)

Les alléles du géne HBB

Au niveau d’une classe de seconde ou on n’envisage pas le phénotype au niveau protéique, on
peut, en premiere approximation considérer le gene HBB qui code pour la chaine béta de
globine humaine, comme un gene qui dirige la synthése de I'hémoglobine. La banque fournie
comprend les séquences de 3 alleles dont deux codent pour une chaine béta fonctionnelle, et le
troisieme pour une chaine béta drépanocytaire.
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Séquences et documents

Fichiers des séquences

Le fichier alleles-HB-Beta.edi est appelé par la commande Phénotypes drépanocytaires chez 'Homme
(Gene HBB) de la banque de thémes d’étude. Il contient 3 séquences : Hbb nucléique, Hbb nucléique bis
et Hbb nucléique bis.

Documents fournis

Les fichiers hematies.bmp et phenodrep.bmp sont accessibles avec la commande Phénotypes

—drépanocytaires chez ' Homme (Géne HBB) de fa banque de documents.

Suggestions d’utilisation pédagogique des données et documents fournis

Les documents fournis permettent de comparer les deux phénotypes au niveau clinique et
cellulaire, et de relier ces deux niveaux de formulation du phénotype.

L'étude de cet exemple permet de voir si chez un organisme pluricellulaire, une différence
clinique macroscopique peut étre reliée a une différence dans la séquence de nucléotides du
gene qui intervient dans la réalisation du caractere. En reliant le phénotype macroscopique au
phénotype cellulaire, il illustre le fait qu’'un gene n’intervient qu'au niveau des cellules. Il n'est
pas nécessaire d’entrer dans la structure moléculaire des chaines des globines. Pour un éleve de
seconde, ce que régit le gene c’est la production d’'une hémoglobine qui reste soluble dans les
hématies ou d’'une hémoglobine qui forme des fibres.

La comparaison avec Anagéne (comparaison simple) des séquences de nucléotides des alleles
normal et drépanocytaire du géne de la béta globine donne le résultat suivant :

B Comparaison simple

1 10 20 30 40 50 ﬁl]

— AT R [t FRRTS b (oLl R MUY (st Fel PR Jl LR BRI Rt [l (T )
¥ |Traitement 1| 0 Comparaison simple de séquences d'ADH
Hb & nucléique 4 +{0 ATGGTGCACCTEGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGT
Hb & nucléique bis |4 0 |-——————- e
Hb 5 nucléigue I e e e T TR
| Sélection: 044 lignes 1] |

Cet exemple conforte lI'idée que chez tous les organismes, une différence phénotypique est
toujours associée a une différence des nucléotides de la séquence du gene. En plus, il révele que
I'inverse n'est pas vrai, c’est-a-dire qu’une différence dans la séquence n’entrafine pas
obligatoirement une différence phénotypique. Cette remarque sera importante quand on
abordera I'idée que des génes présents chez des especes différentes, peuvent étre considérés
comme étant le méme géne (genes homologues) malgré des différences relativement
nombreuses dans leurs séquences.
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@Origine de la variabilité de I'information génétique

Il s’agit d’expliquer la diversité allélique mise en évidence précédemment et d’arriver a I'idée
qgu’un alléle provient d’un autre alléle a la suite d'un événement appelé mutation.

L'approche expérimentale a partir d’organismes unicellulaires comme les Levures (apparition de
colonies blanc-créme a partir d’'une souche de Levures rouges soumise a un rayonnement UV.
Voir site de Didier Pol) est sans doute le meilleur moyen d’introduire la notion de mutation. Elle
présente l'avantage de faire saisir a I'éléve que la mutation est fondamentalement un
phénomene cellulaire qui modifie la séquence des nucléotides d’'un gene.

Ensuite, chez des organismes pluricellulaires, il s’agit de montrer que la mutation, toujours un
phénoméme cellulaire, peut affecter soit des cellules somatiques, soit des cellules de la lignée
cellulaire conduisant a la production des gameétes et que seules les mutations germinales
peuvent se transmettre a la génération suivante.

Pour cela, I'exemple des mutations affectant le gene P53, gene dit suppresseur de tumeurs, est
un support adapté.

@Etude de cancers impliquant des mutations somatiques
Séquences et documents

Fichier des séquences
Le fichier ref-cancer-Oesophage.edi appelé par la commande Références cancer oesophage de la
banque de themes d’étude contient des séquences strictement codantes des alléles du gene de la p53
présents dans une cellule normale (cn) et dans une cellule cancéreuse (cc) chez un individu atteint
d’un cancer de I'cesophage.

Documents fournis :

Les fichiers infocance.bomp (texte de présentation des phénotypes cancéreux au niveau cellulaire et
cliniqgue) et mutations.bomp (texte précisant la différence entre mutation germinale et mutation

la banque de documents.

Suggestions d’utilisation pédagogique des données fournies

Le document infocancer.omp fournit des renseignements sur le comportement des cellules
cancéreuses et sur I'implication du géne P53 dans ce comportement. A partir de 13, il s’agit
d’exploiter les données fournies par les séquences pour construire la notion de mutation
somatique.

Le document ci-dessous présente le résultat de la comparaison effectuée dans le cas du cancer
de I'cesophage :

¥ Comparaison simple ,
Les cellules cancéreuses (ccOeso)

a ?20 SRR ?30 .1 possedent deux alleles différents du gene
> Trgtement J[G p53 : un allele normal (allele 1) et un allele
co-Omo-aeT |« >0 JeTTTeTGeCTGTCCTEEen MULE (allele 2) ; les deux alleles different
T et T T o par une substitution d’'un nucléotide en
chi-Oeso-aléle1 |« +f0  |-——————————-—--——— pOSItlon 833.
e e [ e S S S Les cellules normales du méme individu
= (e o | pg;sédent deux alleles normaux du gene
b 053.

Il y a donc une différence de génotype entre les cellules cancéreuses et les cellules normales.
Cette différence explique la différence de phénotype cellulaire : cellule cancéreuse qui se divise
de facon anarchique et cellule normale dont la division est contrélée et limitée.

L'éleve devrait conclure que c’est dans la cellule initiale a I'origine de la tumeur qu’a eu lieu la
mutation transformant un alléle P53 normal en un alléle muté. Et a I'aide du document «
mutations.rtf » conclure qu’il s’agit ici d’'une mutation somatique.

La méme démarche et les mémes conclusions peuvent étre obtenues a partir de I'exemple du
cancer du foie. On observe alors une mutation par substitution en position 747 : G remplacé par
T, uniquement dans les cellules cancéreuses.
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@Etude d’un cancer impliquant une mutation germinale (syndrome de Li Fraumeni, qui se
traduit par des cancers multiples et précoces)

Séquences et documents

Fichier des séquences

La commande Référence cancer LiFraumeni de la banque de themes d’étude charge le fichier ref-
cancer-LiFrau.edi qui contient des séquences strictement codantes des alleles du géne de la p53
présents dans une cellule normale (cn) et dans une cellule cancéreuse (cc) chez un individu atteint du
syndrome de Li Fraumeni

La commande Famillel P53 charge le fichier Famille1l-P53.edi qui affiche les séquences strictement
codantes des alleles du gene de la p53 présents dans les cellules de chacun des membres de la famille
1. Si I'individu est atteint d’un cancer, les séquences sont fournies pour les cellules normales et pour
les cellules cancéreuses. Le nom de séquence I1 - cn - allele 1 signifie qu’il s’agit de I'allele 1 du géne
de la p53 présent dans une cellule normale de I'individu I1.

Documents fournis

Le fichier Arbrel.bmp accessible avec la commande Mutations somatiques et mutations
germinales de la banque de documents affiche I'arbre généalogique de la famille 1 dans laquelle
deux individus sont atteints du syndrome de Li Fraumeni. Il s’agit dans cette famille d’'une mutation
germinale apparue de novo chez I'individu 112.

Suggestions d’utilisation pédagogique des données fournies

Pour aborder cette étude, il faut partir de I'arbre généalogique qui montre deux personnes, 112 et
112, étroitement apparentées qui ont un cancer a un age précoce. En outre, I'arbre suggére une
transmission héréditaire. Ces caractéristiques « observation d'un sarcome chez un sujet atteint
de moins de 45 ans, apparenté au premier degré a une personne ayant eu un cancer de
n'importe quel type avant 45 ans, ou au deuxieme degré a une personne ayant eu un cancer ou
un sarcome a moins de 45 ans ». définissent le syndrome de Li Fraumeni.

] TG
-

740 15
A IIIIIII!IIIIII
¥ |Traitement «| |0

@ # cn LiFrau - allele 1 |«| »|0 GAACCTGAGGCCCA
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Famille 1
(d’aprés Science, Novembre 1992)

‘dans les séquences, cn désigne les cellules normales, cc les cellules cancéreuses)

La comparaison des alleles du gene p53 présents dans les cellules cancéreuses et dans les
cellules normales des personnes atteintes de cancer (112 et 1112) (« LiFrau.edi ») avec I'allele P53
de référence, montre que toutes les cellules possedent deux alleles différents : un alleéle normal
et un allele muté. L’éleve doit en conclure que la cellule ceuf a I'origine de I'organisme possédait
également un alléle normal et un allele muté.



TN



ANAGENE

a0 T50 T
- iad] il FRRAA SRS LA HRALEY
* [Tratement o o[0
i en-aliel |4/ +[0  CEGCATGARCCGGAGGCCCATCCTCACCA
11- cn - alléle 2 il Pp—-----————————————
[12 - o - aliéde 1 S T
[12 - cn - alidle 2 A T e
11 - cn - alele 1 A I eSS
Mimalie? HE |-------—e=—=e—ereerereeana-
12 - cc - alle 1 A T e
W2 -cc-albw2 |4 0J0 [-=—=======Fmmmmmmmmmmm e
2 - en - alléle 1 e
IZ-ch-slele2 |4 W0 [=——==—==m-x , (RTINS EER
[113 - cn alile 1 o0 p————————————
13 -cn-alele2 ool -
114 - en - allede 1 Y I it
Il - cn - aléles 2 ¢fefd0 -—-———————-—--—--——--—-"----
115 - o - albéls 1 I I et
IS - gn - alldle 2 afeld P
1117 - &n - alide ) e P
1i|I1-|:!1-aIH-u.E 1”-EI ----------- [ e e
N2 -cc - alidle HrR: pP————— P e e
B T L T
N2 -on - alkdds 1 il fpmemmmm—————= P ————————
102 - oy - sliehe 2 il e e e
v|  Selection : (/23 ignes |

Remarque : le fait que des cellules normales possedent un allele muté de P53 peut étre utilisé
pour faire saisir que le phénotype cellule cancéreuse ne dépend pas du seul gene P53. La
possession d’un allele muté de P53 prédispose la cellule a devenir cancéreuse.

Il faut s’interroger sur l'origine de I'allele muté présent dans toutes les cellules de I'organisme
des individus 112 et llI2. La premiere concluion est que 1112 I'a hérité de 112. Pour saisir I'origine de
I'allele muté chez l'individu 112, il faut étudier les génotypes de I1 et 12. La comparaison avec
I'allele de référence de P53 indique que ces deux personnes possedent uniquement |'allele de
référence (normal). A partir de |3, et en s’aidant éventuellement du document (« mutations.rtf
»), I'éléve doit conclure que la présence de l'allele muté chez I12 résulte d’'une mutation
germinale survenue chez un des deux parents. En toute rigueur, on ne peut exclure totalement
une mutation survenue au stade ceuf.

Si on veut pousser I'analyse plus loin, on constate que la personne Ill1 posseéde un allele muté
gu’elle a hérité de sa mere, mais n’a pas de cancer.

Ainsi, il faut prendre soin de repréciser que le cancer est une maladie plurifactorielle et que les
descendants de personnes atteintes d'un cancer di a une mutation germinale ne seront pas
forcément atteints aux aussi par un cancer ; simplement, leur risque est plus important, d’ou
I'intérét d’exercer une vigilance accrue.
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@Détermination du type de mutation (germinale ou somatique) impliquée dans une famille
touchée par le cancer : mutations et environnement

Séquences et documents
Fichier des séquences

La commande Références cancer foie de la banque de themes d’étude charge le fichier ref-cancer-
Foie.edi qui contient des séquences strictement codantes des alléles du gene de la p53 présents dans
une cellule normale (cn) et dans une cellule cancéreuse (cc) chez un individu atteint d’'un cancer du
foie.

La commande Famille2 P53 charge le fichier Famille2-P53.edi qui affiche les séquences strictement
codantes des alléles du géne de la p53 présents dans les cellules de chacun des membres de la famille

2. Si I'individu est atteint d’un cancer, les ségquences sont fournies pour les cellules normales et pour
les cellules cancéreuses.

Documents fournis

Le fichier famille2.bmp accessible avec la commande Mutations somatiques et mutations
germinales de la banque de documents affiche I'arbre généalogique de la famille 2 dans laquelle trois
individus sont atteints d'un cancer du foie. Il s’agit ici d’'une mutation somatique. Sa fréquence élevée
s'explique par l'influence d’un facteur de I’environnement, I'aflavotoxine.

Le fichier aflatoxine.bomp affiche un texte mettant en relation un facteur de I'environnement,
I’aflavotoxine, avec le phénotype « cancer du foie ».

Suggestions d’utilisation pédagogique des données fournies

La comparaison des alleles présents dans la cellule normale et de ceux présents dans la cellule

cancéreuse permet de déterminer |'origine du cancer. On arrive ainsi aux résultats et
conclusions suivantes :

Dans cette famille 2 : un individu est touché a chaque génération (I1, l11, 1li1). Seules les
cellules cancéreuses de ces personnes possedent un allele muté et un allele normal ; leurs
cellules normales possedent deux alleles normaux. On a donc affaire a des mutations

somatiques.
750 760
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On peut alors s’interroger sur la fréquence élevée de ce cancer du foie dans cette famille, alors
gu’il n'est pas héréditaire. Une information supplémentaire est apportée par l'arbre : ce type
d’arbre est fréguent dans certaines populations. On peut alors supposer I'influence d’un facteur
de l'environnement. Un document (« aflatoxine.omp ») apporte alors des informations
complémentaires : c’'est une toxine, I'aflatoxine, libérée par un champignon souvent présent
dans la nourriture de ces populations qui est responsable de ces cancers.

On peut ainsi illustrer I'idée qu’un facteur de I'environnement peut influencer un phénotype.
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@Unité du vivant

%Division cellulaire chez les étre vivants et géne cdc2

Les caractéristiques communes a tous les étres vivants précédemment étudiés (généralité de la
structure cellulaire, information génétique codée dans des molécules d’ADN de méme structure,
permettent d’évoquer leur origine commune. La recherche de génes partagés par les
organismes peut renforcer cette idée. Dans cette optique, le gene CDC2 envisagé
précédemment, est intéressant car des genes homologues sont présents chez tous les
eucaryotes.

Séquences et documents

Fichier des séquences

La commande Division cellulaire chez plusieurs Eucaryotes (Géne CDC2) de la banque des
thémes d’étude charge le fichier evol-cdc2-adn.edi qui contient des alléles du gene CDC2 chez
plusieurs étres vivants.

Documents fournis

La commande Division cellulaire chez plusieurs Eucaryotes (Géne CDC2) de la banque de
dULUIIICIItb pt:llllt:t d'dLLédUl <\.‘J UICU)\ ﬁLiI;CIb .
Division-SP.bmp (Levure SP en division).

4 Cp ra Zo (s by N o
LratisyeimesTor. JPpy (CXPTTIETILE Ut Uralidsyteriese) €l

Suggestion d’utilisation pédagogique

L'étude du document Expérience de transgenese (éventuellement associé au document Levure
SP en division) montre que I'insertion du CDC2 humain dans une cellule de Levure fissipare dont
le géne CDC2 a été |1ésé, rétablit la capacité de la cellule a se diviser (figure en bas a droite du
document). Ceci indique une similitude fonctionnelle entre les genes CDC2 humain et de Levure,
traduisant I'unité du monde vivant.

Expérience de transgenése

Levures de souche sauvage, dont le géne
[CDC2 a eté lése, cultivées & 25°,

10 microns

-

Levures de souche sauvage, dont le géne
CDC2 a fte 1esé, et dans lesquelles on a ——
transféré le gine CDO2 humain. Culture & L 10 microns
53, i

evures 12 heures plus tard,

Cette perception de I'unité du vivant peut étre renforcée par la comparaison des genes CDC2
appartenant a différentes especes qui conduit au tableau suivant :

Homme Rat Xénope Drosophile | Arabidopsis Levure
Homme 0 84,6 73,9 62,4 63,7 60,7
Rat 0 73,6 62,9 62,2 57,9
Xénope 0 63,4 60,9 59,5
Drosophile 0 59,6 57,3
Arabidopsis 0 60,5
Levure 0

44




SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE DE
SECONDE

N N

La similitude entre les genes CDC2 est supérieure a 60 % associée a l'expérience de
transgenése conduit a I'idée que tous ces organismes possedent en commun ce gene, héritage
d’un géne CDC2 possédé par I'ancétre commun a toutes ces espéces.

Remarques : Pour un éleve, des similitudes de l'ordre de 60% peuvent paraiftre non
significatives. Il faut donc rappeler ce qui a été vu au moment de I'étude de I’ADN, a savoir que
si 2 séquences n’ont aucun lien entre elles, la similitude est de I'ordre de 25 %.

En outre, il peut paraitre bizarre pour les éléves que des différences nombreuses entre les genes
n'entrainent pas de conséquences fonctionnelles, alors qu’une différence réduite entre deux
alleles avait dans les exemples précédents des conséquences phénotypiques importantes.

Il y a donc nécessité donc de rappeler que si une différence fonctionnelle est toujours liées a
une différence dans la séquence, la réciprogue n’est pas vraie (exemple vu a propos d'un alléle
de HBB).

%Plans d’organisation des animaux et génes homéotiques
Informations scientifiques

Ces informations concernent les thémes susceptibles d’'étre traités en seconde et terminale. En
revanche, les suggestions pédagogiques qui figurent dans ce chapitres sont propres a la classe
de seconde.

A propos des génes homéotiques

Les mutants homéotiques

Les phénotypes homéotiques ont été décrits pour la premiere fois en 1894 par William Bateson, qui
utilisa le terme homeosis » pour désigner le phénomene de transformation d’un organe en un autre.
C'est I’étude de ces mutants

présentant des anomalies de disposition de certains organes (mutants homéotiques) qui a été a

I'origine de la découverte des genes homéotiques. Un géne homéotique est alors défini comme un

gene dont la mutation produit une homéose, c’'est a dire I'apparition d’'un organe bien formé mais a

un mauvais emplacement dans le corps.

Les documents ci-dessous présentent quelques exemples de phénotypes homéotiques chez la

drosophile :

Mutant Drosophile Antennapedia

Présence de pattes a la place des antennes

Mutant Drosophile bithorax (bx, découvert en 1941)

Transformation du 3e segment thoracique en
segment thoracique - présence de deux paires d’ailes

Mutant Drosophile bithoraxoide (bxd, découvert en 1927)

Transformation du premier segment abdominal en 3e
segment thoracique - présence de 4 paires de pattes

Mutant Drosophile Ultrabithorax (ubx)

Transformation du 3e segment thoracique et du ler
segment abdominal en 2. segment thoracique (létal a
I’état larvaire)

larve normale larve mutante
Ubx




Ul b



ANAGENE

Les génes homéotiques
Certains génes vont intervenir au cours du développement embryonnaire, notamment pour diriger
I’expression d’autres génes et permettre ainsi la mise en place des différents organes ; on les
qgualifie de génes

maitres » ou genes « architectes ». Il en est ainsi chez les Vertébrés des génes Pax, qui
déterminent la disposition des organes selon |'axe dorso-ventral, et des génes homéotiques qui
déterminent la disposition des organes le long de I'axe antéro-postérieur.
Les genes homéotiques sont des genes régulateurs (activitation ou inhibition) de I'expression
d’autres genes.

Ce sont des genes a homéoboite (ou homeobox), c’est a dire qu’ils codent pour une protéine
dont un domaine est tres conservé au cours de I'évolution. Ce domaine protéique, appelé
homéodomaine, a été découvert en 1983 ; il comporte 60 acides aminés et sa structure
secondaire comporte 3 hélices formant le motif HLH (Helix Loop Helix). Ce domaine se fixe a
I’ADN, ce qui contribue a ouvrir localement I’ADN pour permettre la transcription.

Complexe Homé&odomaine/ADN

Arg 5, qui vient
se positionner
dans le petit
sillon de 1'ADN

Homéodomaine
de la protéine
e synthétisée
par une géne
homéotique

acides aminés 47, 50, 51 et 54
responsables de la reconnaissance
spécifique d'un site de 1'ADN

La figure ci-dessus a été obtenue avec le logiciel RASTOP.

Les genes homéotiques sont organisés en complexes homéotiques chez les animaux.
Les complexes homéotiques

La disposition et I'organisation des genes homéotiques est bien connue chez deux organismes :
la Drosophile et la Souris.

Chez la Drosophile, les génes homéotiques forment le complexe Hom-C porté par le
chromosome 3 ; ce complexe est composé de deux groupes de genes : le groupe Antennapedia
et le groupe Bithorax, chacun de ces groupes comprenant plusieurs génes. :

Antennapedia : genes lab (labial), proboscipedia (pb), Deformed (dfd), Sex comb
reduced (Scr), Antennapedia (antp) ;

Bithorax : génes ultrabithorax (ubx), abdominal A (AbdA) et abdominal B (AbdB).

Chez la Souris, les génes homéotiques forment 4 complexes Hox répartis sur 4
chromosomes :

complexe des génes Hox A sur le chromosome 6 ;
complexe des genes Hox B sur le chromosome 11 ;
complexe des genes Hox C sur le chromosome 15 ;
complexe des genes Hox D sur le chromosome 2.

Il y a colinéarité entre la disposition des genes homéotiques sur les chromosomes et les régions
du corps dans lesquelles ils s’expriment : en parcourant I’ADN de 3’ vers 5’, on trouve des génes
dont les lieux d'action s'échelonnent de I'avant vers I'arriére de I'animal.

Lors de I'embryogenése, la combinaison des produits de plusieurs génes Hox donne une identité
relative aux cellules embryonnaires le long de l'axe antéro-postérieur. Chaque cellule
embryonnaire est affectée d’'une valeur positionnelle, qui résulte d’'une combinatoire de
plusieurs genes Hox.

46



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE DE SECONDE

Les génes homéotiques des arthropodes et des vertébrés forment une famille multigénique

Au sein d'un méme organisme, par exemple la Souris, tous les genes homéotiques présentent
une similitude importante de séquence au niveau de I'homéoboite : ce sont donc des génes
homologues, cette homologie témoignant de leur origine commune. De plus, I'ordre des génes
sur chague chromosome (donc au sein d’'un méme complexe) est similaire d’'un complexe a
I’autre. On peut donc dire que I'on a des génes paralogues (exemple : HoxA4, HoxB4, HoxC4 et
HoxD4 sont paralogues).

Si I'on effectue maintenant des comparaisons entre les genes homéotiques des Vertébrés et des
Arthropodes :

Les genes des complexes Hox de Souris et Hom-C de Drosophile présentent des similitudes
dans leur ordre de disposition sur les chromosomes et dans les deux cas, ils sont impliqués
dans le positionnement et I'identité cellulaire le long de I’axe antéro-postérieur.

AbdB abd.A Ubx Antp Scr Dfd lab Chromosome 3
% H =‘ =. Dmsophlle
. I_. .
A13 A1l A10 ﬁB AT A A5 A4 na 1\2 m Chromosome 6

Souris

B9 BB B7 B4 Ba 32 B1 Chromosome 11
Souris

C'IS 012 011 G10 CQ cs C8 C5 C4 Chromosome 15
B | r Souris

D1 Chromesome 2
‘ B

Des expériences de transgenése interspécifique ont été réalisées avec succes :

La substitution du géne lab muté chez la Drosophile (mutation qui entraine la
formation d’'une téte trés petite) par le géne Hox Bl de Poulet restaure la
morphogenése normale de la téte de mouche ;

L'insertion du géne Hox B9 de Souris chez la Drosophile entraine la transformation
des antennes en pattes thoraciques ;

D’une maniére générale, un gene homéotique de Vertébré possede son homologue
chez les Insectes ; inséré par transgenése interspécifigue dans le génome de la
Drosophile, le gene homéotique de la Souris ou de I'Homme induit des
transformations homéotiques semblables a celles produites par son homologue.

Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Un géne homéotique (Antennapedia - HOXB6) chez des animaux
pluricellulaires de la banque de themes d’étude charge le fichier B6-ANTP.edi qui contient des
séquences nucléiqgues des homéoboites du gene Hoxb6 d’Homme, de Souris, et du gene Antp de

Drosophile.
Documents fournis
La commande Un geéne homéotique (Antennapedia - HOXB6) chez des animaux

pluricellulaires de la banque de documents permet d'accéder a trois fichiers :
chromosomeshomeo.jpg : schéma comparatif de la disposition chromosomique des genes
homéotiques chez la Drosophile et chez la Souris, et des territoires corporels d’expression des
différents genes ;
phenotypeshomeo.jpg : photos représentant trois mutants homéotiques de Drosophile (antennapedia, bithorax et

bithoraxoide) ;

transgenese.jpg : texte de présentation de trois expériences de transgenése réussies entre Vertébrés et
Drosophile.
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Suggestions d’utilisation pédagogique en classe de seconde

L'exploitation des données sur les homéoboites des genes homéotiques permet d'aborder la notion
d’unité du vivant. On se limite volontairement a I'exploitation des données concernant un seul gene
homéotique : Hox B6 chez les Vertébrés, et son homologue Antp chez la Drosophile (ne sont fournies
ici que les séquences des homéoboites). En relation avec les dissections réalisées et la découverte de
la notion de plan d’organisation, I'exploitation des documents fournis permettra de préciser le
déterminisme de la mise en place de ces plans d'organisation et de mettre en évidence des
ressemblances entre différents groupes (donc une unité du vivant) :

La description des phénotypes de mutants homéotiques (phenotypeshomeo.jpg) permet

comprendre l'action des genes homéotiques. Ces mutations entrainent la formation d’un

organe parfaitement constitué, mais pas au bon endroit. Les génes homéotiques sont donc

des génes qui vont intervenir au cours du développement embryonnaire pour permettre la

mise en place des différents organes. lls sont responsables de I'édification du plan

d’organisation de I'organisme.

La disposition des genes sur les chromosomes (chromosomeshomeo.jpg) permet de faire plusieurs
constats :

la disposition des genes sur les chromosomes correspond a la disposition
des régions d’expression de ces genes dans |I'organisme

il y a une correspondance qui a pu étre établie entre les génes de la drosophile et
les genes de la souris (ces correspondances sont indiquées par les couleurs)
Les expériences de transgenese réussies (transgenese.bmp) sont un argument supplémentaire
en faveur de I'homologie des genes homéotiques de Vertébrés et d'Arthropodes, et donc de
I'unité du vivant.
La comparaison des séquences nucléiques fournies renforcera I'idée d’unité du vivant et de parentés plus ou moins
grandes entre les étres vivants. Cette comparaison donne les résultats suivants (matrice des identités, valeurs en %) :

Homme Souris Drosophile
Homme 0 92,2 83,3
Souris 0 81,7
Drosophile 0

Toute la difficulté consiste a faire prendre conscience a |'éleve que les différences, qui peuvent
paraftre importantes a premiére vue, sont finalement tres faibles, trop faibles pour envisager
I’action du hasard. Ce faible fort taux d’identités ne peut alors s’interpréter que par une origine
commune de ces genes, donc des animaux qui les possedent.

Si I'on veut aller un peu plus loin, on peut discuter sur les variations de ce taux d’identités entre les
trois espéeces :

trés peu de différences entre les génes d’homme et de souris témoignent d’une parenté plus
grande entre eux.

Remarques d’un point de vue pratique :

Pour obtenir le nombre d'identités et de similitudes entre des séquences comparées, il faut
cliquer dans la premiére case de la ligne traitement, de facon a y faire apparaitre la petite fleche
rouge. Il faut ensuite cliquer sur I'icbne avec un « | » qui donne I'information sur la ligne pointée.
Lorsqu'’il s'agit d’'une comparaison simple, le logiciel fournit le pourcentage de différences entre
les séquences, lorsqu’il s’agit d'un alignement avec discontinuités, le logiciel fournit le
pourcentage d’identités et de ressemblances. Il vaut mieux alors considérer les identités.
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DE PREMIERE SERIES S, L ET ES

INTRODUCTION : LA BANQUE DE DONNEES ET LES NOTIONS DU

PROGRAMME

Le programme de biologie de la classe de Premiéere est centré sur la facon dont le génotype en
interaction avec l’environnement détermine le phénotype d’'un organisme. Cela suppose la
reconnaissance des divers niveaux de définition du phénotype.

Dans un premier temps, il s’agit d’établir les mécanismes de base par lesquels des
différences entre alleles d’'un géne entrainent des différences au niveau du phénotype
moléculaire a Il'origine des différences des phénotypes aux échelles cellulaire et
macroscopique. Ceci implique la connaissance des principes de la synthése des protéines, du
code génétique ainsi que celle du réle des protéines notamment des enzymes dans la vie
cellulaire.

Plusieurs des exemples fournis dans la banque de données permettent d'une part
d’introduire les niveaux de définition du phénotype et le fait qu’un allele en s’exprimant régit
la synthese d’un polypeptide ayant une séquence d’'acides aminés déterminée, ce qui motive
I’étude de la synthése protéique. La connaissance des principes de la synthese protéique
permet ensuite de rechercher et d’expliguer comment une différence allelique engendre une
différence phénotypique.

Dans un deuxieme temps il s’agit d’'aller au-dela d'un déterminisme génétique strict pour
envisager la complexité des relations génotype - phénotype - environnement. Ceci fait appel
aux notions de dominance - récessivité, au fait que des alleles différents d’un gene peuvent
avoir des conséquences phénotypiques variables, que plusieurs alleles interviennent
directement ou indirectement dans la réalisation d’'un phénotype, et que les facteurs
d’environnement , en agissant a différents niveaux du phénotype, peuvent le modifier.

Les exemples de la banque retenus pour établir les notions de base peuvent servir aussi pour
faire saisir la complexité du phénotype macroscopique d’'un organisme. Dans le tableau
suivant sont spécifiées les différentes notions pouvant étre construites a partir de chaque
exemple. Dans la mesure du possible, ces exemples ont été construits suivant le méme
schéma pour faciliter la construction des démarches d’exploitation.

Role de la protéine
(Phénotype moléculaire)
Divers
. Conséquences | Notion de | Intervention de 2 Action de

Exemples niveaux du o N R .

P alleliques |dominance| geéenes ou plus [I’environnement

phénotype
. Hb béta et Hb .
Drépanocytose X X X Foetale Oxygénation
( . . Géne de la PAH et . .
Phénylcétonurie X X X géne DHPR Alimentation
Groupes
sanguins X X X Geénes A, B, O et
ABO FUT1
Albinisme X X X Gene de Ia\ tyrosinase Température
et Gene P
Enphyséme
. X X X - Fumée de tabac

pulmonaire
Xéroderma X X X Rayonnement UV
Cancer du sein X X X Activité physique

Noter que certains de ces exemples seront repris et enrichis en classe de terminale pour
envisager d'autres thématiques telles que : innovations génétiques, filiation entre alleles,
diagnostic génétique.
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Noter également que les deux étapes de cette étude sont présentées successivement pour
chagque théme dans cette documentation. Les séquences et les documents s’y rapportant seront
a prendre dans deux entrées distinctes de I'arborescence des themes :

Relations génotype - phénotype a différents niveaux d’organisation
du vivant ; Complexité des relations génotype - phénotype -
environnement ;

ceci afin de ne pas multiplier les séquences et les documents a charger pour chaque phase du
travail.

Thémes d'étude ]

Thémes d'étude
Ainnuler I

Relations génatype - phénatype & différents niveaus d'organization du vivant;l
@ Le phénatype drépanocytaire @ Pratéines Béta
b @ [repanocytoze
@ Le phénatype phényleétonurique
% Le phénalype groupes sanguins
% Le phénotype albinos
@ Le phénotype xeroderma
Complexité des relations génotype - phénatype - environnement
% Les phénotypes diépanocytaires
|E| % Drépanocytozes
@ Références géne béta globine
% Dominance et récessivité [Famille 1)
% Influence de 'hémaoglobine foetale (Famile 2]

@ Pluzsieurs génotupes pour un méme phénotype [Famile 3] ILI
By [

Le programme prévoit également d’envisager la morphogenese végétale sous I'angle des
interactions génotype - phénotype - environnement. Le déterminisme du phénotype alternatif «
nain » et « taille normale

» de nombreuses plantes constitue un bon support. La croissance de la plante dépend de la
synthése de giberellines, hormones végétales. La chaine de synthése des gibérellines et la
séquence d'un gene impliqué dans la genese du phénotype nain sont connues. En outre, chez
les plantes en rosette comme |'épinard, c’est un facteur de I'’environnement, la longueur de la
photopériode, qui déclenche I'expression des genes de cette chaine de biosynthese. Cet
exemple enrichit ainsi la perception de la complexité des relations génotype - phénotype -
environnement puisqu’il sensibilise a l'idée que les facteurs d’environnement peuvent agir
directement sur I'expression des genes.

L'orientation majeure de I'étude de la physiologie nerveuse en premiere S est la plasticité
cérébrale, c’est-a-dire la perception de la modulation de I'organisation cérébrale par les facteurs
de I'environnement.

Néanmoins, ceux-ci agissent sur un cerveau dont la construction est régie par des milliers de
genes. Ce déterminisme génétique peut étre abordé a partir des mutants cérébelleux.
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GENOTYPE, PHENOTYPE, ENVIRONNEMENT
L Les phénotypes drépanocytaires

Informations scientifiques

Des informations complémentaires sont disponibles sur le site Biotic de [I'INRP:
http://www.inrp.fr/Acces/biotic/gpe/accueil.htm

Le phénotype clinique

La maladie se traduit par une anémie et une fatigue permanente, et par la survenue de crises
drépanocytaires plus ou moins graves. Ces crises sont dues a des ischémies locales pouvant étre
tres graves ; les crises vaso-occlusives peuvent étre particulierement douloureuses dans les
muscles et les risques de complications organiques graves (notamment au niveau du squelette,
de la rate, du tube digestif, du cerveau).

Plusieurs facteurs favorisent la crise drépanocytaire :

la déshydratation, fréquente chez le drépanocytaire car il est atteint de polyurie ;

le ralentissement de la circulation sanguine, qui favorise une stase. Il faut donc éviter le port
de vétements trop serrés, une mauvaise position, le froid, la fievre (formation de protéines
inflammatoires), les infections (les globules blancs en exces limitent la circulation des
hématies) ;
toute consommation d’oxygene supplémentaire : les efforts avec essoufflement, les
efforts musculaires concentrés sur un muscle ;
tout ce qui désature I'hémoglobine en oxygéne : la vie en altitude (éviter les altitudes
supérieures a 2 000 m, et méme parfois 1 500 m), les voyages en avion, les écarts de
température entre I'air et I’eau (piscine, mer), I'alcool, le tabac.
Autrefois, 80% des individus homozygotes mourraient avant lI'age de la reproduction.
Aujourd’hui, grace au dépistage précoce, a la prévention des infections (vaccination,
antibiothérapie systématique), a la prévention de la déshydratation et de tout autre cause
pouvant provoquer des troubles chez le malade, la maladie reste sérieuse et invalidante, mais
I’espérance de vie s’est considérablement accrue.

Le phénotype cellulaire

Les hématies d'un individu drépanocytaire ont tendance a prendre une forme en faucille (d’ou
I’autre nom de la drépanocytose : anémie falciforme).

.

onl S

Hématies normales Hématies drépanocytaires

Cette falciformation est due a la présence de fibres d’hémoglobine S dans I’'hématie. Les
hématies déformées ralentissent la circulation sanguine dans les capillaires et peuvent méme
les obstruer.

Le phénotype moléculaire

L'hémoglobine S (HbS) est une protéine tétramérique consituée de 2 chaines de globine beta S
et de deux chaines de globine alpha. La globine béta S differe de la globine normale par un seul
acide aminé : de la valine remplace un acide glutamique en position 6. Ce changement ne
modifie pas la structure spatiale de la globine béta, et n’affecte pas la poche de I'"heme.


http://www.inrp.fr/Acces/biotic/gpe/accueil.htm
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La valine est un résidu hydrophobe, qui remplace donc un résidu hydrophile. Les globines étant
entourées par un film d’eau, la présence d’un site hydrophobe crée un « point de collage » entre
2 molécules d’hémoglobines voisines ; ce « collage » s'établit entre la leucine 88 et la
phénylalanine 85 d'une chaine alpha et la valine 6 de la chaine betaS. Il se forme alors une
structure cristalline en fibres.

La visualisation 3D (obtenue avec le logiciel Rastop, fichier « hbshbs.pdb ») ci-dessous met en
évidence ce « point de collage » :

Dimére HBS/HBS
HBS
(2 chdines
valine 6 alpha et deux

chdines béta 5)

HBS

(2 chdines
alpha et deux
chaines betas)

Les dimeéres HbS/HbS s’assemblent pour former des brins ; les brins s’'associent en fibres,
responsables de la déformation des hématies.
! AR ST c.rﬁ. __ Formation

AR dnies

& ag_:,’."} ey T
- =-r..*;:-_»,.£:m:-:*-
Farmation de
brins
(a=semblage
desdiméres)

- déformée par

les fibres SRR

e TRIITASRONE

fize =R '--\-‘T:'-."-'f’s:‘-'l_- =

Les brinz s'assemblent pour
formerdes fibres

Cette falciformation est due a la formation de fibres d’hémoglobine S (de 1 a 15 um de
longueur), phénoméne favorisé par la désoxygénation. En effet, la désoxyhémoglobine S
présente une propriété naturelle de polymérisation si elle est en solution concentrée (ce qui est
le cas dans les hématies) ; le retour de I’'HbS a |'état oxygéné provoque la dissociation des
polymeres.

Le déterminisme génétique de la drépanocytose

La drépanocytose est une maladie autosomale récessive due a une mutation unique du géne de
la beta globine situé sur le chromosome 11. Il s’agit d’'une mutation par substitution : le
nucléotide A est remplacé par un nucléotide T en position 17, le 6e codon GAG devient alors
GTG.

Le gene beta étant tres polymorphe, on connait plusieurs génotypes drépanocytaires, dont trois
prédominent : HbS//HbS (70%) ; HbS//HbC (25 %), HbS//Hb thalassémie (5%). Si dans le génotype
d’un individu drépanocytaire, on trouve toujours un alléle HbS, celui-ci peut étre associé soit a un
autre allele HbS (génotype
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HbS//HbS, soit a I'allele HbC, soit a un allele Hb thalassémique. L'allele HbC differe de I'allele
HbA par une mutation au sixieme codon, qui a pour conséquence la substitution de l'acide
glutamique par la lysine. Un alléle Hb thalassémique entraine un arrét anticipé de la chaine béta
au cours de la traduction et donc la synthese d'une chaine béta raccourcie, non fonctionnelle.
Généralement le génotype HbS//HbC se traduit au niveau clinigue par un phénotype
drépanocytaire nettement moins accusé que celui entrainé par le génotype HbS//HbS.

La variabilité des phénotypes drépanocytaires

Parmi une population d’individus de génotype HbS//HbS, on a identifié deux catégories de
patients : certains développent des crises drépanocytaires graves, et fréguentes ; d'autres ne
développent qu’exceptionnellement des crises qui restent bénignes.

Les patients qui souffrent de crises caractéristiques de la drépanocytose ont un taux
d’hémoglobine F inférieur a 10 %o ; ceux qui ne développent que rares crises ont un taux
d’hémoglobine F qui atteint 2 a 7 %.

Hématies contenant de I'hémoglobine foetale
dans la population porteuse du génotype HBSIHBS

T

60

50

40

30

¢ (& (WD G &

%o d'hématies F

20

10

0 ;
0 1 2 3

L'hémoglobine F (Hb foetale) est détectable a partir de la 5 semaine et c'est le principal
constituant hémoglobinique de la vie foetale. Cette HbF est constituée de deux chalnes «a
(codées par le géne alpha) et de deux chaines y (codées par le géne gamma). Normalement,
chez I'adulte, I'HbF ne subsiste qu’a I'état de traces inférieures a 1 %, et reste limitée a une
population cellulaire restreinte, les « cellules F » ; ces dernieres représentent environ 1 a 7 %
des érythrocytes.

Chez un individu produisant de I'HBS, mais qui continue aussi a produire beaucoup d’'HBF, les
crises drépanocytaires sont rares et peu importantes car I'HBF ne s’intégre pas dans le polymeére
« poly HBS », ce qui limite la formation de fibres d’HBS et donc la déformation des hématies.
Ainsi, méme si le phénotype drépanocytaire est monogénique, il est influencé par I'activité de
plusieurs autres génes, dont le géne gamma.

w Ul



ANAGENE

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies
L'étude du phénotype drépanocytaire avec les données fournies permet d’aborder les notions
suivantes :
le phénotype peut se définir a différentes échelles ;
le génotype détermine le phénotype moléculaire, lui-méme responsable du phénotype cellulaire
et clinique ;
la complexité des relations génotype/phénotype : influence de I'environnement, influence
d’autres genes ; un méme phénotype peut correspondre a plusieurs génotypes.

Il est particulierement intéressant ici de coupler I'utilisation du logiciel Rastop avec celle du
logiciel

Anagéne. QLe phénotype peut se définir a plusieurs échelles
Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Alleles Globine Béta de la banque de themes d’étude charge le fichier alleles-
Glob-beta.edi qui contient les séquences strictement codantes des alleles béta A et béta S du
gene de la globine béta.

La commande Protéines Béta charge le fichier prot-glob-beta.edi qui contient les séquences

protéiques des globines béta A et béta S .

Documents fournis

La commande Le phénotype drépanocytaire de la banque de documents permet d’accéder aux
fichiers : phenodrep.bmp : texte de présentation du phénotype drépanocytaire au niveau clinique,
cellulaire et moléculaire ; hematies.bmp : photos d’hématies normales et d’hématies
drépanocytaires ;
brin.bmp : schémas illustrant la formation de brins et de fibres d’HBS a partir de diméres HBS/HBS ;
dimereHBS.bmp : visusalisation 3D obtenue avec le logiciel Rastop (fichier hbshbs.pdb) d’un dimeére

HBS/HBS avec mise en évidence de la valine 6 ;
comparglobines.bmp : visusalisation 3D obtenue avec le logiciel Rastop (fichiers globdrep.pdb et

globnorm.pdb) d'une globine betaA (normale) et d’une globine betaS (drépanocytaire).

Fichiers des molécules en 3D

Dans le dossier 3D sous Anagene2, le répertoire Drepanocytose contient les fichiers .pdb

suivants : betanorm.pdb, betadrep.pdb, hbnorm.pdb et hbshbs.pdb.

Phénotype

. Phénotype cellulaire
macroscopique

Phénotype moléculaire

Hémoglobine constituée
principalement de deux
chaines

alpha et deux chaines béta A
Hémoglobine constituée

Pas de troubles

Individu sain particuliers Hématies non déformées

Individu Hématies en faucille,

Anémie, fatigue, crises
principalement de deux
chaines

alpha et deux chaines béta S

déformées par des fibres

drépanocytaire d'Hb S

drépanocytaires

Le génotype détermine le phénotype moléculaire, lui-méme responsable du phénotype cellulaire
et clinique. :

la mise en paralléle des comparaisons effectuées entre les deux alléles béta A et béta S,et les
protéines correspondantes met en évidence une seule différence : une substitution (A g T au

20e nucléotide? qui modifie le 7e codon, provoquant ainsi le remplacement de I'acide
glutamique par la valine.
1 5 10
— Pror o1 rPr o ror
Traitement 4| +l0 Comparaison simple séquences d'ADH
alléle beta & 4 |0 ATGGTGCACCTGACTCCT) GAGAAGTCTGCCGTTAC”
alléle beta S e e e e e s e s s
Traitement «f vl Comparaison simple séquences peptid:
protéine beta b a0 H U H L T P E K 5 a U
praotéing beta S5 «| wl0 B BEe im0 B nE T B B B
w | Sélection : 076 lignes ‘l |
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Cette différence d’un seul acide aminé ne modifie pas la forme de la globine, comme le montre
le document ci-dessous, obtenu avec le logiciel Rastop :

«'s GLOBDREP - 1HBS

groupement héme

Globine beta S Globine beta A glué

valé

Attention, dans les séquences fournies pour Anagéne, le codon d’initiation et donc la méthionine
initiale, sont présents ; par contre, dans la molécule accessible en visualisation 3D, cette
méthionine initiale n’est pas présente, puisqu’elle a été excisée lors de maturation de la
protéine. Cela explique la différence de numérotation entre Anagéne et Rastop : dans le premier
cas, c’est I'acide aminé n° 7 qui est modifié, alors que dans de deuxieme, c’est le n° 6.

La remplacement de |'acide glutamique par la valine modifie les propriétés de la globine béta : la
valine forme un point de collage qui favorise la formation de diméres HBS/HBS, et donc la
formation de brins et de fibres d’hémoglobine qui vont déformer les hématies ; la circulation
capillaire se fait alors plus difficilement, et explique les troubles observés chez les malades.

Q La complexité des relations génotype / phénotype

Influence de I’environnement

Documents fournis
La commande Influence de I'environnementde la banque de documents permet d’accéder aux fichier

0

prevention-drepanocytose.bmp : texte précisant quelques mesures de prévention que doivent respecter les individu
drépanocytaires ;

baisseoxygene.bmp : texte précisant la relation entre une baisse du taux d’oxygéne sanguin et I'apparition d’'une
crise drépanocytaire.
Le phénotype d’'un individu de génotype HbS//HbS est influencé par I'environnement : des
mesures de prévention permettent de limiter les crises drépanocytaires en évitant les baisses
d’oxygénation du sang.

Influence d’autres génes

Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Drépanocytoses de la banque des themes d’étude permet grace a :

- Références géne béta globine d’accéder a la commande Alléles géne globine béta qui charge
le fichier allref-glob-beta.edi affichant quelques alleles du gene de la béta globine présents dans les
différentes familles étudiées - séquences strictement codantes des alleles béta S (S), béta A (A) - béta
Tha2 (Tha2) et béta C (C) ;

Dominance et récessivité (Famille 1) d’accéder a la commande Alleles famillel qui charge le
fichier allFamldrep.edi affichant des séquences strictement codantes des alléles du géne de la béta
globine chez les individus de la famille 1 [11, 12 et 11 : (A//S) ; 112 : (S//S)];

Influence de I'hémoglobine foetale (Famille 2) d’accéder a la commande Alléles famille2 qui
charge le fichier allFam2drep.edi affichant des séquences strictement codantes des alléles du gene de
la béta globine chez les individus de la famille 2 [11 et 12 : (A//S) ; 11 : (S//S) ; 12 : (A//A)]
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Documents fournis
La commande Le phénotype drépanocytaire de la banque de documents permet d’accéder aux
fichiers :
autresalleles.bmp : texte présentant le polymorphisme du géne de la béta globine, et présentant
notamment les
alléles HBC et THA2 ;
hbfoetale.bmp : texte présentant des résultats de mesures de taux d’hémoglobine foetale chez des
patients drépanocytaires, et permettant de mettre en évidence une atténuation trés nette des
symptoémes drépanocytaires chez les malades produisant beaucoup d’hémoglobine foetale ;
La commande Les phénotypes drépanocytaires de la banque de documents permet d’accéder
par la commande : Dominance et récessivité (Famille 1) au fichier arbrefamillel-Drep.bmp qui
présente |'arbre généalogique de la
famille 1 ; les génotypes sant les suivants : 11 (//) =12 (//) = U1 (//) = 112 (//) ;
Influence de I'hémoglobine foetale (Famille 2) au fichier arbrefamille2-Drep.bmp qui
présente I'arbre généalogique de la famille 2 ; les génotypes sont les suivants : I1 (//) - 12
(N -n1 (/N -n2(n.

La comparaison des alleles du gene béta de chague membre de la famille avec les alleles de
référence permet de déterminer le génotype de chacun :

Famille 1

O Femme drépanocytaire Il et 12 : (HbS//HbA)

(D
1 \/’ ”’“‘) I11 : (HbS//HbA)
&/ Femme saine ’

I ( ; )
o o Homme sain 112 : (HbS//HbS)

L'individu IT 2 suit les mesures de prévention préconisées pour limiter les crises drépanocytaires.
Il ne subit que des crises rares et peu intenses.

Famille 2

I /P\\ O Femme drépanocytaire
: N
# I1 et 12 : (HbS//HbA)

Femme saine

]
1 : @) N 111 : (HbS//HbS)

L'individu IT 1 respecte les mesures de prévention préconisées . Homme drépanocytaire 112 . (HbA//HbA)
Malgré cela, il est sujet & des crises drépanocytaires nombreuses
et intenses,

Les indications fournies sur les arbres mentionnent que les individus malades des deux familles
vivent dans les mémes conditions, et respectent les mémes mesures de prévention.

La prise en compte des informations apportées par le document concernant I’'hémoglobine
foetale permet de conclure a l'influence de I'expression d'autres genes sur le phénotype
drépanocytaire. Les individus de génotype HbS//HbS capables de produire encore beaucoup
d’hémoglobine foetale sont beaucoup moins malades que les autres.
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@Plusieurs génotypes pour un méme phénotype

Fichiers des séquences

La commande Drépanocytoses de la banque des themes d’étude permet grace a :

- Références géene béta globine d’accéder a la commande Alléles géne globine béta qui charge
le fichier allref-glob-beta.edi affichant les alleles de référence ;

Dominance et récessivité (Famille 1) d’accéder a la commande Alleles famillel qui charge le
fichier allFamldrep.edi affichant des séquences strictement codantes des alléles du géne de la béta
globine chez les individus de la famille 1 [I1, 12 et 11 : (A//S) ; 112 : (S//S)] ;

Plusieurs génotypes pour un méme phénotype (Famille 3) d'accéder a la commande Alleles
famille3 qui charge le fichier allFam3drep.edi affichant des séquences strictement codantes des
alleles du gene de la béta globine chez les individus de la famille 3 [I1 : (A//S) ; 12 : (A//C) ; Il et lI12 :
(S/10)1;

Plusieurs génotypes pour un méme phénotype (Famille 4) d'accéder a la commande Alléles
famille4 qui charge le fichier allFam4drep.edi affichant des séquences strictement codantes des
alleles du gene de la béta globine chez les individus de la famille 4 [I1 : (A//Tha2) ; 12 : (A//S) ; Il et
112 : (S//Tha2).

Documents fournis

La commande Le phénotype drépanocytaire de la banque de documents permet d’accéder au
fichier autresalleles.bmp qui affiche un texte présentant le polymorphisme du géne de la béta globine,
et notamment les alléles HBC et THA2.

La commande Les phénotypes drépanocytaires de la banque de documents permet d'accéder
par la commande : Dominance et récessivité (Famille 1) au fichier arbrefamillel-Drep.bmp qui

présente I'arbre généalogique de la
famille 1 ; les génotypes sont les suivants : 11 (//) - 12 (//) - 01 (//) - 12 (//) ;

Plusieurs génotypes pour un méme phénotype (Famille 3) au fichier arbrefamille3-Drep.bmp
qui présente I'arbre généalogique de la famille 3 ; les génotypes sont les suivants : 11 (//) - 12 (//) - lI1
un =12 (n;

Plusieurs génotypes pour un méme phénotype (Famille 4) au fichier arbrefamille4-Drep.bmp
qui présente I'arbre généalogique de la famille 4 ; les génotypes sont les suivants : 11 (//) - 12 (//) - lI1
(/1 -n2 (/.

La comparaison des alléles du gene béta de chaque membre de la famille avec les alleles de
référence permet de déterminer le génotype de chacun des membres de chaque famille :

Famille 3
1 : 4{/‘;\ ) O Femme drépanocytaire
St . 11 : (HbA//HbS)
[ Mo 12 : (HbA//HbC)
! ) T 111 et 112 : (HbS//HbC)
Homme drépanocytaire
Famille 4
1 ; \//j\\ Femme drépanocytaire
N P
’7*‘ \ jll Femme saine Il . (A//Thaz)
: : =, il 12 : (A//S)
C N s IT1 et 112 : (S//Tha2)
[ Homme drépanocytaire

Les individus 112 de la famille 1, Il 1 et 2 des familles 3 et 4 ont le méme phénotype clinique
. ils sont tous atteints de drépanocytose. Pourtant leurs génotypes différent.
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®Les phénotypes phénylcétonuriques
Informations scientifiques

Les caractéristiques d’un phénotype phénylcétonurique — phénotypes clinique et biochimique

La phénylcétonurie est toujours caractérisée par une augmentation de la concentration
plasmatique en phénylalanine (hyperphénylalaninémie).

Le test de Guthrie permet de dépister une hyperphénylalaninémie a la naissance. Ce test
consiste a déposer un papier filtre imbibé d’une goutte de sang du nourrisson sur une culture de
Bacillus dont la croissance est inhibée par manque de phénylalanine ; selon l'intensité de la
croissance bactérienne, on estimera s’il y a hyperphénylalaninémie, qui sera alors confirmée par
dosage sanguin.

La phénylalanine est un acide aminé indispensable apporté par l'alimentation, et les besoins
qguotidiens sont de 200 a 500 mg. Sa concentration physiologigue moyenne est de I'ordre de 60
pmoles/l de plasma. Avec une alimentation courante, environ ¥4 de la phénylalanine est
incorporée dans les protéines et le reste est métabolisé par les cellules hépatiques : sous I'action
d’'une enzyme hépatique, la PAH (phénylalanine hydroxylase), il est métabolisé en tyrosine,
adrénaline et mélanine.

L'excés de phénylalanine étant toxique, son accumulation dans le plasma et dans le milieu
intracérébral entraine une arriération psychique et des troubles caractériels, le retard mental
étant trés séveére si le malade n’est pas pris en charge deés la naissance. Le poids du cerveau des
individus phénylcétonuriques est au-dessous de la normale et la myélinisation des fibres
nerveuses est défectueuse. L'espérance de vie des malades non traités est considérablement
raccourcie : mortalité de 50 % avant 20 ans et de 75 % avant 30 ans.

Le métabolisme de la phénylalanine
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On parle d’hyperphénylalaninémie lorsque la concentration plasmatique en phénylalanine est
supérieure a 120 pmoles/l de plasma, mais les hyperphénylalaninémies entrainant un phénotype
phénylcétonurique sont supérieures a 1 000 umoles/l de plasma.

En cas d’hyperphénylalaninémie supérieure a 1 000 umoles/I de plasma, une voie parallele
d’élimination urinaire se crée : la phénylalanine est alors décarboxylée et éliminée sous forme
d'acide phénylpyruvique.

Les phénotypes moléculaires : L’enzyme PAH

La PAH comprend une partie protéique codée par le géne de la PAH et un cofacteur
indispensable a la réaction d’hydroxylation : la tétrahydrobioptérine (ou BH4).

La partie protéique de la PAH

La PAH est une protéine tétramérique.

Le site catalytique met en jeu un atome de fer, 3 molécules d’eau et 3 résidus : Glu 330, His290

et His285. Ce site catalytique peut étre repéré par des modeles montrant I'enzyme associée au
cofacteur BH4.
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Le document ci-dessous présente un monomere de la PAH et un dimere dans lequel les deux
monomeéres sont associés par l'intermédiaire des hélices a du bout terminal.

Monomere de la PAH Dimeére de la PAH

en rouge, BH4 positionné dans le site actif

Le cofacteur BH4

Le BH4 est synthétisé de novo a partir de guanosine triphosphate (GTP) au cours de 4 réactions
enzymatiques catalysées par 3 enzymes différentes : GTPCK, PTPS et SR. Il est également
recyclé et sa régénération se fait en deux étapes catalysées par les enzymes PCD et DHPR.

Guanosine triphosphate {GTE)
FIECE

Dihydrineopterin triphosphate

PTPS

G-pyruvoyl-tetrahydropterin ) .
Phénylalanine

SR

Tetrahydrobiopterin (BH4

DHPE :
Tyrosme

g-dihydrobioptérin Pterin-da-carbinolamine
FCD
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Déterminisme génétique des phénylcétonuries

Les phénotypes phénylcétonuriques peuvent étre dus a des mutations dans différents genes et donc avoir des
origines variées.

Implication du géne de la PAH

Le géne codant pour I’'enzyme PAH est tres polymorphe. Bien que I'on connaisse plusieurs alleles
codant pour une PAH fonctionnelle, la plupart des alleles codent pour une enzyme dont I'activité
est plus ou moins réduite, voire nulle. Tous ces alleles codant pour une PAH de moindre activité
sont récessifs, et la phénylcétonurie ne peut donc apparaitre que chez des individus
homozygotes.

La comparaison des alleles mutés, de la localisation des mutations et des effets au niveau
clinique (voir tableau dans la partie pédagogique) permet de tirer les conclusions suivantes :

toutes les mutations touchant des acides aminés du site actif entrainent
généralement une hyperphénylalaninémie forte ;

les mutations faux-sens touchant des domaines autres que le site actif ont des conséquences
phénotypiques variables selon la position de I'acide aminé modifié ; les mutations touchant
les acides aminés de la surface de I'’enzyme sont les moins séveres ;

il est possible d'estimer I'activité de la PAH selon les alleles présents chez les individus
homozygotes et hétérozygotes. D’un point de vue clinique, lorsque I'activité est inférieure ou
égale a 5% la phénylcétonurie est sévere ; au-dela de 15%, la maladie est tres atténuée.

ALLELE 1
ALLELE 2  PheMut243 PheMut280 PheMutl58 PheMut261 | PheMut414
PheMut243 0 1,5 5 15 25
PheMut280 1,5 3 6,5 16,5 26,5
PheMut158 5 6,5 10 20 30
PheMut261 15 16,5 20 30 40
PheMut414 25 26,5 30 40 50

Implication d’autres génes

Génes codant pour des enzymes impliquées dans les réactions de synthese / recyclage du BH4
Le BH4 étant en quantité limitée dans la cellule, il doit étre sans cesse produit et régénéré. Une
mutation dans I'un des genes codant pour une enzyme indispensable a I'une des réactions
nécessaires peut donc aussi entrainer un phénotype phénylcétonurique.

On connait ainsi plusieurs alleles du géene de la DHPR impliqués dans un phénotype
phénylcétonurique :

Séquence nucléique | Polypeptide
Hyperphénylalaniné

Noms des Type de Nucléotides Codons Acides aminés mie
. mutation ; 3 3
alleles changés changés changés de I'homozygote
DHPRRef référence référence référence Non
DHPRMutg7 | deletion non CC290 TCCOTTAA Ser97Stop Forte
décalante
mutation faux
DHPRMutl108 sens T322G TGG108GGG Trpl08Gly Forte
DHPRMut124 nsertionnon ACT366-367- 124Thr Forte
décalante 368

Autres génes

Des observations cliniques ont prouvé que des personnes pouvaient avoir des phénotypes
phénylcétonuriques nettement différents alors qu’ils avaient le méme génotype pour le gene de
la PAH et pour les genes en relation avec le métabolisme du BH4.

Parmi les génes en cause encore non identifiés se trouvent probablement ceux qui codent pour
des protéines assurant le transport des acides aminés a travers la paroi des capillaires sanguins.
Des données récentes montrent que pour une méme concentration plasmatique en
phénylalanine, il peut y avoir des concentrations trés variables au sein du tissu cérébral.
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Diagnose différentielle des hyperphénylalaninémies

Un test permet de déterminer I'origine d'une hyperphénylalaninémie. Ce test consiste a faire
ingérer des tablettes de phénylalanine a raison de 100 mg/kg, et 3 heures plus tard de la BH4
dissoute dans un jus d'orange ou de l'eau. Des analyses sanguines sont réalisées avant
I'ingestion de phénylalanine, puis au bout de 3h, 7h et 11h.

L'hyperphénylalaninémie est nette au bout de 3h ; I’hyperphénylalaninémie modérée au départ
s'explique par le fait que les patients suivaient un régime alimentaire depuis leur naissance, le
test de Guthrie ayant permis de dépister précocement leur maladie).

En cas de PAH non fonctionnelle, la prise de BH4 n’a aucun effet. En cas de BH4 non recyclé, la
prise de BH4 est suivie d'un retour a une phénylalaninémie physiologique normale.

On peut ainsi déterminer si I'hyperphénylalaninémie est due a une mutation touchant le gene de
la PAH ou a une mutation touchant I'un des genes impliqués dans la synthése ou le recyclage du
BH4.
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Des informations complémentaires et des animations grace au logiciel Chyme sont disponibles
sur le site de I'INRPa |'adresse http://www.inrp.fr/Acces/biotic/ et sur le site du BH4.

Interactions avec I’environnement
Si une hyperphénylcétonurie est détectée (concentration en phénylalanine supérieure a 20
mg/dl), un régime alimentaire tres strict est mis en place. Ce régime permettra de maintenir le
taux de phénylalanine dans le sang a une valeur inférieure au seuil de toxicité.
Régime alimentaire préconisé pour les individus phénylcétonuriques :
interdiction de consommer : viandes, laitages, poissons, ceufs,
céréales ; possibilité de consommer des fruits et Iégumes, mais de
facon controélée ;
consommation libre d’hydrates de carbones (sucre et amidon), d’huiles et de margarines
sans protéines ; utilisation de produits diététiques spéciaux pour équilibrer le régime,
notamment de produits apportant un mélange d’acides aminés essentiels.
Ce régime devra étre poursuivi toute la vie, tout interruption ayant des effets déléteres sur les
performances intellectuelles des patients.
Les contréles sanguins du taux de phénylalanine doivent étre fréquents de maniere a
adapter le régime en fonction de changements éventuels.

[l ®)]
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Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

L'analyse des phénotypes phénylcétonuriques a I'aide des données fournies présente

plusieurs intéréts pédagogiques :
le gene de la PAH est tres polymorphe et les enzymes codées par les différents alleles ont
des activités différentes, rendant ainsi compte de Ila diversité des phénotypes
phénylcétonuriques, et permettant de discuter des conséquences des mutations sur le
phénotype a différents niveaux (moléculaires, biochimique, clinique) ;
I'’enzyme PAH n’'a une activité catalytique qu’en présence d’'un cofacteur (BH4) dont la
synthese et le recyclage nécessitent I'intervention de plusieurs autres enzymes, codées
chacune par un gene. On illustre donc bien ici la complexité des relations
génotype/phénotype, plusieurs genes intervenant dans la réalisation d’'un méme phénotype ;

les troubles de la maladie peuvent étre supprimés par un régime alimentaire strict et
précoce. La encore la complexité des relations génotype/phénotype est illustrée, un facteur
de I'environnement pouvant modifier le phénotype clinique.

@La diversité des phénotypes et les relations génotype/phénotype (chez les homozygotes)
Séquences et documents

Fichiers des séquences
La commande Le phénotype phénylcétonurique de la banque des théemes d’étude permet grace
au développement de I'arborescence Phénylcétonurie d'accéder a :

Alléles PAH qui charge le fichier choixAdnPAH.edi affichant des séquences nucléiques strictement
codantes des alleles PheNorm, PheMut39, PheMut55, PheMut95, PheMutlll, PheMut222 et
PheMut245 ;

Protéines PAH qui charge le fichier choixProtPAH.edi affichant les séquences protéiques des enzymes
PAH Norm (activité normale), PheMut39, PheMut55, PheMut95, PheMutlll, PheMut222 et PheMut245
(activité réduite) ;

La commande Les phénotypes phénylcétonuriques permet
grace au développement de I’arborescence
Phénylcétonuries PAH - DHPR d’accéder a :

Références PAH ADN qui charge le fichier RefPAH-ADN.edi affichant des séquences strictement
codantes de trois alleles de la PAH (allele PheNorm codant pour une enzyme PAH fonctionnelle ; alléles
Mut95 et Mutlll codant pour des enzymes PAH non fonctionnelles). Ces alleles ont été choisis car ce
sont ceux qui sont présents dans les familles étudiées ;

Alleles PAH qui charge le fichier PolyPAH.edi affichant les séquences strictement codantes de 31 allelgs

du géne
PAH ; I'allele PheNorm code pour une enzyme PAH fonctionnelle ; tous les autres alleles codent pour une
enzyme
PAHynon fonctionnelle, et le numéro présent dans leur nom indique la position du codon muté.
Documents fournis
La commande Le phénotype phénylcétonurique de la banque des documents permet

d’accéder aux fichiers : reactionPAH.jpg : réaction de transformation de la phénylalanine en

tyrosine catalysée par la PAH ; phenylcetonurie.omp : texte de présentation du phénotype

phénylcétonurique a différentes échelles ;

monomerePAH.jpg : image obtenue a I'aide du logiciel Rastop, présentant un monomere de la PAH
et localisant le site actif la position du cofacteur BH4 ;

effetMutPAH.bmp : tableau présentant le phénotype clinique des individus mutants
homozygotes. Fichiers des molécules en 3D

Dans le dossier 3D sous Anagene2,le répertoire Phenylcetonurie contient les fichiers
.pdb suivants :
Dimere4PAH.pdb et Monomere2PAH.pdb.

Les documents phenylcetonurie.bmp, reactionPAH.jpg et monomerePAH.jpg présentent le
phénotype phénylcétonurique et permettent de le définir a différentes échelles :

phénotype clinique : symptomes de la maladie ;

phénotype biochimique : concentration plasmatique en phénylalanine ;

phénotype moléculaire : enzyme PAH.
La comparaison des séquences (protPAH.edi) des différentes protéines PAH rencontrées chez

des individus atteints (enzymes non fonctionnelles) avec la protéine enzymatique de référence
PheNorm (enzyme fonctionnelle) et la mise en relation avec les phénotypes cliniques



correspondants (effetmutPAH.bmp) permettent de discuter des relations entre phénotype
moléculaire et phénotype clinique. Les différences
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peuvent étre relevées dans un tableau, ou I'on précisera aussi le type de mutation
(substitution, délétion, addition) et le phénotype clinique correspondant.

Le tableau ci-dessous donne les caractéristiques des alléles présents dans la banque de
données fournies, des protéines correspondantes et précise les phénotypes cliniques des
homozygotes :

Séquence nucléique Polypeptide

Nucléotides changés

Noms des alleles Nature - Codons changés Acides aminés Type de Hyper-
position Nature -position changés Nature - mutation phénylalaninémie de
PHENORM référence référence référence référence Non
PHEmMut39 T115C TTC39CTC Phe39Leu substitution Modérée
faux sens
PHEmMut55 -T165 TTT55...TAA 60 codon stop 60 délétion Forte
décalante
PHEmMut95 -ATC283,284,285 -95ATC -95lle délétion non Légere
décalante
PHEmut104 C311A GCC104GAC Alal04Asp substitution Légere
faux sens
substitution
PHEmutlll C331T CGAL11TGA Arglll- non Forte
sens
PHEmMut158 G473A CGG158CAG Arg158GIn substitution Modérée
faux sens
PHEmMutl174 T520C ATC174ACC lel74Thr substitution Forte
faux sens
substitution
PHEmMut176 C526T CGA176TGA codon stop 176 non Forte
sens
substitution
PHEmMut187 G561A TGG187TGA codon stop 187 non Forte
Sens
PHEmMut194 T581C CTG194CCG Leul94Pro substitution Forte
faux sens
PHEmut222 -GA663,664 GAT222TAA Asp222- délétion Forte
décalante
PHEmMut232 A696G CAA232CAG GIn232GIn substitution Non
neutre
Phemut241 G722A CGC241CAC substitution Légere
faux sens
substitution
PHEmut243 C727T CGA243TGA Arg243- non Forte
Ssens
PHEmMut245 G735A GTG245GTA Val245Val substitution Non
neutre
PHEmut261 G782A CGA261CAA Arg261GIn substitution Légere
faux sens
substitution
PHEmMut272 G814T GGA272TGA Gly272- non Forte
sens
PHEmut277 T829G TAT277GAT Tyr277Asp substitution Légere
faux sens
PHEmMut280 G838A GAA280AAA Glu280Lys substitution Forte
faux sens
PHEmMut281 C842T CCT281CTT Pro281Leu substitution Forte
faux sens
PHEmMut282 GB844A et C846A GAC282AAA Asp282Lys 2 substitutions Forte
faux sens
PHEmMut285 C853T CAT285TAT His285Tyr substitution Forte
faux sens
PHEmMut299 T896G TTT299TGT Phe299Cys substitution Forte
faux sens
PHEmut331 T991C TTT331CTT Phe331Leu substitution Forte
faux sens
PHEmut346 -G1038 GGG346GGC Leu347Ser délétion Forte
etc... etc... décalante
PHEmut349 T1045C TCA349CCA Ser349Pro substitution Forte
faux sens
PHEmMut365 -CTC1093,1094,1095 -365CTC -365Leu délétion non Forte
décalante
PHEmut408a G1223A CGG408CAG Arg408GIn substitution Légere
faux sens
PHEmMut408b C1222T CGG408TGG Arg408Trp substitution Forte
faux sens
PHEmut414 Al241G TAC414TGC Tyrd414Cys substitution Légere



faux sens

63



ANAGENE

Les connaissances sur les protéines enzymatiques seront mobilisées pour expliquer les
observations.

La localisation des mutations sur un monomeére de PAH a |'aide du logiciel Rastop compléte trés
bien cette activité ; on peut en effet alors distinguer les mutations touchant le site actif des
autres mutations et discuter de I'effet de la position des mutations.

On montrera ainsi que les phénotypes alternatifs sont dus a des différences dans les protéines
concernées, et qu'il existe plusieurs génotypes possibles pour un méme phénotype clinique.

La mise en relation des différences observées au niveau des quelques alleles sélectionnés ici
avec les (choixprotPAH.edi, choixADNPAH.edi) différences observées au niveau protéique

permet de

discuter de I'effet des mutations.

Remarque pratique : bien que les délétions et additions soient plus facilement repérables en
utilisant un alignement avec discontinuités, la mise en relation des différences observées entre
les alleles avec celles observées entre les polypeptides est facilitée si I'on demande des
comparaisons simples dans les deux cas. Ainsi, dans le document ci-dessous on met facilement
en relation pour l'allele PheMut55 la présence d’'un codon stop précoce avec une chaine
polypeptidique plus courte, en relation avec la délétion du nucléotide T en position 165 :

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
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Ces 7 séquences ont été retenues car elles illustrent la diversité des mutations et de leurs
conséquences (voir tableau précédent), mais il est tout a fait possible de faire travailler les
éléves sur les autres alleles : il suffit alors de sélectionner les alléles parmi tous ceux qui sont
proposés (polyPAH.edi) et d’en demander la traduction.

Conclusion

Des mutations variées sont a |'origine du polymorphisme du gene de la PAH. Les conséquences
de ces mutations sur le phénotype moléculaire sont variables :

apparition précoce d’'un codon stop (mutation non-sens ou mutation décalante) donc

chaine polypeptidique plus courte et non fonctionnelle - PheMut55, 111, 176, 187,

222,243, 272, 346 ; modification importante de la séquence d'acides aminés

(délétion d’un ou plusieurs nucléotides) - PheMut95 et 365 ;

modification ponctuelle de la séquence d’acides aminés (mutation faux-sens) - PheMut39,

158, 194, 241, 261, 277, 280, 281, 282, 285, 299, 331 ;

aucune modification de la séquence d’acides aminés (mutation neutre) - PheMut232.
Les conséquences des modifications de la séquence d’acides aminés sont variables selon la
position des acides aminés modifiés (on ne peut aboutir a cette conclusion que si I'on a
complété I'étude sur les séquences par la localisation des mutations sur la molécule en 3D a
I’aide d'un logiciel de visualisation moléculaire comme Rastop ou Chime). Si les acides aminés
modifiés sont au niveau du site actif de I'enzyme ou participent a sa structure tertiaire, I'enzyme
sera inactive ou tres peu active. Si le polypeptide est beaucoup plus court que la normale,
I’enzyme ne pourra pas prendre sa conformation spatiale et sera inactive.

64



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE DE PREMIERE, SERIES S,
LETES

QComplexité des relations entre génes, phénotype et environnement
La mise en évidence de la complexité des relations génotype/phénotype peut étre abordée a partir
de I'exemple des trois familles proposées. Pour chaque famille, sont mises a disposition les
données suivantes :
un arbre qui n’est la que pour préciser le phénotype des membres d’une famille donnée
(et non pour initier un raisonnement en fonction des lois de I'hérédité) ;
les séquences des deux alleles de la PAH que possedent tous ou certains membres de la
famille ;

les séquences des alléles PAH de référence (allele PheNorm, et les deux alléles mutés
présents dans |I'une ou l'autre des familles : PheMut95 et PheMutl111).

Etude de la famille 1

Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Les phénotypes phénylcétonuriques de la banque des théemes d’étude
permet grace au développement de I'arborescence Phénylcétonuries PAH - DHPR
d’accéder a :

Références PAH ADN qui charge le fichier RefPAH-ADN.edi affichant des séquences strictement
codantes de trois alléles de la PAH (allele PheNorm codant pour une enzyme PAH fonctionnelle ; alleles
Mut95 et Mutlll codant pour des enzymes PAH non fonctionnelles). Ces alleles ont été choisis car ce
sont ceux qui sont présents dans les familles étudiées ;

Génotypes famillel PAH qui charge le fichier allfam1PAH.edi affichant les séquences strictement
codantes des alléles du gene de la PAH de chacun des membres de la famille 1 ; le génotype de Didier,
d’Annie et de Marc est PheNorm//PheMut95, celui de Stéphane est PheMut95//PheMut95, et celui de
Sylvie est PheNorm//PheNorm.

Documents fournis

La commande Les phénotypes phénylcétonuriques de la banque des document permet d'accéder
par Dominance et récessivité (Famille 1) au fichier famlphenyl.omp présentant I'arbre
généalogique de la famille 1, avec indication des phénotypes. Dans cette famille, le phénotype
phénylcétonurique des individus malades est dl a I'alléle PheMut95 du gene de la PAH.

L'étude de cette famille permet de se familiariser avec la méthode de détermination des
génotypes et de discuter des relations de dominance/récessivité.

Famille 1

Didier O

Annie

Stéphane Warc Sylvie

Garron atteint de

Garcon non malade ; : :
phénylcétonurie

O Fille non malade

La comparaison des alleles de chaque individu avec les alleles de référence de la PAH fournis
permet de déterminer le génotype de chacun des membres de la famille : le génotype de Didier,
d’Annie et de Marc est PheNorm//PheMut95, celui de Stéphane est PheMut95//PheMut95, et celui
de Sylvie est PheNorm//PheNorm.
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La mise en relation du génotype et de phénotype pour les individus hétérozygotes permet
ensuite de discuter des relations de dominance/récessivité (ces relations ne peuvent se définir
gu’a I'échelle du phénotype clinique, et non a I’échelle moléculaire ; en effet, les deux alleles
s'expriment dans la cellule).

Etude de la famille 2
Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Les phénotypes phénylcétonuriques de la banque des thémes d’étude
permet grace au développement de I'arborescence Phénylcétonuries PAH - DHPR
d’accéder a:

Références PAH ADN qui charge le fichier RefPAH-ADN.edi affichant des séquences strictement
codantes de trois alléles de la PAH (allele PheNorm codant pour une enzyme PAH fonctionnelle ; alléles
Mut95 et Mutlll codant pour des enzymes PAH non fonctionnelles). Ces alleles ont été choisis car ce
sont ceux qui sont présents dans les familles étudiées ;

Génotypes famille2 PAH qui charge le fichier AllFam2PAH.edi affichant les séquences strictement
codantes des alléles du géne de la PAH de chacun des membres de la famille 2. Le génotype de
Raymond, Alain et Georgette est PheMut95//PheMut95 ; celui de Suzette, Aline et Pierre est
PheNorm//PheMut95 ;

Génotypes famille2 DHPR qui charge le fichier AllIFam2DHPR.edi affichant les séquences
strictement codantes des alleles du gene de la DHPR de chacun des membres de la famille 2. Le
génotype de Raymond, Aline, Georgette et Pierre est DHPRNorm//DHPRMutl ; celui d’Alain et de
Suzette est DHPRMutl//DHPRMutl ;

Alléles DHPR qui charge le fichier PolyDHPR.edi affichant les séquences strictement codantes de 4
alleles du gene de la DHPR ; I'allele DHPNorm code pour une enzyme DHPR fonctionnelle ; les alleles
DHPRMutl, DHPRMut2 et DHPRMut3 codent pour des enzymes DHPR non fonctionnelles ;

Références DHPR Pro qui charge le fichier protDHPR.edi affichant les séquences protéiques des
enzymes DHPR Norm (fonctionnelle), DHPRMutl, DHPRMut2 et DHPRMut3 (non fonctionnelles).
Documents fournis

La commande Les phénotypes phénylcétonuriques de la banque des document permet

d’accéder par Plusieurs génotypes pour un méme phénotype (Famille 2) aux fichiers :
Fam2Phenyl.omp qui présente I'arbre généalogique de la famille 2, avec indication des phénotypes.

Dans cette famille, le phénotype phénylcétonurique des individus malades est d( a I'allele DHPRMut2

du geéne de la DHPR ; tous les individus de cette famille possedent un phénotype PheNorm//Phenorm

ou PheNorm//PheMut95.

BH4.bmp qui affiche un texte de présentation du BH4 et de son importance, et réactions de recyclage et

de synthese.

L'étude de cette famille permet de découvrir un aspect de la complexité des relations
génotype/phénotype : un phénotype peut dépendre de I'expression de plusieurs génes. Il s’agit
de mettre I'éléve en situation de découverte du probleme.

Famille 2

Raymond suzette

Aline Alain Georgette Pierre

Garcon atteint de

Garcon non malade : . :
rhénvlcétonurie

O Fille non malade

Fille atteinte de
phénvlcétonurie
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La comparaison des alleles du géne PAH de chaque individu avec les alleles de référence de la
PAH permet de déterminer le génotype de chacun : le génotype de Raymond, Alain et Georgette
est PheMut95//PheMut95 ; celui de Suzette, Aline et Pierre est PheNorm//PheMut95.

Si I'on s’en tenait au fait que le phénotype phénylcétonurique ne dépende que du seul géne de
la PAH, et que l'alléle PheMut95 est récessif par rapport a PheNorm, il y a une incohérence pour
Suzette ; possédant un alléle PheNorm, elle ne devrait pas étre malade. Il faut donc imaginer
que le phénotype phénylcétonurique ne dépend pas que du géne de la PAH.

Des renseignements complémentaires sont alors fournis concernant le fonctionnement de la
PAH (BH4.bmp) : nécessité d'un cofacteur, le BH4, qui doit étre en permanence recyclé et
synthétisé. Cette synthése/recyclage du BH4 nécessite plusieurs réactions chimiques catalysées
chacune par une enzyme différente, codée chacune par un géne différent. Il peut donc y avoir
plusieurs origines a la non transformation de la phénylalanine en tyrosine : inactivité de
I'enzyme PAH, mais aussi manque de cofacteur BH4 par déficience d'une des enzymes
nécessaires a sa synthése.

Un travail peut étre effectué sur les alléles du gene DHPR et les protéines correspondantes pour
discuter, comme il a été fait pour la PAH, des relations entre génotype/phénotype
moléculaire/phénotype clinique. Les mutations présentes dans les alleles entrafnent des
modifications de la séquence d’'acides aminés de la protéine DHPR, responsables de l'inactivité
de I'’enzyme et d’'un phénotype phénylcétonurique.

TAA = codon stop

substitution C --» T en position 220
(le codon CAA 74 devient TAA)

75 ¥ Comparaison avec alignement
1 1

- Y T W R |
I o - R MR
alle iéféence brca [« + [0 |AAGAATGATATAACCARAAGEAG AGAAAGT ‘ . I :
alléle m1 brcal «|[0 |G-ATGAT---ACCAR--GGA-CCTAB AB-A-GTAC Traitement

» |alléle m2 brcal M e o e ] | ks ettt |dentités 94
S N N = m—— T e DHPRMNorm.adn CCAGCCATCTGGCTAC, _ [CAAL
Traitement «| D
protéine ref. BRCAT o K H D I T KR S L qQ E § DHPRMut3.adn m
protéine m1 BACAT |4) +|0 w |  Sélection : 0/4 lignes 1]
piotéine m2 BACAT |« »]0 = RO S S
piotéine m3 BRCAT [« +[0 il k- - M Résultat d'un alignement avec

- o . 4 . . 7 N

Séecton: 0/0kgres 4[| discontinuité entre les alléles
protéine plus courte (73 acides aminés aulieu de 1863) DHPRNOFm et DHPRMUt 3

Résultats de comparaisons simples entre les alléles de la DHPR d’une

nart-et-entre les protéines DHPR correspondantes
ntre-tes-prote antes

part,ete ines-DHPR-correspondan ‘autre part

L'allele DHPRMutl differe de I'alléle DHPRNorm par une délétion d’'un nucléotide C en position
291, ce qui se traduit par I'apparition d’'un codon stop précoce et une protéine plus courte, non
fonctionnelle.

L'allele DHPRMut?2 differe de I'alléle DHPRNorm par une substitution d’un seul nucléotide en

osition 322 (T
%_ . G). Cela se traduit par le changement d’un acide aminé dans la séquence de I'enzyme, ce qui
suffit a la rendre non fonctionnelle.
L'allele DHPRMut3 differe de I'allele DHPRNorm par I'addition d’un triplet TAC, ce qui se traduit
par I'addition d'un acide aminé dans la séquence de |I'enzyme, ce qui suffit a la rendre non
fonctionnelle.

La comparaison des alleles du gene DHPR des membres de la famille 2 avec les alleles de
référence de ce gene (« allfam2DHPR.edi » - « refDHPR.edi ») permet de déterminer le génotype
de chacun pour ce gene : le génotype de Raymond, Aline, Georgette et Pierre est
DHPRNorm//DHPRMutl ; celui d’Alain et de Suzette est DHPRMutl//DHPRMutl.

Une discussion sur le phénotype d’Aline par exemple permet de déterminer les relations de
dominance/récessivité entre ces deux alleles. L'étude du génotype de Suzette permet
d’expliquer Il'incohérence constatée auparavant : Suzette présente un phénotype
phénylcétonurique alors qu’elle posseéde un allele PAH normal, car elle est homozygote
DHPRMutl//DHPRMutl, et ne peut donc synthétiser une enzyme DHPR fonctionnelle. Le
recyclage du BH4 ne peut donc se faire et par conséquent la cellule manque trés rapidement de
BH4, donc I'enzyme PAH ne peut remplir son réle correctement.
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Etude de la famille 3
Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Les phénotypes phénylcétonuriques de la banque des themes d’étude
permet grace au développement de I'arborescence Phénylcétonuries PAH - DHPR
d'accéder a:

Références PAH ADN qui charge le fichier RefPAH-ADN.edi affichant des séquences strictement
codantes de trois alléles de la PAH (allele PheNorm codant pour une enzyme PAH fonctionnelle ; alleles
Mut95 et Mutlll codant pour des enzymes PAH non fonctionnelles). Ces alleles ont été choisis car ce
sont ceux qui sont présents dans les familles étudiées ;

Génotypes famille3 PAH qui charge le fichier AllFam3PAH.edi affichant les séquences strictement
codantes des alléles du géne de la PAH des individus 7, 8 et 10 de la famille 3. Le génotype de chacun
de ces individus est PheMutl111/PheMutl11 ;

Documents fournis
La commande Les phénotypes phénylcétonuriques de la banque des document permet
d’accéder par Influence de I'environnement (Famille 3) aux fichiers :

Fam3Phenyl.bomp qui présente I'arbre généalogique de la famille 1, avec indication des phénotypes.
Dans cette famille, trois individus malades ont le méme génotype PheMutl11l//PheMutlll, mais |'un
d’entre eux n’est pas malade car il suit un régime alimentaire particulier depuis sa naissance ;

regime.bmp qui affiche un texte présentant le traitement de la phénylcétonurie par un régime

allmentalre STrict.

L'étude de cette famille permet de découvrir un autre aspect de la complexité des relations
génotype/phénotype : I'intervention d'un facteur de I’environnement sur le phénotype.

Famille 3 1T
3O 4 5 | s

7 8 | Fé) 105 11

L ndhialy 1O suft, depwir le nalssance, un régime alimentaire
depourw de phinylalaring

Homme zain Homme phénylcétonurique

O Femme saine O Femme phénylcétonurique

La comparaison des alleles du gene PAH des individus 7, 8 et 10 avec les alleles de référence
permet de déterminer le génotype de ces individus : ils sont tous PheMut111//PheMutl111.
Un probleme se pose alors car ces trois individus n’ont pas le méme phénotype : deux d’entre
eux sont malades, mais pas le troisieme.
L'arbre généalogique fournit une information complémentaire concernant leur régime

alimentaire. L'hypothese de I'influence de ce régime sur le phénotype peut étre confirmée par

des renseignements complémentaires concernant ce régime (cf. fichier regime.bmp).
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@Les phénotypes groupes sanguins
Informations scientifiques

La découverte des groupes sanguins

C'est Richard Lower, médecin britannique, qui effectua le premier, en 1665, des transfusions
sanguines d'animal a animal. Mais le premier a transfuser avec succés du sang d'animal, un
agneau, a un jeune garcon anémique de 16 ans, deux ans plus tard, fut Jean Baptiste Denis.
Cependant, les incidents se multiplierent, et, si la transfusion réussissait parfois, elle ne faisait
souvent que précipiter le déces (l'agglutination des hématies du donneur suivie d'une lyse de
ces hématies entrainait des troubles métaboliques importants, la destruction des reins...).
Bient6t, les transfusions sanguines furent interdites et n'allaient étre reprises que vers la fin du
siecle dernier.

Lorsque Karl Landsteiner (1868-1943) commenca ses recherches comme assistant a
['Université viennoise de I'hygiene, il se proposa de surmonter ces difficultés. Il avait constaté
que, lorsque I'on mélangeait du sang de plusieurs personnes, on observait parfois une
agglutination des hématies et parfois non. Il rassembla alors des échantillons de sang de ses
collegues et les mélangea deux par deux. C'est ainsi qu'il découvrit I'existence des groupes
sanguins, qu'il nomma A, B et O, et il fit connaitre les résultats de ses recherches en 1900. Le
quatriéme groupe sanguin (AB) ne fut découvert que I'année suivante. Cette découverte permis
d'établir une méthode de transfusion sanguine s(re.

En reconnaissance pour ses travaux, Landsteiner fut nommé professeur de pathologie a
['Université de Vienne, mais il ne s'y plut pas, et partit pour les Pays-Bas puis pour l'Institut
Rockfeller de New-York. Il découvrit plus tard les groupes sanguins M et N, ainsi que le facteur
rhésus, en collaboration avec Phillip Levine. Lansdsteiner recut le Prix Nobel de médecine en
1930.

Les marqueurs des groupes sanguins principaux

Les marqueurs des groupes sanguins principaux sont des glycolipides présents dans la
membrane des hématies. Il existe deux types de marqueurs : des marqueurs de type A et des
marqueurs de type B.
Ces marqueurs déterminent les groupes sanguins principaux :

présence de marqueurs A seulement : groupe sanguin A ;

présence de marqueurs B seulement : groupe sanguin B ;

présence de marqueurs A et de marqueurs B : groupe sanguin AB ;

absence de marqueurs A et B : groupe sanguin O .

< B

marqueur du type H précurseur
& &
>—i—< l——=—4— <
marqueur du type A marqueur du type B
molecule N acétyl-
lipidique {é]aiacmsamine [l galactose @tucose
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Les deux derniéres étapes de la chaine de biosynthése des marqueurs A et B

enzyme H enzyme A marqueur A

précurseur marqueur H

enzyme B marqueur B

avant-derniere derniere
etape etape

Le gene Futl code pour la synthese de I'enzyme H (EH). Le géne des groupes sanguins
principaux code pour la synthese des enzymes A et B (EA, EB).

Les phénotypes sanguins A, B et O

Ils sont définis respectivement par la possession des antigenes membranaires A, B et H.

Cependant il est possible de retrouver les divers niveaux d’expression du phénotype vus avec

les hémoglobinopathies :
phénotype macroscopique : il ne se révele pas spontanément mais il se manifeste si on met
les globules rouges d’un individu en contact avec des sérums tests anti A et anti B et aussi
en cas de transfusions incompatible ;
phénotype cellulaire : c'est la panoplie des marqueurs relatifs a ce systeme de groupe
sanguin présents dans la membrane des hématies mais aussi a la surface des autres
cellules de I'organisme ; phénotype moléculaire : les marqueurs membranaires résultent
de I'action de I'enzyme produit de I’expression du géne ; cette enzyme est en somme le
phénotype moléculaire primaire.
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Pistes d’exploitation pédagogiques des données fournies
L'analyse des données fournies concernant le phénotype groupe sanguin permet
d’aborder les notions suivantes :
le phénotype peut se définir a différents niveaux, et le phénotype moléculaire détermine
le phénotype cellulaire et macroscopique ;
le phénotype moléculaire s’explique par le génotype ;
un méme phénotype peut correspondre a plusieurs génotypes ;
plusieurs genes peuvent étre impliqués dans la réalisation d’un phénotype.

@La diversité des phénotypes et les relations génotype/phénotype (chez les homozygotes)
Séquences et documents

Fichiers des séquences
La commande Le phénotype groupes sanguins de la banque de themes d’'étude permet, par le
développement de I'arborescence, d'accéder a :

Alléles ABO qui charge le fichier RefABO-ADN.edi affichant les séquences nucléiques strictement
codantes des alléles A101, B101 et 001 ;

Protéines ABO qui charge le fichier refABO-prot.edi affichant les séquences protéiques des
enzymes A 101, B101 et O01;
La commande Les phénotypes groupes sanguins permet, par le développement de |'arborescence,
d’accéder a Alleles ABO qui charge le fichier polyABO.edi affichant les séquences nucléiques
strictement codantes de 10 alléles du gene ABO (alleles A 101, A 102, A 103, A 201, B 101, B 102, B
103, O 01, O 04, O 06) ; tous les alleles A et B fournis codent pour des enzymes A et B fonctionnelles.

Documents fournis

La commande Le phénotype groupes sanguins de la banque de documents permet
d’afficher les fichiers : marqueursABO.bmp : représentation schématique des marqueurs
membranaires A, B et H ; biosyntheseA-B.bmp : représentation schématique des deux
dernieres étapes de la synthese des marqueurs

membranaires des groupes sanguins ;
phenotypeGS.bmp » : texte présentant le phénotype groupes sanguins a différentes échelles.

Les documents présentent le phénotype groupes sanguins et permettent de le définir a
différentes échelles :

phénotype clinique mis en évidence par les accidents de transfusion ;
phénotype cellulaire : marqueurs membranaires ;
phénotype moléculaire : enzyme codée par le gene ABO (enzyme sous la forme A, B ou
inactive O).
Remarques :

il est important pour la suite de la démarche que |'éleve ait bien compris que le

groupe O est lié a I'absence de marqueurs A et B ;

il est important que I'éleve comprenne également que le phénotype moléculaire ne peut

étre le marqueur membranaire (qui n'est pas une protéine) mais I’enzyme permettant sa

synthese.
La comparaison des séquences des différentes protéines ABO et la mise en relation avec les
phénotypes cliniques correspondants permet de discuter des relations entre phénotype
moléculaire, cellulaire et cliniqgue. Les connaissances sur les protéines enzymatiques seront
mobilisées pour expliquer les observations. On montrera ainsi que les phénotypes alternatifs
sont dus a des différences dans les protéines concernées.

Bilan

Les enzymes EA et EB different par 4 acides aminés, en position 174, 233, 264 et 266. Ces
différences sont a mettre en relation avec les différences d'activité de ces enzymes (elles ne
catalysent pas la méme réaction) : certains des acides aminés différents doivent se situer au
niveau du site actif de I'enzyme.

L'"'enzyme" O est beaucoup plus courte que les deux autres (115 a.a. seulement). Cette
molécule protéique ne doit donc pas pouvoir prendre une forme spatiale correcte, ce qui
expligue son inactivité.



La mise en relation des différences observées au niveau des quelques alléles sélectionnés ici
avec les différences observées au niveau protéique permet de discuter de I'effet des mutations.
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Remarque pratique : la mise en relation des différences observées entre les alleles avec celles
observées entre les polypeptides est facilitée si I’'on demande des comparaisons simples dans
les deux cas.

la délétion d’un nucléotide & dans I'alléle O a pour conséquence |'apparition précoce d'un coden stop

et la protéine synthétisée est donc plus courte

a0 95 100 105 110
a [N R A S A R A R T A SO NN S A SN AR NN SN SN SO S N
Traitement ] /\_
A107.adn ] ACCCCTTGGCTGGCTCCCATTGTCTGGGAGGGCACATTCAACATCGACATCCTCAACGAGCAGTTCAGGCTCCAGAACACCACCATTGGGTTAAL
B107.adn 1 G
001.adn l C---T-G-CTG-CTC--AT-GTCTR=-AG--CACAT-CA-CATCGACATC-TCA-CGAGCAGT-CAG-CTC-AGA-CAC-AC-AT<G--T-A-CT
Traitement 4
Pro-2101 14 T P W 6 T FH I DI LMHWNETDOQFURILIDOMHNTT
Pro-B101 1 = =2 = = g =2 B B 8 B 8 8 28 & 8 £ £ £ £ 2 &
Fro-001 1 P L G A HS T § T § 8 T § §8 8 G 8§ R T P P
w|  Sélection: 0/8 lignes
une mutation par substitution dans I'alléle B ne se traduit ici par aucun changement
dans la séquence d'acides aminés - c'est une mutation muette
Bilan

I'alléle O differe de I’allele A par une délétion d’un nucléotide en position 261, ce qui entraine
un décalage du cadre de lecture et donc une modification précoce de la séquence d’acides
aminés. Cela entraine aussi |'apparition précoce d’'un codon stop, donc une chaine
polypeptidique plus courte (116 acides aminés au lieu de 353) ;
L'allele B differe de I'allele A par 7 nucléotides ; il s’agit a chaque fois de mutations par
substitution. Trois de ces mutations sont des mutations muettes (positions 297, 667 et 930) ;
les quatre autres sont des mutations faux-sens (positions : 526, 703, 803).
Le gene ABO est en fait tres polymorphe. Le fichier polyABO.edi fournit les séquences de
plusieurs autres alleles de ce géene. Un travail similaire a celui qui précede peut étre fait a partir
de ces alléles, les séquences protéiques correspondantes étant obtenues en utilisant la
fonctionnalité « traduire » du logiciel.

@La complexité des relations génes/phénotype

La mise en évidence de la complexité des relations génotype/phénotype peut étre abordée a
partir de I'exemple des deux familles proposées.

Pour chaque famille, sont mises a disposition les données suivantes :

un arbre qui n’est la que pour préciser le phénotype des membres d’'une famille donnée
(et non pour initier un raisonnement en fonction des lois de I’'hérédité) ;

les séquences des deux alléles du gene ABO que possédent tous les membres

de la famille ; les séquences des alléles ABO considérés comme référence .

Etude de la famille 1
Séquences et documents
Fichiers des séquences
La commande Les phénotypes groupes sanguins de la banque de themes d’étude permet, par le
développement de I'arborescence, d'accéder a :

Nucléiques qui charge le fichier RefABO-ADN.edi affichant les séquences nucléiques strictement
codantes des alleles A101, B101 et O01 ;

Génotypes famillel ABO qui charge le fichier Fam1ABO.edi affichant les séquences nucléiques
strictement codantes des alléles du gene ABO de chacun des membres de la famille 1 (génotype de
Paul : A//O, de Lisette : B//O, de Martine : O//O, de Luc : A//B, de Marion : A//O).

Documents fournis

La commande Les phénotypes groupes sanguins de la banque de documents permet d'accéder a
Dominance et récessivité (Famille 1) qui charge le fichier famillel.omp affichant I'arbre
généalogique de la famille 1 avec indication des phénotypes groupes sanguins.
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L'étude de cette famille permet de se familiariser avec la méthode de détermination des
génotypes et de discuter des relations de dominance/récessivité.

J o
Paul \'_r Lisette
O, A, B : groupes sanguins déterminés a
I'aide
AB A \) de sérums tests révélateurs des
/ marqueurs A
Luc W asion et B.

Famille 1
Les groupes sanguins sont indiqués pour chaque individu

La comparaison des alleles de chaque individu avec les alléles de référence du géne ABO fournis
permet de déterminer le génotype de chacun des membres de la famille : le génotype de Paul
est A//O, celui de Lisette est B//O, celui de Martine est O//O, celui de Luc est A//B et celui de
Marion est A//O.

séquences des alléles de référence

allélel de Paul = A101

alléles2 de Paul = 001

230 240 250
||||||!|||||||||!||||I||||!|||

2160
|||||!|||
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Lizette-48 0-A12. adn
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-
r

OoOlo|lo|lo|lo|lao|lo|lo|lo|lo]l o]l o]l o]l O
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Sélection : 0/14 lignes

La mise en relation du génotype et de phénotype pour les individus hétérozygotes permet
ensuite de discuter des relations de dominance/récessivité (ces relations ne peuvent se définir
qu’a I’échelle du phénotype clinique, et non a I’échelle moléculaire ; en effet, les deux alleles
s’expriment dans la cellule).
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Etude de la famille 2
Séquences et documents
Fichiers des séquences

La commande Les phénotypes groupes sanguins de la banque de themes d’'étude permet, par le
développement de I'arborescence, d'accéder a :

Nucléiques qui charge le fichier RefABO-ADN.edi affichant les séquences nucléiques strictement
codantes des alleles A101, B101 et O01 ;

Alléles FUT1 qui charge le fichier RefFutl.edi affichant les séquences strictement codantes des
alleles de référence du géne Fut 1 (l'allele FutlH code pour une enzyme H fonctionnelle ; I'allele
Futlhl code pour une enzyme h non fonctionnelle) ;

Poly FUT1 qui charge le fichier polyFutl.edi affichant les séquences nucléiques strictement codantes
de 6 alleles du gene Futl (alleles futl, codant pour une enzyme H fonctionnelle, alléles Futlhl a
Futlh5, codant pour des enzymes h non fonctionnelles) ;

Protéines FUT1 qui charge le fichier ProtFutl.edi affichant les séquences protéiques des enzymes
H (fonctionnelle) et hl (non fonctionnelle) ;

Génotypes famille2 ABO qui charge le fichier Fam2ABO.edi affichant les séquences nucléiques
strictement codantes des alléles du gene ABO de chacun des membres de la famille 2 (génotype de
Paul : A//B, de Pascale : O//O, de Roland : B//O, de Magali : A//O, de Bérénice : B//O) ;

Génotypes famille2 FUT1 qui charge le fichier Fam2Futl.edi affichant les séquences nucléiques
strictement codantes des alléles du gene Futl de chacun des membres de la famille 2 (génotype de
Paul : h1//h1, de Pascale : H1//h1, de Roland : h1l//h1, de Magali : H1//h1, de Bérénice : H1//h1).
Documents fournis
La commande Les phénotypes groupes sanguins de la banque de documents permet d’accéder a
Plusieurs génotypes pour un méme phénotype (Famille 2) qui charge le fichier Famille2.bmp
affichant I'arbre généalogique de la famille 2 avec indication des phénotypes groupes sanguins.

La commande Le phénotype groupes sanguins permet d’afficher le fichier biosyntheseA-B.bmp
affichant la chaine de biosynthese des marqueurs A et B.

‘étude de cette famille permet de découvrir un aspect de la complexité des relations
génotype/phénotype : un phénotype peut dépendre de I'expression de plusieurs genes. Il s’agit
de mettre I'éléve en situation de découverte du probleme.

Paul Pascale

0
O, A, B : groupes sanguins déterminés a l'aide de

sérums tests révélateurs des marqueurs A et B.
: (2)
Ivlagali

Roland Bérénice

Famille 2

Les groupes sanguins sont indiqués pour chaque individu

La comparaison des alleles du géne ABO de chaque individu avec les alleles de référence de ce
gene permet de déterminer le génotype de chacun : le génotype de Paul est A//B et celui de
Magali est A//O, celui de Pascale est O//O, et celui de Roland et de Bérénice est B//O.

Si I'on s’en tenait au fait que le phénotype groupe sanguin ne dépende que du seul gene ABO, et
que l'allele O est récessif par rapport a A et B, il y a une incohérence pour Paul et Roland ;
possédant un allele A ou B, ils ne devraient pas étre de groupe O. Il faut donc imaginer que le
phénotype groupe sanguin ne dépend pas que du gene ABO.
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Des renseignements complémentaires sont alors fournis concernant la synthése des marqueurs
A et B : la synthése des marqueurs A et B ne résulte pas d’une seule réaction, mais d’'une chaine
de biosynthése. Cette chaine nécessite plusieurs réactions chimiques catalysées chacune par
une enzyme différente, codée chacune par un gene différent. Il peut donc y avoir plusieurs
origines au groupe sanguin O : inactivité de I'enzyme O, mais aussi inactivité de I'enzyme H
(codée par le gene Futl), donc non synthése du marqueur H.
Remarque
Un travail peut étre effectué sur les alléles du géne Futl et les protéines correspondantes pour
discuter, comme il a été fait pour le geéne ABO, des relations entre génotype/phénotype
moléculaire/phénotype clinique. Les mutations présentes dans les alleles du géne Futl
entrainent des modifications de la séquence d’acides aminés de I’enzyme h, responsables de
I'inactivité de I'enzyme et d’un phénotype groupe sanguin O.
Résultats de comparaisons simples entre les alleles du géne Futl d’'une part, et entre les
enzymes H correspondantes d’autre part :
Alléle Futlhl : différe de I'alléle Futlcod (alléle normal, de référence) par une substitution en
position 695
- le remplacement d’un nucléotide G par un A transforme le codon TGG en codon stop TAG.
Le polypeptide synthétisé est donc plus court (230 acides aminés au lieu de 399) et donc non
fonctionnel

Alléle Futlh2 : differe de I'alléle Futlcod par une délétion d'un nucléotide en position 990 ; il
s'ensuit un décalage du cadre de lecture et I'apparition précoce d’'un codon stop. Le
polypeptide synthétisé est donc plus court (334 acides aminés au lieu de 399) et non
fonctionnel.

Allele Futlh3 : differe de l'allele Futlcod par une substitution en position 721 (T ® o). 1l

s'agit d’'une mutation faux-sens qui entraine e changement d'un acide aminé dans la
séquence du polypeptide. Cette difféerence suffit a rendre I’enzyme non fonctionnelle.

Allele Futlh4 : differe de I'allele Futlcod par une substitution en position 442 (G 4 ). 1l
s'agit d’'une mutation faux-sens qui entraine le changement d’'un acide aminé dans la
séquence du polypeptide. Cette différence suffit a rendre I'enzyme non fonctionnelle.
AIIéI%Futth : differe de l'alléle Futlcod par deux substitutions en position 460 (T » C) et 1042
(G A). Il s’agit de mutations faux-sens qui entrainent le changement de deux acides aminés
dans la séquence du polypeptide. Ces différences suffisent a rendre I’enzyme non fonctionnelle.
La comparaison des alléles du géne Fut 1 des membres de la famille 2 avec les alléles Futl de
référence (RefFutl.edi et Fam2Futl.edi) permet de déterminer leur génotype : Pascale, Magali
et Bérénice sont de génotype H1l//hl ; Paul et Roland sont de génotype hl//hl. Ainsi,
I'incohérence constatée auparavant pour Paul et Roland trouve ici une explication : bien que
possédant un allele A ou B, ils sont de groupe O car la synthese du précurseur H ne peut avoir
lieu, I'enzyme hl étant inactive.
On montre ainsi qu’un phénotype peut dépendre de plusieurs génes, et qu'un méme phénotype
clinique peut correspondre a plusieurs génotypes.
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®Les phénotypes albinos
Informations scientifiques

Les mécanismes assurant la pigmentation de la peau

La pigmentation est un processus complexe qui résulte de la synthese de pigments spécifiques,
les mélanines, notamment au sein des mélanocytes (cellules épidermiques) . Cette synthése
s'effectue dans les mélanocytes au sein d’organites appelés mélanosomes, qui migrent dans la
cellule, puis sont transférés aux kératinocytes. Les kératinocytes ne font donc que stocker les
mélanines et les éliminer lors de leur desquamation.

La coloration de la peau résulte donc d’'une succession d’'étapes : synthese de mélanine dans les
mélanosomes, transport des mélanosomes vers la périphérie des mélanocytes, passage dans les
kératinocytes.

La synthése de mélanine

Elle nécessite toute une chaine de biosynthése dont la matiere premiére initiale est la tyrosine :
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Biosynthese de la mélanine.
La tyrosinase est une enzyme cruciale de la chaine de biosynthése de la mélanine car elle
catalyse 4 réactions : I'hydroxylation de la tyrosine en DOPA, |'oxydation de la DOPA en
dopaquinone et les deux réactions aboutissant aux quinones.

La quantité de cette enzyme est sensiblement identique chez tous les humains, quelle que soit
leur couleur de peau, mais son activité catalytique varie beaucoup d’un individu a I'autre (elle
est faible chez les individus a peau claire). Cette activité dépend de I'acidité dans le
mélanosome ; une diminution de I'acidité du milieu dans lequel sont cultivées des cellules de

peau claire entrafne une augmentation de I'activité catalytique de la tyrosinase.
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Certaines protéines sont impliquées dans la modulation de I'acidité dans les mélanosomes. Ainsi
la protéine P, codée par le géne OCA2, est une protéine transmembranaire qui transporte les
protons hors du mélanosome ce qui y entraine une baisse de I'acidité.

Le transport des mélanosomes dans les mélanocytes se fait de la zone périnucléaire ou il se
forme vers la périphérie de la cellule d’ou il va la quitter pour passer dans les kératinocytes. Ce
déplacement est assuré par les microtubules, qui forment une sorte de tapis roulant. De
nombreuses molécules sont indispensables a ce déplacement, tant au niveau des microtubules
que de la membrane du mélanosome.

Le transfert des mélanosomes aux kératinocytes fait intervenir des récepteurs membranaires ; il
est possible d’'activer ces récepteurs dans des cultures cellulaires, et I'on obtient alors un
assombrissement des kératinocytes car le transfert des mélanosomes est accr(.

Les albinismes

L'albinisme humain est la plus fréquente des anomalies héréditaires de pigmentation. La
phénotype macroscopique visible (hypopigmentation de la peau, des poils, des cils, des yeux) fut
pendant longtemps le seul critere retenu pour détecter cette anomalie due a une réduction (ou
méme a une absence) de synthése de mélanine. Si cette hypopigmentation est générale, on
parle d'albinisme oculo-cutané (OCA). Si elle est localisée aux yeux on la nomme albinisme
oculaire (OA). L'albinisme OCA est le plus courant.

Le seul critere de pigmentation est insuffisant pour diagnostiquer I'albinisme. Des changements
dans les yeux et le systéme visuel ont été trouvés dans tous les cas d’albinisme OCA et
d’albinisme OA. L'iris et la rétine étant dépigmentés, les pupilles apparaissent rouges du fait de
la réflexion de la lumiere sur la choroide tres riche en vaisseaux sanguins. D'autre part, le
développement des voies optiques est altéré chez les individus albinos, et la plupart d’entre eux
sont photophobes et présentent un nystagmus ; ils ont de plus une diminution de Il'acuité
stéréoscopique et un strabisme alternant. Chez une personne qui pourrait avoir une
pigmentation presque normale, I'examen ophtalmologique complet permet donc de dépister un
albinisme. On ne s'intéressera ici qu’a I'albinisme OCA.

On distingue deux types d’albinismes OCA, selon |'origine de 'anomalie :

Albinisme OCAL : il met en cause une anomalie de fonctionnement de la tyrosinase
(mutation dans le géne de la tyrosinase). On connaft plusieurs types d’albinisme OCAL :

L’albinisme OCA1 -1A ou « tyrosinase négative » : ce phénotype a été trouvé dans
tous les groupes ethniques a travers le monde. Il est lié a une activité nulle de la
tyrosinase. Les enfants naissent avec des cheveux blancs, la peau blanche, les yeux
bleus et ces caractéristiques persistent tout au long de leur vie. La peau ne bronze
pas et reste tres sensible au soleil tout au long de la vie.

L’albinisme OCAl - 1B ou « type jaune » : il est reconnu dans beaucoup de
populations, et a été découvert dans la population Amish (état de I'Indiana, USA). Les
enfants naissent avec les cheveux blancs et la peau blanche, mais les cheveux se
colorent en blond au cours des premieres années, et peuvent devenir blond foncé
chez I'adulte. La peau devient creme et peut bronzer au soleil. L'iris, bleu-gris, peut
aussi se pigmenter davantage.

L’albinisme OCA1 - TS ou « type thermosensible » : nées avec une peau blanche, des
poils blancs et des yeux bleus, certaines personnes, au moment de la puberté,
développent une pigmentation sur les zones les plus froides de leur corps comme les
bras et les jambes. Selon la température de I’endroit du corps considéré, on aura une
pigmentation plus ou moins développée.
Albinisme OCA?2 : la tyrosinase a une activité normale, et I'anomalie de pigmentation est
donc due a une
autre origine (mutation dans un autre géne que celui de la tyrosinase ; exemple : mutation
dans le géne OCA2 codant pour la protéine P). Ce type d’albinisme est le plus courant et le
plus variable. Il est moins sévere que I'albinisme OCA1l, et I'hypopigmentation cutanée peut
varier selon l'origine ethnique et I'hétérozygotie de I'individu. Les individus atteints de cet
albinisme ont les cheveux légerement pigmentés a la naissance, une peau blanche, des yeux
bleus, et une pigmentation de la peau qui augmente avec I'age.
Les deux types d’albinisme peuvent étre distingués par le « test du bulbe pileux » : ce test
consiste a incuber des bulbes pileux prélevés chez un individu albinos dans une solution de
tyrosine, pendant 24h a 37°C. Si la pigmentation redevient normale (synthése de mélanine) on
conclut a un albinisme de type OCA21, sinon il s’agit d’un albinisme de type OCAL.
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Les alléles du géne de la tyrosinase

La tyrosinase résulte de I'expression d’un géne situé sur le chromosome 11.

Le séguencage du géne a montré que ce gene est trés polymorphe.

Le tableau ci-dessous présente quelques une des mutations a I'origine de ces alléles :

Séquence nucléique Polypeptide
Nature et position Nature et position
Allele des nucléotides qui Nature et po'smo'n des des acides aminés| Type de mutation
. codons qui varient .
varient changés
Tyrcodl Alléle de référence
i g » Substitution faux-
Tyrcod?2 A " Cenb575 TAT © TCTen 192 Tyr © Seren 192 sens neutre
i # i Substitution faux-
Tyralb Al G " Aenll47 GAT " AAT en 383 Asp " Asnen 383 sens
Deletion de deux La protéine n’a
Tyralb A2 nucleotides TG en TGT ® TGA en 244 gue 243 acides délétion
732-733 aminés
La protéine n'a
» , Substitution non-
Tyralb A3 G 7 Aens33 TGG ® TAG en 178 que 177 acides cens
aminés
i g » Substitution faux-
Tyralb A4 C " Ten242 CCT " CTTen8l Pro " Leuen8l sens
Tyralb A5 c *ren242 cct ® crTen sl Pro ® Leuensl [Substitutions faux-
A ?Cens75 TAT ® TCT en 192 Y ? Seren192 sens
# g » Substitution faux-
Tyralb B1 C " Tenl1217 CCT CTT en 406 Pro Leu en 406 sens
i ¢ » Substitution faux-
Tyralb TS G " Aenl1265 CGG CAG en 422 Arg GlIn en 422 sens

Caractéristiques des enzymes tyrosinase codées par ces alléles

Les alleles tyralbAl, tyralbA2, tyralbA3, tyralbAd4 et tyralbA5 codent pour des enzymes
totalement inactives et sont donc a I'origine d'un albinisme de type OCA-1A.

L'allele tyralbB1l code pour une enzyme présentant une activité résiduelle, et la dopaquinone
formée, qui posséde une forte affinité pour les groupements sulfhydril (présents dans la
cystéine) est transformée en phéomélanine (pigment jaunatre). La voie métabolique vers la
phéomélanine est donc privilégiée aux dépens de celle de I'eumélanine. Cet alléle est donc a
I'origine d’'un albinisme de type OCA-1B.

L'allele tyralbTS code pour une tyrosinase inactive au-dessus de 35°C (cette mutation serait
semblable a celle qui existe chez le chat siamois). Cet allele est donc a I'origine d’un albinisme
de type OCA1-TS.
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Pistes d’exploitation pédagogiques des données fournies

L'analyse des données fournies concernant les phénotypes « albinos » permet d’aborder les
notions suivantes : le phénotype peut se définir a différents niveaux, et le phénotype
moléculaire détermine le phénotype cellulaire et macroscopique ;
le phénotype moléculaire s’explique par le génotype ;
un méme phénotype peut correspondre a plusieurs génotypes ;
plusieurs genes peuvent étre impliqués dans la réalisation d’un phénotype.

L'accent est particulierement mis ici sur les deux derniers points qui illustrent la complexité
des relations génotype/phénotype.

@La diversité des phénotypes et les relations génotype/phénotype (chez les homozygotes)

Séquences et documents

Fichiers de séquences
La commande Les phénotypes albinos de la banque de thémes d’étude permet, par le
développement de I'arborescence, d'accéder a :

Alleles tyrosinase qui charge le fichier Alleles-tyrosinase.edi affichant les séquences strictement
codantes de quelques alléles du géene de la tyrosinase (alléles tyrcodl et tyrcod2 codant pour une
enzyme a activité normale ; tyralb Al a tyralb A5 codant pour une enzyme non fonctionnelle ; tyralb
B1 codant pour une enzyme a activité réduite ; tyralb TS codant pour une enzyme thermosensible) ;

Enzymes tyrosinase qui charge le fichier Protyr.edi affichant les séquences protéiques
des tyrosinases correspondant aux alleles fournis.

Documents fournis
La commande Le phénotype albinos de la banque de documents qui permet d’accéder aux

fichiers : OCAl.bmp affichant un texte de présentation des phénotypes cliniques de |'albinisme

oculo-cutané de type 1 ; pigmentation.omp affichant un texte présentant I'origine de la

pigmentation de la peau ; biosynthMelanine.bmp présentant la chaine de biosynthese de la

mélanine (seule la voie menant a la synthése
d’eumélanine est ici proposée), avec repérage des réactions catalysées par la tyrosinase.

Les documents fournis permettent de construire un tableau des différents niveaux de
phénotypes :

Phénotype clinique | Phénotype cellulaire |Phénotype moléculaire
Synthése normale de

Peau, cheveux, poils et Enzyme tyrosinase
iris normalement

colorés . fonctionnelle
mélanocytes

Individu sain mélanine dans les

Peau tres claire,

cheveux Trés peu de synthése de| Enzyme tyrosinase non
fonctionnelle ou a
Individu albinos| et poils blancs, iris non mélanine dans les activité
coloré mélanocytes tres réduite

Lorsque la tyrosinase est non fonctionnelle, la synthése de mélanine n’a pas lieu dans les
mélanocytes, et la peau reste donc trés claire. La mise en relation de la comparaison des alléles
du géne de la tyrosinase avec celles des protéines correspondantes permet de discuter des
relations génotype/phénotype :
certaines mutations, bien qu’entrainant une modification de la séquence d’acides aminés de
la protéine, ne modifient pas son activité (tyrcodl/tyrcod2 codent pour des protéines
fonctionnelles) ;
certaines mutations entrainant une modification de la séquence d’acides aminés de la
protéine ont pour conséquence une diminution de I'activité enzymatique (tyralb B1l) ou une
suppression de I'activité enzymatique (tyralb Al, tyralb A4, tyralb A5) ou encore une activité
dépendante de la température (tyralb S) ;
d'autres mutations entrainent I'apparition d’un codon stop précoce, responsable de la
synthése d’une chaine protéique plus courte et donc d’'une enzyme non fonctionnelle
(tyralb A2 et tyralb A3).
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De la méme facon, la mise en relation de la comparaison des alleles du géne OCA2 avec
celles des protéines correspondantes permet d'aboutir aux résultats suivants :

certaines mutations n’entrainent aucun changement de la séquence d’acides aminés de_|
protéine a cause de la redondance du code genétique (a&”ele OCA2 m4, qui differe de I'allel
A);

normal par un nucléotide substitué en position 963 : G
certaines mutations rendent la protéine inactive (la protéine P n’est pas une enzyme, mais
un transporteur membranaire de petites molécules comme la tyrosine) :
en entrafinant la synthese d’une protéine plus courte (allele ml - la délétion du
nucléotide G en 1960 entraine un décalage du cadre de lecture et I'apparition
précoce d’'un codon stop - la protéine P m1 a une longueur de 668 acides aminés au
lieu de 838) ;
en modifiant la séquence d’acides aminés de la protéine : alleles m2 et m3 dont la
mutation d'un
nucléotide par substitution (respectivement : C ?Gen 258, et T -G en 1418) se traduit par le
changement d’'un acide aminé (respectivement : Ser g Arg en 86, et

lle ¢ Ser en 473). #La complexité des relations génotype/phénotype

a
e

La mise en évidence de la complexité des relations génotype/phénotype peut étre abordée a
partir de I'exemple des 4 familles proposées. Pour chaque famille, sont mises a disposition les
données suivantes :
un arbre qui n’est la que pour préciser le phénotype des membres d’'une famille donnée
(et non pour initier un raisonnement en fonction des lois de I’'hérédité) ;
les séquences des deux alléles du gene de la tyrosinase que possédent tous les
membres de la famille ; les séquences des alléles de la tyrosinase présents dans la
famille ;

pour la famille 2 sont aussi fournies les séquences des deux alléles du géne OCA2 de chaque
membre de la famille et les séquences des alleles OCA2 normal et OCA2 m1 présents dans
cette famille.

Familles 1, 3 et 4
Séquences et documents
Fichiers des séquences

La commande Les phénotypes albinos de la banque de thémes d’étude permet, par le
développement de I'arborescence, d'accéder a :

Alleles famillel tyrosinase qui charge le fichier AllelesTyrFamillel.edi affichant les séquences
strictement codantes des alleles du géne de la tyrosinase des membres de la famille 1, avec les alleles
du gene de la tyrosinase présents dans cette famille. Les génotypes de individus sont les suivants : I1
et 112 sont (tyralb A2//tyrcod2) - 12, 11 1 et lll 1 sont (tyrcod2//tyrcod2) -1 3 et Il 4 sont (tyrcodl//tyralb
Al) - | 4 est (tyrcod2//tyrcodl) - Il 3 est (tyrcod2//tyralb Al) - 1ll 2 et lll 3 sont (tyralb Al//tyralb A2) ;

Alléles famille3 tyrosinase qui charge le fichier AllelesTyrFamille3.edi affichant les séquences
strictement codantes des alléles du géne de la tyrosinase des membres de la famille 2, avec les alleles
du gene de la tyrosinase présents dans cette famille. Les génotypes de individus sont les suivants : |
let Il 5 sont (tyrcodl//tyrcod2) - 1l 2, 1l 3 et Il 4 sont (tyrcodl//tyralb A4) - Il 1 est (tyrcodl//tyralb B1) -
112 est (tyrcod2//tyralb A4) - Il 3 est (tyralb A4d//tyralb A4) - 11 1, Ill 2, 1l 3 sont (tyralbB1//tyralb A4) - 1lI
4 est (tyrcod2//tyralb B1) ;

Alléles famille4 tyrosinase qui charge le fichier allelestyrfamilled.edi affichant les séquences
strictement codantes des alléles du géne de la tyrosinase des membres de la famille 2, avec les alleles
du gene de la tyrosinase présents dans cette famille. Les génotypes de individus sont les suivants : 11
est (tyrcod2//tyralb TS) - | 2 est (tyrcodl//tyralb A4) - 1l 1 est (tyrcodl//tyrcod2) - 112, 1I5 et 116 sont
(tyralb Ad//tyralb TS) - Il 3 est (tyrcodl//tyralb TS) - Il 4 est (tyrcodl//tyrcodl) - Il 7 est (tyrcodl//tyralb
A5) - lll 1 est (tyralb A4//tyralb A5).

Documents fournis
La commande Les phénotypes albinos de la banque des documents permet d'accéder a :

Polyallélisme, environnement et diversité des phénotypes (Famille 1) pour charger le fichier
arbreTyrl.omp : arbre généalogique de la famille 1 avec indications du phénotype clinique précis des
individus albinos. Dans cette famille, ce sont les alleles tyralb Al et tyralb A2 qui sont responsables de
I"albinisme ;

Polyallélisme, environnement et diversité des phénotypes (Famille 3) pour charger
arbreTyr3.bmp : arbre généalogique de la famille 2 avec indications du phénotype clinique précis des
individus albinos. Dans cette famille, ce sont les alleles tyralb A4 et tyralb B1 qui sont responsables de
I’albinisme ;




Polyallélisme, environnement et diversité des phénotypes (Famille 4) pour charger
arbreTyr4d.bmp : arbre généalogique de la famille 4 avec indications du phénotype clinique précis des
individus albinos. Dans cette famille, ce sont les alleles tyralb A4, tyralb A5 et tyralb TS qui sont
responsables de I'albinisme.
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Le travail peut étre fait de la méme facon pour chacune de ces familles, et le travail réparti
entre les groupes d’éléves) :
détermination du génotype des membres de la famille, par comparaison des alleles gqu’ils
possedent avec les alleles de référence fournis ;
mise en relation génotype/phénotype, qui permet d’aboutir aux relations de
dominance/récessivité entre les alléles (il y a récessivité des alleles mutés au niveau du
phénotype clinique) ;
comparaison des génotypes des individus albinos pour arriver a I'idée que plusieurs
génotypes peuvent correspondre au méme phénotype.

Famille 1
0—0

3 4

10—

1

2
n —F-0
; 11 et 112 sont (tyralb A2//tyrcod2) - 12 , 11

et IlI1 sont (tyrcod2//tyrcod2) - 13 et 114

sont (tyrcodl//tyralb Al) - | 4 est
- o B (tyrcod2//tyrcodl)
1 2 3 - 113 est (tyrcod2//tyralb Al) - 1112 et 1113
sont (tyralb Al//tyralb A2)
Phénotypes des individus albinos de cette farille :
-ab totale de pi tation des chevew, de la pean, des yeux ;
- troubles oculaires ;
(a partir de Am. J. Hum. Gen., 1993, V52, p. 406-413).
Famille 2

Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Les phénotypes albinos de la banque de thémes d’étude permet, par le
développement de I'arborescence, d'accéder a :

Alleles famille2 tyrosinase qui charge le fichier AllelesTyrFamille2.edi affichant les séquences
strictement codantes des alleles du géne de la tyrosinase des membres de la famille 2, avec les alleles
du géne de la tyrosinase présents dans cette famille. Les génotypes de individus sont les suivants : | 1,
1 et Il 3 sont (tyrcod2//tyralb A4) - 1 2 et Il 1 sont (tyrcod2//tyralb A3) - | 3 et Il 4 sont
(tyrcodl//tyrcodl) - |1 4, 1l 3 et Il 5 sont (tyrcodl//tyrcod2) - Il 2 est (tyralb A4//tyralb A3) - Ill 2 est
(tyrcodl//tyralb A3) ;

Alleles OCA2 qui charge le fichier OCA2.edi affichant les 4 alleles du géene OCA2 et les protéines P
correspondantes. L'allele OCA2 normal code pour une protéine P fonctionnelle ; les alleles OCA2 m1,
OCA2 m2 et OCA2 m3 codent pour une protéine P non fonctionnelle ;

Alléeles famille2 OCA2 qui charge le fichier AllelesOCA2Famille2.edi affichant les alléles du géne
OCA2 que possedent les individus de la famille 2 et les deux alleles de référence présents dans cette
famille (OCA2 normal et OCA2 m1). Les génotypes des individus sont les suivants : 11,12, 111,11 2 et Il
5 sont (OCA2 norm//OCA2 norm) - 13,14, 113,114,111, 11l 2, Il 3 sont (OCA2 norm//OCA2 m1) -1l 3 est
(OCA2 m1//0CA2 m1).

Documents fournis

La commande Les phénotypes albinos de la banque des documents permet d’accéder a
Plusieurs génotypes pour un méme phénotype (Famille 2) pour charger les fichiers :
arbreTyr2.bmp qui présente I'arbre généalogique de la famille 2 avec indications du phénotype
clinique précis des individus albinos. Dans cette famille, ce sont les alléles tyralb A3 et tyralb A4 qui
sont responsables de I'albinisme ; OCA1 2.bmp qui affiche un texte de présentation du phénotype
clinique des albinismes oculo-cutané de type 1 et
2 ; de plus est présentée la description du test du bulbe pileux ;
proteine-P.bmp qui affiche un texte introduisant le réle de la protéine P (impliguée dans
I"albinisme OCA2) ; pigmentation.bmp qui affiche un texte décrivant I'origine de la
pigmentation de la peau.




—
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L'étude de la famille 2 permet de mettre en évidence le fait que plusieurs genes peuvent étre
impliqués dans la réalisation d’'un phénotype. Les étapes de la démarche suivie peuvent étre
les suivantes :

détermination du génotype des membres de cette famille pour le géne de la tyrosinase ;
mise en relation génotype/phénotype qui doit aboutir a une incohérence pour l'individu 113 si

I'on tient compte du fait que tous les alleles mutés du géne de la tyrosinase sont récessifs
sur I'allele normal. En effet, cet individu est de génotype (tyrcodl//tyrcod2) et est malade ;
formulation d’hypothéses pour expliquer le cas de I'individu 113 (implication d’un autre

gene) ;

prise en compte d’'informations nouvelles : des renseignements sur le réle de la protéine P, qui
ameénent préciser les hypotheses précédentes (I'individu 113 serait porteur de mutations dans

le gene OCA2) ; détermination du génotype de I'individu I3 (et des autres membres de la

famille) pour le gene OCA2.

Conclusion
L'individu 113 est albinos car il est porteur d’'une mutation du gene OCA2 ; il ne peut donc

produire une protéine P fonctionnelle, ce qui explique que la tyrosinase, bien que parfaitement
normale, ne puisse étre active et qu'il n’y ait donc pas de pigmentation de la peau.

Famille 2

u L

O

3 4

Pour le gene de la tyrosinase :
I1, IlI1 et 1113 sont (tyrcod2//tyralb A4)

12 et II1 sont (tyrcod2//tyralb A3) - 13 et
) 114 sont (tyrcodl//tyrcodl) - 14, 113 et lIb
1 ¥ 3 sont (tyrcodl//tyrcod2) - 112 est (tyralb

Ad//tyralb A3) - llI2 est (tyrcodl//tyralh

A3)
m Ijl—_—l l Pour le gene OCA2 :

3 11, 12, 111, 12 et 1I5 sont (OCA2
Phénotype de lindividu 112 - norm//OCA2 norm) - I3, 14, 113,
- absence totale de pigmentation des cheveux, de la peau, des yeux; 14, i, 1z, 3 sont (OCA2

- troubles ooulares | norm//OCA2 ml) - I3 est (OCA2

3 m1//OCA2 m1l)

Phénotype de lindrndu 13

- pigmentation des cheveux, dela peaw, des yeurx, faible 41a naissance |
elle augmente durant la vie sans atteindre le niveau normal |

- troubles ooulaires |

(a partir de Brit. J. Ophtal., 1952, V 36, p. 37).
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®Les phénotypes de |'alphaantitrypsine
Informations scientifiques

Phénotype moléculaire et phénotype clinique

L'alpha AT est une protéine plasmatique constituée d’'une chaine protéique de 394 acides
aminés et de trois chaines latérales glucidiques. Ces chafnes latérales se branchent sur la chaine
peptidique au niveau de trois résidus asparagine (asn 46, 83 et 247). C’est une glycoprotéine
globulaire d’'une masse de 52 kdaltons. Si I'on réalise une électrophorése des protéines
plasmatiques, elle fait partie du pic des alphal globulines, d’ou le début de son nom.

La concentration plasmatique d’alpha AT est généralement comprise entre 1,5 et 3,5 g/I. Elle
diffuse dans le liquide interstitiel ol sa concentration est toutefois beaucoup plus faible (environ
1/10e de celle du plasma). La demi-vie de I'alpha AT est de 4 a 5 jours.

L'alpha AT est produite et sécrétée par les cellules hépatiques. Elle est synthétisée au niveau du
REG sous forme d’un précurseur de 418 acides aminés ; le peptide signal, de 24 acides aminés,
est éliminé durant le passage dans les cavités du reticulum ; c’est aussi lors de ce passage que
la protéine prend sa conformation spatiale et que les trois chaines glucidiques sont ajoutées. La
protéine ainsi glycosylée est transférée dans les saccules golgiens, puis sécrétée par exocytose.
On estime a 34 mg par kilogramme de masse corporelle la production journalieére d’alpha AT.

L'alpha AT est un inhibiteur des protéases a sérine, protéases dont le site actif comprend la
triade d’acides aminés catalytiques : acide aspartique, histidine, sérine. La trypsine, la
chymotrypsine et I’élastase produite par les granulocytes sont des protéases de ce type. L'action
inhibitrice de I'alpha AT sur ces protéases a sérine a été mise en évidence pour la premiere fois
sur la trypsine, d’ol son nom. In vivo, le seul substrat réel pour I'alpha AT est I'élastase, une
endopeptidase puissante capable de cliver la plupart des protéines de la matrice extracellulaire,
notamment I'élastine et les divers collagenes. Cette élastase est libérée par les granulocytes a
leur mort. Au niveau du conjonctif des alvéoles pulmonaires, cette élastase est libérée en
permanence a des taux trés bas.

L'alpha AT protége donc la matrice extracellulaire de divers organes, et notamment au niveau
pulmonaire.

Les études épidémiologiques montrent que les concentrations plasmatiques d’'alpha AT
inférieures a 0,8 g/l sont associées a un risque d’emphyséme pulmonaire. En effet, a ces
concentrations, I'inhibition de I'élastase par I'alpha AT est insuffisante. L'élastase détruit donc
peu a peu le tissu conjonctif, en particulier au niveau des alvéoles pulmonaires, ce qui perturbe
les échanges gazeux et entraine I'emphyseme.

L'alpha AT exerce son action protectrice en se liant fortement, de fagon quasi irréversible, au
site actif de I'élastase. Le site de liaison de I'alpha AT est localisé au niveau des résidus Met382
et Ser383. La méthionine peut étre facilement oxydée, ce qui réduit fortement I'affinité de
I'alpha AT pour |'élastase. Il semble que la fumée de cigarette entraine |'oxydation de la
méthionine ce qui expliquerait, au moins en partie, I'aggravation des symptémes chez le fumeur
en cas de déficience en alpha AT.

Le déterminisme génétique de I'alpha AT

L'alpha AT est codée par un gene situé sur le chromosome 14, et pour lequel on connait de tres
nombreux alleles dans |'espece humaine (75 alleles dont plusieurs avec une fréquence
supérieure a 1 %). Ce gene est composé de 7 exons et 6 introns et comprend 12 200 paires de
bases ; la région strictement codante se trouve au niveau des 4 derniers exons. Les séquences
fournies ici sont des séquences nucléiques strictement codantes, incluant la région
correspondante au peptide signal (24 acides aminés), qui sera excisée dans la protéine mature.
Les alléles peuvent étre regroupés en trois catégories :

Les « variants normaux » (M’'1l, M1, M2, M3) : ils codent pour des molécules d'alpha AT
fonctionnelles. Les mutations apparues dans les alléles M1, M2 et M3 entrainent donc des
modifications de séquences d’acides aminés sans conséquences pour les propriétés de la
molécule d’'alpha AT (mutations neutres). |l existe de nombreux autres alléles « variants
normaux », mais leur fréquence est plus faible (I'allele M4 ayant toutefois une fréquence de
1 a 5 % dans les populations européennes).
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Les « variants déficients » (S et Z) :

Les « variants Null »

L'allele S code pour une molécule d’alpha AT fonctionnelle, mais sécrétée en plus
faible quantité que les molécules codées par les variants normaux. La mutation
(codon 288) entraine un changement d’acide aminé qui semble entrainer une relative
instabilité de la molécule d'alpha AT, cause d'une destruction précoce a l'intérieur
méme des cellules hépatiques. Ce phénomeéne serait a I'origine de la déficience de
sécrétion, la molécule d’alpha AT ayant une durée de vie normale une fois sécrétée.
L'allele Z code pour une molécule d’alpha AT ayant une activité réduite, et sécrétée
en plus faible quantité. Chez les homozygotes Z // Z, les niveaux d’ARNm sont
normaux, ainsi que la traduction, mais aprés leur mise en forme dans le REG, les
molécules d'alpha AT s’agrégent ce qui limite leur transfert vers I'appareil de Golgi et
donc leur sécrétion. La structure tridimensionnelle de I'alpha AT est affectée par cette
substitution.

: ces alleles sont toujours rares, avec une fréquence inférieure a 0,1 % .

Les mutations apparues dans ces alléles font apparaitre un codon stop précoce. Les
protéines codées par ces alléles sont raccourcies, trés instables et rapidement détruites.

L’évolution du géne de I'apha AT

Bien que I'allele M1 soit le plus fréquent aujourd’hui, les généticiens estiment que l'allele M’'1 est
I'allele présent dans les premieres populations humaines. lls s’appuient pour cela sur la
séquence codante du gene connue chez le chimpanzé : cette séquence est identique a celle de
M’1, sauf a un site.

Si M’'1 est I'alléle initial, tous les autres en dérivent par mutations. En admettant que si deux
alléles possedent la méme mutation ils ont une parenté plus grande, on peut établir une filiation
entre les alléles de ce géne.

A1l M2 ATl M3 Allile 5 Al1Ele Mull2 Allsle M1 A1l M1 L1l T Allsle Mull 1
& .\
vt 125 Tyt 24t i
% Ivlat 292
L1l VI3
Ivlxt <400 i
Allsle M1
Ivlut 237 i

84

Les pointillés indiguent cue le morent et Pozdre
d’apparition des rotations an cours du terips ne
soht pas connues

Filiation des alléles de I’alpha AT



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE DE PREMIERE, SERIES S, L ET ES

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

@Les relations génotype/phénotype/environnement

Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Les phénotypes de I'alphaantitrypsine de la banque de themes d’étude permet,
par le développement de I'arborescence, d’accéder a :

Alleles du gene AT qui charge le fichier allAT.edi affichant les séquences nucléiques
strictement codantes de quelques alleles du géne de I'alpha AT - alléles M'1, M1, M2, M3, Z, S,

NULL 1 et NULL 2 ;

Génotypes famillel qui charge le fichier allATfamillel.edi affichant les séquences des alléles du
gene de I'alpha antitrypsine des membres d’une famille dans laquelle existent des cas d’emphyseme
pulmonaire. Les alleles présents dans cette famille sont M’'1, M1, NULL 1 et Z. Un frere et une sceur de
cette famille ont la méme concentration plasmatique en alpha AT, mais seul le frere est atteint
d’emphyseme pulmonaire ; il est précisé sur I'arbre que cet homme est fumeur.

Documents fournis

La commande Les phénotypes de I'alphaantitrypsine de la banque de documents permet d’accéder
aux fichiers :
InfoAlphaAT.bmp pour afficher des informations scientifiques, sous forme d’un petit texte, concernant
I'alpha ATet
la relation entre le déficit en alpha AT fonctionnelle et I'emphyséme pulmonaire ;
familleAlphaAT.bmp qui présente I'arbre généalogique d'une famille présentant des cas
d’emphyseme pulmonaire. Les phénotypes cliniques et biochimiques (concentrations plasmatiques en
alpha AT) sont indiquées pour chaque individu. Les individus fumeurs sont indiqués ;
AllellesAlphaAT.bmp qui présente, sous la forme d’un tableau, la fréquence estimée de chaque allele
dans la population blanche des Etats-unis d’Amérique, et pour chacun de ces alléles indique la
concentration d'alpha AT dans le sang et le risque de maladie chez I’'homozygote ;
GenoPhenoAlphaAT.bmp qui affiche un tableau indiquant les phénotypes biochimiques
(concentration en alpha AT) et cliniqgue en fonction des différents génotypes ;
repartitionSZ.bmp qui affiche les cartes de distribution de fréquence de I'alléle S et de I'alléle Z en

Europe. Résultats obtenus par I'exploitation des séquences nucléiques fournies

Différence par rapport a I’alléle de
référence (M’1) Différence entre la
protéine codée par
R M1
Allele et la protéine codée
Nucléotide Codon par
cet allele
—7 ) i 7
M1 710:c7 T Codon 237 : GCG ¥ GTG Aty
374:G7 A Codon 125 : CGT © CAT R H
M2 710:7T Codon 237 : GCG T GTG Aty
1200:a%¢c Codon 400 :GAA T GAC E?p
M3 710:c7T Codon 237 : GCG © GTG Aty
1200:a%¢c Codon 400 : GAA T GAC E*p
5 710:c?T Codon 237 :GcG © GTG Aty
863:A7T Codon 288 : GAA T GTA E?y
v 1096:G7 A Codon 366 : GAG T AAG ek
» 183 acides aminés au
Null 1 552 : délétion de C Codon 184 : TAC ™ TAG lieu de 418
[d
710:c®T Codon 237 : GGG ® GTG ATV
Null 2 PS PS 240 acides aminés au
721:A7 T Codon 241 : AAG T TAG lieu de 418

Tableau de comparaison des alléles de I’'alpha AT et des protéines

correspondantes

La comparaison des alleles des membres de cette famille aux différents alleles du géne de
I'alpha AT permet de déterminer le génotype de chaque individu de la famille. L'arbre



généalogique fourni précisant les taux d'alpha AT plasmatique des différents membres de la
famille ainsi que leur phénotype clinique, on pourra ainsi discuter de la relation
génotype/phénotype.
8
5
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Arbre généalogique d'une famille
dont certains membres présentent des cas
d'emphyséme pulmonaire

1,15 g/l

II

0,3 G,—"’l 10 g ] 1,65 235 '»3'-_ 0 "-j.-’l 2,9 g.l'fl
g/1
111
@ %
1,02 g/l 0,5 g/l
VA : emphyséme pulmonaire

I:‘ O - pas de signes d'emphyséme pulmonaire

Individu I15 © décédeé a 40 ans. Troubles depuis I'Age de 30 ans
Individu I113 : fumenr.

Génotypes des individus de la famille

Individu Génotype
1 M’1 // Null 1
|2 M1 // Null 1
1 Z//Z
12 M’1 // Null 1
I3 M1 // Null 1
114 M'1// M1
1) Null 1 // Null 1
116 M1 // M1
i M'1//Z
2 M1 // Null 1
I 3 M1 // Null 1

Les deux alléles présents chez un individu s’expriment indépendamment I'un de l'autre. On
trouve donc dans le sang, en cas d’hétérozygotie, les deux types d’alpha AT. On peut donc
parler de codominance a ce niveau. Cependant, au niveau clinique, on peut parler de phénotype
normal dominant sur les phénotypes S, Z, Null 1 et Null 2. Ainsi :
les personnes qui possedent deux alleles Null présentent les symptomes d’emphyséme
avant I’age de 30 ans et vivent rarement au-dela de 40 ans ;
les individus de génotype Z//Z, donc qui possedent des concentrations plasmatiques variant
entre 0,15 et 0,5 g/l d’alpha AT souffrent aussi d’emphyseéme, mais plus tardivement et leur
espérance de vie peut atteindre 60 ans ;
pour les individus ayant une concentration en alpha AT a la limite du risque d’emphyseme (0,9 a
1,2 g/l), le risque peut étre fortement aggravé par des facteurs de I’environnement comme la
fumée du tabac.

La possession d’un seul allele normal suffit pour avoir une concentration suffisante d'alpha AT
protectrice vis a vis de |'élastase.
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® Xeroderma
Informations scientifiques
Le phénotype xérodermique ou Xeroderma pigmentosum

Au niveau clinique : les symptémes de la maladie

Le Xérodema pigmentosum se traduit par des anomalies de pigmentation de la peau. Les
premiers signes apparaissent tres précocement, dés I'age d’'un ou deux ans. On observe d'abord
une hypersensibilité aux rayons UV solaires (provoguant des érythemes intenses), puis des
altérations de la peau exposée (sécheresse cutanée, taches hyperpigmentées, kératose). C'est
donc une affection radio-induite.

Des inflammations de la cornée et de la conjonctive apparaissent dés I'age de 4 ans.

Des tumeurs cutanée et ophtalmiques sont fréquentes dés I'ége de 8 ans, et la fréquence des
cancers cutanés est multipliée par presque 5 000 chez les sujets de moins de 20 ans, par
rapport a un groupe témoin.

Environ 20 % des malades développent aussi des anomalies neurologiques, avec une perte
progressive des neurones du cortex cérébral.

L'espérance de vie des malades est réduite de 30 ans en moyenne par rapport a un groupe
témoin.

Au niveau cellulaire : les caractéristiques des cellules des malades

Les troubles observés résultent de I'atteinte de I'’ADN des cellules (surtout des cellules cutanées)
par les rayons UV (UVB surtout).

Une expérience permet de mettre en évidence les mécanismes déficients dans les cellules d'un
individu xérodermique. La technique présentée ci-dessous est utilisée pour le diagnostic
anténatal du Xeroderma pigmentosum (elle se fait alors sur des cellules prélevées par biopsie
du trophoblaste a la 9e semaine ou sur des cellules prélevées lors d’'une amniocentése a la 16e
semaine) :

protocole : des cellules préalablement irradiées aux UV sont mises en présence de thymidine
tritiée ; la mesure est effectuée par autoradiographie en comptant le nombre de grains
d’argent par noyau. Cette méthode de diagnostic est appelée méthode UDS (Unscheduled
DNA synthesis) ;
résultats : on constate une incorporation de thymidine tritiée beaucoup plus importante dans
les cellules issues d'individus sains que dans les cellules des malades atteints de
Xeroderma., comme l'indique le document ;
Le diagnostic ante-natal de Xeroderma Pig i : résuliats par la méthode de 1'UDS
60 5

Cellules normales (X 100)

-

¢ ——Témoin XP
- Cellules foetales

—— Cellules XP hétérozygotes
—8— Témoin normal '

Cellules Xerodermigues (X 100)

Grains par noyau
[*5)
=
L

P
=
1

Doses d'U¥ C {(Jim?)

interprétation : I'irradiation aux UV a entrainé I'apparition de nombreuses mutations dans
I’ADN des cellules, notamment la formation d’une liaison covalente entre deux pyrimidines
adjacentes sur un méme brin ; il y a donc formation de dimeres TT, CC, CT, TC. La formation
de ces dimeres a pour conséquence une distorsion de la double hélice (forte courbure de 7 a
44°), avec des répercussions sur la transcription, la réplication. Le document suivant
présente une molécule d’ADN ainsi altérée (image obtenue a I'aide du logiciel Rastop -
fichier « adnmut.pdb) ;
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lésion de I'ADN
due aux UV —

Dans les cellules normales, ces mutations sont détectées et réparées selon le mécanisme
présenté plus loin ; il y a donc incorporation de thymidine tritiée pour la synthese de I’ADN
reconstruit. Dans les celllules de I'individu atteint de Xeroderma, cette incorportation n’'a pas
lieu, ce qui laisse penser que la réparation de I'’ADN ne se fait pas correctement.

Habituellement, 80 % de I’ADN est réparé en 15 minutes ; chez les individus atteints de
Xeroderma le taux de réparation n’est que de 10 %.

Le phénotype cellulaire Xeroderma consiste donc en une hypersensibilité aux rayons UV due a
un défaut dans le processus de réparation des lésions de I’ADN provoqués par les rayons UV de
la lumiere solaire.

Le schéma suivant présente de facon simplifiée les mécanismes réparateurs de I’ADN |ésé, et
I'image a droite (obtenue avec le logiciel Rastop, fichier lvas.pdb) présente une protéine
réparatrice fixée sur la molécule d’ADN.

UV™a,
Y "

™

y

M Reconnaissance de la zone lésée

Pat

I : : L : I | Ouverture de la double hélice

| HEREN | Excision du dimére

Mise en place des nucléotides

F i i ”
| | L1l I | manquants par la polymérase

ey protéine réparatrice
‘l’ (endonucléase)

I Rétablissement des liaisons
leLLIJI par I'ADN ligase
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Déterminisme génétique du phénotype moléculaire

Chez I'Homme, une trentaine de protéines sont impliquées. Seules quelques unes d’entre elles
seront étudiées ici :

Protéines impliquées Géne impliqué
Recherche et reconnaissance |* XpC permet la fixation de la protéine xpA Le géne xpC est localisé sur le
de la lésion sur I’ADN. chromosome 3
* XpA est une protéine de 273 acides aminés a Le géne xpA est situé sur le
4 doigts de zinc impliqués dans la liaison a chromosome 9

I’ADN ; elle participe au recrutement des
autres protéines

Ouverture de la double * 3xpD (ou ERCC2) et xpB (ou ERCC3), Le geéne xpD est situé sur le
hélice protéines ayant respectivement 760 et 782 chromosome 19
acides aminés. Le géne xpB est situé sur le
* FElles participent a I’ouverture de la double chromosome 2
hélice sur environ 25 pb
Incision de part et d’autre [* xpG (ou ERCCS) et xpF (ou ERCC4), Le geéne xpG est situé sur le
de la 1ésion et excision protéines ayant respectivement 1186 et 916 chromosome 13
acides aminés. Le géne xpF est situé sur le
* Ce sont des endonucléases qui coupent chromosome 16

respectivement en 3’ et 5° de la 1ésion,
incisant ainsi un fragment de 27 a29
nucléotides. Elles clivent spécifiquement la
molécule d’ADN au niveau ou les deux
brins se désolidarisent.

Resyntheése puis ligation [+ Plusieurs protéines sont impliquées, et
interviennent notamment dans le
recrutement des ADN polymérase qui vont
« combler la bréche ».

Chez les individus atteints de Xeroderma pigmentosum, une des premieres étapes de cette
réparation est déficiente. Au moins 8 génes seraient impliqués dans cette maladie.

Relation génotype, phénotype, environnement

La seule solution thérapeutique reste la prévention : il s’agit de maintenir le malade a I'abri de
toute lumiére solaire. Les sujets atteints qui sortent dehors le jour doivent porter des vétements
a manches longues, des pantalons longs, un chapeau a larges bord et des lunettes de soleil ; le
visage et les mains doivent étre protégés par une creme spéciale, a base d'oxyde de zinc ou
d’oxyde de titane ; les textiles utilisés ne doivent pas laisser passer la lumiére. A I'intérieur,
durant la journée, ils doivent se tenir loin des fenétres, et la lumiere artificielle doit étre émise
par des lampes munies de filtres.

Les tumeurs sont enlevées au fur et a mesure de leur apparition, et on utilise des composés
rétinoides pour empécher leur progression. Des autogreffes de peau prélevée dans les parties
non exposées au soleil sont également réalisées.
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Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies
L'exploitation des données fournies permet d’aborder des notions suivantes :
le phénotype peut se définir a plusieurs niveaux ;
le génotype détermine le phénotype moléculaire, lui-méme responsable du phénotype cellulaire
et clinique ;
plusieurs génotypes peuvent correspondre au méme phénotype ;
il existe des relations de dominance récessivité entre les alleles d'un gene ;
des facteurs de I'environnement peuvent avoir une influence sur le phénotype.
Des données complémentaires sont disponibles sur le site Biotic de I'INRP (notamment en ce qui

concerne la thérapie génique). D’autre part, il est a noter que les données fournies ici peuvent
aussi étre utilisées dans le cadre de I'étude du polymorphisme génique.

@ La diversité des phénotypes et les relations génotype/phénotype

Documents fournis

La commande Le phénotype xeroderma de la banque de documents permet d’accéder aux fichiers :
phenoxeroderma.bmp qui affiche un texte de présentation du phénotype xérodermique et des genes
mis en cause ;

ADNanormal.bmp qui présente une visualisation 3D obtenue avec le logiciel Rastop (fichier
adnmut.pdb) d’'un fragment d’ADN altéré par des UV (formation d'un dimeére entre deux bases
pyrimidiques adjacentes, ce qui provoque une déformation de I’ADN) ;
protreparADN.bmp qui présente une visualisation 3D obtenue avec le logiciel Rastop (fichier 1vas.pdb)
montrant une endonucléase positionnée sur I’ADN a réparer ;

repar.omp qui affiche un schéma présentant de facon simplifiée les étapes d’'un des
mécanismes cellulaire de réparation de [’ADN

L’étude de ces documents permet de définir le phénotype a différents niveaux

Phénotype clinique Phénotype cellulaire Phénotype moléculaire

Protéines du systeme de réparation de
I’ADN
fonctionnelles (protéines xpa, xpb...)

Réparation rapide et efficace des
altérations de I’ADN

Individu sain

Réparation trés réduite des
altérations
de I’ADN qui s’accumulent donc
dans les cellules

Individu atteint de Xeroderma Certaines protéines du systeme de

réparation de I’ADN ne sont pas
fonctionnelles

Le génotype détermine le phénotype moléculaire, lui-méme responsable du phénotype
cellulaire et clinique

Fichiers des séquences

La commande Xeroderma de la banque de themes d'étude permet , par développement de
I’arborescence, d’atteindre Polymorphisme xpa pour accéder a Alleles xpa qui charge le fichier
xpa_adn.edi affichant les séquences strictement codantes de 10 alleles du gene xpa (alleles xpa_Norm
et xXpa_1 a Xxpa_97-

Les résultats et conclusions des comparaisons entre les alléles d’'un gene d’une part et les protéines
correspondantes d’autre part sont fournies ci-dessous.

Différences au niveau
nucléique Différences au niveau
Nucléotide
modifié Codon modifié protéique
Xpa Norm Allele de référence
Xpa_1 En261G A Codon 72866 T aca | Aucun nggffnnggnt dela
Xpa 2 En149G ?T Codon 50 TGT # TTT c?F
Xpa 3 En381G ?C Codon 127 CAG # CAC Q *H
Codon 153 CGA * TGA Chaine plus courte : 152
Xpa_4 En457C a‘T (codon stop) acides amFi)nés au lieu de 215
Xpa 5 En557A G Codon 186 CAT ®CGT H PR
En139T G Codon 47 TGC ® GGC c?c
En148T ® A Codon 50 TGT # AGT c?s
Xpa_6 En 202 # Codon 68  # *
T G TGT GGT C G
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Xpa_7

En211T ? A Codon 71 TGC ® AGC c?s
Délétion des Décal q dre d Chaine plus courte : 35
nucléotides ecalage du cadre de acides

59a78

lecture

aminés au lieu de 215
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Délétion du nucléotide Decala%gc?t:rgadre de Chaine plus courte : 80
Xpa_8 ¢ Apparition d'un codon stop acides
- 200 . aminés au lieu de 215
précoce
Délétion des 3 Chaine plus courte : 61
nucléotides Décalage du cadre de acides
Xpa_9 172 a176 lecture aminés au lieu de 215

Les protéines xpaNorm et xpa 1 sont fonctionnelles. Les autres protéines ont une activité nulle

ou réduite.

Fichiers des séquences

La commande Xeroderma de la banque de themes d'étude permet , par développement de
I’arborescence, d’atteindre Polymorphisme xpb pour accéder a Alleles xpb qui charge le fichier
xpb_adn.edi affichant les séquences strictement codantes de 3 alleles du gene xpb (alleles xpb_Norm

et xXpb_Tetxpb_2):

Différences au
Différences au niveau nucléique niveau
Nucléotide modifié| Codon modifié protéique
Xpb Norm Alleéle de référence
Xpb 1 En296T #C Codon 99 TTC % TCC Fes
Xpb 2 En355A ®C Codon 119 ACT * cCT T®p

La protéine xpbNorm est fonctionnelle. Les autres protéines ont une activité nulle ou réduite.

Fichiers des séquences

La commande Xeroderma de la banque de theémes d’étude permet , par développement de
I’arborescence, d’'atteindre Polymorphisme xpc pour accéder a Alleles xpc qui charge le fichier
xpc_adn.edi affichant les séquences strictement codantes de 4 alléles du géne xpc (alléles xpc_Norm

et Xpc_T a xpc_3).

Différences au niveau nucléique Différences au niveau
Nucléotide modifié | Codon modifié protéique
Xpc Norm Alléle de référence
Xpc 1 En2452A ®C Codon 818 AAA # CAA K *q
Xpc_2 Addition d’un triplet GTG Codon 582 en plus Un acide aminé en plus en 582 ;
en 1744, 1745, 1746 chaine de 941 acides aminés au
lieu de 940
Xpc_3 Délétion de deux Décalage du cadre de Chaine plus courte ; 401
nucléotides en 1137 et
1138 lecture acides aminés au lieu de 940

La protéine xpcNorm est fonctionnelle. Les autres protéines ont une activité nulle ou réduite.

Fichiers des séquences

La commande Xeroderma de la banque de themes d’étude permet , par développement de
I'arborescence, d’atteindre Polymorphisme xpd pour accéder a Alléles xpd qui charge le fichier
xpd_adn.edi affichant les séquences strictement codantes de 6 alleles du gene xpd (alleles xpd_Norm

et xpd_Ta xXpd_5).

Différences au niveau nucléique Différences au niveau
Nucléotide modifié| Codon modifié protéique
Xpd Norm Alléle de référence
Xpd 1 En1975C ? T Codon 659 CGG ? TGG R Tw
Xpd 2 En1553A ® G Codon 518 TAC * TGC y *c
Xpd 3 En1976 G A Codon 659 CGG ® CAG R *q
Xpd_4 En2104C * T Codon 702 CAG ® TAG Chaine plus courte : 701
(codon stop) acides aminés au lieu de 707
Xpd_5 Délétion a partir du | Manque tous les codons a | Chaine plus courte : 692
nucléotide 2078 partir du 693 acides aminés au lieu de 707

La protéine xpdNorm est fonctionnelle. Les autres protéines ont une activité nulle ou réduite.

Fichiers des séquences

La commande Xeroderma de la banque de theémes d’étude permet , par développement de
I’arborescence, d'atteindre Polymorphisme xpf pour accéder a a Alleles xpf qui charge le fichier




xpf_adn.edi affichant les séquences strictement codantes de 7 alleles du géne xpf (alleles xpf Norm et
xpf_1 a xpf_6).
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Différences au niveau nucléique Différences au niveau
Nucléotide modifié| Codon modifié protéique
Xpf Norm Alléle de référence
Xpf 1 En2362C T Codon 788 CGG ? TGG R Tw
Xpf 2 147167 A Codon 491 GAA 7 AAA E K
155317 C 516 ATT © ACT T?
Xpf_3 En1666 G # A Codon 556 ACA ® GCA T %A
Décalage du cadre de Chaine plus courte ; 672
Délétion du nucléotide lecture acides
1937 aminés au lieu de 905
En 1332, 133 addition Décalage du cadre de Chaine plus courte : 481
Xpf 4 de lecture acides
deux nucléotides aminés au lieu de 905
Xpf 5 En642A * G Codon 214 ATA © AGA I
En1504G % A Codon 582 GCA ® AGA G *R
Xpf_6 En1436G © A Codon 479 CGG * CAG )
En1790T ? ¢ Codon 597 CTT * ccT L?p

La protéine xpfNorm est fonctionnelle. Les autres protéines ont une activité nulle ou réduite.

Fichiers des séquences

La commande Xeroderma de la banque de themes d'étude permet , par développement de
I’arborescence, d’atteindre Polymorphisme xpg pour accéder a Alleles xpg qui charge le fichier le
xpg_adn.edi affichant les séquences strictement codantes de 3 alleles du gene xpg (alleles xpg_Norm

et Xpg_l et xXpg_2)-

Différences au niveau nucléique

Différences au niveau

(codon stop)

Nucléotide modifié| Codon modifié protéique
Allele de
Xpg Norm référence
Xpg_1 En2375C ? T Codon 792 GCG ® GTG Ay
Xpg_2 En3076G 7 T Codon 1026 GAG * TAG Chaine plus courte ; 1025

acides aminés au lieu de
1185

La protéine xpgNorm est fonctionnelle. Les autres protéines ont une activité nulle ou réduite.

Bilan

Des mutations nombreuses et variées (récapitulées par type de mutations dans le tableau ci-
dessous), pour chacun des génes impliqués. Donc un polymorphisme important.

Type de mutation Alléles
Substitution muette Xpal
xpaz2, xpa3, xpa4, xpab, xpcl, xpdl, xpd2,
Substitution faux-sens xpd3,

xpfl, xpf2, xpf5, xpf6, xpgl

Substitution non-sens

xpa4, xpd4, xpg2

Délétions

xpa7, xpa8, xpa9, xpc3, xpd5, xpf3

Addition

xpc2, xpfd

Des mutations aux effets variés sur le phénotype moléculaire :
aucune variation de la séquence d’acides aminés (mutation muette) ;
changement de la séquence d’acides aminés (mutations faux-sens ; additions) ;
protéine plus courte (délétions, mutations non-sens) ;
des conséquences sur le phénotype cellulaire et clinique :

une protéine plus courte sera non fonctionnelle ; donc le systéme de réparation des
altérations de I’ADN sera défaillant et les cellules vont devenir facilement

cancéreuses ;

une protéine dont la séquence d’acides aminés change beaucoup sera aussi non
fonctionnelle (le réle d’'une protéine dépend de sa structure spatiale, elle-méme

déterminée par sa séquence), avec les mémes conséquences que précédemment ;
le changement d’un seul acide aminé aura des conséquences variables : elles seront
importantes si cet acide aminé fait partie du site actif ou est important pour la

structure spatiale de la protéine.
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@ La complexité des relations génotype/phénotype

Séquences et documents

Fichiers de séquences

La commande Xeroderma de la banque de themes d’étude permet, par développement de
I’arborescence, d’'accéder a :

Génotypes famillel qui charge le fichier allfamlxero.edi affichant les séquences strictement
codantes des alleles du gene xpc des individus de la famille 1 , et séquences des alleles du gene xpc
présents dans cette famille. Le génotype d’Adrien, Betty et Jérdme est xpcNorm//xpcl ; celui de
Priscille est xpcNorm//xpcNorm ; celui de Nicolas est xpcl//xpcl ;

Génotypes famille2 qui charge le fichier allfam2xero.edi affichant les séquences strictement
codantes des alleles du gene xpc des individus de la famille 1 et séquences des alléles du gene xpc
présents dans cette famille. Le génotype de Grégoire, Marie, Jean et Anne est xpcNorm//xpc2 ; celui de
Mélanie est xpc2//xpc2 ;

Génotypes famille3 qui charge le fichier allfam3xero.edi affichant les séquences striccement codantes
des alléles du gene xpc des individus de la famille 1 et séquences des alleles du gene xpc présents
dans cette famille. Michel et Sylvie ont pour génotype : xpcNorm//xpc3 ; Agnes et Tristan ont pour
génotype : xpc3//xpc3 ; Elodie a pour génotype xcpNorm//xpcNorm.

Documents fournis
La commande Xeroderma de la banque de documents permet d’accéder aux fichiers :

XeroarbreFamillel.bmp qui présente I'arbre généalogique de la famille 1 dont I'un des enfants est
atteint de
xeroderma ;
XeroarbreFamille2.bmp qui présente I'arbre généalogique de la famille 2 dont I'un des
enfants est atteint de xeroderma ;
XeroarbreFamille3.bmp qui présente I'arbre généalogique de la famille 3 dont deux des enfants

sont atteints de xeroderma.

L'exploitation des données concernant les familles proposées permet de déterminer les relations
de dominance/récessivité des alleles en cause, mais aussi de montrer qu'un phénotype
xérodermique peut étre d(i a des mutations différentes.

Pour chaque famille, est fourni : I'arbre généalogique avec indication du phénotype clinique, les
séquences des alleles de chaque individu pour le gene concerné, les alleles de référence du
gene concerné.

La comparaison des alléles de chaque individu permet de déterminer son génotype. Les
résultats figurent ci-dessous :

Famille Génotypes
Pragon®
L. )
Ldrien i Betty
X ]
{ )\l Adrien, Betty et Jérome : xpcNorm//xpcl
B e 4 Jérome Priscille : xpcNorm//xpcNorm ;
e Nicolas Nicolas : xpcl//xpcl
Famillel
(en hachuré: indrvidu atteint de Xeroderma)
1
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/,ﬂ"‘\
Grégoire U Marie

[ 1
@ (\, Grégoire, Marie, Jean, Anne : xpcNorm//xpc2
Mélanie — Anne Mélanie : xpc2//xpc2.

Jean

Farmlle2

(en hachuré: indradu atteint de Xeroderma)

g

Ilichel [k’ Syhe

[ | Michel et Sylvie : xpcNorm//xpc3
f\ (/j Agnés et Tristan : xpc3//xpc3
ﬁagnéﬂ@ / N Elodis Elodie : xpcNorm//xpc3
Tnstan
Famulle 3

{en hachwré: indradu attemt de Xeroderma)

La comparaison du génotype d'un individu hétérozygote avec son phénotype sain permet de
dire que les alleles mutés sont récessifs par rapport a l'allele normal. Ces relations de
dominance/récessivité ne se concoivent qu’au niveau du phénotype cellulaire et clinique, car
tous les alleles s’expriment.

Des facteurs de I’environnement peuvent avoir une influence sur le phénotype

Documents fournis

La commande Xeroderma de la banque de documents permet d’accéder au fichier protect.bomp qui
affiche un texte précisant ce que doivent prendre les individus xérodermiques pour éviter les UV.
L'influence de facteurs de I'environnement comme les UV peut étre mise en évidence en
comparant le phénotype de deux individus, ayant des génotypes identiques (par exemple
xpc2//xpc2), mais qui vivent dans des conditions différentes. En effet, si I'un de ces individus est
exposé aux rayons UV il développera trés rapidement des cancers cutanés ; par contre,
I'individu qui prendra toutes les mesures de protection nécessaires vis a vis des UV ne
développera pas de cancers cutanés.

Les possibilités d’édition de séquences offertes par le logiciel Anagéne permettent a chaque
enseignant de créer ses propres exemples.
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@Prédisposition génétique au cancer du sein

Informations scientifiques

(d’aprés un article de la Société Francaise de Génétique Humaine, écrit par les Docteurs D.
Stoppa- Lyonnet, Institut Curie, C. Bonaiti-Pellie, INSERM, et le professeur Yves-Jean Bignon,
Unité d’oncogénétique - centre J. Perrin).

Le cancer du sein touche environ, dans nos populations, une femme sur 12 vivant jusqu’a I'age
de 80 ans. Avec environ 26 000 nouveaux cas et 11 000 déces chaque année, c'est la premiere
cause de mortalité par cancer chez la femme.

Il existe plusieurs prédispositions au cancer du sein. Seule I'une d’entre elle sera étudiée ici.

Certaines familles sont tres touchées par le cancer du sein ; dans ces familles, le risque d'étre
touché par ce cancer peut étre multiplié par 8 a 10 par rapport a celui de la population générale.
Environ 10 a 15 % de ces cancers du sein sont liés a la transmission selon un mode
autosomique dominant d'un allele muté du géne BRACL ou du gene BRCA2 (la certitude qu’il
s'agit d’'une forme monogénique n’est obtenue que lorsqu’une mutation est identifiée).

Ce mode de transmission peut étre évoqué lorsque I'on constate |'association des critéres
suivants :

nombre de cas élevé dans une méme famille ;

précocité des atteintes cancéreuses (moins de 40 ans) ;

atteinte mammaire bilatérale ;

association fréquente avec un cancer de I'ovaire ;

observation de cancer du sein chez I’'homme (rare).
Chez les femmes ayant hérité d’'une mutation dominante de ce gene, le risque tumoral
mammaire est élevé :
environ 38% a 50 ans ; la pénétrance est donc élevée, mais pas totale.

Les génes BRCA1l et BRCA2 ont été identifiés en 1994 et 1995, et sont localisés sur
respectivement sur les chromosomes 17 (17g21) et 13 (13gl4). Ces genes sont de grande
taille : 5592 nucléotides répartis en 22 exons pour la séquence codante du géne BRCA1 ; 10254
nucléotides répartis en 26 exons pour le gene BRCA2 ; les exons 11 de chacun de ces genes sont
de tres grande taille.

Les genes BRCA1 et BRCA2 font partie des génes suppresseurs de tumeur : les protéines codées
par ces genes sont localisées dans le noyau et sont impliquées dans la réparation de I’ADN, mais
leur réle précis n'est pas encore bien connu.

Les genes BRCA1 et BRCA2 ne sont pas impliqués dans les formes de cancer non héréditaires.

On connait de tres nombreuses mutations de ces genes BRCAL et BRCA2 (plus de 900 mutations
différentes connues au début de I'année 2000) ; la plupart de ces mutations sont de type «
inactivateur » c'est a dire qu’elles entrainent la synthése d’une protéine non fonctionnelle. On
arrive a identifier la mutation en cause dans une famille (s'il y a implication du géne BRAC1 ou
du gene BRCA2) dans environ 70% des cas, en utilisant les techniques classiques (SSCP, DGGE,
HA). D'autre part, on constate que la plupart des cellules tumorales ont perdu I'alléle normal.

On estime la fréquence des sujets porteurs de mutations BRCAL entre 1/500 et 1/2000, et celle
des sujets porteurs de mutations BRCA2 entre 1/2150 et 1/700.

Chez les sujets atteints, un test génétique peut étre réalisé pour tenter d’identifier la mutation
en cause ; cette recherche est tres longue (plusieurs mois) car elle nécessite le criblage de
I'’ensemble des deux génes. Si une mutation a été identifiée, un diagnostic pré-symptomatique
peut étre réalisé chez les personnes apparentées ; il s’agit d'un test simple, réalisable en
quelques jours puisque la mutation a été identifiée. Si le résultat est négatif, la surveillance sera
celle proposée habituellement a la population ; si le résultat est positif, une prise en charge
adaptée est proposée avec une surveillance accrue (mammographie annuelle dés I'age de 30
ans, échographie annuelle pour dépister un cancer de |'ovaire a partir de 35 ans...).

Des facteurs environnementaux peuvent favoriser la survenue des cancers du sein chez les
individus porteurs d’un allele muté : on a estimé que le risque tumoral mammaire chez une
femme porteuse d'une mutation BRCAL est prés de 3 fois plus important si elle est née apres
1930 gu’avant. Il peut s’agir de facteurs alimentaires, qui influencent I’horloge hormonale.
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Pistes d’exploitation pédagogiques des données fournies

Les séquences et documents fournis ici permettent d’aborder, en 1l S, la notion de
prédisposition familiale et de génes de susceptibilité dans le cas d’un cancer : le cancer du sein.
Cette étude sera I'occasion de mettre I'accent sur I'intérét du dépistage et de la surveillance
accrue des personnes a risque.

@ Phénotype clinique et moléculaire en relation avec le génotype
Séquences et documents

Fichiers des séquences

La commande Cancer du sein de la banque de themes d’étude permet, par développement
de I'arborescence, d'accéder a :

Alleles BRCA1 qui charge le fichier BCRAl.edi affichant les séquences strictement codantes de l'allele de
référence (allele référence BRCA1) et de 3 alleles mutés (allele m1 BRCAL - allele m2 BRCA2 - allele m3
BRCA3) du gene BRCAL, et des protéines correspondantes. Tous les alleles mutés fournis ici codent pour des
protéines non fonctionnelles ;

Alleles BRCA2 qui charge le fichier BRCA2.edi affichant les séquences strictement codantes de
I'alléle de référence (alléle référence BRCA1) et d’un allele muté (allele m1 BRCA2) du gene BRCA2, et
les protéines correspondantes. L'allele muté fourni ici code pour une protéine non fonctionnelle ;

Famillel et alleles qui charge le fichier BRCAl-famillel.edi affichant les alléles du gene BRCA1 des
membres de la famille 1 dont I'arbre généalogique (fichier FamillelBRCA.bmp) est chargé
simultanément. Les génotypes des membres de la famille sont les suivants :

(alléle ref. BRCA1//allele ref. BRCA1) : 12, II1, 116; 1111
(allele ref. BRCA1//allele mut2 BRCA1) : 11; 112; 113; 114; 1I5; 1112; 1113
Documents fournis

La commande Cancer du sein de la banque de thémes d’'étude permet d’'atteindre Génes de
susceptibilité pour charger les fichiers :
genes.bmp qui affiche un texte de présentation des genes BRCAL et BRCA2 ;

courbe.bmp qui affiche la courbe indiquant la fréquence d’apparition d'un cancer du sein en fonction
de I'age chez des femmes porteuses d’un alléle muté du gene BRCA1 ou du géne BRCA2 (d'apres un
article de Science, Vol 302, 24 octobre 2003) ;

arbreFamillelCancer.omp qui présente l'arbre généalogique de la famille 1 . Dans cette famille,
plusieurs cas de cancers du sein ont été observés, touchant plusieurs générations. lls sont liés a la
présence d'un allele muté du gene BRCAL1 (l’allele mut2), qui provient a I'origine du pere I1.

Arbre de la famille 1

I 1 84 ans

I 56 ans
1

I
1

Homme non atteint de cancer

02 — atteinte " un cancer du sein &4 38 ans

T4 — atteinte 4’ un cancer du sein & 32 ans,
O Femme non atteinte de cancer puis d'un cancer des ovaires a 36 ans

I5— atteinte d"un cancer du sein 4 52 ans
T2 — atteinte d’un cancer du sein & 26 ans

Femme atteinte de cancer
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Le constat fait sur I'arbre généalogique (nombre élevé de femmes atteintes d’un cancer du sein
dans cette famille, age précoce d’apparition du cancer) suggere l'implication d'un facteur
héréditaire. Le texte de présentation des genes BRCA et la courbe confirment que des mutations
de certains genes, comme BRCA1 et BRCA2 peuvent étre mises en relation avec les phénotypes
cancéreux étudiés, la présence d'un allele muté augmentant beaucoup le risque d’apparition
d'un cancer du sein.

Risque d'apparition d’un cancer du sein
chez les femmes porteuses d'un alléle
muté du géne BRCA1 ou BRCAZ
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(daprés un article de Science, Vol 302, 24 sctobre 2003)

Le travail réalisé a partir des séquences fournies permet de relier génotype/phénotype
moléculaire et phénotype clinique.

Comparaison simple des alléles du géne BRCA1 et mise en relation avec la comparaison simple des protéines
BRCA1 correspondantes : (les séquences nucléiques étant trés longues, I'alignement avec discontinuité est
déconseillé avec des machines peu performantes)

Comparaison Ref et m1

délétion de deux nucléotides - 3
(A et 6 en positions 68 et £9) apparitien précoce d'un codon stop
donc protéine plus courte (38 acides

aminés au lieu de 1863)

décalge du cadre de lecture, donc
medification des acides aminés a partir du 23e

50 60 T0 80 90 110
o | Rrnn | s e L e T EIRIEAR] R
¥ | Traitement 1| |0
allele référence brca (4 +[0 CTATGCAGAAAATCTTAGAGTGTCCCATCTGTCTGGAGTTGATCAAGGAACCTG TG TCCACARAGTGTE
allgle ml breal LT o e e R e T--CC-ATC-G-C-GGA-TTGATCAAGGAACCTG-C——C9--A-GT-——-AC
alléle m2 breal ORI R - = s s e e e R s s e e e e e e e e e e e e e
alléle m3 breal S 1 I ——————— R e
Traiterment 4| +|0
protéine ref. BRCAT (4] +[0 A H 0 K I E ¢C P I C L E L I K E P U H
protéine m1 BRCAT (4 +[0 SR U § H L § 6 U D QG TILCL H K U
FllEHEmaBR O TN o oo o G0 TR RO TR ONTE AR R ONTE OB OUTE N UM ONTE MW YW AW U Um oam
[ [ A e e
| Sélection: 0/10 lignes fis M

~N ©
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Comparaison Ref et m2

TAA = codon stop

substitution € --» T en position 220
(le codon CAA T4 devient TAA)

Traitement i

alléle référence broa (4 »

-
-

all&le ml brcal

v
-
-

alléle méd breal

allgle ma breal

Y
r

Traitement 4
pratéine ref, BRCAT [4] »
protéine m1 BRCAT [4) »
protéine m2 BRCAT [4] »
protéine m3 BRCAT 4] »
| Sélection : 0/10 lignes 7

oOlaolo|o|o| oo al O] O

protéine plus courte (73 acides aminés aulieu de 1863)

Comparaison Ref et m3

apparition précoce d'un codon stop {codon 375)

délétion du nucléotide C en position 1121

Traitement il

-
-

alléle reférence bica

all&le il broal AAG-TG-TCCTTGGAT- A-T-

-
-

-
-

o|lolo|lo|l ol ol ol o] o 2

alléle ma breal

alléle m3 breal

-
-

Traitement il
protéing ref. BRCAT |4 »
protéine m1 BRCAT |4 »
protéine m2 BRCAT |« »
protéine m3 BRCAT |4 »
| Sélection : 010 lignes 4]

I_z

protéine plus courte (374 acides aminés au lieu de 1863)
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Comparaison simple des alléles du géne BRCA2 et mise en relation avec la comparaison simple
des protéines BRCA2 correspondantes :

délétion du nuclétoide T en position 771 apparition précoce d'un codon stop
(codon 276) \
710 T80 790 800 810 820
s Dalcallee iy, el el et et |l et sl AL el el WAl ATl g,
¥ | Traitement a0
all&le ref. broas al »|0 AAACACAARTCAAAGAGAAGCTGCAAGTCATGGATTTGGAAAAACATCAGGGAATTCATTTAAAGTA
all&le ml broas LY 1 ettt CA--GAGA-GCTGCA-GTCATG-AT--G-A——---CATCAG—-A-T-CAT--A—-GTA-
Traiternett 4|+l
Proteine ref. brea2 [« #)0 E H T H J R E A A 5 H 6 F G K T § 6 H § F K U
Proteineml brca2 [« - - - - K E K L g U MW D L E - H O - I H L -
| Sélection ; 0/6 lignes ﬂ J
protéine plus courte
(275 acides aminés au lieu de 3418)
Conclusions

Les mutations présentes dans les alleles mutés fournis ici entrainent toutes la synthese d’une
protéine non fonctionnelle, le plus souvent tronquée a cause de I'apparition précoce d’'un codon
stop. Ces protéines ne peuvent donc remplir leur réle réparateur de I’ADN dans la cellule, ce qui
favorise |I'apparition du cancer du sein.
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@Notion de prédisposition familiale

L'arbre généalogique suggére une prédisposition des femmes de cette famille au cancer du sein.
Une des facons d’introduire le probléme est de se demander si la femme 1lI3 a un risque
particulier d’avoir un cancer du sein, étant donné que beaucoup de femmes de sa famille en ont
été atteintes.

Arbre de la famille 1

I 1 84 ans . 2

I 56 ans

Homme non atteint de cancer

II2 — atteinte 4 un cancer du zein 4 38 ans

T4 — atteinte 4 un cancer du sein 4 32 ans,
O Femme non atteinte de cancer puis d'un cancer des ovaires & 36 ans

15— atteinte 4 un cancer du sein &4 52 ans
T2 — atteinte " un cancer du sein & 26 ans

Femme atteinte de cancer

La comparaison des alleles des membres de la famille avec les alleles du gene BRCAL permet :
d’identifier la mutation en cause dans cette famille : mutation m2 ;
de montrer que l'allele m2 a été apporté dans cette famille par
le pere I1 ; de déterminer le génotype de chacun des
individus :
(allele ref. BRCA1//alléle ref. BRCAL) : 12, 11, 116, IlI1 ;
(allele ref. BRCA1//allele mut2 BRCA1) : 11, 112, 113, 114, 1I5, 112, 13 ;

de mettre en évidence le fait que les femmes malades sont hétérozygotes, donc qu'un
seul allele suffit pour augmenter le risque de la maladie ;
de constater que la femme 113, bien qu’hétérozygote, n'a pas développé de cancer du sein,
ce qui permet de dire que le fait de posséder un alléle muté du géne BRCA1 n'implique
pas forcément la maladie ; de dire que la femme IlI3 est hétérozygote et qu’elle a donc un
risque supérieur a la normale de développer un cancer du sein.
On peut donc conclure que la possession d'un allele muté du gene BRCA1l prédispose a
I’apparition d'un cancer et que cette prévalence n’est pas totale.
D’autre part, il faut bien que I'éleve comprenne l'intérét d’'un dépistage de la présence d’'un
allele muté du gene BRCAL (ou 2) : il s'agit de pouvoir dire a une femme si elle a un risque

particulier et de Iui proposer alors une surveillance accrue de facon a pouvoir intervenir
précocement et a limiter les conséquences de la maladie.
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@ Influence d’autres facteurs
Documents

La commande Cancer du sein de la banque de themes d'étude permet d’atteindre Influence de
I'environnement pour charger les fichiers :

preventionCancer.omp qui affiche un texte présentant les mesures de prévention en faveur des
personnes a risque particulier pour le cancer du sein ;

age.bmp qui affiche une courbe indiquant la fréquence d’apparition d’un cancer du sein (en fonction
de I'age) selon I'année de naissance, chez des femmes porteuses d’un alléle muté du géne BRCA1 ou
du gene BRCA2 (d'apres un article de Science, Vol 302, 24 octobre 2003) ;

activite.bmp qui affiche une courbe indiquant la frégquence d’apparition d’'un cancer du sein (en
fonction de I'age) selon la pratique d’une activité physique chez des femmes porteuses d'un alléle
muté du gene BRCA1 ou du géne BRCA2 (d’aprés un article de Science, Vol 302, 24 octobre 2003)

Ces documents permettent de mettre en évidence l'influence d’autres facteurs sur le phénotype
« cancer du sein ».

Risque d'apparition d'un cancer du sein
chez les femmes porteuses d'un alléle
muté du géne BRCA1 ou BRCAZ
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Ainsi, le fait que les femmes porteuses d’un alléle muté BRCAL aient un risque différent de
développer un cancer du sein selon qu’elles sont nées avant ou apres 1940 suggére l'influence
d’un facteur de I'’environnement, probablement lié a I'alimentation.

Risque d'apparition d'un cancer du sein
chez les femmes porteuses d'un alléle
muté du géne BRCAL ou BRCAZ

| ——

L 08

I

5

3 06-

E

¢ / avec pratique d'une
P 0.4 activité physique >
u

L

E 0,24

iy —a

20 30 40 50 &0 70 8O
Age (en années)

(d‘aprés un article de Science, Vol 302, 24 octobre 2003)

Enfin, le fait que les femmes porteuses d'un allele muté BRCA1 aient un risque différent de
développer un cancer du sein selon qu’elles sont actives physiquement ou non, met aussi en
évidence l'influence de I’environnement.

Cette pluralité des facteurs de prédisposition a I'apparition d’un cancer est importante a
dégager.
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MORPHOGENESE VEGETALE ET ETABLISSEMENT DU PHENOTYPE

@Polymorphisme des gibbérellines
Informations scientifiques

Le phénotype nain chez quelques végétaux

Chez I'épinard de |'espéce Spinacia oleracea, la plante se présente en rosette en périodes de
jours courts, mais lors du passage en jours longs on observe une croissance importante de la
tige. Cette croissance, due essentiellement a une élongation des entrenceuds, est sous
I'influence de la photopériode et nécessite des hormones de croissance, les gibbérellines.

Chez le pois de I'espece Pisum sativum, on connait des mutants qui présentent un phénotype en
rosette, di a une croissance quasi nulle des entrenceuds. Plusieurs génes sont mis en cause,
codant notamment pour des enzymes intervenant dans la chaine de biosynthése des
gibbérellines.

Le phénotype « nain », qui se traduit par un port en rosette, semble donc di a une croissance
tres limitée des entrenceuds. Des hormones comme les gibbérellines, mais aussi un facteur de
I’environnement (la photopériode) semblent contréler cette croissance.

Les gibbérellines
Les gibbérellines sont produites dans les parties terminales des jeunes plantes (sauf dans les
méristémes), les pétioles, les jeunes feuilles.

Elles agissent notamment sur les cellules des entrenceuds en stimulant I’élongation cellulaire.
Elles stimulent aussi la multiplication cellulaire au niveau des méristéemes intercalaires.

On connait plus de 100 gibbérellines différentes, qui sont toutes des diterpenes. Mais toutes
n'ont pas la méme activité et la méme efficacité.

Le document ci-dessous présente les chaines de biosynthése des gibbérellines (chaque réaction
est catalysée par une enzyme) :

GA
M/ 4 3 \‘\_\
GAg: GAy g

GAy4

GAgs GAa4 GAz;

GAyg GAg GAzg
GAgg GAs,

%f'f"*rfﬁ, GAs

#-.Lh /

GAzg GAy GAzs

GAg

Seule la gibbérelline GA1 est active. Les gibbérellines GA8, GA29 et GA34 résultent de la
dégradation de leurs précurseurs.
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On peut évaluer par une technique de chromatographie apres marquage la quantité de quelques
unes des gibbérellines dans une plante. On peut ainsi comparer les gibbérellines présentes chez
une plante de phénotype normal (a) et chez une plante de phénotype nain (b). Les résultats de
ces chromatographies sont présentés ci-dessous :

| GA=n GA =
j - G a 0 | GA 29 b
A
204 / GA = o J /
/
1 GA:

. o
/ @m n-
W |

| L Hﬁ\m Lmﬂj Lh

[} ﬁ_,—"r

Chez le Pois, le phénotype nain est donc d{ a I'absence de transformation de la gibbérelline GA2o
en gibbérelline GA1.

Les mutations affectant la synthése de gibbérellines

On ne s’intéressera ici qu’a la réaction de synthese de la GA1 a partir de la GA20, catalysée

par une enzyme 3 béta-hydoxylase ». Cette enzyme est codée par un géne appelé « Le »

chez le Pois. Ce géne s’exprime
surtout dans la tige, la racine et les cotylédons du pois en croissance.
Chez le pois, on connait plusieurs alleles de ce gene , dont les deux alleles « Le » (codant pour
une enzyme fonctionnelle) et « le » (codant pour une enzyme non fonctionnelle).
Les homozygotes le//le présentent un phénotype nain en rosette ; ce nanisme est plus ou moins
accentué selon les alleles ; il est tres important lorsque I’enzyme synthétisée est plus courte que
la normale, la mutation ayant fait apparaitre un codon stop anticipé.
On connait une variété de pois « ultra-nain » dont la taille ne dépasse pas 1cm ; le géne muté
dans ce cas n’est pas le géne « Le », mais le géne « Na », codant pour une enzyme intervenant
plus en amont dans la chalne de biosynthése.

L’influence de I’environnement
Des mesures réalisées chez I'Epinard on permis de montrer I'influence de la photopériode sur la
croissance des entrenceuds.

Le tableau ci-dessous donne les concentrations de quelques gibbérellines lors du passage « jours
courts / jours longs » chez I'épinard (les valeurs sont données en ng/g de masse séche) :

|  Gibbérellin 0 jour | 4jours 8jours | 12 jours longs
es long longs longs
G453 5,9 6,6 7,9 7,1
GA44 2,2 8,8 15, 17,4
GA19 15 27, 2 45,0
GA20 1,4 5 >4, 23,1
GAL 16 6.9 2 51
3,5 18, '
1
3,7

On constate donc que le passage en jours longs stimule toute la chaine de biosynthese de la
gibbérelline GA8 a partir de la GA53.

On peut donc envisager lI'influence d’un facteur de I’environnement sur le génome : il y aurait
stimulation des génes codant pour des enzymes impliquées dans cette chafne de biosynthese.
Des expériences réalisées chez I'Epinard ont permis de situer le niveau d’action de
substances qui sont des inhibiteurs de croissance, comme le BX-112 par exemple. L'une de
ces expériences consiste a appliquer cet
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inhibiteur de croissance a un plant d’épinard de jours longs, puis a appliquer des doses

croissantes de GA20 et de GA1 ; les mesures sont effectuées aprés 22 « jours longs ». Le
graphique ci-dessous présente les résultats obtenus :

Longeur
de |a tige
&n cm
a0
traitement
avec AL
20
B Lraitement
e aver GAZ0
_\_\_\_\__\—\_
e T . ! !
0 0.3

GA (microgramme par plante)

L'inhibiteur de croissance BX-112 empéche donc la réaction de transformation de la GA20 en
GALl. Il semble agir au niveau du génome, en limitant I’expression du geéne codant pour la 3
béta-hydroxylase.
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Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies
Les données proposées permettent d’aborder les notions suivantes :
le phénotype peut se définir a différentes échelles ;

le génotype détermine le phénotype moléculaire, lui-méme responsable du phénotype
cellulaire et macroscopique ;
le phénotype dépend du génotype, mais aussi de facteurs de I’environnement.

Les résultats et conclusions que I'on peut obtenir a I’'aide de ces données sont présentées ci-
apres.

gLe phénotype nain chez les végétaux peut étre défini a plusieurs niveaux

Séquences et documents

Fichiers des séquences
Le développement de I'arborescence Morphogenése végétale et établissement du phénotype
de la banque de themes d’étude permet d’atteindre la commande Alleles géne LE qui charge le
fichier alleles-LE.edi affichant les séquences strictement codantes de 5 alléles du géne de la 3 beta-
hydroxylase ; l'allele « Le » est I'alléle normal ; les alleles « lel », « le2 », « le3 », « le4 » sont des
alleles mutés codant pour des enzymes non fonctionnelles.
Documents fournis
Le développement de l'arborescence Morphogenése végétale et établissement du phénotype
de la banque de documents permet d’atteindre Phénotype nain et synthése des gibbérellines
pour charger les fichiers :
phenotypenain.bmp qui affiche un texte présentant les caractéristiques macroscopiques et
cellulaires du phénotype nain chez les végétaux ; ce texte signale aussi I'importance des
gibérellines pour une croissance normale de la plante ; biosynth-gibb.bmp par la commande
biosynthése gibbérellines affichant un schéma présentant différentes voies de
la biosynthese des gibbérellines ;
chromato.bmp présentant les résultats d’'une chromatographie comparative entre un pois normal et
un pois nain. Cette chromatographie révele les quantités relatives de quelques gibbérellines et permet
de relier ainsi le phénotype macroscopique au phénotype biochimique.

Phénotype Phénotype Phénotype Phénotype
macroscopique cellulaire biochimique moléculaire
Développement Elongation Enzyme 3 beta-
Plante normale normal - cellulaire normale| Présence de GAl hydroxylase
en grande
entrenceuds - Multiplication gquantité .
. X . fonctionnelle
développés cellulaire normale
Elongation
Plante en rosette -| cellulaire tres Enzyme 3 beta-

Quantités de GAl

. hydroxylase
tres réduites y y

inactive

Plante naine | entrenceuds tres réduite et
courts multiplication
cellulaire limitée
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La mise en relation de la comparaison des alléles du gene pour la 3 beta-hydroxylase avec la
comparaison des protéines correspondantes permet d'aboutir aux résultats et conclusions

suivants :
Changements | Changements
dans la dans la Type de
Allele séquence séquence . Conséquences
‘- ‘s mutation
nucléique protéique
référenc
Allele Le e
Modification a
partir de I'acide
aminé 126, et
Allele lel Del du G en 376 | polypeptide plus Non-sens
court (172 acides
aminés au lieu de
374)
? Enzyme non
. G Aen 683 » fonctionnelle,
Allele le2 (Gcc ® ACCen A T Ten229 Faux-sens donc pas
synthése
position 229) de GAl, donc
c ®Tens2s entrenceuds plus
Allele le3 (CAT ® TAT en H ?Yen276 Faux-sens courts et port en
276) rosette
g
A " Ten267 Faux-sens
(TTA ? TTTen L ®Fensgo
R 89)
Allele le4 »
C Ten 826
» » Faux-sens
(CAT TAT en H Y en 276
276)

@Le phénotype dépend aussi de facteurs de I’environnement

Documents

Le développement de I'arborescence Morphogenése végétale et établissement du
phénotype de la banque de documents permet d’atteindre Influence de I'environnement
pour charger les fichiers :
expenvironnement.bmp qui affiche les résultats de mesures mettant en évidence I'influence de la
photopériode sur la chaine de biosynthese des gibbérellines ;

inhibcroissance.bmp qui présente les résultats d’'une expérience menée chez I'épinard et mettant en
évidence I'influence d’une molécule chimique (un inhibiteur de croissance : le BX 112) sur la chaine de

hiosvnthase des aibbhérallines
plosynthese-des-gibbererines:

L'analyse des documents fournis met en évidence l'influence de facteur de I’environnement
sur le génotype : I'allongement de la photopériode stimule d'expression de certains genes,
favorisant ainsi la chaine de biosynthese de la GA: ;

des substances chimiques comme I'inhibiteur de croissance BX112 inhibe I'expression de
certains genes, ce qui réduit la production de GA: ; la plante posséde alors un phénotype
nain, alors qu’aucune mutation particuliére n’affecte les génes en cause.
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GENOTYPE, ENVIRONNEMENT ET FONCTIONNEMENT DU SYSTEME
NERVEUX

®Les phénotypes « mutants cérébelleux »
Informations scientifiques

L’organisation du cortex cérébelleux

Le cortex cérébelleux est une petite structure relativement simple qui ne contient que 5
types cellulaires organisés en trois couches :

couche moléculaire externe
cortex 4

cérébelleux couche des cellules de Purkinje Sk

couche granulaire interne

substance blanche ==

o

b e T e i o s

1 - corps cellulaire de cellule de Purkinje
2 - cellule granulaire (grain)
3 - fibres paralléles
N ds 4 - cellule étoilée
s 5 - cellule de Golgi

N
© N. Ouahioune

Coupe parasaggitale d'un cervelet de souris normale

la couche externe ou moléculaire, qui contient les arborisations dendritiques des cellules
de Purkinje, les axones des cellules olivaires ou fibres grimpantes , les axones des cellules
granulaires ou fibres paralleles, ainsi que des interneurones (cellules étoilées et cellules en
corbeille) ;

la couche moyenne ou couche des cellules de Purkinje qui contient le corps des
cellules de Purkinje répartis en une seule assise ;
la couche interne ou granulaire dont les éléments dominants sont des corps cellulaires
trées nombreux et de petite taille, les grains ou cellules granulaires. Les axones de ces
cellules remontent dans la couche moléculaire et se divisent en « T » en formant de longues
branches, les fibres paralleéles. Cette couche interne contient aussi des cellules de Golgi,
localisées au voisinage du soma des cellules de Purkinje.
Le cortex cérébelleux est une structure hautement répétitive, constituée au niveau
microscopique par la répétition un tres grand nombre de fois du méme circuit élémentaire. Ce
circuit est organisé autour de la cellule de Purkinje.
Il existe essentiellement deux systémes excitateurs : les fibres grimpantes et les fibres
moussues ; il existe
également des interneurones inhibiteurs : les cellules de Golgi, les cellules en panier et les
cellules étoilées.
La cellule de Purkinje est I'élément central du réseau synaptique cortical cérébelleux : les
interneurones de la couche moléculaire, cellules étoilées et en corbeille, ainsi que les cellules
des grains de la couche granulaire interne se projettent majoritairement sur les cellules de
Purkinje. Cette cellule de Purkinje a une forme spécifique, avec notamment un réseau
dendritique tres développé. L'axone, qui émerge de la région basale du corps cellulaire, traverse
la couche granulaire interne, rejoint la substance blanche et se termine dans les noyaux
profonds ou méme en-dehors du cervelet, au niveau des noyaux vestibulaires.
Des cellules gliales existent aussi dans le cervelet : les cellules macrogliales (astrocytes et
oligodendrocytes), qui contribuent a la croissance et a la survie des neurones, et les cellules
microgliales, qui constituent la principale population de macrophages cérébraux.
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Les fonctions du cervelet

Le cervelet recoit des afférences du cortex moteur, des récepteurs cutanés proprioceptifs,
visuels, tactiles et auditifs, et des récepteurs viscéraux.

L'archéocervelet (lobe floculo-nodulaire) contréle les mécanismes de la station érigée ; |l
intervient sur les mécanismes réflexes du redressement et de I'équilibration.

Le paléocervelet (vermis) contréle la motilité axiale et la motilité d'attitude.

Le néocervelet (lobes latéraux) intervient dans la régulation du geste.

Les phénotypes mutants cérébelleux chez la souris
On connait plusieurs phénotypes « mutants cérébelleux » chez la Souris.
Les mutants « staggerer » (sg)

Ces mutants présentent un syndrome ataxique grave et survivent difficilement aprés le sevrage.
Deés le 8e jour, le souriceau staggerer est trés hésitant dans sa démarche, avec une tendance a
tituber et a trainer les pattes. Il présente un cervelet atrophié, avec des cellules de Purkinje en
nombre trés réduit (60 a 90 % des cellules manquent a 1 mois), et avec un arbre dendritique
réduit.

Vue externe du cervelet Coupe parasaggitale
du cervelet
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On observe chez ces mutants des anomalies biochimiques au cours du développement du
cervelet, liées a un déficit de |'activité d’'une neuramidase dans le cervelet, ainsi qu’une
réduction de la concentration en thymidine kinase. Ces mutants présentent aussi un
susceptibilité exagérée a I'athérosclérose, probablement liée a une baisse du HDL.

Cette mutation autosomale récessive d'un gene situé sur le chromosome 9 s’exprime
directement dans les cellules de Purkinje. Le gene a été récemment cloné, et il code pour le
facteur de transcription ROR-alpha, qui est un récepteur nucléaire appartenant a la méme
famille que les récepteurs a I'acide 9-cis-rétinoique (récepteurs des hormones thyroidiennes et
stéroidiennes,...). La protéine ROR-alpha est fortement exprimée dans les cellules de Purkinje
durant le développement post-natal du cervelet.

La mutation staggerer correspond a une délétion se produisant dans la partie du gene codant
pour le site de liaison sur I’ADN. L'absence de fonctionnalité de la protéine ROR-alpha pourrait
modifier les interactions avec d’autres protéines, notamment les récepteurs nucléaires des
hormones thyroidiennes, qui jouent un r6le aussi bien dans le développement du systeme
nerveux que dans la différenciation des cellules de Purkinje. Compte tenu du réle central de
cette cellule dans le réseau synaptique cortical du cortex cérébelleux, on comprend que son
absence ou l'atrophie de son arbre dendritique puisse étre a l'origine d'un développement
anormal du cervelet, d’ou le comportement ataxique observé.

Chez I'hétérozygote, le développement du cervelet est quasi normal, mais on observe tout au
long de la vie une perte progressive et partielle des cellules de Purkinje et une réduction de leur
arbre dendritique.
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Les mutants « reeler » (rl)

Ces mutants présentent un syndrome ataxique grave : ils titubent, chancélent. Les mouvements
n'atteignent pas leur but, bien que leur force soit normale. L’'animal est tremblant et a un
comportement d’évitement pour réaliser certaines taches.

Ce phénotype est lié a une mutation d’'un gene situé sur le chromosome 5 ; cette mutation,
autosomale récessive, affecte le développement embryonnaire du cerveau, et atteint surtout les
structures laminées comme le cervelet, le cortex cérébral et I’hippocampe.

Chez I'embryon de souris mutante, la migration des neurones se déroule normalement jusqu’'au
moment ou ces neurones arrivent a destination. L'organisation normale en couches ne se fait
alors pas correctement ; la disposition des cellules de Purkinje et I'orientation des neurones
pyramidaux devient aléatoire, et le cervelet apparait désorganisé et constitué de I'emboitement
de deux couches (un cortex cérébelleux d’architecture normale, mais atrophié, et a l'intérieur
une masse cellulaire comportant la plupart des cellules de Purkinje mélangées aux cellules des
noyaux profonds). Des les premiéres semaines, on observe une perte de 50 % des cellules de
Purkinje.

Vue externe du cervelet Coupe parasaggitale
du cervelet

+/4

fn/v

50 pm

§ © N, Ouahioune
souris mutant reeler

Le gene en cause a récemment été cloné ; il s'exprime tres tét au cours du développement et
code pour une protéine « reelin » qui est une grosse protéine (400 kDa) de la matrice
extacellulaire. Une des mutations consiste en une délétion d'un exon, ce qui aboutit
probablement a une protéine tronquée dans sa partie C-terminale ; la protéine est alors retenue
dans le RER ou elle s’accumule.

Le développement du cervelet est normal chez I’'hétérozygote.

Ces mutants constituent de bons modeles pour étudier I'implication du génotype dans la mise
en place des réseaux neuroniques et donc du fonctionnement du systéme nerveux.
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Pistes d’exploitation pédagogiques des données fournies
Les données proposées sur les phénotypes mutants cérébelleux chez la souris permettent
d’aborder les notions suivantes :
le phénotype peut se définir a différentes échelles ;
le génotype détermine le phénotype moléculaire, lui-méme responsable du
phénotype clinique ; un méme phénotype cliniqgue peut correspondre a plusieurs
génotypes.
Cet exemple peut étre utilisé pour batir un exercice permettant aux éleves de mobiliser les
connaissances et méthodes de travail acquises a propos de |'étude d’autres exemples de
phénotypes alternatifs.

Séquences et documents

Fichiers des séquences

Le développement de I'arborescence de Génotype, environnement et fonctionnement du
systéme nerveux de la banque de themes d’'étude permet d’atteindre :

mutation staggerer qui charge le fichier mutationStaggerer.edi affichant les séquences nucléiques
strictement codantes de I'allele normal (alleleRORa Norm) et de l'allele muté staggerer (alleleRORa
staggerer) du géne codant pour la protéine ROR alpha ; séquences protéiques correspondantes
(ProtRORa Norm et ProtRORa staggerer) ;

mutation reeler qui charge le fichier mutationReeler.edi affichant les séquences nucléiques strictement
codantes de I'allele normale (allele reelin normal) et de I'allele muté reeler (alléle reeler) ; séquences
protéigues correspondantes.
Documents fournis

Le développement de l'arborescence de Génotype, environnement et fonctionnement du
systéme nerveux de la banque de thémes d’étude permet d’atteindre Les phénotypes mutants
cérebelleux staggerer et reeler pour charger les fichiers :

cervelet.jpg qui présente la dissection d’un souris normale montrant les centres nerveux et
permettant de localiser le cervelet ; la photo Iégendée est accompagnée d’un petit texte précisant le
réle du cervelet ;

coupecervelet.jpg qui présente la coupe de cervelet (coloration a la thionine phéniquée) permettant
de voir son organisation et schéma de I'organisation tissulaire du cortex cérébelleux ; la photo et le
schéma sont accompagnés d’'un petit texte insistant sur les points importants de I'organisation du
cortex cérébelleux ;

staggerercervelet.bmp qui montre la comparaison des cervelets de souris normale et de souris
mutante staggerer en vue externe et en coupe parasaggitale (coloration a la thionine phéniquée) ;

reelercervelet.bomp qui montre la comparaison des cervelets de souris normale et de souris
mutante reeler en vue externe et en coupe parasaggitale (coloration a la thionine phéniquée) ;

phenotypestaggerer.omp qui affiche un texte de description du phénotype des

mutants staggerer ; phenotypereeler.omp qui affiche un texte de description du

phénotype des mutants reeler ; geneStaggerer.omp qui affiche un texte présentant le
gene mis en cause chez les mutants staggerer ; geneReeler.bmp qui affiche un texte
présentant le geéne mis en cause chez les mutants reeler.

QLes phénotypes peuvent étre définis a plusieurs niveaux

Phénotype mutant
staggerer Phénotype mutant reeler
Ataxie grave - cervelet de | Ataxie grave - cervelet de
taille taille
Phénotype clinique nettement inférieure a la nettement inférieure a la
normale moyenne
Nombre tres réduit de
cellules
de Purkinje, celles qui sont |Perte de 50 % des cellules de
Phénotype cellulaire présentes ayant un arbre |[Purkinje dés le premier mois.
dendritique tres réduit. Désorganisation du cervelet.
Désorganisation du cervelet.
Protéine ROR alpha (facteur
. , . de ‘s .
Phénotype moléculaire Protéine Reelin anormale



transcription) anormale
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%Déterminisme génétique chez le mutant staggerer

L'allele RORa staggerer differe beaucoup de l'allele RORa Norm : il ne possede que 1452
nucléotides au lieu de 1572 chez I'allele RORa Norm. La mutation consiste donc en une grosse
délétion de toute une séquence de 120 nucléotides. Cet alléle muté code donc pour une protéine
RORa tronquée donc non fonctionnelle. Cette protéine étant indispensable a la mise en place et
a l'organisation du cortex cérebelleux, et surtout au bon développement des cellules de Purkinje
(cellules jouant un roéle fondamental dans le cervelet), le cervelet de ces mutants sera
désorganisé. Cet organe ayant un réle important dans le maintien de la posture et le contrdle
des mouvements, les souris mutantes staggerer auront donc des mouvements désordonnés, et
présenteront une ataxie importante.

%Déterminisme génétique chez le mutant reeler

L'allele reeler difféere beaucoup de I'alléle reelin normal : il est beaucoup plus court . Cet allele
code donc pour une protéine reelin tronquée donc non fonctionnelle. Cette protéine étant
indispensable a la bonne disposition des cellules lors du développement du cervelet, le cervelet
de ces mutants sera désorganisé. Cet organe ayant un role important dans le maintien de la
posture et le contréle des mouvements, les souris mutantes staggerer auront donc des
mouvements désordonnés, et présenteront une ataxie importante.

QUn méme phénotype clinique peut correspondre a plusieurs génotypes

Les souris mutantes staggerer et reeler présentent pratiguement les mémes symptémes (ataxie
sévere) et ont toutes deux un cervelet de taille réduite et mal organisé. Pourtant leur génotype
est différent, puisque ce ne sont pas les mémes genes qui sont en cause dans les deux cas
(gene RORa pour les mutants staggerer, et géne Reelin pour les mutants reeler).

Ces données apportent aussi des arguments en faveur d'une influence du génotype sur la mise
en place des réseaux de neurones et le fonctionnement du systéme nerveux, et peuvent donc
étre aussi utilisées dans la partie du programme intitulée « La part du génotype et la part de
I’expérience individuelle dans le fonctionnement du systéme nerveux ».






SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES :
CLASSE TERMINALE SERIE S

INTRODUCTION : LA BANQUE DE DONNEES ET LES NOTIONS DU
PROGRAMME

Les séquences et documents réunis peuvent étre utilisés pour construire les notions des
diverses parties du programme de biologie de terminale S. Certaines de ces séquences sont
également fournis dans le logiciel Phylogéne et sont susceptibles d’étre traitées a l'aide de
fonctions propres a ce logiciel comme celle de construction d’arbre par exemple. Les deux

logiciels sont donc complémentaires.

1 - Pour la partie « Parenté entre étres vivants actuels et fossiles », le choix des molécules
permet de rechercher les relations de parenté au sein d’ensembles plus ou moins étendus. Ainsi
le gene CDC2 qui code pour un polypeptide jouant un réle majeur dans la réalisation du cycle
cellulaire, peut étre utilisé pour les relations de parenté au sein des eucaryotes. Les génes
homéotiques permettent de rechercher les parentés chez les métazoaires bilatéraliens. Les
genes codant pour les globines alpha et béta se prétent a I'établissement de phylogénies
chez les vertébrés et le gene codant pour le pigment visuel de courte longueur d’onde
(opsine S ou « bleue ») peut étre utilisé pour préciser les relations de parenté chez les
primates. Enfin la banque contient des séquences de I’ADN mitochondrial de primates
actuels et de I'homme de néandertal. Ces séquences peuvent servir pour préciser les relations
de parenté chez les primates mais surtout avec lI'exploitation de I'ADN fossile des
néandertaliens permettent de discuter des relations entre ’Homme de néandertal et Homo
sapiens.
2 - En ce qui concerne la partie « Stabilité et variabilité des génomes et évolution », les
séquences et documents fournis permettent d’envisager les différents types d’innovations
génétiques et les mécanismes susceptibles d’assurer leur maintien dans les populations.
L'exemple des globines, classique mais trés documenté, est le plus riche et peut étre utilisé
pour établir les principales notions. En effet, I'analyse des divers alleles du gene béta conduit
a faire le point sur les différents types de mutations ponctuelles et celle des génes codant
pour les différentes chaines de globine permet d’établir la notion de famille multigénique
et donc celle de production de nouveaux génes par duplication. La comparaison des
séquences du gene alpha ou béte chez différentes especes ou celle des différents genes de
la famille multigénique dans I'espece humaine mettent en évidence des sites conservés et
des sites a forte variabilité. L'interprétation de ces sites a I'aide des documents fournis
conduit aux idées de conservation de mutations neutres (par dérive génétique) et
d’élimination des mutations affectant la fonction des globines. Enfin I'exemple
classique de I'avantage procuré par la possession de I'allele HbS chez les hétérozygotes en
région paludéenne, permet de comprendre la permanence et I’extension d’un alléle par
sélection naturelle dans certaines conditions d’environnement.

Les exemples des genes codant pour I’alpha antitrypsine et la G6PD permettent aussi
d’établir les différents types de mutations ponctuelles et surtout d’établir des filiations
entre alléles et donc de reconstruire au moins en partie I'histoire d’'un gene au sein des
populations humaines.

En outre, grace a la riche documentation associée, I'exemple de la G6PD renforce celui de
I’'hémoglobine S pour faire saisir comment dans certaines conditions d’environnement,
certains alleles se répandent par sélection positive dans certaines populations.
L'importance du processus de duplication suivi de mutations ponctuelles des génes
dupliqués peut étre appréhendée a partir de divers exemples de familles multigéniques :
celle des opsines chez les primates (a I'origine de la possibilité de vision des couleurs), celle
des hormones hypophysaires LH,FSH,TSH et placentaire HCG, celle des hormones
hypophysaires Gh (hormone de croissance), HPRL (prolactine) et HLP (hormone lactogene
placentaire).

Enfin, un des exemples les plus remarquables associant innovations génétiques et sélection
naturelle est celui de I'acquisition de la résistance aux insecticides par les
Moustiques. Sans traiter completement le probleme, on y voit comment des duplications de



genes codant pour les estérases, enzymes capables de dégrader les insecticides
organophosphorés, arrivent a se répandre dans les régions ou |I'épandage de ces
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insecticides a été important de sorte qu’une grande partie de la population de

moustiques est devenue résistante.
3 - Pour la partie « Procréation », les documents fournis sont relatifs a des cas cliniques
d’infertilité due a des alleles mutés de genes intervenant soit dans la différenciation sexuelle
au cours de la vie embryonnaire ou foetale, soit dans la commande hormonale de I'appareil
génital a la puberté. Les données morphologiques, anatomiques et les tests biologiques doivent
permettre de faire des hypothéses sur le géne en cause dans les différents cas cliniques. Les
séquences des alleles des différents genes présents chez I'individu comparées a celle d’alléles
fonctionnels de référence permettent de tester les hypothéses émises.

4 - Pour la partie « Immunologie », les séquences fournies sont celles des chaines lourdes et
légéres d’immunoglobulines anti-VIH. La comparaison des séquences de ces chaines permet
de dégager la notion de partie constante et de partie variable de chaque type de chaine et donc

de faire I’hypothése que la spécificité des anticorps est liée aux régions variables (et plus
précisément aux zones hypervariables). Cela peut étre testé I'aide du logiciel Rasmol ou Rastop
qui permet de localiser sur la structure spatiale d’'une immunoglobuline les sites de fixation
antigénique et de constater qu’ils correspondent aux régions hypervariables des chaines
d’immunoglobulines. Un travail du méme type peut étre conduit a partir des séquences des
récepteurs des
lymphocytes T.
5 - En ce qui concerne ’Enseignement de spécialité, la banque de données fournit des
séquences relatives a une famille ou des individus sont albinos. L'exemple est relativement
complexe dans la mesure ou |'albinisme dans I'arbre généalogique fourni a pour origine deux
genes différents, mais il est possible d’avoir une démarche tres progressive. Surtout les données
fournies permettent de saisir comment agissent les enzymes de restriction et comment les
fragments d'ADN obtenus par I'action de ces enzymes peuvent étre séparés par
I’électrophorese.
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I?ARENTE ENTRE ETRES VIVANTS ACTUELS ET FOSSILES - PHYLOGENESE,
EVOLUTION

Relations de parenté au sein du vivant - gene CDC2

Informations scientifiques
Des informations complémentaires sont disponibles sur le site bmedia :
http://www.snv.jussieu.fr/lbmedia/cyclecellBM/index.htm

Le cycle cellulaire

Un cycle cellulaire constitué d’une interphase et d’'une mitose est observable chez tous les
eucaryotes. L'interphase comprend elle-méme trois phases : la phase G1 (ou Gap 1), la phase S
(réplication de I'ADN) et la phase G2 (ou Gap 2). La durée totale d’'un cycle cellulaire varie
beaucoup d'une cellule a I'autre. La durée de chacune des phases du cycle cellulaire peut étre
calculée si I'on connait le pourcentage de cellules en phases S (incorporation de BrdU), G1 et G2
(estimation de la quantité moyenne d’ADN par noyau) et la durée moyenne du cycle cellulaire
(elle peut étre calculée par une expérience d'incorporation de thymidine tritiée suivie d’'une
autoradiographie : la durée du cycle cellulaire étant égale au temps nécessaire pour obtenir tous
les noyaux marqués). Des mesures effectuées chez différents organismes montrent que, d’une
facon générale, la phase G1 a la durée la plus variable du cycle cellulaire, et cette variabilité est
responsable des différences de durée des cycles cellulaires observés.

La mise en évidence d’un contréle du cycle cellulaire

Cette mise en évidence s’est faite tout d’abord chez les Levures (Saccharomyces cerevisiae,
Levure bourgeonnante, et Schizosaccharomyces pombe, Levure fissipare). L’étude des mutants
présentant des perturbations du cycle cellulaire a permis la découverte de genes codant pour
des protéines impliquées dans le contréle du cycle cellulaire. Ces protéines étant trés
conservées au cours de I'évolution, on les a ensuite recherchées dans les cellules de
Mammiferes et d’autres Vertébrés, ce qui a permis d'identifier les génes impliqués dans le
contréle du cycle cellulaire chez ’'Homme, la Souris, le Xénope, etc.

Les mutations étudiées chez les Levures

S. cerevisiae et S. pombe ont des cycles cellulaires similaires. Leur reproduction possible a I'état
haploide facilité I'étude des mutations. D'autre part, pour maintenir une taille moyenne
constante, la durée du cycle cellulaire doit égaler la durée de croissance nécessaire au
doublement de la taille de la cellule. Or, la croissance cellulaire dépend beaucoup des
nutriments disponibles dans I'environnement ; il existe donc un contréle du cycle cellulaire en
fonction de la taille cellulaire chez les Levures : la cellule ne pourra se diviser que si elle a acquis
une taille suffisante. Des mutations dans les genes responsables de ce contréle entrainent
I’existence de cellules de taille anormale, trop grandes ou trop petites.

Deux types de mutations sont surtout étudiées :

celles qui ont pour effet un arrét du cycle a une phase bien précise du cycle cellulaire (ces
mutations touchent les génes cdc, pour cell division cycle) - dans ce cas, les mutants ne
peuvent pas finir leur cycle cellulaire, et pour les étudier il faut rendre le phénotype muté
conditionnel (par exemple thermosensible) ; celles qui touchent des genes codant pour des
protéines impliqguées dans le contréle du cycle cellulaire en fonction de la taille de la cellule
(mutation wee par exemple, qui permet une division cellulaire méme si la taille requise n’est
pas atteinte et qui se traduit donc par des cellules beaucoup plus petites que la normale).

C’est chez la Levure fissipare (S. pombe) que le gene cdc2 a été découvert. Une mutation de ce
gene empéche la mitose : il provoque un arrét du cycle en empéchant I’entrée en phase G1 ou
le passage G2/M (I'activité méme du geéne cdc2 est régulée par les produits de I'expression
d’autres génes, notamment les génes weel, cdc25 et cdcl). Chez la Levure bourgeonnante, le
gene cdc28 est équivalent au géne cdc2 de la Levure fissipare (on regroupe maintenant les
deux protéines produites par chacun de ces génes cdc2 et cdc28 sous le terme p34cdc2).


http://www.snv.jussieu.fr/bmedia/cyclecellBM/index.htm
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Les points de contréle du cycle cellulaire

Il existe trois points de contréle principaux :
au début de la phase G1 : les facteurs de croissance et les nutriments doivent étre
présents, la taille de la cellule doit étre suffisante, pour que le cycle se poursuive ;
au niveau du passage S/G2 : les cellules stoppent leur cycle cellulaire si I'’ADN est
incompletement répliqué ou endommagé et le reprenne apres réparation ;
au cours de la mitose, a la fin de la métaphase : les cellules vérifient que les
chromosomes sont correctement attachés aux fibres du fuseau avant que ne démarre la
séparation des chromatides.

iContrdle de la tadle de la Les points de controle du cvele cellulaire
celiule ot de [n prérence des
Enctomrs de erciasance et des
mutraments

i Copgridle de la réphcation
i de I' ADH
Conirdle d= la séparation
cogreris des chromatides

(si des dommages dans I'ADN ou les chromosomes sont constatés et qu’ils ne sont pas
réparables, la cellule s’engage sur la voie de I'apoptose ou mort cellulaire programmée).

Ces points de contr6le agissent sur la poursuite ou non du cycle cellulaire par I'intermédiaire de
protéines kinases cyclines dépendantes. Celles-ci résultent de I'association de protéines kinases
(cdc ou cdk) avec des cyclines. Il existe de trés nombreuses cyclines, et leur taux varie
beaucoup au cours du cycle comme leur nom l'indique ; ce taux résulte du bilan entre leur
synthése et leur dégradation. Le taux de protéines kinases cdk (ou cdc) est au contraire
relativement constant.

La succession des évenements qui aboutit a la division cellulaire est donc en grande partie
déterminée par I'expression séquentielle des cyclines ; elles agissent pour initier les phases du
cycle cellulaire et aussi pour terminer ces phases.

L'activité des protéines kinases cyclines dépendantes est ainsi réglée par le niveau d’expression
des cyclines, mais aussi par I'action de protéines les déphosphorylant ou les phosphorylant et
par des protéines inhibitrices les CKI.

Remarques

Les cyclines sont dégradées a la fin de la phase dans laquelle elles interviennent, ce qui évite a
la cellule de reprendre la méme phase et impose une progression du cycle cellulaire.

une carence en nutriments réduit la synthese des cyclines cln par rapport a leur taux de
dégradation, ce qui réduit leur concentration qui devient alors inférieure au seuil nécessaire
pour entrafner l'activité de la protéine kinase cdc2 (ou p34cdc2). C'est ainsi que
I’environnement peut intervenir sur la durée du cycle cellulaire chez la Levure S. cerevisiae.
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Mode d'action des protéines kinases cycline dépendante (cdc ou cdk)

Protéine kinase

{cde edk)

(Inactive)

ATP

ADP
/

Complexe ¢de / eyclne :
/

(Actif) IT

Substrat phosphorylé

Substrat

Les cdk sont donc des enzymes qui catalysent la phosphorylation de protéines cibles jouant un
r6le dans les événements du cycle cellulaire : fragmentation de I’enveloppe nucléaire,
compaction des chromosomes, etc. De cette phosphorylation résulte un changement de
conformation de ces protéines cibles qui entraine des propriétés nouvelles.

Chez les Levures
Les études réalisées chez la Levure bourgeonnante (S. cerevisiae) montrent que selon les
phases du cycle, ce n’est pas la méme cycline qui sert d'activateur de la protéine kinase cdc2
(ou cdkl) :
cyclines cin 1, cin 2 cIn 3 pour pouvoir démarrer la phase Gl (complexe cdc2/cinl,
cdc2/cIn2 ,cdc2/cIn3) ; cyclines clb 1, clb 2, clb 3, clb 4 pour finir la mitose (complexe cdc2/clbl,
cdc2/clb2, cdc2/clb3, cdc2/clb4)

Chez la Levure S. pombe, elle est impliquée dans le démarrage du cycle en G1 et dans la
transition G2-M.

Chez la Drosophile, le Xénope et les Mammiféres
Plusieurs associations cycline / protéine kinase contrélent le cycle
cellulaire : cdk4 / cycline D et cdk2 / cycline E pour pouvoir
démarrer la phase G1 ; cdk2 / cycline A pour entrer en phase
S;
cdkl / cycline B pour entrer en mitose. L'activité du complexe cdkl/cycline B permet la
condensation de I’ADN, le désassemblage de I'enveloppe nucléaire et le réarrangement du

cytosquelette. En fin de mitose, I'inactivation de ce complexe par d’autres protéines kinases
(weel, myt 1) permet la fin de la mitose.

Le géne cdc2 (ou cdk1)

Le gene cdc2 (cell division cycle), chez la Levure, ou cdkl (cyclin dependant kinase), chez les
Vertébrés, code pour une protéine kinase cycline dépendante, c’est a dire qui a besoin, pour
étre activée, de se lier a une cycline.

Il est présent chez tous les Eucaryotes et il a été isolé et séquencé chez de nombreux
organismes unicellulaires ou pluricellulaires. L'homologie est trés importante entre tous ces
genes.

D’autre part, des expériences de transgenése ont montré que le gene cdc2 d'une espeéce,
transféré dans une cellule d’'une autre espéce, y régir le cycle cellulaire : ainsi, des Levures
thermosensibles de la souche Schizosaccharomyces Pombe dans lesquelles on a transféré le
gene cdc2 humain, deviennent capables de se diviser a des températures élevées.



Ces observations et expériences sont en faveur d’une origine commune et ancienne des

mécanismes de contréle du cycle cellulaire et mettent en évidence la grande unité du monde
vivant.

Les travaux sur le gene CDC2 et sur les autres genes régulateurs du cycle cellulaire ont valu a P.
Nurse, L Harwell et T. Hunt le prix Nobel de médecine 2001.
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Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

Les données moléculaires peuvent étre utilisées pour établir des relations de parenté entre les
étres vivants. Ces données s’averent bien utiles, notamment quand les autres types de données
(anatomiques, morphologiques ou embryologiques) ne sont pas utilisables ; c’est le cas
notamment lorsque lI'on veut préciser des relations de parenté entre des organismes trés
différents.

Le gene CDC2 est présent chez tous les organismes eucaryotes, et |'utilisation de données
relatives a cet exemple sensibilise a I'idée que les mécanismes fondamentaux de la vie cellulaire
sont partagés par tous les organismes eucaryotes.

Séquences et documents

Fichiers des séquences

Le développement de I'arborescence Relations de parenté au sein du vivant de la banque de
themes d’étude permet d’atteindre les commandes :

Géne CDC2 chez différentes espéeces qui charge le fichier genescdc2.edi affichant les séquences
nucléiques strictement codantes du gene CDC2 chez quelques étres vivants : Levure, Arabette, Chou,
Blé, Mais, Drosophile, Homme, Xénope, Rat, Souris, Poisson rouge, Grenouille, Poulet, Etoile de mer,
Oursin ;

Protéine CDC2 chez différentes espéces qui charge le fichier protCDC2.edi affichant les
séquences protéiques du CDC2 correspondant aux séquences nucléiques.

Documents fournis

Le développement de l'arborescence Relations de parenté au sein du vivant de la banque de
documents permet d’atteindre la commande Gene CDC2 pour charger le fichier cdc2.bmp affichant
un texte présentant I'importance du gene CDC2 et précisant son role. Ce document apporte un
argument supplémentaire a I'unité du vivant en évoguant des expériences de transgenese réussies.

La présence du gene CDC2 chez tous ces étres vivants traduit une origine commune. La
comparaison deux a deux des séquences nucléiques d’'une part et protéiques d’autre part
permet d’établir le tableau présenté a la page suivante.
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Arabett Droso- |. Grenouill
e Blé Chou Etoile dej e Homme| Levure| Mais Oursin | Poisson | Poulet Rat Xénope
phile mer rouge

Arabette 100

Blé 82,7 | 100
Chou | 96,3 82 100

D“’if:"’h 62 60,9 63 100

Etoile de

lledel 633 | 62,7 | 633 69 100
Grenouille| 58,3 57 579 | 62,9 | 652 | 100

Homme 65,7 63,6 66 71,7 74,1 78,8 100

Levure 62,6 62,6 63 60,6 63 58,9 63,6 100

Mais 81,6 92,9 81 61,6 63,3 59,5 64,6 63,3 100

Oursin 60,5 60,1 61,1 68,4 75,1 64,1 72,1 59,8 60,1 100

Poisson
Rouge 63,9 63,6 64,6 69,2 74,8 77,2 82,8 61,9 63,9 70,2 100
Poulet 65,3 62 64,4 69 71,6 77,9 91,4 62 62,4 70 82,8 100
Rat 65,3 64 65,7 71,7 73,7 79,1 97,6 64 63,6 72,7 83,8 91,6 100
Xénope 65,2 62,9 64,6 68,9 71,5 87,7 86,8 61,9 63,6 71,2 84,8 87,4 85,4 100

Matrice des identités (en %) entre les protéines cdc2 fournies (obtenue a partir d’un alignement avec discontinuité)

N.B. : Ces résultats ont ¢t¢ obtenus en choisissant une séquence de référence (la premiere) et en maintenant toutes les autres dans 1’ordre
alphabétique des noms. Du fait de I’algorithme de comparaison, ces résultats peuvent étre légeérement différents de ceux obtenus par comparaison
des séquences deux a deux.
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Remarques
D’un point de vue pratique

Pour obtenir le degré d'identité (et de ressemblance quand il s’agit de protéines)
entre les séquences comparées, il faut cliquer dans la premiere case de la ligne
traitement, de facon a y faire apparaitre la petite fleche rouge. Il faut ensuite cliquer
sur lI'icbne avec un « | » qui donne l'information sur la ligne pointée. Le degré
d’identité est exprimé en pourcentage.

D’un point de vue conceptuel

Pour établir une phylogénie a partir de données moléculaires, on commence toujours

par relier les éléments qui sont le plus proches, qui présentent le moins de

différences, car ce sont eux qui ont I'ancétre commun le plus récent.
La prise en compte du degré d’'identité permet ensuite de préciser les parentés entre ces
molécules, donc entre les organismes qui les possédent. On applique alors une méthode
phénétique, basée sur le seul nombre d’'indentités, sans tenir compte d’une quelconque
polarité des états. Le raisonnement est le suivant : les différences constatées sont dues a
des mutations ; or ces mutations s’accumulent au cours du temps et on peut donc
considérer que plus il y a de différences, et plus de temps s’est écoulé depuis le dernier
ancétre commun, et inversement ; donc, on peut finalement dire que plus le degré
d’identité est important et plus la parenté est grande.

partir de ces matrices, on peut construire un arbre phylogénétique semblable au

suivant obtenu avec le logiciel Phylogéne (représentation par la méthode UPGMA) :

e Arabidopsis

I— Rape

p— |

Mais
p— CGrenouille
—
— X ENODE
= ™ p— R it
p—
| — Homme
—

— et

| | L Goldfish

Etoile de mer

Qursin

Drosophile

omyces

La construction manuelle d’un tel arbre serait longue et fastidieuse. On peut se

limiter a un choix d’espéces en fonction de problemes a résoudre :
rechercher qui des Insectes ou des Echinodermes sont les plus proches
parents des Vertébrés ;
établir les relations de parenté entre les quatre plantes a fleurs et voir si elles
confortent le rangement de ces plantes dans deux groupes les Cruciféres et les
Poacées (Graminées), groupes établis a partir des caractéristiques des fleurs
notamment ;
rechercher si la classification des Vertébrés a partir de ces données
moléculaires est conforme a celle obtenue a partir de données
morphologiques et anatomiques.

120



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE TERMINALE, SERIE S

Relations de parenté au sein du vivant - genes homéotiques

Informations scientifiques
Cf. page de seconde

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

L’exploitation des données sur les homéoboites et les homéodomaines des genes
homéotiques permet d’aborder la notion d’unité du vivant et d’établir des relations de
parenté entre certains organismes. Ainsi, des parentés pourront étre établies entre des
organismes trés différents tels un Vertébré, un Arthropode, un Crustacé ou un Ver
parasite, alors que les données anatomiques et morphologiques étaient difficilement
utilisables.

Séquences et documents

Fichiers des séquences

domainesproteiques.edi » : séquences des domaines protéiqgues de quelgues genes
homéotiques de Drosophile (genes AbdA, AbdB, Antp, Lab, Scr, Dfd, Pb et Ubx), de Souris (Hox
B4, B6, C6, B7, B9), dHomme (Hox B4, B6, C6, B7, B9), de Xénope (Hox B4, B7, B9), de
Sacculine (AbdB, Antp) et de Dicyemie (Antp).
La souris, 'homme sont des vertébrés mammiferes.
Le xénope est un vertébré amphibien.
La drosophile est un arthropode insecte.
La sacculine est un arthropode crustacé.

Le dicyémie est un animal parasite (il parasite les calmars et les pieuvres) tres spécialisé ; c'est
un métazoaire du groupe des lophotrochozoaires (ce groupe inclut les annélides, les
brachiopodes, les mollusques et les bryozoaires).

box.edi » : séquences nucléiques des homéoboites de quelques genes homéotiques de
Drosophile (Antp, Dfd, Lab, Scr, Pb, Ubx, AbdA, AbdB), d’'Homme (Hox B4, B6, B7, B9, C6), de
Souris (Hox B4, B6, B7, B9, C6), de Xénope (Hox B4, B7).
Documents fournis

phenotypeshomeo.tif » : la description des phénotypes de mutants homéotiques permet
comprendre |'action des génes homéotiques. Ces mutations entrainent la formation d’un
organe parfaitement constitué, mais pas au bon endroit. Les genes homéotiques sont donc des
genes qui vont intervenir au cours du développement embryonnaire pour permettre la mise en
place des différents organes. lls sont responsables de |'édification du plan d’organisation de
I’'organisme.

chromosomeshomeo.tif » : la disposition des genes sur les chromosomes permet de faire plusieurs

constats

les génes sont organisés en complexes : deux complexes situés sur le méme chromosome
chez la drosophile et 4 complexes situés sur des chromosomes différents chez la souris
la disposition des génes sur les chromosomes correspond a la disposition des régions
d’expression de ces génes dans I'organisme
il y a une correspondance qui a pu étre établie entre les génes de la drosophile et les génes
de la souris (ces correspondances sont indiquées par les couleurs)

transgenese.tif » : ces expériences de transgenése réussies sont un argument
supplémentaire en faveur de I'homologie des genes homéotiques de vertébrés et
d’arthropodes, et donc de l'unité du vivant.

complexeADNhomeo.tif » : c’est le mode d’action des génes homéotiques qui est illustré par
ce document. La figure permet de comprendre comment agissent les genes homéotiques : ils
codent pour une protelne dont une partle appelee homeodomame est capable de se fixer sur

1A DA
I I"\IJI\I pCIIIICLLGIIL GIII)I IG ICBUIGLIUII UC I C)\lJICDDlUll UC \_ClLGlllD UCHCD

On se limite ici aux séquences nucléiques des homéoboites et des séquences protéiques
des homéodomaines car leur similitude est tres grande d’'un gene homéotique a l'autre,
alors que cette
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homologie est impossible a mettre en évidence si I'on compare les séquences codantes
entieres de ces géenes (ou les protéines entieres). En fait, les genes homéotiques ne se
ressemblent qu’au niveau des homéoboites codant pour les homéodomaines protéiques.
D’une facon générale, les conclusions obtenues seront les mémes, que I'on travaille sur
la comparaison des séquences protéiques des homéodomaines ou sur la comparaison des
ségquences nucléiques des homéoboites.

Cette similitude de séquences suggére une origine commune, c’est a dire une séquence
ancestrale commune, donc une origine commune pour les étres vivants qui les
possédent, c’est a dire I’'homme, la souris, le xénope, la drosophile, la sacculine et le
dicyémie.

Au-dela de l'idée d’origine commune des animaux, cette similitude permet d’imaginer
une apparition trés précoce des génes gouvernant la mise en place du plan
d’organisation.

On compare les genes qui sont « équivalents » chez la drosophile et les vertébrés. Ces «
équivalences » peuvent étre repérées sur le document présentant la disposition des
genes homéotiques chez la drosophile et chez la souris. Ainsi, on pourra comparer le
gene Dfd de la drosophile avec les génes hoxA4, B4, C4 et D4 des vertébrés par exemple,
ou encore le gene Ubx de la drosophile avec les genes A7 et B7 et C6.

AbdB abdA Ubx Antp Scr Dfd

§= rl=l=~=i H =I

lab Chromosome 3

Drosophlle
I_, .

A6 AS A4 na 1\2 m Chromosome 6
] l hl Souris

B4 B3 B2 B1 Chromosome 11

B3 B8 B7

—_—

C13 Ci12 C11 C10 C
: E

Chromosome 15
Souris

D1 Chromesome 2

‘ R

Comparaison des domaines protéiques
« domainesproteiques.edi »

Résultat des comparaisons des domaines protéiques des génes Dfd de drosophile et Hox
B4 de trois Vertébrés : on obtient 86,7 % d’identité globale.
Le tableau ci-dessous précise les identité entre les séquences prises deux a deux :

Hox B4 Hox _B4 Hox B4 Dfd
Homme Souris Xénope Drosophile
Hox B4 Homme 100 %
Hox B4 Souris 100 % 100 %
Hox B4 Xénope 95 % 95 % 100 %
Dfd Drosophile 88,3 % 88,3 % 88,3 % 100 %

Résultat des comparaisons des domaines protéiques des génes Ubx de Drosophile et
Hox B7 de trois vertébrés : on obtient 88,3 % d’identité globale.
Le tableau ci-dessous précise les identités entre les séquences prises deux a deux :

Hox Hox B7 Hox B7 Ubx

B7 Souris
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Homme Xénope Drosophile
Hox B7 Homme 100 %
Hox B7 Souris 98,3 % 100 %
Hox B7 Xénope 96,7 % 96,7 % 100 %
Ubx Drosophile 90 % 88,3 % 88,3 % 100 %

Résultat des comparaisons des domaines protéiques des génes AbdB de Drosophile et Hox
B9 de trois vertébrés :
on obtient 86,7 % d’identité globale.

Le tableau ci-dessous précise les identités entre les séquences prises deux a deux :

Hox B9 Hox |_39 Hox B9 AbdB
Homme Souris Xénope Drosophile
Hox B9 Homme 100 %
Hox B9 Souris 100 % 100 %
Hox B9 Xénope 95 % 95 % 100 %
AbdB Drosophile 70 % 70 % 70 % 100 %

Si I'on applique la méthode phénétique au traitement de ces données, on peut préciser
les parentés entre les étres vivants concernés : la plus grande parenté étant entre souris
et homme, puis avec le xénope, et enfin avec la drosophile. On peut alors établir la
phylogénie suivante :

‘ Homme

‘ Zouris

Hénope

Drosophile

La comparaison des séquences des homéodomaines des génes Hox B6 de I'homme et
de la souris avec les génes Antp de la drosophile, de la sacculine et du dicyémie
permettent quant a elles d'établir des parentés entre des animaux appartenant a des
groupes tres éloignés.
Résultat des comparaisons des domaines protéiques des génes Hox B6 de
I’homme et de la souris avec les génes Antp de la drosophile, de la sacculine et
du dicyémie : on obtient 71,7 % d’identité globale.
Le tableau ci-dessous précise les identités entre les séquences prises deux a deux :

Hox B6 Hox B6 Antp Antp Antp
Souris . Sacculine Dicyémie

Homme Drosophile

Hox B6 100 %

Homme

Hox B6 Souris 100 % 100 %
Antp 93,3 % 96,7 % 100 %
Drosophile
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Antp

Sacculine 93,3 % 88,3 % 100 % 100 %

Antp

Dicyémie 73,3 % 73,3 % 75 % 75 % 100 %

L'exploitation des valeurs de ce tableau permet d’établir la phylogénie suivante :
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Relations de parenté au sein des Vertébrés - globines alpha et béta
Informations scientifiques

Présentation des globines humaines et des génes qui les codent

Les globines humaines représentent d’une part les globines qui constituent I’'hémoglobine
et d'autre part la myoglobine présente dans les cellules musculaires.

Les globines qui constituent les hémoglobines

Toutes les hémoglobines humaines sont constituées de quatre chafnes polypeptidiques
de globines identiques deux a deux.

Chaque molécule d'hémoglobine est un tétrameére formé par l'association de quatre
chaines polypeptidigues identiques deux a deux. Chaque chaine adopte une
conformation spatiale lui donnant une forme globuleuse et ménageant une "poche"
superficielle dans laguelle se trouve logé le groupement héme (non protéique).

groupement héme

A mm— (non protéique)

\ v~
L9 N

.

p w

>~ groupement
" héme
(non protéique)

atome de Fer
(qui va fixer

X ) ‘l 1'oxygéne)
AL
S \ i \
\ 71
\ A
repreésentation en sphoras Repzesentatlon en squelette carboné

d'une molécule de globine humaine - ~ . .
et = : d'une molécule de béta globine humaine

Chaque globine présente sept ou huit secteurs en forme d'hélice droite reliés par des
segments comportant parfois des coudes :

Modélisation d'une gleobine: la globine beta humaine.
Helice C L
Hélice F

Heélice D : a AAn
Heélice H

Helice E

Hélice G AAl
Helice A

Coude GH
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L'étre humain, au cours de sa vie, produit plusieurs globines différentes :

%Eu s —_—
E 3

.

L,

| | &
i T T N —: | _?-=;.-I'_
I 20 3 n:+ 4 & 12 1]
Apiedieln Ape post-raital
i Maimane &
eEmLaTe Lmois)

Bien que n’ayant pas la méme longueur (141 acides aminés pour les globines alpha 1 et
alpha 2, théta et zéta, 146 acides aminés pour les globines béta, gamma, delta, epsilon,
gamma A et gamma G), toutes ces globines sont fonctionnelles et ont un réle semblable
(fixation et transport du dioxygene grace au groupement heme).

Avant la naissance, les hématies du foetus contiennent de I'hémoglobine feoetale
constituée de deux chaines de globine alpha et de deux chaines de globine gamma.
Apres la naissance, les hématies contiennent de I'hémoglobine adulte A, trés largement
majoritaire (97%), de I'némoglobine D (2%) et de I'hémoglobine F (environ 1%).
L'hémoglobine A est constituée de deux chaines de globine alpha et de deux chaines de
globine béta. L'hémoglobine D est constituée de deux chaines de globine alpha et de
deux chaines de globine delta.

Chaque globine est codée par un gene. Les genes des globines sont répartis sur deux
chromosomes différents :

les génes de type alpha sont regroupés sur un chromosome (le chromosome
numéro 16) les genes de type béta sur un autre (le chromosome numéro 11)

La disposition des génes de la globine humaine le long des chromosomes correspond a
I'ordre dans lequel ils sont exprimés au cours du développement.

Chromosome 16 : Groupe de type alpha
4 Pl ol o

B N B .

Chromosome 11 : Groupe de tvpe béta

g Gy Ay =4t} ] B
[ NN N T[] T |
Cartes de la famille des génes codant les chaines de type alpha
et béta de I'hémoglobine humaine.
Sur le chromosome 16 on trouve de gauche a droite les génes
zéta (embryonnaire), fz et fal (pseudogenes) et alpha2 puis
alphal (adultes);
Sur le chromosome 11, on trouve de gauche a droite les génes
epsilon (embryonnaire), Gamma G et gamma A (feetaux), fb
(pseudogene), delta et béta (adultes).
Les pseudogénes ne codent pas pour des protéines
fonctionnelles ; la maturation de I’ARNm ou sa traduction sont
bloguées.
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Tous les vertébrés a I'exception des lamproies et myxines posseédent au moins deux
genes de globine : le géne béta et le géne alpha, les protéines d’alpha globine et de béta
globine constituant les molécules d’hémoglobine et ayant la méme fonction chez tous : la
fixation et le transport de dioxygéne.
Toutes les molécules de béta globine sont homologues ; il en est de méme des molécules
d’alpha globine.
Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies
En classe terminale, les parentés entre les vertébrés peuvent étre établies a partir des
séquences nucléiques et/ou protéiques.
Les données fournies permettent de préciser les parentés entre quelques Vertébrés
appartenant a différents groupes a partir de données moléculaires. Ces activités de
construction de relations de parenté a partir de données moléculaires viennent en
complément des activités de construction d'arbres phylogénétiques a partir de données
anatomiques et/ou morphologiques. L'exploitation des données moléculaires permet :

de confirmer les relations de parenté entre les vertébrés établies a partir des

autres données ; de préciser des relations de parenté lorsqu’il y a discussion (par

exemple en ce qui concerne les parentés entre oiseaux et « reptiles »).

Séquences et documents

Fichiers de séquences
« globines-alpha-vertebres.edi » : séquences protéiques des alpha globines de 11
vertébrés - Homme, Bonobo, Gorille, Chien, Poule, Canard, Xenope, Crocodile, Triton,
Vipere, Thon, Raie
« globines-beta-vertebres.edi » : séquences protéiques des béta globines de 9
vertébrés - Homme, Chimpanzé, Gorille, Chien, Poule, Canard, Crocodile, Thon, Raie
Documents

« presentationhb.tif » : ce document permet de présenter les molécules de globine alpha
et béta.

La comparaison des séquences fournies par alignement avec discontinuités permet de
remplir une matrice des similitudes. Les résultats et conclusions obtenues a partir des
données fournies sont présentés ci-dessous.

partir de la comparaison des béta globines de quelques vertébrés
(fichier « globines-beta-vertebres.edi »)

Homm |Chimpanz Poul |Canar |Crocodil
e é Gorille|Chien|e d e Thon|Raie| Triton
Homme 100
Chimpanzé| 100 100
Gorille 99,3 99,3 100
Chien 89,7 89,7 90,4 | 100
Poule 69,2 69,2 68,5 | 71,2 | 100
Canard 69,2 69,2 68,5 | 71,2 | 97,9 | 100
Crocodile | 54,8 54,8 55,5 | 55,5 | 63,7 | 64,4 100
Thon 47,9 47,9 47,3 50 [ 54,8 54,8 41,1 100
Raie 38,7 38,7 38,7 | 40,1 | 42,3 | 40,8 34,5 35,9 ( 100
29,
Triton 46,9 46,9 47,6 | 46,9 | 46,9 | 47,6 42,8 41,41 7 100

Matrice des identités (en pourcentage)



127



ANAGENE

Homme Chimpanzé Gorille Chien Canard Poule Crocodile Thon Eaie
| I

Arbre de parenté que I'on peut obtenir a partir de I’exploitation de cette matrice :

On peut réaliser I'alignement (avec discontinuité) des séquences de quelques uns de ces
taxons. Sur cet alignement, le repérage des sites conservés permet ensuite de les
localiser sur la molécule 3D a I'aide du logiciel Rastop et de constater que la plupart de
ces acides aminés conservés sont situés au niveau de la poche de I’'héme, ce qui explique
la conservation de la fonction de la molécule de béta globine chez tous ces vertébrés.

partir de la comparaison des alpha globines de quelques vertébrés
(fichier « globines-alpha-vertebres.edi »)

Bonob Canar |Crocodil
Hommejo Gorille|Chien|Poule|d e Vipere|Triton| Thon| Raie

Homme 100

Bonobo 100 100

Gorille 99,3 99,3 100

Chien 83,7 83,7 84,4 100

Poule 70,2 70,2 69,5 | 66,7 | 100

Canard 71,6 71,6 70,9 | 70,2 | 87,2 100
Crocodile| 64,5 64,5 68,1 66 75,9 78 100

Vipere 68,8 68,8 63,8 | 61,7 | 58,2 58,2 56 100

Triton 57,4 57,4 57,4 | 53,2 | 55,3 56 56 48,9 100

Thon 54,5 54,5 54,5 | 52,4 51 49,7 51,7 46,2 | 45,5 100

Raie 45,4 45,4 45,4 | 41,1 | 41,1 41,1 42,6 41,1 | 37,6 | 37,1 100

Matrice des identités (en pourcentage) :
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Homme Chimpanze Gorlle Chien Canard Poule Crocodile Thon Eate
| I

Arbre de parenté que I’'on peut obtenir a partir de I’exploitation de cette matrice :

On peut réaliser I'alignement (avec discontinuité) des séquences de quelques uns de ces
taxons. Sur cet alignement, le repérage des sites conservés permet ensuite de les
localiser sur la molécule 3D a I'aide du logiciel Rastop et de constater que la plupart de
ces acides aminés conservés sont situés au niveau de la poche de I'héme, ce qui explique
la conservation de la fonction de la molécule de alpha globine chez tous ces vertébrés.

COMPLEMENTS

D’autres fichiers comportant un plus grand nombre de séquences sont fournis pour
permettre a chaque enseignant de créer les sous ensembles qu’il souhaite, ce qui peut
étre utile pour faire travailler différents groupes d’éléves sur des exemples différents :

« globinesalphareptiles.edi» : séquences protéiques des alpha globines de 10 vertébrés, dont 7 « Reptiles
» (Cobra, Vipere, Iguane, Tortue, Crocodile, Alligator, Caiman), 2 Oiseaux (Poule, Canard) et 1 Batracien
(Triton)

« betaglobinetotal.edi» : séquences protéiques de la béta globine chez de nombreux vertébrés
appartenant a des classes différentes

o Mammiferes : Homme, Chimpanzé, Gorille, Lemur, Rorqual, Dauphin, Chien,
Panda, Oiseaux : Poule, canard, Cormoran
Reptiles :
Lépidosauriens : Liophis, Varan
Crocodiliens : Crocodile, Alligator,
Caiman o Chélonien : Tortue carette
Amphibiens : Triton, Crapaud, Xénope
Poissons Ostéichtyens : Poisson rouge, Thon
Poissons Chondrichtyens : Raie

« alphaglobinetotal.edi » : séquences protéiques de I'alpha globine chez de nombreux vertébrés
appartenant a des classes différentes

Mammiferes : Homme, Bonobo, Gorille, Panda, Dauphin, Rorqual, Chien, Otarie, Boeuf, Yack, Lama,
Souris

Oiseaux : Manchot, Poule, Canard
o Reptiles :
Chéloniens : Tortue géante
Lépidosauriens : Cobra, Vipére, Liophis, Iguane
Crocodiliens : Crocodile, Alligator, Caiman
o  Poissons Ostéichtyens : Poisson zebre,
Thon o Poissons Chondrichtyens : Raie

Par exemple, il est possible de discuter des relations de parentés au sein du groupe des
« reptiles » et entre oiseaux et « reptiles », ces derniers ne constituant pas un groupe
monophylétique.
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Canar |Cobr Iguan |Tortu |Crocodil | Alligato

Poule|l d a Viperele e e r Caiman| Triton
Poule 100
Canard | 87,2 100
Cobra | 58,9 61 100
Vipere | 57,4 | 58,2 | 69,5 | 100
Iguane | 55,3 | 55,3 | 63,1 | 54,6 100
Tortue | 69,5 71,6 61 53,9 | 53,2 100
Crocodile| 75,9 78 59,6 56 54,6 70,2 100
Alligator| 716 | 74,5 | 57,4 | 51,8 | 52,5 66,7 87,9 100
Caiman 73 72,3 | 56,7 | 53,9 | 53,9 67,4 85,1 85,8 100
Triton 56 55,3 | 48,2 | 50,4 | 48,2 52,5 56 53,9 54,6 100

Relations de parenté entre différents « reptiles », des oiseaux et un amphibien

Tortue Tguane Vipere Cobra Crocodile Alligater Caiman Foule Canard Triton

_

B p—

N

|

Arbre de parenté que I’'on peut obtenir a partir de I’exploitation de cette matrice :
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Relations de parenté au sein des Primates - le gene de I'opsine S

Informations scientifiques

La rétine humaine est un tissu nerveux qui renferme notamment des cellules
photoréceptrices de deux types : les cones et les batonnets. Les cOnes sont responsables
de la vision des couleurs ; les batonnets ne permettent pas la vision des couleurs, mais
sont tres sensibles a la lumiere et permettent une vision en tres faible éclairement.

La vision des couleurs est liée a I'existence dans la rétine de trois types cellulaires (les
cébnes) qui sont des photorécepteurs synthétisant trois pigments différents, des opsines,
qui présentent des niveaux d'absorption différents dans le rouge (opsine rouge ou L), le
vert (opsine verte ou M) ou le bleu (opsine bleue ou S). Avec un seul des pigments, on ne
voit pas les couleurs ; la présence des trois pigments permet une vision trichromatique.

Les pigments des cellules photoréceptrices

Toutes ces cellules contiennent un pigment, de nature essentiellement protéique,

excitable par des photons. Ce pigment varie selon le type de cellules photoréceptrices :
les batonnets synthétisent un pigment appelé rhodopsine (constituée d'une opsine
et d'un groupement prosthétique, le 11-cis-rétinal lié a la lysine 216 de la protéine,
dont le précurseur est le all-trans-rétinol ou vitamine A . Un déficit alimentaire en
vitamine A conduit ainsi a I'héméralopie ou cécité nocturne). La rhodopsine présente une
bande d'absorption large dans la région visible du spectre avec un pic a 500 nm.
les cOnes synthétisent un pigment appelé opsine ; il existe trois types de cébnes en
fonction du pigment qu’ils synthétisent : les cones a opsine S (Short ou bleue), M
(Médium ou verte) et L (Long ou rouge), ces différentes opsines différant par leur
spectre d'absorption.
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Les spectres d'absorption des trois opsines photoréceptrices ont été mesurées en
éclairant des cbnes avec un faisceau de lumiere de 1mm seulement. Les réponses des
différents cénes montrent trois groupes : certaines sont excitées au maximum par la
lumiére bleue, d'autres sont excitées au maximum par la lumiére verte et les derniéres
par la lumiére orangée-rouge.
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Les cobnes S contiennent une opsine ayant un maximum d’absorption dans les courtes
longueurs d’onde du visible (« opsine S ou bleue »), les cbnes M contiennent une opsine
ayant un maximum d’absorption dans les longueurs d’onde moyennes du visible («
opsine M ou verte »), les cones L contiennent une opsine ayant un maximum d’absorption
dans les grandes longueurs d’onde du visible (« opsine L ou rouge »). Bien entendu, tous
les photorécepteurs possedent les mémes génes codant pour les opsines, mais un seul
de ces génes s’exprime dans un photorécepteur donné.

Les protéines photoréceptrices des cellules en cbne sont, comme |'opsine de la
rhodopsine, des récepteurs a sept hélices, et elles contiennent elles aussi le 11-cis-
rétinal..

Localisation chromosomique des génes codant pour les opsines humaines :

Les génes codant pour les opsines M ou verte et L ou rouge sont situés sur le
chromosome X. Le géne codant pour I'opsine S ou bleue est porté par le chromosome 7.

I I B

[ ] 7

Les opsines chez les Primates
Chez les Primates, la vision trichromatique n’est possible que dans certains groupes :
les singes de I'Ancien Monde (Afrique, Asie et Europe), ou Catarhiniens,
posseédent, comme I'homme :
le gene de I'opsine S (bleue) porté par un autosome, codant pour une
opsine présentant un pic d'absorption a 435 nm
le gene de I'opsine M (verte) porté par le chromosome X, codant pour
une opsine présentant un pic d’absorption a 535 nm
le géne de I'opsine L (rouge) porté par le chromosome X, codant pour
une opsine présentant un pic d’absorption a 565 nm
Ces singes sont donc tous trichromates.
les singes du Nouveau Monde (Amérique), ou platyrrhiniens, possedent :
le gene de I'opsine S (bleue), situé sur un autosome et codant pour une
opsine ayant un pic d’absorption a 430 nm environ
un seul autre géne codant pour une opsine S/M, porté par le chromosome X,
codant pour une opsine ayant un pic d’absorption de 530 a 560 nm. Or il
existe trois genes différents possibles pour cette opsine, codant pour des
pigments dont les pics d’absorption se situent vers 536 nm, 556 nm, 563 nm.
Chez ces singes, comme le Saimiri par exemple (singe écureuil), on a ainsi plusieurs
phénotypes possibles pour la vision des couleurs (singes dichromates ou singes
trichromates), notamment en fonction du sexe :
les males sont tous dichromates : ils possedent le géne de I'opsine S, et un
seul géne pour une opsine M/L car ils n’ont qu’un seul chromosome X.
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les femelles, qui possedent deux chromosomes X, peuvent étre dichromates
ou trichromates : elles ont toutes un géne de l'opsine S, et possedent un seul
allele du géne de I'opsine M/L si elles sont homozygotes, mais en possedent 2
si elles sont hétérozygotes. Si les deux alleles qu’elles possédent sont
différents, elles produiront donc trois opsines différentes ce qui permettra une
vision trichromatique.
On a d’autre part récemment découvert que les singes hurleurs (Alouatta seniculus)
étaient trichromates, aussi bien les males que les femelles. lls synthétisent trois
pigments visuels présentant des pics d'absorption a 430 nm, 532 nm et 562 nm.
C'est actuellement le seul singe du Nouveau Monde pour lequel on ait découvert
cette trichromatie.
les Iémuriens : ceux qui vivent la nuit ont une vision en noir et blanc ; ceux qui vivent
le jour ont tous une vision dichromatique. lls possédent le géne de I'opsine S (bleue)
sur un autosome, et le géne d’'une opsine M/L sur le chromosome X.

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

Il est possible d’'établir des relations de parenté entre les Primates a I'aide des
données moléculaires concernant les opsines, et notamment I'opsine S (ou opsine
bleue).

Tous les primates possedent ce gene, porté par un autosome, et il code pour une opsine
ayant toujours un pic d’absorption voisin de 430 nm.

Séquences et documents
Fichiers des séquences

« opsprimates.edi » : séquences protéiques des opsines bleues (ou opsines S) de
quelques primates appartenant a des groupes différents :
o platyrhiniens : Cebus (capucin), Saimiri (singe écureuil), Alouattte (singe hurleur)

o catarhiniens : Homme, Macaque, Bonobo, Chimpanzé, Gorille
Documents

« opsines.tif » : document de présentation de la nature et du r6le de I'opsine S,
ainsi que de la localisation du géne qui la code.

Les informations tirées de la comparaison des séquences par alignement avec
discontinuités permettent de construire la matrice des identités suivante (les valeurs
sont en pourcentage) :

Alouatt
Homme| Bonobo| Chimpanzé Gorille| Macaque| e Saimiri| Cebus

Homme 100

Bonobo 100 100
Chimpanzé 100 100 100

Gorille 99,7 99,7 99,7 100

Macaque 96 96 96 95,7 100

Alouatte 92,3 92,3 92,3 92 92,3 100

Saimiri 91,7 91,7 91,7 91,4 92,2 97,1 100

Cebus 92,5 92,5 92,5 92,2 92,5 97,7 96 100

a partir de cette matrice, on peut établir la phylogénie suivante :
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Relations de parenté au sein des Hominidés - L’ADN mitochondrial

D’autres informations sur ce theme peuvent étre trouvées sur le site Vie a Jussieu dont
I'adresse est :
http://www.snv.jussieu.fr/vie/documents/adnancient/adnmt.htm

Informations scientifiques

ADN fossile et histoire des Homininés

En complément des données morphologiques et anatomiques, les données moléculaires
se sont avérées précieuses pour préciser la phylogénie des Primates. Un arbre
phylogénétique des Homininés basé sur |'utilisation de caracteres morphologiques et
anatomiques peut étre construit avec le logiciel Phylogéne.

Les données moléculaires commencent a étre utilisées pour aborder certains problemes
de I'histoire évolutive des Homininés. Sous ce terme, on désigne ici les especes
appartenant a la lignée humaine qui partagent avec Homo Sapiens un ancétre commun
qui n'est pas celui des Chimpanzés. L'espece humaine est la seule espece d’Homininés
qui existe aujourd’hui. Pour exploiter les données moléculaires relatives a d’autres
espeéces, il faut se procurer de I'’ADN de ces especes donc recourir a de L'ADN fossile. La
premiere étude date de 1997 et elle est relative a I'Homme de Néandertal.

Aprés la mort d’un organisme, I’ADN se dégrade rapidement, surtout si la température de
la région est assez élevée. L’ADN que I'on peut extraire d'un fossile se trouve sous forme
de courts fragments de quelques dizaines a une ou deux centaines de nucléotides. Au-
dela de 100 000 ans, il est illusoire de vouloir récupérer de I’ADN utilisable pour déchiffrer
une séquence. Cela réduit I'utilisation de I’ADN fossile aux périodes les plus récentes de
I’histoire de la lignée humaine, donc aux « especes » qui sont contemporaines des
premiers Sapiens. Pour l'instant, on n’a utilisé que de I’ADN de néandertaliens. A priori, il
pourrait étre possible d’exploiter I’ADN de I'homme de Flores qui a vécu jusqu’a -12000
ans, bien que les conditions climatiques de I'Indonésie ne soient pas favorables a la
préservation de I’ADN. Si cela s’avérait réalisable, les informations obtenues pourraient
éclairer la place controversée de cet homininé dans I'histoire de la lignée humaine.

Intérét de ’ADN mitochondrial

Les études sur I'’ADN fossile des Homininés ont porté sur I’ADN mitochondrial et non sur
I’ADN nucléaire. Cela s’explique pour diverses raisons.

Presque tout I’ADN disparait au cours de la fossilisation. Il n’en reste que que des courts
fragments. Le premier travail consiste a amplifier par la technique de la PCR (polymerase
chain reaction) un ou plusieurs fragments qui ont été préservés. Il faut choisir d’avance
ceux gu’on recherche dans I'extrait fossile. Il y a généralement plusieurs centaines de
mitochondries par cellule et chacune contient une molécule circulaire d’ADN de plus de
16000 paires de bases. Les séquences d’ADN mitochondrial sont donc au nombre de
plusieurs centaines dans une cellule alors que celles de I’ADN nucléaire sont au nombre
de deux sauf pour les séguences répétées. Il est donc plus probable de trouver dans
I’ADN fossile des fragments d’Adn mitochondrial susceptibles d'étre amplifiés que
des fragments d’ADN nucléaire.

Un autre point important est que I’ADN mitochondrial évolue plus rapidement que I’ADN
nucléaire : les mutations s'y fixent plus rapidement. Pour des périodes relativement
courtes imposées par la préservation de I’ADN fossile, I'’ADN mitochondrial est donc plus
informatif que I’ADN nucléaire. En outre, le génome mitochondrial ne se transmet que
de la mere a I'enfant (les mitochondries du spermatozoide ne contribuent pas au stock
initial de mitochondries du zygote). Il n'y a donc pas de recombinaison. Les différences
entre molécules d’ADN mitochondrial résultent uniguement de mutations.
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Le séquencage de I'ADN mitochondrial d'un trés grand nombre d’Hommes actuels a
révélé que deux régions appartenant a la zone de controle de la réplication de cet ADN
présentent une grande variabilité : ce sont les régions hypervariables 1 et 2. Ce sont des
fragments de ces régions hypervariables qui ont été recherchés chez les néandertaliens.

Objectifs de I’étude de I’ADN mitochondrial fossile

Les recherches sur I’ADN mitochondrial des néanderthaliens ont pour principal objectif de
déterminer si ces homininés ont pu contribuer au pool génétique des populations de
Homo sapiens. Cette question s’'insere dans le probléeme plus général de I'origine des
hommes modernes. Au cours des années 80 deux hypothéses extrémes se sont
opposées. Selon I'"hypothése multirégionale, dite encore du candélabre, des populations
d’Homo erectus d’origine africaine se sont répandues a travers le monde et ont
graduellement et indépendamment évolué pour donner d’abord des Homo Sapiens
archaiques, puis des hommes modernes. Selon cette hypothése les hommes de
Néandertal seraient issus d’Homo Sapiens archalques européens (les prénéandertaliens)
et seraient a I'origine des Homo sapiens européens et du proche orient. Selon la seconde
hypothése dite de I'arche de Noé, tous les Homos sapiens actuels auraient pour origine
une population initiale du proche orient ou d’Ethiopie qui aurait migré ensuite dans tout le
monde. Cette population résulterait d’'un processus de spéciation, il y a 150 000 ans
environ. Elle se serait ensuite répandue dans toutes les régions du monde sans se
métisser avec les populations d’'Homo sapiens archaiques déja présentes. Ces Homo
sapiens sapiens auraient contribué par des mécanismes mal élucidés a la disparition des
Homo sapiens archaiques, des néandertaliens en Europe.

Aujourd’hui, il y a un accord assez général pour dire que la premiere hypothése, celle du
candélabre ne s’applique pas a I’'Europe. En effet, on ne connait pas de fossiles d’'Homo
permettant d'asseoir I'hypothése d’une transformation graduelle de I'homme de
Néandertal en Homo sapiens. Toutefois, au Proche orient, les populations de
néandertaliens ont cohabité pendant plus de 50 000 ans avec celles des premier Homo
sapiens ; en Europe, la cohabitation a duré plus de 10 000ans (de -40 000ans a -29
000ans environ, date de disparition des derniers néandertaliens). Au cours de cette
période de cohabitation, on ne peut exclure des possibilités de métissage entre les
Hommes de cro-magnon et les Hommes de Néandertal. Si tel est le cas, 'Homme de
Néandertal appartiendrait a la méme espece que I'Homme actuel et devrait s'appeler
Homo sapiens néandertalensis. En revanche, s’il n'y a pas eu hybridation, I'homme de
Néandertal serait une espece différente de celle de Homo sapiens et mériterait le nom de
Homo néandertalensis. Dans ce cas, les néandertaliens représenteraient un cul de sac
évolutif puisque disparus sans laisser de descendance.

C'est a la résolution de cette question, métissage ou non entre néandertaliens et
premiers Hommes modernes, que visent les études sur I’ADN mitochondrial.

Apports des séquences d’ADN mitochondrial

C'est en 1997 qu’'a été déterminée la premiére séquence d’ADN mitochondrial d'un
néandertalien. Il s’agit de la séquence, longue de 379 paires de nucléotides, de la région
hypervariable 1 de la zone ou se trouve l'origine de la réplication de I'’ADN. Elle a été
établie a partir d’'un extrait d’ADN du spécimen type de I'homme de Néandertal, celui de
Feldhofer (vallée de Néander, Allemagne) découvert en 1856. Elle a été comparée a 994
séquences homologues d’'Hommes actuels appartenant a différentes régions du monde
dont celles de 510 européens. Le nombre moyen de différences entre les séquences des
Hommes actuels est de 8. Le nombre moyen de différences entre la séquence de
I’'’Homme de Feldhofer et celles des hommes modernes est de 27, soit plus de trois fois
plus importante. La plus petite différence entre la séquence néandertalienne et celle d’'un
Homme actuel est de 22 et la plus grande de 36. La séguence néandertalienne se place
donc nettement au-dela de la variabilité constatée entre hommes actuels. Le nombre de
différences entre la séquence néandertalienne et celles des asiatiques et des africains est
similaire. En particulier, aucune séquence



136



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE TERMINALE, SERIE
S

d’européen ne s’est avérée plus proche de celle de ’'Homme de Feldhofer. Ces données
n’apportent aucun argument en faveur de I'hypothese suivant laquelle les néandertaliens
auraient contribué au pool génétique des européens par suite de métissage avec les
Hommes de Cro-Magnon, en réalité le métissage entre femmes néandertaliennes et
hommes de Cro-Magnon, puisque I’ADN mitochondrial se transmet uniquement par les
femmes.

Trois autres séquences de la région hypervariable 1 ont par la suite été déterminées a

partir de fossiles néandertaliens d’ages différents et appartenant a des régions de
I’Europe tres éloignées les unes des autres : Allemagne, Caucase, Croatie. Elles ont
entierement confirmé les indications fournies par la premiére séquence. De plus, quand
on établit un arbre phylogénétique a partir de ces séquences et de celles des Hommes
actuels, on constate que les séquences des néandertaliens se groupent entre elles ; les
néandertaliens paraissent avoir un ancétre commun qui n'est pas celui des Hommes
modernes.
Le nombre moyen de différences entre ces séquences néandertaliennes appartenant a
des individus ayant vécu dans des régions européennes éloignées et a des moments
différents (-40 000 a - 29 000 ans) est du méme ordre que celles constatées entre les
séquences des hommes actuels.

Si tout cela ne plaide pas en faveur du métissage entre néandertaliens et Hommes de
Cro-Magnon, on ne peut pas écarter I'hypothese qu’il a eu lieu mais qu’on n’en retrouve
pas de signe dans les populations européennes actuelles. En effet, les descendants de
ces métissages ont pu appartenir a des populations qui n'ont pas survécu au cours du
paroxysme de la derniére période glaciaire. On pouvait donc penser qu’on avait plus de
chance de repérer ce métissage dans I’ADN fossile des Hommes de Cro-Magnon qui ont
cohabité avec les néandertaliens.

En mai 2003, I'équipe de Caramelli a publié la séquence de la région hypervariable 1 de
deux hommes de Cro-Magnon ayant vécu en ltalie, il y a 24 000 ans. Leurs séquences
sont comparables a celles des hommes actuels ; dans un arbre phylogénétique, ces
hommes de Cro-Magnon se retrouvent parmi les hommes actuels et non avec les
néandertaliens.

En 2004, I'équipe de David Serre et d’André Langaney a publié les résultats d'une étude
sur I’ADN fossile de néandertaliens (La Chapelle-aux-saints, Engis) et d’'hommes de Cro-
Magnon (5 spécimens notamment des sites de La Madeleine et de Cro-magnon).
Disposant des informations sur les séquences de néandertaliens précédentes, ils ont
essayé d’'obtenir sur les différents échantillons d’ADN fossile I'amplification de fragments
de la région hypervariable 1 par la technique PCR en utilisant des amorces typiques des
séquences néandertaliennes. lls ont obtenu des produits d’amplification pour tous les
extraits de néandertaliens mais aucun a partir des extraits de Cro-Magnon.

Ainsi, jusqu’ici, aucune trace néandertalienne n’a été mise en évidence chez les hommes
de Cro-Magnon. Il semble que 'Homme de Néandertal n’a Iégué aucun tribut génétique a
I’Homme moderne.

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies
Séquences et documents

Fichiers des séquences

Primates.edi : séquence consensus humaine de référence et divers primates
7mod+3neand+2cromagnon-2pan.edi : homme moderne, cro-magnon, néandertalien,
chimpanzé

ADN-Mito-partiel.edi : fichier des séquences partielles : homme moderne, cro-magnon,
néandertalien

Trois fichiers ont été constitués. Le premier est relatif a divers Primates. Le second porte
sur les séquences de 7 hommes actuels appartenant a divers continents, 3
néandertaliens (deux de Feldhofer, I'autre de Croatie), deux hommes de Cro-Magnon
(ceux d’ltalie) et deux chimpanzés. Le troisieme
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fichier porte sur une portion de cette séquence de 345 nucléotides, et a été élaboré a
partir des séquences d'un fragment d’amplification de néandertaliens obtenus par
I’équipe de David Serre et d’André Langaney.

Documents : arbres

Les séquences fournies sont celles de la région hypervariable 1 de I'’ADN mitochondrial de
divers Primates et d’'Homininés. Afin de pouvoir faire des comparaisons, on a sélectionné
des séquences homologues de 345 nucléotides a partir des séquences fournies par la
banque internationale sur la région hypervariable 1.

Bien entendu, l'exploitation de ces fichiers nécessite un minimum d’informations
préalables sur I’ADN mitochondrial et I’ADN fossile. L'exploitation des données fournies
est de méme nature que celle des séquences utilisées précédemment pour établir des
phylogénies.

Le fichier sur les Primates permet de discuter la pertinence d’utiliser I’ADN
mitochondrial pour établir des relations de parenté. Le principe est de comparer les
séquences deux a deux a l'aide de la fonction de comparaison d'Anagéne afin de
construire la matrice des ressemblances entre les régions hypervariables 1 des divers
Primates. A partir de la, on peut construire un arbre phylogénétique des Primates
similaire a celui-ci obtenu avec Phylogéne.

PAN-AJSR655D
Pan-AJEBGEST
BONOBO
Refhumaine
GORILLE
ORANG- OUTAN

COLOEE

Cet arbre est conforme a celui construit en utilisant d’autres molécules : I’ADN
mitochondrial peut donc étre utilisé pour reconstruire des phylogénies. De plus, on
constate que par rapport aux séquences d’ADN nucléaire utilisées, le nombre de
différences entre les séquences d’ADN mitochondrial de I'homme et des autres
Hominidés (Chimpanzé, Bonobo, Gorille) est relativement important, ce qui indique une
évolution rapide de cette région de I’ADN mitochondrial. Elle peut donc étre utilisée pour
résoudre des problémes de parenté au sein des Homininés.

Le second fichier (homme moderne, cro-magnon, néandertalien, chimpanzé) peut étre
utilisé pour traiter la question de la place de ’'Homme de Néandertal par rapport a Homo
sapiens et donc discuter la possibilité ou non d’'un métissage entre ces deux Homo. La
aussi, il s'agit de comparer les séquences
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deux a deux afin de construire une matrice des ressemblances et finalement un arbre
phylogénétique tel que celui représenté ci-apres.

Heandertal-Croatie-AF2829T1
Heandertal-Feldhofer2-AY149291
Heandertal-Feldhofer1-MIHSFO112
HOHNGROIS
Cro-Magnond-AY283027

ITALIEN

CHIHOIS-1

Cro-Magnon2-AY283028

RUSSE

AFRICA-B

HORDAMER

AFRICA-A
Pan-AJ586556

On y voit que les néandertaliens partagent avec homo sapiens un ancétre commun qui

n'est pas celui du Chimpanzé, que les néandertaliens forment un groupe monophylétique

a part de celui des Hommes actuels, que les Hommes de Cro-Magnon ne sont pas situés

au sein des néandertaliens mais parmi les Homo sapiens actuels. Cet ensemble

d’'informations forment un faisceau d’arguments en faveur de I'absence d’hybridation
entre ces deux types d’'Homo et donc de leur appartenance a deux especes.

Le troisieme fichier des « séquences partielles » présente l'intérét de fournir des
données sur toutes les séquences de néandertaliens ayant été déterminées. Il permet de
rechercher si, dans cette courte portion de la région hypervariable 1, les séquences de
néandertaliens présentent a certains sites des caracteres communs différents de ceux
qu’on trouve chez les Homo sapiens passés et actuels.

Si on ne veut pas utiliser le deuxieme fichier, on peut trés bien fournir I'arbre
phylogénétique et demander de rechercher en quoi les données du troisieme fichier sont
en accord avec cet arbre. Il suffit de faire une comparaison avec discontinuité de toutes
les séquences partielles.
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STABILITE ET VARIATION DES GENOMES ET EVOLUTION

Innovations génétiques - Mutations ponctuelles et filiations entre alleles
- Alleles du géne de I’'alphaantitrypsine

Informations scientifiques
Cf. classe de premiere

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

L'exploitation des données fournies (séquences et documents) dans le theme d’'étude sur
I’alphaAT permet de batir les notions relatives a I'apparition de nouveaux alleles par
mutations, le géne de I'alpha AT étant tres polymorphe. Les mutations a I'origine de ces
alleles sont des substitutions et des délétions d'un nucléotide. Une filiation entre les
alleles peut étre établie, permettant ainsi de reconstituer une partie de I'histoire
évolutive de ce geéne. Des documents complémentaires permettent également de
discuter de l'origine d'une mutation et sa diffusion dans les zones géographiques
voisines.

Séquences et documents

Fichier de séquences

« allelesalphaAT.edi » : séquences nucléiques strictement codantes de quelques
alleles du gene de I'alpha AT - alleles M'1, M1, M2, M3, Z, S, NULL 1 et NULL 2

Documents

« infoAlphaAT.bmp » : ce document permet de définir le phénotype a différents
niveaux, clinique, moléculaire et biochimique. Il précise également I'influence de la
fumée de cigarette. Il peut donc étre utilisé en introduction ou en complément de
I'analyse de la filiation des génes.

« allelesAT.bmp » : les informations fournies dans ce tableau permettent de relier le
phénotype biochimique (concentration plasmatique en alpha AT) et le phénotype
clinique pour les différents alléles de l'alpha AT. Les données sur la fréquence des
différents alléles permettent également de préciser la notion de polymorphisme.

« GenoPhenoAlphaAT.bmp » : ce document peut servir de base a une discussion
sur la notion de dominance récessivité des alleles.
« filiationAT.bmp » : une activité pédagogique envisageable est de proposer cette
filiation aux
éleves, en leur demandant de la justifier a partir de I'exploitation des séquences
fournies (ils doivent identifier et placer sur chaque branche la mutation permettant de
la justifier).
« repartitionallelesSZ.bmp » : les cartes de répartition fournies permettent de
discuter de I'origine des alléles S et Z. On constate que la fréquence de l'allele S est
tres nettement plus élevée en Espagne, et plus particulierement en Galice ; de plus,
cette fréquence décroit quand on s’éloigne de ces régions. On peut donc supposer
que cet allele est apparu dans cette région.
La fréquence la plus élevée de I'alléle « Z » se trouve dans les populations du Nord-Ouest
de I’Europe. On peut supposer que la mutation a l'origine de cet alléle est intervenue
dans la lignée germinale d’un individu d’une de ces populations. Ensuite, non seulement
I'alléele « Z » a diifusé dans la population nordique, mais a aussi réussi a se répandre dans
les populations du Sud-Est européen.

L'allele M'1 est considéré comme alléle de référence. La comparaison des autres alléles a
cet allele de référence permet d’aborder les notions relatives aux mutations et au
polymorphisme génique. La
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traduction de ces séquences et la comparaison des séquences protéiques obtenues peut
permettre de discuter des effets des mutations sur le phénotype moléculaire,
biochimique et clinique.

La comparaison des autres alleles avec I'allele M'1 permet de définir un certain nombre
de mutations, substitutions faux sens, substitutions non sens, délétions. Cette série
d'alleles permet d’introduire la notion de filiation entre alleles : un allele « b » apparait
par mutation d’un alléle existant « a » dans la lignée germinale d’un individu. Il se répand
par la suite plus ou moins dans la population. En mutant chez un autre individu, il est a
I'origine d’un nouvel allele « ¢ ». Bien entendu, les éleves doivenet saisir que les alleles «
a » et « b » persistent dans la population.

Les alléles « b » et « ¢ » ont en commun la premiere mutation qui les différencie de
I'allele « a ». L'alléle « ¢ » possede en plus la mutation qui lui est propre. Cela fournit la
base de raisonnement que traduit le document sur la filiation entre les alleles de I'alpha-
antitrypsine.

La filiation proposée suppose qu’il n'y avait qu’'un seul alléle de ce géne dans les
premieres populations humaines. Si cela est semble-t-il exact pour le géne de I'alpha-
antitrypsine, ce n'est pas vrai pour tous les genes. Ainsi, il est certain que les premieres
populations humaines étaient polymorphes pour les génes du systeme HLA.

Résultats obtenus par I’exploitation des séquences nucléiques fournies

Différence par rapport a I’allele de
référence (M’'1) Différence entre la
protéine codée par
Allel M1
ele et la protéine codée
Nucléotide Codon par
cet allele
— 7 i fd 4
M1 710:C*' T Codon 237 : GCG " GTG ATy
374:GQ;A Codon 125 : CGT g CAT T
M2 710:c7T Codon 237 : GCG T GTG Aty
1200:a%¢C Codon 400 :GAA T GAC E*p
M3 710:Cd;T Codon 237 : GCG © GTG Aty
1200:A% ¢ Codon 400 : GAA T GAC E*p
S 710:CmT Codon 237 : GCG * GTG Aty
863:A7T Codon 288 : GAA T GTA ety
ya 1096:G7 A Codon 366 : GAG T AAG E %k
» 183 acides aminés au
Null 1 552 : délétion de C Codon 184 : TAC " TAG lieu de 418
g
710:c®T Codon 237: 66 6TG ATV
Null 2 » PS 240 acides aminés au
72L:A° T Codon 241 : AAG =~ TAG lieu de 418

Tableau de comparaison des alléles de I'alpha AT et des protéines

correspondantes
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AllEle M2 Alléle M3 Alléle 5 Allgle Null2 Allgle M1

Alltle 1’1

Allgle Z

Allgle Hull 1

‘ o

It 24 i

Mt 125
b Iviat 238

Allele M3

Tl 400 e

Allle M1

Il 237 e

Les pointillés mdicpent cue le moment et l'ordre
d'appantion des mulations au cows du tenps ne
sont pas connues

Filiation des alléles de I’alpha AT

Les numéros des mutations se rapportent aux codons et non aux nucléotides.
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Innovations génétiques - Mutations ponctuelles et filiations entre alleles
- Alléles du gene de la G6PD

Informations scientifiques

Role de I'enzyme G6PD (glucose 6 phosphate déshydrogénase)

C'est une enzyme cytoplasmique présente dans toutes les cellules. Elle catalyse la
premiére réaction de la voie des pentoses phosphates. Cette autre voie du catabolisme
glucidique produit du ribose 5 phosphate (qui servira ultérieurement a la synthese des
nucléotides) et du NADPH, coenzyme qui est le principal donneur d'hydrogéne dans de
nombreuses réactions de biosynthése. NADPH est aussi indispensable pour que se réalise
la destruction du peroxyde d'hydrogéne hautement toxique pour la cellule. La chaine de
réaction est la suivante :
G6PD

!
+ +
glucose-6-phosphate + NADP  — 6-phosphogluconate + NADPH, H
Glutathion réductase

l

+
NADPH, H  + glutathion oxydé — glutathion réduit + NADP
Glutathion peroxydase

|
Glutathion réduit + H202 — glutathion oxydé + H20

La catalase catalyse la réaction : H202 — H20 + 1/2 02

Ces quelques réactions nous montrent que pour la destruction du peroxyde d'hydrogéne
(H202), la catalase et le glutathion sont indispensables. Avec une G6PD inactive ou de
trés peu active, il y a un arrét de production de NADPH par la voie des pentoses
phosphates. Cela empéche la réduction du glutathion et par la la destruction de H202.
On sait d'autre part que le NADPH « stabilise » la catalase. Donc sans NADPH, H202 ne
sera pas détruit et la cellule sera tuée. Dans les globules rouges cette situation est
d'autant plus dramatique que d'autres enzymes permettant la production de NADPH
manquent.

Le polymorphisme du géne G6PD

Le gene codant pour la G6PD est situé dans la partie télomérique du bras long du
chromosome X ; il est formé par 13 exons et mesure 18 kilo paires de bases environ.
Toutefois, sa région codante ne comprend que 1545 paires de bases ce qui correspond a
une protéine enzymatique formée par 515 acides aminés. On connait de trés nombreux
alléles (plus d'une centaine), dont certains ont une fréquence supérieure a 1%.
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Activité
enzymatique (%
Alléles Fréquence par Manifestations cliniques
rapport au
normal)
Méditerrané
Afrique |Europe|e
G6pdb | 65 % (99,7 %| 90-99 % 100 Aucune
Gépda | 20 % <1l% 85 Aucune
Jaunisse néo-natale ; anémie
hémolytique aigué
G6pda-1 - - - 12 (médicaments,
infection)
Jaunisse néo-natale ; anémie
hémolytique aigué
G6pda-2| 15% - <12% 12 (médicaments,
infection)
Jaunisse néo-natale ; anémie
hémolytique aigué
Gé6pda-3 - - - 12 (médicaments,
infection)
Jaunisse néo-natale ; anémie
hémolytique aigué
G6pdm | <0,1% - 1-8% 3 (médicaments,
ingestion de féves, infection)
Gé6pdseat - - - 25 Rares

Fréquence de quelques alléles de la G6PD contenus dans la banque.

La déficience en G6PD

La déficience en G6PD est I'enzymopathie la plus répandue : elle affecterait 400 millions
de personnes dans le monde. Les régions les plus touchées sont I'Afrique tropicale, le
moyen Orient, I'Asie tropicale et subtropicale. Un certain nombre d'alleles codent pour
une enzyme GG6PD déficiente. La déficience n'est jamais totale : I'absence d'enzyme
G6PD est sans doute incompatible avec la vie. Les manifestations cliniques sont la
jaunisse néonatale, une anémie hémolytique, et dans des cas séveres des séquelles
neurologiques. Des crises aiglies d'anémie hémolytique peuvent étre déclenchées par
des infections, des ingestions de féves et divers médicaments (comme la primaquine).
Heureusement, seule une faible proportion des malades déficients en G6PD présentent
une anémie hémolytique chronique et pour les autres, en dehors des crises
hémolytiques, il n'y a aucun symptome particulier. L'action favorisante de I'ingestion de
feves sur le déclenchement des crises hémolytiques est surtout nette chez les personnes
possédant l'allele G6pdm.

Le phénotype des femmes hétérozygotes possédant un alléle « normal » et un
alléle « déficient »

Il est classique de considérer comme récessif le phénotype G6PD déficient et c'est ce que
traduit I'arbre généalogique soumis a I'analyse. En réalité, la situation est plus complexe
et le phénotype des femmes hétérozygotes variable, certaines pouvant manifester des
signes cliniques de déficience. Cela est en relation avec l'inactivation au hasard d'un des
chromosomes X dans chacune des cellules de I'organisme, inactivation qui peut atteindre
['un ou l'autre des chromosomes X. La femme hétérozygote possede deux populations
d'hématies, I'une G6PD déficiente, I'autre avec une enzyme G6PD efficace. L'importance
relative de ces deux populations varie d'une femme a l'autre.
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Pistes d’exploitation pédagogique du géne de la G6PD
Séquences et documents

Fichier de séquences

G6PD-HS.edi : séguences nucléiques strictement codantes de quelques alléles du géne de la
G6PD.

Documents

role-g6pd.bmp : apporte les informations suffisantes sur les conséquences de la déficince de
I'enzyme.

frequence-alleles-G6PD.bmp » : indique que les alleles G6PDA et G6PDA- ont une
fréquence élevée en Afrique ; a vrai dire, on les trouve aussi dans les Amériques et dans
les régions ou il y a des populations d’origine africaine. L'allele G6PDM est ainsi nommé
car il est polymaorphique dans les pays du bassin méditerranéen, y compris I’Afrique du
Nord.

filiation-alleles-g6pd.bomp » : une activité pédagogique envisageable est de proposer
cette filiation aux éléves, en leur demandant de la justifier a partir de I’exploitation des
séquences fournies (ils doivent identifier et placer sur chaque branche la mutation
permettant de la justifier).
La comparaison des divers alleles (fichier « G6PD-HS.edi ») avec l|'allele G6PDB pris
comme référence ainsi que I'étude des conséquences des différences sur le polypeptide
permet d’établir le tableau suivant.

Séquence
nucléique Polypeptide
Nucléotides A.A. changés
Noms des changés Codons changés Type de
Nature - Nature -
alleles Nature - Position Position . mutation
Position
G6PDB (Référence) (Référence) (Référence)
G6PDA A376 G AAT126 GAT Asn126Asp Substitution
faux sens
G6 PDA -1 A376 G AAT126 GAT Asn126Asp | Substitution
faux sens
G202 A GTG68 ATG Val68Met Substitution
faux sens
G6 PDA -2 A376 G AAT GAT Asn126Asp Substitution
faux sens
G680 T CGC227 CTC Arg227Leu Substitution
faux sens
G6 PDA -3 A376 G AAT126 GAT Asnl26Asp | Substitution
faux sens
T968 C CTG323 CCG Leu323Pro Substitution
faux sens
G6PDM C563 T TCC188 TTC Ser188Phe Substitution
faux sens
G6PDSEAT G844 C GAT282 CAT Asp282His Substitution
faux sens

Caractéristiques de quelques alleles du gene de la G6PD.
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Les alleles de ce gene peuvent donc servir de support pour étudier la notion de
polymorphisme génique. Certes, les alleles different uniguement par des substitutions
faux sens et ne permettent pas d'illustrer les diverses modalités des différences alleliques
(les alléles résultant de mutations non sens, d'insertions et délétions décalantes codant
pour des protéines tronquées totalement non fonctionnelles sont sans doute rapidement
éliminées par la sélection naturelle).

Ce systeme allelique est aussi un outil pour faire saisir la filiation entre alleles d'un géne.

L'allele G6PDB, le plus fréquent dans toutes les populations, est sans doute l'allele
ancestral (c'est aussi le plus proche de celui séquencé chez le Chimpanzé). L'allele
G6PDA, répandu en Afrique, résulte d'une substitution au nucléotide 376 de la région
codante (A376G) dans l'allele G6PDB. Les

trois alleles G6PDA présentent cette méme différence avec G6 PDB plus une autre : tous les
trois

résultent de mutations survenues au cours de la gamétogenese d'individus G6pda et sont
donc apparus postérieurement a cet alléle. Par contre, I'alléle G6 PDM difféere de G6 PDB
par une substitution autre que celle trouvée dans G6 PDA : il provient d'une mutation
intervenue chez un individu G6 PDB b mais on ne peut situer chronologiquement sa
formation par rapport a G6 PDA.

Popukstions 1 1
himaines OBPDA:T I ChPOA-2 GHPDA- GHPDA [ | GePDE ] [ GGPDEM | GEPDRSEAT
aciuelles p— / 2

==
. II,.-v"
H'ﬁﬂﬂﬁ / 4
— GORIT ™~ / P
Toea ~~ 7 o
& f/
P ;
[ it IJA_ Iféi[f/-r/f
.‘ s

LG

'\\
AITEG

b

Premidres popuilations humaines @ tous les individus CROPE

pussédent Fallile GGPDEB

Filiation possible entre les alléles de G6PD. Les pointillés indiquent seulement que le moment
et I'ordre d'apparition des alléles par mutation au cours de I'histoire de I'humanité sont
inconnus.
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Innovations génétiques - Mutations ponctuelles et filiations entre
alleles de la chaine béta de I’'hémoglobine

Informations scientifiques

Les informations sur la structure de la globine, l'allele HbC et le phénotype
drépanocytaire ont été fournies précédemment. On trouvera ici quelques compléments
sur le phénotype thalassémique et les alleles (tous récessifs) qui en sont a I'origine.

Cf. Premiere, Les phénotypes drépanocytaires

Les phénotypes thalassémiques

Il existe en réalité de nombreux phénotypes thalassémiques. Ceux envisagés dans cette
bangue de données sont en relation avec I’absence de synthése d’une chaine béta
fonctionnelle de I’hémoglobine. Il s'agit de thalassémies béta majeures dont les
manifestations clinigues débutent des I'enfance. Les signes hématologiques sont
marqués par une anémie hémolytique grave, une morphologie des hématies tres
irréguliere et par un retard staturo-pondéral et des modifications du squelette en rapport
avec I’hémolyse chronique. L'évolution spontanée est constamment mortelle en quelques
années. Les malades arrivent a survivre quelques années car I'absence d’hémoglobine Al
fonctionnelle (hémoglobine formée de deux chalnes alpha et de deux chaines béta) est
partiellement compensée par une synthése accrue d’hémoglobine A2 (deux chaines
alpha et deux chaines delta) et la persistance de synthése d’hémoglobine foetale (deux
chaines alpha et deux chaines gamma).

Il n'existe pas de traitement curatif des thalassémies. Les traitements proposés sont
basés sur la transfusion mensuelle d’hématies qui, outre l'intérét d’augmenter le taux
d’hémoglobine, diminuent I’hyperplasie de la moelle osseuse compensatrice et par la
préviennent un peu les anomalies du squelette. Ces transfusions fréquentes ont
cependant pour complication une surcharge inéluctable en fer dommageable.

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies
Séquences et documents

Fichiers des séquences

GlobinebetaADN.edi : séquences des alleles du géene béta globine correspondant a 3
alléles codant pour une chaine béta fonctionnelle (I'alléle HbA étant le plus fréquent), a
I’allele HbS a I'origine du phénotype drépanocytaire et a celles de 8 alléles entrainant le
phénotype thalassamique.

GlobinebetaPRO.edi : séquences protéiques correspondantes.

Le fichier contenant I'ensemble de ces séquences est sans doute le plus approprié pour
envisager les divers types de mutations ponctuelles et leurs conséquences sur le
phénotype moléculaire.

Le principe de la démarche est de :

comparer les séquences nucl éiques des différents alléles du géne de la béta globine par
rapport a l'allele HbA (allele considéré comme référence) de facon a identifier les
différents types de mutations ponctuelles ;

comparer les séquences polypeptidiques codées par les divers alleles a la
séquence de référence codée par la séquence HbA ;

mettre les différences au niveau polypeptidique en relation avec celles du niveau
nucléique pour faire le point sur les conséquences des mutations sur le phénotype
moléculaire.
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On aboutit ainsi aux conclusions suivantes :

certaines mutations (substitution) sont muettes (variant 1) car elles n’ont aucune
conséquence sur la séquence du polypeptide du fait de la redondance du code
génétique ;

d’autres substitutions sont neutres car entrainant un changement de la séquence du
polypeptide sans en modifier les propriétés (variant 2) ;

d’autres substitutions sont non sens car entrainant la synthese d’un polypeptide non
fonctionnel a cause de I'apparition anticipé d’un codon stop ;

d’autres mutations sont des délétions ou des insertions d’un ou de plusieurs nucléotides
entrainant un décalage du cadre de lecture, I'apparition d'un codon stop anticipé et donc
la synthése d’un polypeptide raccourci et non fonctionnel.
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Innovations génétiques - Mutations ponctuelles et filiations entre alleles
- Alléles du géne IT15 (Chorée de Huntington)

Informations scientifiques

La chorée de Huntington

Cette maladie se traduit par des mouvements involontaires et désordonnés, des
perturbations du psychisme, des pertes de mémoire, des troubles du langage, et
finalement de la démence. Ces troubles sont liés a une destruction progressive des
neurones cérébraux, notamment de ceux des corps striés, impliqués dans la motricité.

Le géne de la huntingtine (IT 15)

Le gene IT15 est situé sur le bras court du chromosome 14. Il a été isolé et séquencé en
1995 et code pour une protéine, la huntingtine, dont le réle est actuellement inconnu. Il
s’exprime dans de nombreux tissus, notamment les neurones cérébraux des corps striés.
Ce gene comprend 67 exons, et sa région codante est caractérisée par la présence d'un
triplet CAG (brin non transcrit), pres de I'extrémité 5’ (qui correspond a I'extrémité NH2
de la huntingtine), répété plusieurs fois a partir de la position 52.

Dans toutes les populations humaines, il existe de nombreux alleles qui différent par le
nombre de répétitions de ce triplet CAG.

On peut regrouper les alleles en deux catégories, en fonction du nombre de répétitions
du triplet CAG et du phénotype clinique associé :

Les « variants normaux »

Ces alléles ont un nombre de répétitions du triplet CAG compris entre 9 et 39 ; les alleles
les plus fréquents sont ceux qui ont un nombre de répétitions du triplet CAG compris
entre 17 et 21. La fréquence de la majorité de ces alleles est supérieure a 1 %, et le géne
IT15 est donc trés polymorphe.

Le tableau ci-dessous indique les fréquences de ces alleles dans une population allemande
(d'aprés

Hum. Mol. Gen., 1993, vol.2, n° 12, P. 2063-2067) :

Nombre de répétitions Fréquence de l’allele

du triplet CAG de l’allele (en %)
11 0,98
12 0
13 0,98
14 0,98
15 1,96
16 2,94
17 20,01
18 13,73
19 8,33
20 10,78
21 14,71
22 6,86
23 5,39
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24 2,94
25 3,92
26 0

27 1,47
28 0

29 0,49
30 0,98
31 0,98
33 0,49

Les « variants morbides »

Ils sont a l'origine de la chorée de Huntington, et possédent un triplet CAG répété entre
36 et 121 fois, avec une fréguence maximale comprise entre 42 et 46 répétitions.

La trés grande majorité des personnes atteintes de chorée de Huntington ont un alléle ou
le triplet CAG est répété plus de 40 fois. Il reste une indétermination pour un triplet
répété entre 36 et 39 fois car selon les cas la possession d'un tel alléle est associée aux
signes de la maladie et dans d’autres cas non.

La présence d’une expansion anormalement importante de I'acide aminé glutamine dans
la huntingtine conduit a la mort neuronale par I'activation de la machinerie apoptotique :
c’est une mort par apoptose (activation d’'un programme intrinséque de mort cellulaire).
Le tableau ci-dessous présente la fréquence des alleles morbides dans une population de
personnes atteintes de chorée de Huntington. Toutes les personnes atteintes étaient
hétérozygotes (d’aprés Hum. Mol. Gen., 1993, vol.2, n° 12, P. 2063-2067) :

Nombre de répétitions Fréquence de l'allele

du triplet CAG de l'alléle (en %)
40 6,69
41 11,15
42 11,46
43 10,83
44 12,42
45 12,10
46 8,91
47 7
48 5,10
49 2,23
50 1,91
51 1,59
52 2,87
53 0,96
54 0,64
55 1,27
56 0
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57 0,64
58 0,96
61 0,32
63 0,32
73 0,32
75 0,32

On a constaté l'apparition de cas de chorée de Huntington dans des familles ou la
maladie n’avait pas été identifiée précédemment. Etant donné la dominance du
phénotype morbide, ces cas semblent dus

des néomutations. L'analyse au niveau moléculaire du géne IT15 chez de tels malades
et leurs parents a révélé qu'un des parents, trés généralement le pére, possédait un
alléle avec une répétition du triplet CAG comprise entre 30 et 38. Cet alléle paternel avait
subi une mutation par expansion au cours de la spermatogenése conduisant a un alléle
ou le triplet CAG était répété plus de 40 fois. En outre, dans les familles ou le pére est
atteint, on a constaté une apparition plus précoce de la maladie chez les enfants atteints,
liée a la possession d'un allele morbide ayant plus de triplets CAG que I'allele paternel. I
semble donc qu’au-dela de 30 répétitions, le gene IT15 ait tendance a muter avec
expansion du triplet au cours de la spermatogenese. Cette instabilité n'a pas été
retrouvée pour les alléles dont le nombre de répétitions est inférieur a 30. Ainsi, les
études au niveau moléculaire de ce géne semblent, pour un certain type d’alléles, révéler
une fréquence de mutations assez élevée.

Les relations génotype / phénotype

Chez un individu hétérozygote les deux alleles s'expriment et on trouve donc les deux
types de huntingtine dans les cellules.

Le phénotype morbide, et donc par extension |'allele morbide, est dominant. L'explication
de cette dominance reste trés hypothétique, d’autant plus que le r6le physiologique de la
huntingtine n’est pas encore élucidé. On pense que la huntingtine avec expansion de la
glutamine agit dans le noyau pour induire I’apoptose.

L'age d’apparition des premiers signes de la maladie varie en fonction de la nature de
I’allele morbide. En regle général, il est d'autant plus précoce que le nombre de
répétitions du triplet CAG est élevé. En revanche, il y a peu de corrélations avec la gravité
des symptomes présentés par le patient une fois la maladie exprimée.

20 -

En x, nombre de répétitions s -
du triplet CAG dans l'allele
de la personne malade. En vy,

age d'apparition des [
premiers signes de la
maladie. 5k

a 1 1 1 y | 1 1 1 ]

35 45 55 65 75 85 95 105 115 125
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Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

Le géne IT15, dont certains alleles sont responsables de la chorée de Huntington est
particulierement polyallélique et polymorphe.
Bien que le role de la protéine codée par ce gene, la huntingtine, soit encore
inconnu, les données fournies permettent d’aborder les notions suivantes :
Polymorphisme génique
Mutations par extension d’un alléle ; néomutations
Relations génotype/phénotype : relations de dominance/récessivité

Séquences et documents

Fichiers de séquences

« allelesIT15.edi » : séquences strictement codantes de 15 alleles du gene IT15, 9 «
variants normaux » et 6 « variants morbides ». Le gene IT15 étant long (9435
nucléotides en moyenne), on s’est limité, pour chaque allele, a une portion de la
séquence codante, commencant au triplet d'initiation ATG et encadrant la partie
répétée (le triplet répété commence a la position 52).

« allelesfamillechoree.edi » : séquences strictement codantes des alléles du géne IT
15 possédés par les membres de la famille dont I'arbre généalogique est fourni. Le
gene IT15 étant long (9435 nucléotides en moyenne), on s’est limité, pour chaque
alléle, a une portion de la séquence codante, commencant au triplet d’initiation ATG
et encadrant la partie répétée (le triplet répété commence

a la position 52).

Documents

« frequenceallelesIT15.doc » : tableaux de fréquence de quelques alleles du géne IT15
dans une population de personnes non malades et dans une population de personnes
atteintes de la chorée de Huntington.

« choree-de-huntington.bmp » : présentation des symptémes de la chorée de
Huntington et du gene IT15.

« arbrechoree.jpg » : arbre généalogique d'une famille touchée par la chorée de
Huntington. L'age d’apparition des premiers symptomes de la maladie des membres
atteints de la chorée est indiqué.

En introduction, le document « choree-de-huntington.bmp » permet de motiver I’étude du
polymorphisme de ce gene.

Caractéristiques des alléles du géne IT15

On peut considérer un seul allele, le C18, par exemple, le traduire et constater qu’il est
remarquable par la répétition d'un triplet CAG a partir du codon 18 qui se traduit au
niveau protéique par la répétition de I'acide aminé glutamine. Cela facilitera I’analyse des
résulats des comparaisons entre alléles. Il faut toutefois noter que cette répétition de Ia
glutamine est suivie aussi d’'une répétition de 11 proline codées par différents triplets,
alors que la répétition de la glutamine est assurée par le méme triplet CAG.

Recherche des différences entre les alléles
« allelesIT15.edi » :

Apres avoir repéré les différences de longueur entre les alléles, il est conseillé de
comparer d’abord deux alléles (par exemple les deux premiers) de facon a repérer la
répétition d’'un triplet CAG a partir de la position 52 et de comprendre que la différence
entre les deux alleles consiste en une variation
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dans la nombre de triplets CAG répétés (un alignement avec discontinuités s'impose, les
deux séquences n'ayant pas la méme longueur).

=

ce trait indique 1'absence, dans cette ségquence Cl1
des nucléotides signalés dans la séguence en-dessous

15 20 25
Al P o r ]t 11
| Traitement
| |dentités 3636 WK IS
| allzle C11 AAGTCCTTCCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAGCAG CGCCACCGI
e I T e e [ H [

ﬂ Sélection : 4/4 lignes ﬂ

cadre indiquant le triplet

Cette illustration montre que I'algorithme d’alignement ne révele pas que |I'expansion de
C13 par rapport a C11 commence par le triplet CAG. Cela est di a la présence d'un C
dans le premier triplet qui suit la répétition CAG. Il est utile d'utiliser la regle en triplet
pour bien visualiser que la différence débute par un triplet CAG.

Remarqgue : Le nom de I'allele indique le nombre de répétitions du triplet CAG qu’il possede.

Une comparaison de plusieurs alléles peut ensuite étre réalisée pour confirmer le fait que
les alleles different uniquement par le nombre de répétitions du triplet CAG. On aboutit
donc a l'idée que les différences entre les alléles de ce gene résident dans le nombre de
répétitions d'un triplet CAG.

Le document « frequencesallelesIT15.doc »

Il permet alors d’introduire la notion de polymorphisme de ce géne lié a cette répétition
de triplets. Il permet également de constater que la chorée de Huntigton est liée a des
alléles ou le nombre de répétitions du triplet CAG est supérieur a 40.

Conseils pratiques :
Il est vraiment conseillé d’utiliser le curseur pour délimiter le triplet, sinon il est difficile a
repérer.
Pour compter le nombre de triplets, positionner le grand curseur sur le premier triplet
CAG (début au nucléotide 52, ou codon 18), et ensuite cliquer sur la fleche a droite de
la barre de défilement ; le défilement se fait alors codon par codon et il suffit de
compter le nombre de clics effectués pour connaitre le nombre de répétitions du
triplet CAG).
Pour dénombrer le nombre de répétitions de triplets, on peut aussi comparer la
longueur des différents alleles et diviser la différence par 3.
On peut souhaiter changer le nom des alléles pour éviter que leur nom ne donne la
réponse aux éléves sans qu'ils aient a compter eux mémes le nombre de répétitions.
Procéder alors de la facon suivante : a partir de la fenétre « affichage de séquences »,
cliquer dans la barre de menus sur Options, puis sur « Protéger les données », ce qui
déprotege les données (attention de ne pas indiquer cette procédure aux éleves,
sinon, ils peuvent modifier les données d’origine !!) ; changer alors le nom de chaque
alléle, puis sélectionner les données et les enregistrer dans la banque de séquences
ou dans les théemes d’étude personnels. Penser a reprotéger les données avant de
poursuivre ! (il suffit de retourner dans Options et de cliquer sur « Protéger les
données »).
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Ne pas lancer d’alignement avec discontinuité pour un grand nombre de
séquences en méme temps si la capacité de votre ordinateur est limitée !

Mise en évidence de néomutations (origine de nouveaux alléles)

La lecture de I'arbre généalogique de la famille confronté avec le document « courbe-it15
» conduit a suspecter l'apparition de nouveaux alléles au sein de cette famille. La
détermination des génotypes permet de tester l'idée.

« allelesfamillechoree.edi » : la comparaison (alignement avec discontinuité) entre les
alléles d'un individu des générations |, Il et lll, et I'allele C21 permet déterminer le
génotype des individus. Pour l'individu 1V,1, il faut utiliser comme références soit
I'allele 21 soit I'allele 50.

Remarque : le choix de ces alleles de référence n'a aucune signification biologique.
Compte tenu de l'algorithme d’alignement, les alleles C21 et C50 sont ceux qui
visualisent le mieux I'expansion de chacun des alleles des individus de la famille.

Nombre de répétitions du
Alléles des individus triplet Aligle du géne IT15
CAG
11 alléle 1 22 C22
11 alléle 2 33 C33
12 allele 1 21 Cc21
12 allele 2 16 Cle
111 allele 1 22 C22
111 alléle 2 16 Cle
112 allele 1 21 Cc21
112 alléle 2 22 C22
113 allele 1 21 Cc21
113 allele 2 43 C43
114 allele 1 13 C13
114 allele 2 20 C20
1 alléle 1 23 C23
1 allele 2 17 C17
12 allele 1 20 C20
12 alléle 2 48 C48
13 allele 1 21 Cc21
I3 allele 2 20 C20
4 allele 1 13 C13
14 alléle 2 43 C43
IV1 allele 1 17 C17
IV1 allele 2 75 C75
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cz2z2ffca3 cz2if/C1é

1] O

3% ans c13fjczo

czzfjcie c21/fc22

c2of/c4s
U @
c2aficiy 35 ans cziffczo 40 ans
v Cc13/fcas
11 ans
C114/C5

X ans : dge de la manifestation des premiers symptomes de la maladie

Arbre généalogique d’une famille avec individus atteint de chorée

Les génotypes des individus atteints de chorée indiquent que les alleles a l'origine de
cette maladie sont dominants. En conséquence, il y a une contradiction entre les
phénotypes des individus de la premiére génération et le génotype de I'individu 113. Celui-
ci possede l'allele C21 de sa mere, mais aucun alléle de son pére. Cela conduit a l'idée
que l'allele C43 de lI3 provient par une mutation subie par un des alleles du pére lors de
la spermatogenése (sans doute l'allele C33). Cette idée de néomutation permet
également I'interprétation du génotype de I'individu IV1.
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Innovations génétiques - Duplications et familles multigéniques - Génes des
globines Informations scientifiques

Cf. Terminale, relations de parenté

L'exploitation des données fournies permet de batir les notions relatives a I'apparition de
nouveaux genes par duplication génigue suivies de mutations. Les génes de la famille
des globines codent pour des protéines ayant conservés globalement la méme fonction
(fixation de dioxygéne grace au groupement héme). La disposition des différents genes
de cette famille sur deux chromosomes différents permet d’'aborder le phénoméne de
transposition (ou translocation) génigue. Quelques données paléontologiques sont
utilisables pour dater approximativement certaines duplications géniques.

Pistes d’utilisation pédagogique
Les génes des globines forment une famille multigénique

Séquences et documents

Fichiers de séquences
« genes-glob-humaines.edi » : séquence nucléiques représentant la partie strictement codante (du codon
d’initiation au codon stop) des genes de globines humaines (alpha 1, alpha 2, béta, gamma A, gamma G,
zéta, delta, epsilon, théta, myoglobine).
« globineshumaines.edi » : séquences protéiques des globines humaines (alpha 1, alpha 2, béta, gamma
A, gamma G, zéta, delta, epsilon, théta, myoglobine).

Documents
Globines humaines (« globineshumaines.jpg ») : petit texte précisant I'existence de plusieurs globines
humaines, accompagné d’un graphique exprimant, en pourcentage, la synthese de ces différentes globines
en fonction de I'age. Peut servir a poser le probléme de I'existence de plusieurs globines humaines ayant le
méme role, et qui sont produites a différents moments de la vie de I'étre humain.

Localisation chromosomique des genes de globine humaine (« chromosome.jpg ») : schéma de localisation
des genes de globines humaines, y compris les pseudogenes sur les chromosomes 11 (genes du groupe
béta) et 16 (genes du groupe alpha). Ce document peut étre important pour bien faire comprendre qu'il
s'agit de genes différents, et non d’alleles d’'un méme geéne. L'existence de deux familles de geénes
localisées sur deux chromosomes différents peut aussi suggérer une parenté plus grande entre les genes
du groupe béta ou entre les genes du groupe alpha qu’entre les génes de deux groupes différents. Utilisé
apres avoir posé la notion de duplication génique, ce document est utile pour introduire la notion de
transposition d’un géne.

Comparaison de la structure de 4 globines humaines (« structure3Dglobines.jpg ») : représentations en
squelette carboné et en rubans de 4 globines humaines, les globines alpha, béta, gamma et zéta. Ces
structures ont été obtenues avec le logiciel Rastop. La similitude de structure des globines présentées peut
suggérer I'idée d'une parenté entre ces molécules, donc entre les génes qui les codent.

Arbre de parenté des genes de globine humaine (« arbreglobines.jpg ») : phylogénie traduisant les relations
de parenté entre I'ensemble des différents genes de globines humaine (myoglobine, famille alpha, famille
béta). Des indications de dates sont portées sur cette figure ; elles situent approximativement dans le
temps les principales duplications géniques ; elles ont été obtenues en combinant deux sortes
d’'information : les différentes globines présentes chez différentes taxons et les dates d’apparition de ces
taxons.

Datation de quelques duplications (« datationduplications.jpg ») : ce document rappelle sous forme d’un
tableau les dates d’apparition des principales classes de vertébrés, ainsi que des indications permettant de
dater les duplications alpha/béta et béta/delta.

Structure 3D de la molécule de béta globine : représentation obtenue a I'aide du logiciel Rastop de la
molécule de béta globine en squelette carboné (« globinebeta3D .jpg »), en sphéres («
globinebeta3Dspheres.jpg ») et en rubans (« globinebetahelices.jpg »). Sur les deux premieres
représentations apparait le groupement heme, ce qui permet de bien visualiser la poche de I’'héme. Sur la
derniére représentation, les 8 secteurs en hélice alpha sont bien mis en évidence.

+ Relation entre I’'hneme et la chaine de béta globine (« heme.jpg ») : représentation obtenue a I'aide du
logiciel Rastop montrant les acides aminés interagissant avec I’'heme (histidines 63 et 92 de la chaine
béta, histidines 58 et 87 de la chaine alpha).

Structure 3D de la molécule de myoglobine (« myoglobine.jpg») : représentation en squelette carboné
de la molécule de myoglobine sur laquelle le groupement heme a été mis en évidence.

156



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE TERMINALE, SERIE
S

Des similitudes de structure et de fonction pour les globines humaines

Toutes les globines humaines, globines alpha, béta, zéta, gamma G, gamma A, epsilon
présentent des structures qui se ressemblent : de telles similitudes confortent I'idée
d'une origine commune

1ol x| ESEE

Représentation en squelette carboné de 4 globines humaines
(le groupement héme est mis en évidence)

=10 %]

Représentation en rubans de 4 glcobines humaines
es secteurs en hélice sont mis en évidence de facon colorée)
(1 t hel E d E 1

lllustrations réalisées avec le logiciel Rastop

Des similitudes de séquences protéiques et nucléiques

Les séquences nucléiques ou les séquences peptidiques des globines humaines
présentent un degré de similitude qui ne peut étre di au hasard. Les globines sont donc
des protéines homologues qui dérivent donc d'un méme gene ancestral. (De la méme
facon, on observe des similitudes dans |'organisation de ces différents genes : ils
possedent tous 3 exons et 2 introns et ont des longueurs proches). Les genes des
globines forment donc une famille multigénique.

Afin d'établir I'arbre de filiation des génes de cette famille de globines humaines, on
reléve les simulitudes entre les séquences nucléiques de ces génes, ce qui permet de
construire une matrice :
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Alphal | Alpha2 | Béta | GammaA | GammaG |Delta | Epsilon |Theta | Zeta Myoglobine

Alphal 100

Alpha2 99,5 100

Béta 57 56,8 100

GammaA 54,5 54,1 75,9 100

GammaG 54,5 54,1 | 76,1 99,8 100

Delta 56,3 55,9 | 92,6 76,1 76,4 100

Epsilon 54,5 543 | 78,8 83,6 83,8 78,6 100

Theta 73,2 73 52,7 53,8 53,8 52,4 53,1 100

Zeta 68,8 68,5 55 55,9 55,9 54,5 56,9 64,8 | 100
Myoglobine | 40,9 40,6 | 40,2 42,2 41,9 40,2 41,9 41,1 | 409 100

Matrice des identités (en %) entre les globines humaines obtenue a partir d’un alignement

avec discontinuité)

N.B. : Ces résultats ont ét¢ obtenus en choisissant une séquence de référence (la premicére) et
en maintenant toutes les autres dans 1’ordre alphabétique des noms. Du fait de I’algorithme de
comparaison, ces résultats peuvent étre légérement différents de ceux obtenus par
comparaison des séquences deux a deux.

On déduit de cette matrice I'arbre d'évolution probable des globines humaines :

delta

heta

gammad

theta

zeta

. 1y oz lohine

Arbre de filiation des globines humaines obtenu avec le logiciel Phylogéne
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Les mécanismes a I’origine de cette famille multigénique

Chaque nceud de I'arbre obtenu précédemment correspond a une duplication génique ;
sur chaque branche, des mutations différentes ont été fixées (les mutations apparaissant
au hasard), responsables d'une évolution indépendante des deux duplicata.

Un phénomene de translocation est a faire intervenir pour expliquer la localisation des
genes sur des chromosomes différents. Cette translocation (ou transposition) a dd

accompagner la duplication a l'origine des deux familles de genes (famille alpha et
famille béta).

Tous les Vertébrés, a I'exception des Agnathes, ayant deux genes de globine (alpha et
béta) et les plus anciens poissons étant datés d'environ 450 mA alors que les premiers
Vertébrés sont apparus il y a environ 550 mA, on en déduit que la premiére duplication a
d avoir lieu entre ces deux dates.

Arbre montrant I'évolution des génes des globines, déduite des différences de
séquences nueléiques.

Famille des genes Famille des genes p

Myoglobine ¢ al ol

500N a

2000 a

La famille des globines est donc issue de duplications suivies de mutations qui aménent a
une diversification des génes.
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Innovations génétiques - Duplications et familles multigéniques -
Geénes des opsines

Informations scientifiques
Cf. Terminale, Relations de parenté

Pistes d’exploitation pédagogique

L'exploitation des données fournies permet d’aborder la notion d’apparition de nouveaux
geénes par duplication génique suivie de mutations différentes. Les nouveaux genes
codent ici pour des protéines qui, tout en ayant conservé la méme fonction globale
(absorption de radiations lumineuses) présentent des propriétés légerement différentes
(les longueurs d’ondes absorbées par le différents pigments ne sont pas les mémes).
Plusieurs arguments suggérent I'idée d’'une origine commune pour les génes des opsines :

les opsines présentent de nombreuses similitudes : leurs propriétés et leurs structures
se ressemblent. Elles sont toutes impliquées dans la conversion de la lumiére en
mouvement ionique puis en signal nerveux. Chaque molécule photosensible contient
sept hélices alpha transmembranaires .

les séquences d'acides aminés des opsines absorbant le vert et des opsines
absorbant le rouge sont particulierement semblables. Trois résidus localisés pres du
rétinal déterminent la différence spectrale entre les récepteurs pour le vert et pour le
rouge. Le remplacement d'un résidu polaire par un résidu non polaire (par exemple, la
sérine par l'alanine) a chacune de ces positions déplace Amax vers le rouge d'environ
10nm. Trois acides aminés expliquent la majeure partie de la différence de 30 nm
entre les maxima d'absorption.

les séquences nucléotidiques ou les séquences peptidiques des opsines humaines
présentent des similitudes importantes.

La famille multigénique des opsines

Séquences et documents
Fichiers de séquences
« genesopsines.edi » : séquences nucléiques strictement codantes des génes des
opsines humaines rouge, verte et bleue.
«opsines.edi » : séquences protéigues des opsines rouge, verte et bleue humaines.
Documents
« presentationopsines.doc » : texte de présentation des opsines humaines (incluant le
spectre d’absorption) et précisions sur les opsines présentes chez les autres Primates.
ce document peut
étre utilisé pour poser le probléme (existence, chez un méme organisme, de plusieurs
molécules aux rbéles tres voisins). Il est aussi utilisable pour dater la derniere
duplication génique) a partir des informations concernant les opsines présentes chez
les autres Primates

« spectresopsines.jpg »: spectre d’absorption des opsines humaines.

« comparaisonopsines.jpg » : comparaison des structures 3D (représentation en
rubans) des 3 ospines humaines (document obtenu avec le logiciel Rastop). Les
similitudes constatées sont un argument en faveur d’'une origine commune de ces
protéines, donc des génes qui les codent.

« chromosomesopsines.jpg » : localisation chromosomique des genes des opsines
humaines. Une fois vue leur origine commune et les mécanismes a |'origine de leur
apparition, ce document permet de discuter de la plasticité importante du génome, en
abordant notamment le phénomeéne de transposition de génes.
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« phylogenieopsines.jpg » : phylogénie des genes des opsines humaines (sans
légendes). Ce document peut étre complété de facon a y placer les mécanismes
intervenant dans I'histoire de ces génes (duplications et fixations de mutations
indépendamment dans les deux branches)

La comparaison de séquences protéiques et/ou nucléiques permet de dégager la notion
de molécules homologues (protéines homologues ou génes homologues) grace a
I'importance des similitudes constatées. Le relevé des différences permet de préciser le
degré de parenté entre les protéines et/ou les génes, et donc d’'établir une phylogénie
pour ces genes.

Géne de I'opsine Geéne de I’opsine Geéne de I’opsine
rouge verte bleue
Geéne de I'opsine
rouge 100 %
Gene de I'opsine
verte 98,6 % 100 %
Geéne de I'opsine
bleue 54,3 % 55,5 % 100 %
Matrice des identités créée a partir d’un alignement avec discontinuité des génes des
opsine:
Opsine rouge Opsine verte Opsine bleue
Opsine rouge 100 %
Opsine verte 95,9 % 100 %
Opsine bleue 42 % 43,1 % 100 %

Matrice des identités créée a partir d’un alignement avec discontinuité des opsines
(séquences protéiques)

vert (M)

rouge (L)

s |c (S)

Arbre phylogénétique obtenu a partir de I'exploitation des matrices des identités

La phylogénie obtenue permet de discuter des mécanismes a I'origine de I'apparition de
genes différents a partir d'un seul.

Datation des duplications

La prise en compte d’observations réalisées chez d’autres Primates permet de dater
approximativement la derniére duplication génique : seuls les singes de I'ancien monde
possédent trois genes d’opsine et notamment un géne d’opsine rouge et un géne
d’opsine verte. Les singes du nouveau monde ne possédant que deux genes, on peut dire
que la duplication a I'origine des genes des opsines verte et rouge a partir d’'un méme
gene ancestral a d( avoir lieu dans la lignée menant aux singes de I'ancien monde, et a
donc dU se produire aprés la séparation de cette lignée de celle des singes du nouveau
monde, soit il y a environ 40 a 23 Ma.
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Translocation de génes

Les génes des opsines provenant tous d’'un méme gene ancestral, mais étant situés sur
deux chromosomes différents, il faut imaginer un phénomeéne de translocation d’'un des
deux exemplaires de génes lors de la duplication du géne ancestral. On peut donc
considérer que les opsines sont des protéines homologues, et que les genes qui les
codent sont des genes homologues formant une famille multigénique. Tous ces génes
dérivent donc d’'un méme gene ancestral. La phylogénie suivante peut étre établie en
fonction du degré de similitudes constaté :

L’histoire évolutive de la famille des opsines

La prise en compte de données concernant les protéines photoréceptrices chez les
Primates permet de dater la derniére duplication génique, celle a I'origine des génes des
opsines « verte » et « rouge » : I'étre humain, comme les singes de I'Ancien Monde
(Afrigue, Asie et Europe) présente les 3 génes (opsines bleue, verte et rouge). Les singes
du Nouveau Monde (Amérique) possédent le gene de I'opsine bleue et un seul géne
codant pour une opsine sur le chromosome X. On en déduit que la derniere duplication
ayant affecté le géne codant pour une opsine sur le chromosome X a eu lieu entre 40 Ma
et 23 Ma.

Géne de I opsine Géne de opsine Géne de opsine
bleue rouge werte

Fixation :'lhnut ations indépen ;lément

dans F&s deux b1‘z111rlr§s

/ Duplication génique

Gene ancestral des
opsines verte et rouge

Fixation de mutations indépendamment
“dans les denx limm*lrés

Duplication génigue

3tne ancestral

Reconstitution de I’histoire de la famille des opsines

Fixation des mutations

Les mutations apparaissent au hasard, avec la méme fréquence sur toute la longueur du
gene. On peut donc s’étonner du fait qu'un examen attentif de I'alignement avec
discontinuité des opsines révéle des sites tres variables d'une opsine a I'autre et d'autres
particulierement bien conservés.

On peut alors s’interroger sur la fixation des mutations.
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Innovations génétiques - Duplications et familles multigéniques -
Génes des hormones hypophysaires et placentaires

Informations scientifiques

Le hormones antéhypophysaires et placentaires forment deux familles multigéniques : la
famille des génes LH, FSH, TSH et HCG et la famille des genes GH, HPRL et HLP.

La famille des génes LH, FSH, TSH et HCG

Les hormones antéhypophysaires LH, FSH et TSH et I'hormone HCG sont des
glycoprotéines formées par I'assemblage de deux chaines polypeptidiques, les chaines
alpha et béta. Ces quatre hormones difféerent uniguement par leur chaine béta qui est la
chaine responsable de la spécificité fonctionnelle de ces hormones.

Ces hormones jouent des réles différents dans I'organisme : les hormones LH et FSH
participent au contr6le hormonal du fonctionnement de I|'appareil reproducteur chez
I’lhomme et chez la femme, I'hormone TSH stimule le fonctionnement thyroidien et
I’'hormone HCG stimule le corps jaune lors d’un début de grossesse.

Ces chaines béta sont codées par des genes qui sont situés sur les chromosomes
différents (chromosome 1 pour le géne de TSH béta, chromosome 11 pour le géne de FSH
béta et chromosome 19 pour les genes de LH béta et de HCG béta).

Plusieurs arguments permettent de dire que ces génes forment une famille multigénique :

ces quatre génes présentent la méme structure globale (3 exons et 2 introns)

ces quatre geénes et les protéines pour lesquelles ils codent présentent des similitudes
de séquences assez importantes :

au niveau protéique, on peut constater la présence de 12 résidus cystéine a des sites
identiques pour les 4 hormones. Or, ces résidus, en permettant la formation des ponts
disulfure, jouent un roOle essentiel dans la stabilisation de la structure
tridimensionnelle de ces chaines et donc de leurs propriétés.

On peut donc considérer que les similitudes constatées au niveau protéique et nucléique
traduisent une origine commune pour toutes ces hormones et les génes qui les codent.
Ces genes sont issus d'un méme gene ancestral, et ils sont apparus par duplications
géniques suivies de mutations indépendantes. La duplication la plus récente est celle qui
est a I'origine des genes LH béta et HCG béta. Ce qu’il est important de noter ici c’est que
la divergence des copies dupliguées a conduit a des génes codant pour des polypeptides
ayant des fonctions différentes.

Tous les Vertébrés possedent le gene de LH béta, mais seuls les Mammiféres
placentaires (notamment les Primates et les Equidés) possédent le géne de HCG béta.
On peut donc penser que le gene HCG béta provient d’'un gene LH béta ancestral, la
duplication étant postérieure a I'apparition des mammiféres placentaires.

La comparaison des protéines LH béta et HCG béta montre que ces deux protéines
n'ont pas la méme longueur : 165 acides aminés pour HCG béta et 141 acides aminés
pour LH béta (méthionine comprise). Or, la comparaison des séquences nucléiques
des genes de ces deux hormones montre une délétion d’un nucléotide (en position
402) ; cette délétion entraine un décalage du cadre de lecture lors de la traduction,
décalage qui fait disparaitre le codon stop présent dans le géne de LH (codon n°142).
C'est cette mutation par délétion qui est donc responsable de I'allongement de la
protéine HCG béta par rapport a la protéine LH béta.

Remarque : La duplication du géne ne concerne pas uniguement la séquence

strictement codante mais aussi celle qui se trouve en amant et en aval de celle-ci.
Pour faciliter la compréhension de
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I’allongement de la séquence codante de HCG (et donc donc de sa protéine) par
rapport a LH, nous avons fourni une séquence appelée LHADNC constituée par la
séquence codante de LH, suivie d’'une séquence de nucléotides homologue de la fin
de celle de HCG mais non transcite dans LH. La comparaison de LHADNC et de HCG
permet d’expliquer que la protéine HCG a 24 acides aminés de plus que LH : par suite
de la délétion, le gene HCG incorpore dans sa séquence codante la région en aval de
LH non transcrite.

On peut conduire les éleves a la représentation suivante :

a-

ATG Tihh
i 1
' —— Y Région non codante de PADH
h- Draplication génique
ATG Tad ATG Tk
1 1 1 1
L ; A 4 Région nom codants de TADN
Mutations ponctaelles Mutations ponctuelles dont une délétion
entrainant la disparition du codon TAA
': (=
ATG Tah ATG Tak
1 1 1 Y |
L Y GemeHCG s Figion non codante de LADH

a - Situation initiale il y a plus de 60 Ma dans une espéce

ancestrale des Primates b - Duplication génique de LH

béta.

c - Situation actuelle : la délétion dans le duplicata, en entrainant un décalage du cadre de
lecture, a fait disparaitre le codon stop. La région codante du géne incorpore une partie de
I’ADN non codant situé en aval, jusqu’a un nouveau codon stop.

En toute rigueur, pour bien comprendre tout cela, il faut savoir que ’'ARNm comporte une
région normalement non codante aprés le codon stop UAA. Si ce codon stop disparait,
I’ARNm est traduit jusqu’a la rencontre d’un nouveau codon stop.

La famille des génes GH, HPRL et HLP

Les hormones GH (hormone de croissance produite par I'antéhypophyse), HPRL (hormone
prolactine, produite par I'antéhypophyse) et HLP (hormone lactogéne placentaire
produite par le placenta) ont des actions différentes mais apparentées. La HLP agit sur la
glande mammaire en stimulant la synthése protéique, comme la HPRL (toutefois plus
efficace), et la GH stimule également la synthese protéique dans de nombreux tissus.

Ces hormones sont codées par des genes situés sur des chromosomes différents :
chromosome 6 pour le géne de la HLP, chromosome 17 pour les genes de la GH et la
HPRL.

Les similitudes de séquences nucléiques et protéiques constatées permettent de dire que
ces génes forment une famille multigénique :

Ces 3 génes ont donc une origine commune et sont issus d’'un méme géne ancestral par
duplications géniques suivies de mutations différentes.

La duplication la plus récente est celle qui est a I'origine des génes GH et HLP.

Tous les Vertébrés tétrapodes possedent les génes GH et HPRL, mais seuls les
Mammiferes placentaires possedent le gene HLP.
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On peut donc considérer qu'une premiéere duplication (a I'origine des genes GH et HPRL)
a eu lieu chez les premiers tétrapodes, avant que n’apparaissent les Amphibiens, et
qu’une deuxiéme duplication a eu lieu beaucoup plus récemment, il y a environ 100 Ma.

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

L'exploitation des données fournies sur les hormones antéhypophysaires et placentaires
permet de dégager les notions liées aux mécanismes d'évolution du génome, et
notamment a I'apparition de nouveaux genes par duplication génique suivie de mutations
indépendantes.

Ici, les mutations qui sont apparues ont amené a des fonctionnalités nouvelles pour les
protéines codées puisque toutes ces hormones ont des réles différents. Enfin, les génes
codant pour ces hormones étant situés sur des chromosomes différents, on illustre bien
avec I'étude de cet exemple la souplesse du génome au cours de I’évolution.

Les genes des hormones étudiées ici constituent deux familles multigéniques : la famille
des genes LH, FSH, TSH et HCG, et la famille des génes de la GH, HPRL et HLP.

La comparaison des séquences protéiques et nucléiqgues au sein de chacun des
groupes proposés (famille des genes LH, FSH, TSH, HCG et famille des genes GH,
HPRL et HLP) permet de mettre en évidence des similitudes moléculaires et de
dégager la notion de familles multigéniques. La notion de duplication génigue suivie
de mutations indépendantes permet alors d’expliquer I'apparition de nouveaux genes
a partir d'un méme géne ancestral.

La prise en compte du taux d’identités permet de préciser les relations de
parenté au sein de chacune de ces familles.

Les données paléontologiques fournies permettent quant a elles de comprendre
comment on peut dater approximativement certaines duplications géniques.

Enfin, les données fournies peuvent servir de support a une réflexion sur les effets

des mutations et sur leur conservation :
L'étude des genes et protéines LH et HCG permet de montrer comment une
mutation peut, en supprimant un codon stop, entrafner un allongement de la
protéine synthétisée, ce qui a contribué, avec I'apparition d'autres mutations,
a I'obtention d’une protéine aux fonctionnalités nouvelles.
L'alignement multiple des séquences protéiques des hormones LH, FSH, HCG
et TSH permet de repérer |'existence de sites identiques remarquables, en
particulier les cystéines. Or, ces résidus, en permettant la formation de pont
disulfure, jouent un rble essentiel dans la stabilisation de la structure
tridimensionnelle de la protéine et donc dans ses propriétés. On peut alors
discuter du fait que ces sites soient trés conservés d’'une hormone a l'autre :
une mutation a leur niveau doit arriver (aussi fréquemment qu’ailleurs dans la
molécule), mais ne se fixe pas car elle entraine une non fonctionnalité de la
protéine, donc nuit a la survie de l'individu porteur qui ne peut alors pas la
transmettre.

Séquences et documents

Fichiers des séquences

« genes-familleLH.edi » : séquences nucléiques strictement codantes (du codon
d’initiation au codon stop) des genes de LH (hormone lutéinique produite par
I’'antéhypophyse), FSH (Folliculate Stimulating Hormon produite par I'antéhypophyse),
TSH (Thyroid Stimulating Hormon, produite par I'antéhypophyse) et HCG (hormone
gonadotrophine chorionique, produite par les villosités choriales)
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« hormones-familleLH.edi » : séquences protéiques des hormones LH (hormone
lutéinique produite par I'antéhypophyse), FSH (Folliculate Stimulating Hormon
produite par I'antéhypophyse), TSH (Thyroid Stimulating Hormon, produite par
I'antéhypophyse) et HCG (hormone gonadotrophine chorionique, produite par les
villosités choriales)

« genes-familleGH.edi »: séquences nucléiques strictement codantes (du codon
d’initiation au codon stop) des genes de GH (hormone de croissance produite par
I'antéhypophyse), HPRL (hormone prolactine produite par I'antéhypophyse), HLP
(hormone lactogene placentaire produite par le placenta)

« hormones-familleGH.edi » : séquences protéiques des hormones GH (hormone de
croissance produite par l'antéhypophyse), HPRL (hormone prolactine produite par
I’antéhypophyse), HLP

(hormone lactogéne placentaire produite par le placenta)

Documents

« infoshormones.bmp » : tableau présentant, pour chacune des hormones
considérées ici, la localisation chromosomique du géne, le rble, les cellules
productrices et les groupes de Vertébrés qui la synthétisent. Ce documentpeut étre
utilisé pour discuter :

des phénomeénes de transposition de gene lors de la duplication

de I'acquisition de nouvelles fonctionnalités pour les protéines codées par
les nouveaux génes produits

de la datation approximative de certaines duplications géniques

« dupliLH_HCG.jpg » et « duplicationGH_HLP.jpg » : ces documents peuvent servir
de base de discussion pour poser la notion de duplication génique ; ils peuvent étre a
compléter par les éleves ou a justifier a partir des analyses de séquences effectuées.
« phylofamilleGH.jpg » : ce document, qui résume I'histoire évolutive de la famille des
genes
GH/HPRL/HLP peut étre complété par les éleves ou a justifier a partir des analyses de
séquences effectuées.
Une autre utilisation possible de ces documents consisterait a les considérer comme des
modeles de référence de I'histoire d’une famille multigénique donnée, et a demander aux
éleves en quoi ils sont confortés par I'analyse des séquences a leur disposition.

Résultats des comparaisons obtenues pour la famille des génes LH, FSH, TSH et HCG

Matrice des identités obtenue a partir d'un alignement avec discontinuité des
genes de ces hormones

LH béta HCG béta FSH béta TSH béta
LH béta 100 %
HCG béta 92,5 % 100 %
FSH béta 54,4 % 54,4 % 100 %
TSH béta 45,5 % 46,5 % 49 % 100 %

Matrice des identités obtenue a partir d'un alignement avec discontinuité des
séquences protéiques de ces hormones
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LH béta HCG béta FSH béta TSH béta
LH béta 100 %
HCG béta 71,5 % 100 %
FSH béta 34,1 % % 33,3 % 100 %
TSH béta 39,1 % % 34,8 % 35,5 % 100 %

Exploitation de ces résultats :

Le plus fort taux d'identité est entre les genes LH béta et HCG béta (ou entre
les hormones elles-mémes). On en déduit que ces deux genes dérivent d’'un
gene ancestral récent, par un phénomeéne de duplication génique ; les
différences qu’ils présentent aujourd’hui s’expliquent par la fixation de
mutations différentes dans les deux cas :

Gene LH bEta Gene HC G bita

Fixation de mutations
différentes, mdépendamiment
dans chague branche

Gene de LH bEta ancestral Gene de LH béta ancestral

Duplication génigue

Gene de LH bEta ancestral

La LH béta étant présente chez tous les Vertébrés alors que la HCG béta
n'étant présente que chez quelques ordres de Mammiféres placentaires
(Primates, Equidés), on peut dater approximativement la duplication a I'origine
des genes de ces deux hormones : elle est postérieure a l'apparition des
mammiferes placentaires. Les équidés n’étant pas les mammiferes les plus
étroitement apparentés aux Primates, on peut supposer que |'apparition de
HCG résulte d’'une évolution covergente dans les lignées des Primates et des
Equidés. D'autre part, cela permet de dire que le géne ancestral devait coder
pour une molécule de type LH béta.

La mise en relation des mutations dans les génes LH béta et HCG béta avec
les différences observées au niveau protéique permet de discuter de I'effet de
certaines mutations : ici, une mutation par délétion en position 402 apparue
dans le gene HCG béta provoque la disparition d'un codon stop et donc
I'allongement de la protéine synthétisée (la HCG béta posseéde 165 acides
aminés, la LH béta n’en posséde que 141).

Les taux d’identité entre les genes FSH béta, TSH béta et LH béta/HCG béta
sont suffisants pour dire que ces genes sont homologues (et que ces protéines
sont
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homologues), mais les différences ne sont pas assez significatives pour
pouvoir réaliser une phylogénie pertinente (entre 54,4 % et 45,5 %, la
différence n’'est pas assez nette pour pouvoir vraiment distinguer sur une
phylogénie les duplications a |'origine de ces génes, d’'un point de vue

chronologique). Comme on obtient 4 genes a partir d'un géne ancestral
unique, on peut dire qu’il y a eu trois duplications dans cette famille de génes.
Les genes des hormones FSH et TSH n’étant pas sur le méme chromosome
que les genes LH et HCG, il faut également faire intervenir un phénomeéne de
transposition (ou translocation) de génes lors de chacune des deux
duplications les plus anciennes.

Les 4 hormones n’ayant pas les mémes réles, on peut discuter de I'effet des
mutations apparues et fixées différemment selon les branches ; ces mutations
sont a I'origine des fonctionnalités nouvelles acquises par ces hormones.

Famille des génes GH, HPRL et HLP

« Matrice des identités obtenue a partir d’un alignement avec discontinuité des génes de
ces

hormones
GH HPRL HLP
GH 100 %
HPRL 46,3 % 100 %
HLP 92,7 % 47,1 % 100 %

« Matrice des identités obtenue a partir d’un alignement avec discontinuité des séquences
protéiques de ces hormones

GH HPRL HLP
GH 100 %
HPRL 24 % 100 %
HLP 85,3 % 24,4 % 100 %

« Exploitation de ces résultats :
Le plus fort taux d'identité est entre les génes GH et HLP (ou entre les
hormones elles-mémes). On en déduit que ces deux génes dérivent d’'un geéne
ancestral récent, par un phénomene de duplication génique ; les différences
qu’ils présentent aujourd’hui s’expliquent par la fixation de mutations
différentes dans les deux cas :
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Geéne GH Gene HLP

Apparition et fixation de

mutatons differentes selon les
branches, de facon

mdeépendante

Gene GH ancestral Geéne GH ancestral

o

Geéne GH ancestral

La GH étant présente chez tous les Vertébrés alors que la HLP n’est présente
que chez les Mammiféres placentaires, on peut dater approximativement la
duplication a I'origine des geénes de ces deux hormones chez ’'Homme : elle a
eu lieu chez une espéce a l'origine de tous les placentaires actuels, soit
environ entre 85 et 100 Ma. D’autre part, cela permet de dire que le gene
ancestral devait coder pour une molécule de type GH.

Les taux d'identité entre les génes HLP et GH/HPRL sont beaucoup plus faibles,
mais suffisants pour dire que ces genes sont homologues (et que ces protéines
sont homologues), surtout si I’'on considere que la conservation de plusieurs
acides aminés a des positions précises dans les protéines codées et la
structure globale identique de ces génes. Comme on obtient 3 genes a partir
d’'un gene ancestral unique, on peut dire qu’il y a eu deux duplications dans
cette famille de genes.
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170

Geéne GH

Apparition et fixation de mutations différentes

Geéne HLP

Géne ancestral

GH

Géne ancestral

GH

Géne HPRL

suivant les branches

Duplications géniques

Geéne ancestral
GH

Apparition et|fixation de mutations différentes suivant les branches

Gene ancestral Géne ancestral
GH GH

DHN‘WQUH

Géne ancestral
GH

Les genes des hormones GH et HLP n’étant pas sur le méme chromosome que
le gene HPRL, il faut également faire intervenir un phénomene de
transposition (ou translocation) de geénes lors de la duplication la plus
ancienne (tous les vertébrés possédant les genes GH et HPRL, on peut dire
que la duplication a l'origine de ces deux genes est plus ancienne que
I’apparition du groupe des Amphibiens, soit il y a environ 400 Ma).

Les 3 hormones n’ayant pas les mémes réles, on peut discuter de I'effet des
mutations apparues et fixées différemment selon les branches ; ces mutations
sont a I'origine des fonctionnalités nouvelles acquises par ces hormones.
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Innovations génétiques - Duplications et familles multigéniques - Génes homéotiques

Informations scientifiques
Cf. pages de terminale

Les génes homéotiques

Certains genes vont intervenir au cours du développement embryonnaire, notamment
pour diriger I'expression d’autres genes et permettre ainsi la mise en place des différents
organes ; on les qualifie de génes « mafitres » ou genes « architectes ». Il en est ainsi
chez les Vertébrés des genes Pax, qui déterminent la disposition des organes selon I'axe
dorso-ventral, et des génes homéotiques qui déterminent la disposition des organes le
long de I'axe antéro-postérieur.

Les génes homéotiques sont des geénes régulateurs (activitation ou inhibition) de
I’expression d'autres génes.

Ce sont des genes a homéoboite (ou homeobox), c’'est a dire qu’ils codent pour une
protéine dont un domaine est tres conservé au cours de |'évolution. Ce domaine
protéique, appelé homéodomaine, a été découvert en 1983 ; il comporte 60 acides
aminés et sa structure secondaire comporte 3 hélices formant le motif HLH (Helix Loop
Helix). Ce domaine se fixe a I’ADN, ce qui contribue a ouvrir localement I’ADN pour
permettre la transcription.

La figure ci-dessous a été obtenue avec le logiciel RASTOP

Complexe Homéodomaine/ADN

Arg 5, qui wvient
se positionner
dans le petit
sillon de 1'ADN

Hﬂ“‘ﬂmh

Homéodomaine

, de la protéine

" synthétisée

par une géne
homéotique

acides aminés 47, 50, 51 et 54
responsables de la reconnaissance
spécifique d'un site de 1'ADN
Les génes homéotiques sont organisés en complexes homéotiques chez les animaux.
Les complexes homéotiques

La disposition et I'organisation des genes homéotiques est bien connue chez deux
organismes : la drosophile et la souris.
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Chez la drosophile, les géenes homéotiques forment le complexe Hom-C porté par le
chromosome 3 ; ce complexe est composé de deux groupes de genes : le groupe
Antennapedia et le groupe Bithorax, chacun de ces groupes comprenant plusieurs génes.

Antennapedia : génes lab (labial), Antennapedia (antp), Sex comb reduced (Scr),
Deformed (dfd), proboscipedia (pb)
Bithorax : genes ultrabithorax (ubx), abdominal A (AbdA) et abdominal B (AbdB)

Chez la souris, les genes homéotiques forment 4 complexes Hox répartis sur 4
chromosomes :

Complexe des génes Hox A sur le chromosome 6
Complexe des génes Hox B sur le chromosome 11
Complexe des genes Hox C sur le chromosome 15
Complexe des genes Hox D sur le chromosome 2

Il'y a colinéarité entre la disposition des genes homéotiques sur les chromosomes et les
régions du corps dans lesquelles ils s’expriment : en parcourant I’ADN de 3’ vers 5’, on
trouve des genes dont les lieux d’action s’échelonnent de |'avant vers |'arriére de
I'animal.

Disposition des génes homéotiques
et secteurs d'expression correspondants

Drosophile

f i
complexe ultrabithorax complexe antennapedia

AbdB abdA Ubx Antp Secr Dfd pb lab Chromosome 3

E ‘l l H :J H 3 Drosophile

A13 A1l A10 AQ AT AS A5 M A3 M Al Chromosome 6
g 4 =‘ I b l Souris

B9 B8 B7 B6 BS B4 B3 B2 B1 Chromosome 11

C13 C12 C11 C10 C8 C6 Cs5 C4 Chromosome 15
—-HH L

D1 Chromosome 2

D4 D3
= ——
|

D11 D10

Embryon de Souris

Lors de I'embryogenése, la combinaison des produits de plusieurs genes Hox donne une
identité relative aux cellules embryonnaires le long de I'axe antéro-postérieur. Chaque
cellule embryonnaire est affectée d'une valeur positionnelle, qui résulte d’'une
combinatoire de plusieurs génes Hox.
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Pistes d’exploitation pédagogique
Fichiers et documents

Fichiers des séquences
BoxFamillesHomme.edi
DomFamillesHomme.edi

Les génes homéotiques des Arthropodes et des Vertébrés forment une famille multigénique

Au sein d'un méme organisme, par exemple la Souris, tous les genes homéotiques
présentent une similitude importante de séquence au niveau de I’homéoboite : ce sont
donc des genes homologues, cette homologie témoignant de leur origine commune. De
plus, I'ordre des genes sur chague chromosome (donc au sein d’'un méme complexe) est
similaire d’'un complexe a l'autre. On peut donc dire que I'on a des genes paralogues
(exemple : HoxA4, HoxB4, HoxC4 et HoxD4 sont paralogues).

Si I'on effectue maintenant des comparaisons entre les genes homéotiques des vertébrés
et des arthropodes :

Les genes des complexes Hox de Souris et Hom-C de Drosophile présentent des
similitudes dans leur ordre de disposition sur les chromosomes et dans les deux cas,
ils sont impliqués dans le positionnement et l'identité cellulaire le long de I'axe
antéro-postérieur.

Des expériences de transgenése interspécifique ont été réalisées avec succes :

La substitution du gene lab muté chez la Drosophile (mutation qui entraine la
formation d'une téte trés petite) par le géne Hox Bl de Poulet restaure la
morphogenése normale de la téte de mouche.
L'insertion du géne Hox B6 de Souris chez la Drosophile entraine la
transformation des antennes en pattes thoraciques.
D’'une maniére générale, un géene homéotique de vertébré posséde son
homologue chez les insectes ; inséré par transgenese interspécifique dans le
génome de la drosophile, le géne homéotique de la souris ou de I'lhomme
induit des transformations homéotiques semblables a celles produites par son
homologue.
La comparaison de tous les genes homéotiques présents chez les arthropodes et les
vertébrés met en évidence une grande similitude de séquences au niveau de
I’'homéoboite. Cette similitude de séquence permet de dire que tous ces génes sont
homologues, c’est a dire qu'ils ont une origine commune ; ils forment donc une
famille multigénique. Tous ces genes se sont formés a partir d'un méme gene
ancestral par duplications géniques suivies de mutations.

Tableaux des identités (en %) entre plusieurs homéodomaines de génes

hométiques de vertébrés et d’arthropodes (valeurs obtenues a l'aide d'un
alignement réalisé avec le logiciel Anagéne) :

Hox B4 homme

Hox B7 homme

Dfd drosophile

Ubx drosophile

Hox B4 homme 100

Hox B7 homme 83,3 100

Dfd drosophile 88,3 83,3 100

Ubx drosophile 75 90 73,3 100

Le fait qu’il y ait plus de similitudes entre les genes Hoxb4 de I'’Homme et Dfd de la
Drosophile qu’'entre les génes HoxB4 et HoxB7 indique que la duplication a I'origine de B4
et B7 est antérieure a la séparation des lignées des insectes et des vertébrés. Autrement
dit, I'ancétre commun a I'Homme et a
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la Drosophile avait un géne a l'origine du Dfd de la Drosophile et du B4 de ’'Homme. En
outre, il possédait un gene a l'origine du gene HoxB7 et du gene Ubx (plus forte
similitude entre Ubx et B7 qu’entre HoxB4 et HoxB7). Le méme raisonnement peut étre
tenu pour les genes HoxB1, HoxB9, AbdB et Lab.

Des comparaisons du méme type entre les genes homéotiques des Vertébrés et de la
Drosophile ont conduit a proposer le schéma évolutif suivant :

B Acrobat Reader - [Génes-homéalsques—cours_30-mai-03.pdi]
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Ce schema indique que l'ancétre commun aux Vertébrés et aux Insectes possédait un
complexe homéotique formé de 6 genes, eux-mémes réultant de duplications
antérieures. Ces 6 genes sont a l'origine des complexes Hom de la Drosophile et Hox des
Vertébrés. L'amphioxus est un Cordé qui ne possede qu’un seul complexe Hox. Les deux
duplications a I'origine des 4 complexes existant chez tous les Vertébrés ont donc eu lieu
dans la lignée des Cordés aboutissant a I'ancétre commun a tous les Vertébrés.
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Maintien des innovations génétiques - Exemple des globines

Informations scientifiques
Cf. pages de terminale

Pistes d’exploitation pédagogique

Les séquences de globines ont déja été utilisées pour établir des relations de parenté
entre les Vertébrés. Les éléves savent donc que tous les génes béta des globines (de
méme que les genes alpha) proviennent d’un gene possédé par I'ancétre commun a tous
ces Vertébrés. Les différences entre les genes des especes actuelles résultent de
mutations intervenues au cours de I'histoire des diverses lignées, mutations qui ont
réussi a se propager et a se fixer dans les populations successives. La comparaison des
séquences des genes (ou des protéines) permet de rechercher si ces mutations sont
réparties de facon quelcongue ou non et, a partir des informations obtenues, de réfléchir
sur le devenir des mutations.

Séquences
« 6-globines-beta-Vertebres.edi »

La comparaison de ces séquences permet de mettre en évidence des sites trés variables
et des sites conservés.

Sites trés variables

50 55 60 65 70 75
- A e e A e e A [ e e
Traitement o ]
|bglnbmehetazh\en «| |0 DL S TP D A U MH S HA KU KA HTIGIE KU KULMHNZSTF S DG L K
| globine betathon  [«] »|0 ) = & §F K B = & = ] B = = v - - - H 6 L DR A U
| globine beta corbea |4] »|0 N =2 = @ & F @ = /i p=a22apgpge sk g8 =2 08EA080=
| globine beta mancho|«| »|0 N s =8 = = =ER =P ~§= R = = == = = = = = = BB U =
| globine beta poule |« bJ[l N - - S T = F L B = P H = RBE= === == 27T == f = U0 =
| globine beta souris |4 »IU N - - 3§ § o= f o= § e PR e o o ow o o= T = AU -
w| Sélection: 7/7 hgnes A |
120 125 130
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Repérage de quelques sites trés variables dans les globines beta des Vertébrés. A certaines
positions, on observe une grande variabilité des acides aminés selon les globines : c'est le cas en
position 57 par exemple, ou encore en position 130.
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Localisation de ces sites sur une molécule 3D de beta globine (en rouge les sites

particuliérement variables) Sites conservés

B Comparaison simple
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Résultat d'une comparaison simple de globines beta de quelques Vertébrés

On peut donc noter des sites "tres conservés", c'est a dire n'ayant fixé aucune mutation :
32a40; 42; 62 a 64; 66 a 68; 88a89; 91 et 92 ; 94 a 100; 102 a 103; 106 a 107; 122 a
123; 140 a 141; 144 a 146.

Mise en évidence de ces sites conservés sur une molécule de globine beta (En jaune : les sites
conservés)

Les mutations apparaissent au hasard, avec a priori la méme fréquence tout au long de la
molécule. On constate cependant que certains sites sont particuli@rement variables d'un
taxon a l'autre, alors que d'autres sites sont trés identiques.

La localisation sur la molécule 3D montre que les sites conservés sont en regle
générale situés autour de I'heme. On peut donc supposer qu'un changement dans la
séquence des acides aminés dans ces secteurs doit avoir des répercussions sur la fixation
de I'hneme ou la structure spatiale de la molécule dans cette région, et donc altérer la
fonction de Ila globine. Ainsi, les individus porteurs de ces mutations doivent étre
"désavantagés", donc ces mutations se transmettent beaucoup moins ou pas du tout et
finissent par étre éliminés.

En revanche, des changements d'acides aminés qui ne sont pas importants pour le
maintien de la structure spatiale de la globine ou la fixation de I'heéme n'ont pas d'effet
sur la survie ou la reproduction des individus qui les portent. Ills ne conférent donc aucun
avantage sélectif. Et pourtant leur présence dans les populations des espéces actuelles
indique que ces mutations apparues a différents moments de I'histoire des lignées, se
sont répandues dans les populations, et transmises aux espéces successives des lignées.
La conservation de ces mutations dites neutres est aléatoire (mécanisme de la
dérive génique, hors programme).
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Maintien des innovations génétiques - Exemple des estérases -
Résistance des Moustiques aux insecticides

Informations scientifiques

partir des années 60 des insecticides organophosphorés (OP) ont été utilisés pour lutter
contre les moustiques, notamment dans la région de Montpellier. Parallelement a cette
utilisation on a constaté l'apparition dans les régions traitées, et avec une fréquence
croissante au cours du temps, de moustiques (Culex pipiens) résistants a ces insecticides.
Des innovations génétiques sont a l'origine de cette résistance ; ces innovations sont
apparues au hasard, mais une sélection positive des individus qui en étaient porteurs a
dG avoir lieu, expliguant I'augmentation de fréquence des phénotypes résistants qui a été
constatée au cours du temps.

Le mode d’action des insecticides organophosphorés OP

Les insecticides OP et les carbamates ont pour cible I'enzyme acétylcholine estérase
(ACE, présente au niveau des synapses cholinergiques et ayant pour r6le I'hydrolyse du
neuromédiateur acétylcholine) qu'ils inhibent. Les anomalies de fonctionnement du
systeme nerveux qui en résultent entrainent la mort de l'insecte sensible.

Cependant, pour qu'un insecticide soit efficace il faut qu'il puisse atteindre sa cible, c'est
a dire ici I'espace synaptique. Il doit donc pénétrer dans l'organisme de l'insecte et
circuler dans son milieu intérieur.

Les moustiques non résistants peuvent lutter naturellement contre de faibles
doses d’insecticides OP

La résistance aux insecticides OP et aux carbamates peut s'expliquer par des
mécanismes qui empéchent ces insecticides d'atteindre leur cible, ou par une sensibilité
moindre de la cible (ACE).

Les estérases, enzymes produites naturellement par les moustiques, hydrolysent les
liaisons ester, notamment celles des molécules des insecticides OP et des carbamates
(comme le propoxur). Il existe chez le moustique 2 sortes d'estérases appelées A et B, qui
hydrolysent toutes les deux des liaisons ester, mais avec une spécificité relative a la
position des liaisons. Les génes codant pour les estérases ne s'expriment pas dans tous
les tissus de l'insecte ; cette expression a surtout lieu dans la paroi du tube digestif, la
zone cellulaire cutanée sous-hypodermique et les ganglions cérébraux et thoraciques, les
deux premiers tissus constituant les principales voies de pénétration de I'insecticide dans
I'organisme, les derniers contenant la cible des insecticides. Les estérases permettent
donc d'empécher l'insecticide de pénétrer et de circuler dans l'organisme de l'insecte,
donc d'atteindre sa cible. Il s'agit ici d'un mécanisme de détoxication par
métabolisation de l'insecticide. Le rb6le métabolique des estérases est inconnu
actuellement...

Déterminisme génétique de la production d’estérases chez les moustiques non résistants

aux insecticides OP

Codées par deux génes (Est 3 codant pour I'estérase A et Est 2 codant pour I'estérase B)
dont les loci sont situés sur le méme chromosome et espacés de 2 a 6 kb. Il existe un
polymorphisme important pour chacun de ces genes. Ce polymorphisme est neutre, c'est
a dire sans conséquences sur l'activité enzymatique.
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super locus est3-est?

! Ese-3 £st-2 l

1 | s |

- le géne est-3 code pour une estérase A
- le géne est-2 code powr une estérase B
Dans un souci de simplification, ces genes seront désignés par les lettres A et B dans la
banque de données fournies, et les alleles de chacun de ces genes sont désignés par des
numéros (Al, A2,... B2, B4,...).

La résistance des moustiques aux insecticides OP

La production d'estérases par les moustiques sensibles est tres faible, insuffisante pour
empécher l'insecticide d'agir. Chez certaines souches résistantes, la production
d'estérases en beaucoup plus grande quantité est le mécanisme a l'origine de la
résistance. Il ne s'agit donc pas d'un changement qualitatif (efficacité des estérases) mais
d'un changement quantitatif (I'augmentation de la quantité d'estérases produites peut
étre considérable, jusqu'a représenter 6 a 10 % des protéines totales de l'insecte). Un
test au papier filtre permet d’'évaluer la quantité d'estérases produites par un moustique.

Le génome des moustiques résistants par production accrue d’estérases

Les moustiques dont la résistance est due a une production accrue d'estérases ont un
génome caractérisé par une amplification des génes Est3 (ou gene A) et Est2 (ou
géne B) : chacun de ces génes est présent en de nombreux exemplaires. L'innovation
génétique consiste donc en duplications géniques. Tous les genes résultant de ces
duplications sont identiques et s'expriment, ce qui explique la production accrue
d'estérases. On désigne par "ester" le "supergene" résultant de I'amplification (ester B
pour le résultat de I'amplification du géne B, ester A-B pour le résultat de I'amplification
de I'ensemble des deux genes A et B).

R e il S e S nts S i e R L s g ms s Mol S
ester AB
ester B
cehnit ¥ o iy G LT

Selon l'allele du géne qui est amplifié, on distingue plusieurs "supergénes ester" : ester
B1 (plusieurs copies de l'allele B1), ester A2-B2 (plusieurs copies de I'ensemble des deux
alleles A2-B2),...

L'existence de plusieurs "supergenes ester" différents (ester B2, ester B4, ester A2-B2,
ester A4-B4,...) indique que plusieurs innovations génétiques a l'origine de la
résistance sont intervenues de facon indépendante dans les populations de
moustiques (duplications a partir de l'allele B2, duplication a partir de l'allele B4,...).
Cependant, le polymorphisme des genes A et B est trés nettement supérieur a celui des
"supergenes ester" ; cela indique donc que les mutations a l'origine des "supergenes
ester" sont relativement rares. D'autre part, on a pu constater que des alléles ester
apparus en premier dans une région, se retrouvaient ensuite dans une autre région assez
éloignée ; cela s'interpréete comme le résultat de migrations des moustiques (par
transport aérien ou maritime par exemple) et non comme le résultat de deux mutations
identiques indépendantes. Le niveau d'amplification varie selon les alléles ester : il peut
atteindre 100 copies du géne ou plus pour ester B1, tandis qu'il ne dépasse pas quelques
copies pour ester A4-B4. De plus, pour un méme alléle (exemple ester B1) le niveau
d'amplification peut étre variable selon les individus au sein d'une population sauvage ou
entre des populations différentes.

Enfin, il existe un alléle ester Al pour lequel la production accrue d'estérases n'est pas
due a Il'amplification du géne Al, mais a un changement dans la régulation de
I'expression de ce gene. Comme les processus de régulation génique ne sont pas au
programme de Tae S, nous n'avons pas retenu cet alléle dans la banque de données.
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Les observations de terrain et les données expérimentales relatives a I'action de
I'environnement sur la fréquence des phénotypes résistants

Des chercheurs ont déterminé le génotype des moustiques recueillis dans la région de
Montpellier en ce qui concerne les génes des estérases.

A

10 km
'No‘tre-Dame
de Londves
Winls-le-Forte
o Tnadou
_ _.S'E le;a:r_liig Cumlles
,»-"'f- rades-le-Lez
.Lat'hes'

| e Tm

Les sites d'observation et de mesures
La ligne pointillée indique la séparation entre la zone
non troitée par les insecticides OP (au Mord) et la zone
traitée (prés des cotes)

Un graphe indiquant la fréquence des différents génotypes en fonction de la distance au
bord de mer a été établi (la zone traitée aux insecticides OP correspondant a une frange
du littoral de 20 a 25 km de large).
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5t jean de Cuculle 73 a1 154 26 053
“iols le Fort 93 74 167 a0 044
|Motra Dame de Londras 155 41 196 35 0,21
Eté 2002
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E
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E 080
£ 0s0 *
§ 040 u
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040
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Les larves, échantillonnées le long du cline (nom de la commune indiquée, ainsi que la distance a la
mer), ont été soumises

une dose d'insecticide qui tuait tous les moustiques avant les années 1968. Les
larves mortes et vivantes ont été
comptées au bout de 24 heures.
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partir de ces données, les chercheurs ont calculé la fréquence des alleles de
résistance Ester en fonction de la distance au bord de mer.

On peut alors constater que la fréquence des alléles de résistance est nettement
supérieure dans la zone traitée et qu'elle diminue régulierement lorsqu'on s'éloigne de
cette zone. La recherche d'une explication a ces observations conduit naturellement a
faire intervenir la sélection positive des moustiques porteurs d'alléles de résistance dans
la zone traitée...

Une étude expérimentale a été menée pendant 4 ans en laboratoire afin de tester
I'influence de facteurs du milieu de vie sur les variations de fréquence alléliques et
phénotypiques.

La souche « Edit » est une souche de Moustiques résistants obtenue par les
chercheurs en 1992 a la suite de nombreux croisements. La résistance de la souche
est due a l'alléle EsterB1 qui entraine une production considérablement amplifiée de
I'estérase B1l. La souche est initialement homozygote pour l'allele B1 : tous les
Moustiques ont deux alléles B1 avec le méme nombre de répétitions de B1.

Les chercheurs ont divisé cette population de Moustiques de lignée pure pour EsterB1
en deux. La premiere fraction a été élevée pendant 4 ans dans un milieu sans
insecticide. La seconde fraction a été soumise, a chaque génération, au dernier stade
larvaire, a I'action d'un insecticide OP (le temephos) a une concentration entrainant
une mortalité d'au moins 80% des larves (souche « Sedit »). L'expérimentation
permet donc de suivre |'évolution du phénotype des Moustiques initialement de
méme génotype, en fonction de I'environnement.

"t
\

Mortalité

H
- [

104 10% 102 101 1
mg/L (ou ppm) de chlorpyrifos

Document : courbes de mortalité expérimentale des larves en fonction des doses
d’insecticides
Propoxur : nom de l'insecticide utilisé dans cette expérimentation

S : souche sensible, R : souche résistante Les résultats sont présentés sous forme de graphique, les
doses utilisées nécessitant |'utilisation d'une échelle logarithmique en abscisse.

On met alors en évidence deux phénotypes macroscopiques au sein des populations de
moustiques :

le phénotype « sensible aux insecticides OP » et le phénotype « résistant aux insecticides
OP ».

Les scientifiques utilisent la DL50 pour traduire la résistance des moustiques. Cette
valeur correspond a la concentration d’insecticides pour laquelle on obtient 50 % de
mortalité des larves.

En 1996, on a déterminé les courbes de mortalité des deux populations Edit96 et
SEdit96 et on les a comparées a celle de Edit92.
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Document : étude expérimentale : évolution des phénotypes en fonction de
I’environnement
(« selectionmoustiques.jpg ») : graphique présentant les résultats d’une
expérimentation menée sur 4 ans pour étudier I'influence d’un facteur de
I’environnement (les insecticides OP) sur la fréquence des phénotypes des
moustiques.

La courbe de mortalité de « Sedit » est décalée vers la droite par rapport a celle de «
Edit92 ». Cela indique que globalement, la population « Sedit » est plus résistante que
la population « Edit » dont elle est issue. La dose DL50 pour la souche « Edit92 » est
environ 5.10-2 et pour «SEdit96 » elle est environ de 2,5.101 ce qui donne un rapport
de 5 environ.

La courbe de « Edit96 » est décalée vers la gauche par rapport a « Edit92 » :
globalement, la population « Edit96 » est moins résistante que celle de « Edit92 ». La
DL50 de « Edit96 » est de 2.10-2 ce qui donne un rapport vis-a-vis de « Edit92 » de
0,4.

On constate donc une sélection positive des moustiques résistants dans la population
soumise au fil des générations a l'insecticide, mais aussi une sélection en faveur
d'organismes moins résistants dans la population élevée en absence d'insecticide.
Cela semble indiquer un désavantage des moustiques résistants dans le milieu sans
insecticide. Une premiere explication de ce colt de la résistance, certes sans support
expérimental, consiste a dire qu'en I'absence d'insecticide, la quantité considérable
d'estérase produite I'est pour rien. Il est possible que la production d'une telle
quantité de protéines, comparativement aux moustiques sensibles, affecte d'une
certaine facon la valeur sélective. On a également montré que les souches produisant
beaucoup d’estérases étaient beaucoup plus sensibles aux bactéries Wolbachia, ces
derniéres ayant une action néfaste sur la reproduction des moustiques.

Les recherches ont été poursuivies sur les souches « Edit » et « Sedit » en comparant
['évolution du génotype des deux populations. Chez quelques individus de chaque
population, on a déterminé le nombre de répétitions de B1 dans I'alleéle EsterB1 qu'ils
possédaient. Le niveau d'amplification dans les deux populations « Edit96 » et «
SEdit96 » était bien différent : une moyenne de 23 +/- 7 copies chez « Sedit », et de
11+/- 2 chez « Edit ». Cela indique que dans I'histoire évolutive des deux populations
de nouvelles mutations conduisent a un polymorphisme génique avec une sélection
positive des individus porteurs d'un grand nombre de répétitions en milieu avec
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insecticide et de ceux dont le niveau d'amplification est faible dans le milieu sans

insecticide.

Ainsi, il y a une interaction permanente entre innovations génétiques et environnement.
Le plus difficile est bien sr de faire saisir que le milieu n'oriente pas la nature des
mutations, mais que celles-ci sont sélectionnées en fonction des caractéristiques de celui-
Ci.

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

Les données fournies dans les themes d'étude sont utiles pour batir des séquences
pédagogiques permettant d’aborder les mécanismes de I'évolution, tant en ce qui
concerne les innovations génétiques (duplication génique, suivie ou non de mutations
aléatoires), que l'influence de certains facteurs du milieu de vie sur le maintien de ces
innovations génétiques au sein d’une population.

Il s’agit de données expérimentales, d’observations sur le terrain et de séquences nucléiques, fournies par Michel
Raymond et son équipe (Institut des Sciences de 1'Evolution de 1'Université de Montpellier I).

Innovations génétiques : apparition de nouveaux alléles par mutations

Séquences et documents
Séquences

« seqdupmoustiques.edi »
AlleleBlcomplet : séquence nucléique de la partie strictement codante du géne
B allele B1 (du codon d’initiation au codon stop) - le gene B, ou Est2, code pour
une estérase B AlleleB2complet : séquence nucléique de la partie strictement
codante du gene B allele B2 (du codon d’initiation au codon stop) - le gene B, ou
Est2, code pour une estérase B
Comparaison des alléles B1 et B2 : de nouveaux alleles d'un méme géne apparaissent
par mutations. Les alleles B1 et B2 different par 5 mutations dont une seule apparait
dans la séquence protéique - 39 (C/T) - 59 (A/G) - 63 (A/G) - 66 (G/T) - 67 (TC) ; seule
la 59 a des conséquences : AAC/AGC donc Asn (N) au lieu de Ser (S)
Les estérases codées par ces alleles sont fonctionnelles.

Les résultats de ces comparaisons sont aussi utilisables pour aborder les notions
de mutations neutres et de mutations muettes.

Innovations génétiques : phénoméne de duplication génique

Séquences et documents
Séquences

« seqdupmoustiques.edi »
GéneBallelel : séquence simplifiée du gene B allele B1 - afin de faciliter les
traitements des séquences, on a limité cette séguence aux 69 premiers nucléotides
du géne + codon stop
B1R : séquence simplifiée du « locus B » d’'un moustique résistant de la souche B1R
(appelée aussi EsterB1) - afin de faciliter les traitements des séquences, on a limité la
séquence de chaque geéne aux 69 premiers nucléotides + codon stop ; les genes sont
séparés par 12N, correspondant a des séquences non codantes - cette séquence B1R
représente donc 8 geénes B, allele B1, disposés a la suite les uns des autres, et
séparés par des séquences non codantes représentées par 12N
A2B2 : séquence simplifiée du « locus AB » - afin de faciliter les traitements des
séquences, on a limité la séquence de chaque gene aux 69 premiers nucléotides +
codon stop; les genes sont séparés par 12N, correspondant a des séquences non
codantes - cette séquence A2B2 représente donc un gene A, alléle A2, simplifié, suivi
de 12N (séquence non codante) puis d’'un géne B alléle B2, simplifié.
A2B2R : séquence simplifiée du « locus AB » d’un moustique résistant de la souche
A2B2R (appelée aussi Ester A2B2) - afin de faciliter les traitements des séquences, on
a limité la séquence de chaque géne aux 69 premiers nucléotides + codon stop ; les
genes sont séparés par 12N,
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correspondant a des séquences non codantes - cette séquence A2B2R représente
donc 4 ensembles A2B2, disposés a la suite les uns des autres, et séparés par des
séquences non codantes représentées par 12N (une séquence de 12N séparant
également les génes A2 et B2 dans chaque ensemble A2B2)

Comparaison des séquences Bl et B1R, présentes respectivement chez les
moustiques sensibles et résistants : chez le moustique résistant (génome B1R) on
constate l'existence de plusieurs exemplaires (8 dans les ségquences fournies) du
gene B1 disposés « en tandem », tous identiques entre eux, ce qui peut s'interpréter
par un phénomene de duplication génique du géne B1 (non encore suivi de mutation).
Comparaison des séquences A2B2 et A2B2R, présentes respectivement chez les
moustiques sensibles et résistants : chez le moustique résistant (génome A2B2R) on
constate l'existence de plusieurs exemplaires (4 dans les séquences fournies) de
I'ensemble « A2B2 », tous identiques entre eux, ce qui peut s’interpréter par un
phénomeéne de duplication génique de I'ensemble A2B2

Il existe deux facons de comparer les séquences proposées avec le logiciel Anagéne :

Utilisation de la fonctionnalité Comparaison simple de séquences :
Pour comparer des séquences de longueur différente et mettre en évidence la
répétition du géne a l'identique, il faut pouvoir décaler la séquence la plus
courte de facon a la comparer a différentes zones de la séquence la plus
longue ; on peut procéder de la facon suivante :
Demander une comparaison simple en sélectionnant en premier le génome le
plus court
Repérer dans le génome formé de plusieurs génes la séquence de NNNN qui
sépare deux génes et noter la position a laquelle se finit cette séquence non
codante (exemple : 84)
Inscrire en face du nom de la premiére séquence, a la place du 0, le numéro
relevé précédemment (84) et valider

décalage de la premiére
séquence de 84 acides aminés

séquences similaires

160

90 100 110 120 130 140 150
- | PO T P | i AT g f e T | | e i P A [ T [ AT G| | MR I (o) A i O R R | [0 AR M || LRt T T G| RO PRI | AT
Traitement ‘| Ij\
b |géneBall&lel ANETS ATGAGTTTGGARAGCTTAACCGTTCAGACCAAATACGGCCCGETCCGGGECAAACGGAACGTATCGTTGTGA
B1R «| |0 TGANNMNHNHNNNMN-———---- i i i i i i i

4

Sélection : 043 ligres 4 |

Utilisation de la fonctionnalité DotPlot :
Sélectionner les deux séquences a comparer et demander le Dot Plot

L’affichage permet de constater que la séquence B alléle 1 se retrouve a
I’identique 8 fois dans B1R

NHHNNMNHHNI
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sequence H1R en abcisse

e 1" allele 1 du gne B

GEAAACEGAACETATCET Fo T GAHHHHHNNNHHHHA T GAGT T TEOARAGE T TAACCGT TCAGACCAAATACGECLCGRTE |26 on »
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Innovations génétiques : phénoméne de duplication génique suivie de mutations

Séquences et documents
Séquences
AlleleA2complet : séquence nucléique de la partie strictement codante du géne
A allele A2 (du codon d’initiation au codon stop) - le géne A, ou Est3, code pour
une estérase A GeneAallele2 : séquence simplifiée du gene A allele A2 - afin de
faciliter les traitements des séquences, on a limité cette séquence aux 69 premiers
nucléotides du géne + codon stop GéneBallele2 : séquence simplifiée du géne B
alléle B2 - afin de faciliter les traitements des séquences, on a limité cette
séquence aux 69 premiers nucléotides du gene + codon stop
Comparaison des génes A (allele A2) et B (allele B2) : les similitudes importantes
suggerent une origine commune des deux génes (on peut alors évoquer une duplication
génique), mais cette duplication a di étre suivie de mutations, ce qui a aboutit a deux
genes aujourd’hui différents (qui codent tous deux pour des estérases, mais aux
propriétés légerement différentes)

Influence d’un facteur du milieu de vie sur le maintien des innovations génétiques

Séquences et documents

Séquences

« seqgselectmoustiques.edi »
géne B allele 1 : séquence simplifiée du géene B allele B1 - afin de faciliter les
traitements des séquences, on a limité cette séguence aux 69 premiers nucléotides
du gene + codon stop
R92 : séquence simplifiée du « locus B » d’'un moustique résistant de la souche R92
utilisée par les chercheurs pour I'expérimentation - afin de faciliter les traitements
des séguences, on a limité la séquence de chaque gene aux 69 premiers nucléotides
+ codon stop ; les genes sont séparés par 12N, correspondant a des séquences non
codantes - cette séquence R92 représente donc 14 genes B, alléle B1, disposés a la
suite les uns des autres, et séparés par des séquences non codantes représentées
par 12N
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R96a-1 : séquence simplifiée du « locus B » d'un moustique résistant de la souche
R96a (ou Edit96), obtenue a partir de la souche R92 élevée dans un environnement
sans insecticides OP pendant 4 ans - afin de faciliter les traitements des séquences,
on a limité la séquence de chaque géne aux 69 premiers nucléotides + codon stop ;
les génes sont séparés par 12N, correspondant a des séquences non codantes - cette
séquence R92 représente donc 7 genes B, alléle B1, disposés a la suite les uns des
autres, et séparés par des séquences non codantes représentées par 12N R96a-2 :
séquence simplifiée du « locus B » d’un moustique résistant de la souche R96a (ou
Edit96), obtenue a partir de la souche R92 élevée dans un environnement sans
insecticides OP pendant 4 ans - afin de faciliter les traitements des séquences, on a
limité la séquence de chaque gene aux 69 premiers nucléotides + codon stop ; les
genes sont séparés par 12N, correspondant a des séquences non codantes - cette
séquence R92 représente donc 10 génes B, alléle B1, disposés a la suite les uns des
autres, et séparés par des séquences non codantes représentées par 12N R96a-3 :
séquence simplifiée du « locus B » d’un moustique résistant de la souche R96a (ou
Edit96), obtenue a partir de la souche R92 élevée dans un environnement sans
insecticides OP pendant 4 ans - afin de faciliter les traitements des séquences, on a
limité la séquence de chaque gene aux 69 premiers nucléotides + codon stop ; les
genes sont séparés par 12N, correspondant a des séquences non codantes - cette
séquence R92 représente donc 13 génes B, allele B1, disposés a la suite les uns des
autres, et séparés par des séquences non codantes représentées par 12N R96i-1 :
séquence simplifiée du « locus B » d'un moustique résistant de la souche R96i (ou
SEdit96), obtenue a partir de la souche R92 soumise aux insecticides OP pendant 4
ans - afin de faciliter les traitements des séquences, on a limité la séquence de
chaque géne aux 69 premiers nucléotides + codon stop ; les genes sont séparés par
12N, correspondant a des séquences non codantes - cette séquence R92 représente
donc 18 génes B, allele B1, disposés a la suite les uns des autres, et séparés par des
séquences non codantes représentées par 12N

R96i-2 : séquence simplifiée du « locus B » d’'un moustique résistant de la souche
R96i (ou SEdit96), obtenue a partir de la souche R92 soumise aux insecticides OP
pendant 4 ans - afin de faciliter les traitements des séquences, on a limité la
séquence de chaque gene aux 69 premiers nucléotides + codon stop ; les genes sont
séparés par 12N, correspondant a des séquences non codantes - cette séquence R92
représente donc 22 génes B, allele B1, disposés a la suite les uns des autres, et
séparés par des séquences non codantes représentées par 12N

R96i-3 : séquence simplifiée du « locus B » d’'un moustique résistant de la souche
R96i (ou Sedit96), obtenue a partir de la souche R92 soumise aux insecticides OP
pendant 4 ans - afin de faciliter les traitements des séquences, on a limité la
séquence de chaque geéne aux 69 premiers nucléotides + codon stop ; les genes sont
séparés par 12N, correspondant a des séquences non codantes - cette séquence R92
représente donc 23 génes B, allele B1, disposés a la suite les uns des autres, et
séparés par des séquences non codantes représentées par 12N

Comparaison du génome de la souche R92 (ou Edit 92) avec l'alléle B1 : le génome de
la souche R92 comprend 14 exemplaires du géne B1, tous ces exemplaires étant
issus d’un alléle B1 par duplications successives.

Comparaison des génomes des souches R96a-1, R96a-2, R96a-3, R96i-1, R96i-2, R96i-
3 avec l'allele B1 (ou encore avec le génome de la souche R92) : les souches placées
pendant 4 ans dans un environnement riche en insecticides OP présentent un génome
ou le nombre d’exemplaires du géne B1 est supérieur a celui de la souche d’origine ;
les souches placées pendant 4 ans dans un environnement sans insecticides OP
présentent un génome ou le nombre d’exemplaires du gene B1 est inférieur a celui de
la souche d’origine. Ce constat permet de poser le probleme de l'influence d'un
facteur de l'environnement (les insecticides OP) sur le maintien des innovations
génétiques (il faut bien sar partir du principe que les innovations génétiques se font
au hasard !).
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Documents complémentaires

Evaluation de la quantité d’estérases produite par différentes souches de moustiques

DETECTION OF INCREASED ESTERASE ACTIVITY
IN SINGLE MOSQUITOES BY THE FILTER PAPER TEST
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Document : évaluation de la quantité d’estérases produite par
différentes souches de moustiques (« quantiteesterases.jpg » :
présentation de résultats expérimentaux d’un test au papier filtre
permettant d’évaluer les quantités d’estérase produites par des
moustiques.

Il est possible d’évaluer expérimentalement la quantité d’estérases produites par un
moustique.
Protocole expérimental : on écrase des moustiques recueillis sur un papier filtre, puis
on ajoute les réactifs suivants :

un mélange de deux substrats sur lesquels I'estérase agit en

les coupant, un réactif qui colore en rouge I'un des produits

obtenus.
(Le substrat chromogene est un mélange de alpha-naphthyl acetate (alpha NA) et de
beta-naphthyl acetate (béta NA). A la rigueur, un seul des 2 peut étre utilisé, mais
habituellement, c'est un mélange des 2, dans un rapport 1/1, les estérases A utilisent
préférentiellement alpha NA, et les estérases B agissent préférentiellement sur béta NA.
L'estérase coupe ces deux substrats, en libérant du alpha (ou beta) naphthol, qui se
colore en présence de
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Fast Garnet GBC (poudre a rajouter dans le tampon de coloration). Le produit plus

Fast Garnet donne un précipité rouge, qui donne la coloration sur le papier filtre).
une fois le moustique écrasé sur la papier, la révélation se fait entre 5 et 15 minutes,
si tous les réactifs sont préts, chaque tache correspondant a un moustique écrasé,
I'intensité de la coloration obtenue étant proportionnelle a la quantité d'estérase
produite par ce moustique.

Ce protocole expérimental a été appliqué a une population de Moustiques de la région de

Montpellier. On observe alors une variété phénotypique au sein de cette population de

moustiques, certains produisant beaucoup d’'estérases, d'autres tres peu.

Ces résultats sont a mettre en relation avec le document présentant la variabilité des

populations de moustiques au niveau du phénotype macroscopique (résistance ou
sensibilité aux insecticides).
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Maintien des innovations génétiques - Exemple de la G6PD -
Paludisme, sélection naturelle

Informations scientifiques
Cf. Terminale

Pistes d’exploitation pédagogiques

Les données sur les alleles de la G6PD ont permis d'établir que ceux-ci résultent de
mutations a partir d’'un géne ancestral G6PDB et de réfléchir ainsi a la filiation entre ces
alleles. Ces alleles ont aussi une fréquence tres variable suivant les populations. La

recherche d’'explications a ces différences permet de renforcer la notion de sélection
naturelle positive.

Fréquence des alléles d’un géne et sélection naturelle

Séquences et documents

Fichiers des séquences

« G6PD-HS.edi » : séquences nucléiques strictement codantes de quelques alleles du géne
de la G6PD.

Documents
role-g6pd.bmp » : informations scientifiques, sous forme d’un petit texte, concernant

la G6PD et les conséquences d'une réduction de I'efficacité de I'enzyme de la G6PD.
frequence-alleles-G6PD.bmp » : fréquence de quelques allele de la G6PD.

carte-repartition-G6PD-deficiente.omp » : carte de la déficience en G6PD a |'échelle
mondiale : permet de repérer les régions du monde ou les déficiences en G6PD sont
relativement fréquentes, et de souligner la fréquence élevée en Afrique tropicale.

carte-paludisme-2002.bmp » : répartition du paludisme dans le monde en 2002, permet
d’établir une premiere corrélation entre la répartition du paludisme et les zones ou la
G6PD déficience est répandue.

carte-paludisme-passe.omp » : répartition du paludisme dans le monde par le passé,
révele que l'éradication du paludisme dans le bassin méditerranéen est récente et
permet donc d’affiner la corrélation « paludisme - déficience ». Les discordances dans les
Amériques s’'expliquent par I’histoire des populations africaines.

frequence-alleles-G6PD.bmp » : fréquence de quelques allele de la G6PD, permet d'affiner
la carte précédente et de souligner que la déficience en Afrique est due essentiellement
aux alleles G6PDA-.

localisation-vanuatu.bmp » : localisation géographique de I'archipel de Vanuatu.

iles-vanuatu.bmp » : situation des différentes iles de I'archipel de Vanuatu.

frequence-alleles-G6PD-vanuatu.bmp » : fréquences des alleles de la G6PD dans les iles

de
I'archipel : permet de retouver la corrélation « paludisme - déficience » a I’échelle locale.

donnees-epidemio-gambie-kenya.bmp » : fréquence des alleles G6PDA- dans deux

populations
d’enfants paludéens et non paludéens : montre que dans une méme population la
fréquence des alléles G6PDA- est statistiguement plus faible chez les enfants paludéens
que chez les enfants non paludéens.

freg-hematies-parasitees.omp » : fréquence des hématies parasitées par le
plasmodium chez les filles paludéennes et hétérozygotes G6PDA-/G6PDB ou
G6PDA-/G6PDA. Montre le moindre développement du parasite dans les hématies G6PD
déficiente que dans les hématies G6PD fonctionnelle.

etude-experimentale.bmp » : Etude in vitro de I'infection par le plasmodium d’hématies
G6PD déficiente et d’hématies G6PD fonctionnelle qui révéle le moindre développement
du Plasmodium dans les hématies G6PD déficiente.
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La carte des régions du monde ou la fréquence des alléles G6PD déficients est
supérieure a 1% (carte-repartition-G6PD-deficiente.bmp) recouvre globalement celle
ou le paludisme sévit de facon endémique (carte-paludisme-2002.bmp et carte-
paludisme-passe.omp). Les principales discordances s’expliquent aisément : le
paludisme a été éradiqué depuis une centaine d’années seulement dans le bassin
méditerranéen ; il n’y a pas de paludisme en Amérique du nord mais les personnes
G6PD déficientes sont d'origine africaine. Cette corrélation laisse a penser que
I'extension des alléles G6PD déficients, dans les régions ou le paludisme est
endémique, est due a lI'avantage sélectif qui résulte de la possession d’allele G6PD
déficient vis-a-vis du paludisme. Cela est confirmé a I’échelle locale par les données
relatives a I'archipel du Vanuatu : alors que le peuplement des iles a la méme origine,
la fréquence de la déficience en G6PD est beaucoup plus grande dans celle ou le
paludisme est répandu. Le maintien d’'une fréquence relativement forte d’alleles a
I'origine d’'une G6PD déficiente dans des zones d’endémie palustre résulte d’un
équilibre entre l'avantage contre le Plasmodium assuré par ces alleles, et le
désavantage di a la déficience enzymatique.

Les données épidémiologiques (donnees-epidemio-gambie-kenya.bmp) confirment
I’avantage sélectif des porteurs d’alleles G6PD déficients dans les régions
impaludées.

Filles hétérozygotes G6FPDEB / G6PDA- ou G6PDA / G6PDA-
Hon paludéennes | Paludisme moderé | Paludisme severe
Fambie 15,7%% 9.1% 6, 7%
Kenya 27.3% 17.2% 15,8%

Fréguence des filles hetérozyvgotes chez les filles non paludéennes
et chez des filles soyffrant &un paludicme plis o moins sévére

Garcons de génotype G6PDA-

HMon paludeens | Paludisme modére | Paludisme severe
Gambie 5,%%% 2, 7% 1,4%
Eenya 18,8% 14,3% 11,1%

Fréguence des garcons FOFDA- chaz das garcons non paludéens
et chez des garcons souffrant &'un paludisme plus oy moins sévére

D'aprés RUWENDE C. et al. (1995).

En effet, dans une population d’enfants paludéens d’Afrique de I'ouest et de l'est, la
fréquence des garcons et filles porteurs de l'allele G6PDA-, est significativement
inférieure a celle d'enfants non paludéens, en particulier chez les enfants victimes
d’'un paludisme sévére. Tout se passe comme si la possession conférait une
résistance vis-a-vis du Plasmodium.

I’échelle cellulaire, cela est confirmé par les données relatives aux femmes
hétérozygotes parasitées par le Plasmodium : chez ces femmes, la fréquence des
hématies G6PD déficientes parasitées est, suivant les individus, 2 a 80 fois plus faible
que celle des hématies parasitées possédant I'enzyme G6PD efficace (par suite du
phénoméne de lyonisation, les alléles des genes portés par un chromosome X
s'expriment dans certaines cellules, les alléles de I'autre chromosome X dans d’autres
cellules, d'ou la présence de deux populations d'hématies chez les femmes
hétérozygotes pour le géne G6PD).
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Individus (Filles)
HWlzlz [a 516 [z [g |9 [ofunfiz [13 [1a [15 |16 |17 13 |19 |20
Hematips GOPIY 1.2102(014] 53|36 007|017 (121064 20 24| 720 5 031|039 23 (14] 19 ooz o
déficiente
Hématies GOPD 1o 212 41y 5 |90 12055 |22 (73066 (67064123 137)102 |24 165151 [145]0.28 0,22
fonctionnelle

D'apres LUSATTO L. et al (1969).

Les données expérimentales fournissent un début d’explication a la résistance vis-a-
vis du Plasmodium que conféere la possession d'un alléle G6PD déficient. D’une part,
on constate qu'in vitro les hématies G6PD déficientes sont moins parasitées que les
hématies non déficientes ; d'autre part, lorsqu’elles sont parasitées, elles sont plus
phagocytées a un stade oU le parasite n'a pas encore réalisé sa multiplication. Il en
résulte une moins grande production de Plasmodium et donc un paludisme moins
sévere.

pourcentaga 134

d’hématies
parasitees 124
114
10
8 narmal
g - groupa X
T —
E f
5 -
4
3_
2 groupe ¥
G,PD
1+ déficiant
T T T — jOurs
1 2 3 4 5

Etude expérimentale : comparaison in vitro du pourcentage
d’hématies parasitées chez une population déficiente en G6PD et
une population non déficiente.
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PROCREATION - ANALYSE DE CAS CLINIQUES

Déterminisme du sexe

Informations scientifiques

Chez I’'embryon de 6 semaines, les gonades sont encore indifférenciées et des voies
génitales males (canaux de Wolf) et féminines (canaux de Mdller) sont présents. C'est le
caryotype de I'embryon qui détermine la différenciation des gonades, prélude a la
différenciation des voies génitales.

Si I'’embryon posseéde un chromosome Y, le gene SRY (Sex determining Region of Y
chromosom) s’exprime et il y a alors production de protéine TDF (Testicule Determining
Factor). Cette protéine contrble I'expression de nombreux autres génes codant pour des
protéines induisant la différenciation des gonades en testicules des la 8. semaine. Les
testicules produisent alors de la testostérone, responsable du développement des voies
génitales males et de la masculinisation des organes génitaux externes; ils produisent
également de I'AMH (Anti Mullerian Hormon) responsable de la dégénérescence des
canaux de Mdller.

Si I'’embryon ne possede pas de chromosome Y, les gonades se différencient en ovaires
(vers la 10 semaine). L'absence de testostérone entraine la régression des canaux de
Wolf et I'absence d’AMH entraine le développement des canaux de Mdller, a I'origine des
voies génitales féminines.

Le caryotype ne détermine donc que la différenciation des gonades. La différenciation
des voies génitales se fait ensuite de facon indépendante du caryotype, en fonction des
hormones sécrétées ou non (testostérone et AMH).

L'achevement des phénotypes sexuels se déroule a la puberté. Les gonades deviennent
alors fonctionnelles et produisent des gametes, mais aussi des hormones gonadiques
agissant sur les caracteres sexuels secondaires. Les gonatrophines hypophysaires (LH et
FSH) contrélent le fonctionnement de ces gonades ; leur sécrétion est elle méme sous
I'influence de la GnRH hypothalamique et sous l'influence du rétrocontrole exercé par les
hormones gonadiques.

Toute altération dans la structure d’'une des substances impliquées (AMH, TDF,
gonadotrophines, hormones gonadiques) ou de leurs récepteurs peut donc perturber la
mise en place du phénotype sexuel.

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

Les données fournies peuvent étre utilisées en cours d’'étude du théme sur le
déterminisme du sexe, comme support pour établir certaines notions du programme ;
elles peuvent aussi servir de support a un travail de réflexion et de recherche en fin
d’étude de ce théme, les éleves ayant alors a mobiliser les connaissances nouvellement
acquises.

Neuf cas cliniques ont été retenus.

Cas Phénotype et caryotype Cause physiologique

Masculin - absence de puberté
Cas n° 1 - hypogonadisme -

hypophysaire 46,XY LH déficiente

Féminin - absence de puberté
Cas n° 2 - Pseudo- -

hermaphrodisme 46, XY Récepteur a LH déficient

Féminin - absence de puberté
Cas n° 3 - hypogonadisme -

gonadique 46, XX Récepteur a LH déficient

Cas n° 4 - hypogonadisme | Masculin - puberté normale -

hypophysaire stérile - 46, XY FSH déficiente

Féminin - absence de puberté
Cas n° 5 - hypogonadisme - FSH déficiente
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hypophysaire 46, XX
Masculin - absence de
Cas n° 6 - hypogonadisme puberté et

hypogonadotrope

cryptorchidie - 46, XY

Récepteur a GnRH déficient

Cas n°® 7 - Syndrome de
Swyer

Féminin - absence de puberté

TDF (protéine SRY) déficient

46, XY
Masculin - présence d'un
Cas n°® 8 - PMDS (homme a utérus e
utérus) _ 46, XY AMH déficiente

Cas n° 9 - testicule féminisant

Féminin - absence de puberté

46, XY

Récepteur a la testostérone
déficient

Pour chaque cas, sont disponibles :

Des données présentées en un seul document : phénotype clinique,
caryotype, données histologiques, dosages hormonaux, résultats de

traitements et tests ;

Des données moléculaires : séquences des hormones FSHB, LHB, AMH, SRY,
récepteur a LHB, récepteur a FSHB, récepteur a AMH, récepteur a la GnRH,
récepteur a la testostérone ;

Les données fournies sur les dosages hormonaux dans les différents cas cliniques
sont a comparer avec les valeurs considérées comme physiologiquement normales.

Hormes humaines (chez 'adulte sauf précision) des taux de quelques hormones
impliguées dans la fonction de reproduction

Femme Homme
LH Folliculaire : 1.5 4 10 2a10
~en ] par ml Pic Ovulatoire : 18 & 90
(Eguivalent & ng par mi) Tt e
Meénopause : 15 a 90
FSH Folliculaire - 2417 1a12
~en ] par ml Pic Owulatoire : 9 & 26
[equivalent a ng par ml) e phes
Wénopause: 20 & 150
Testostérone
en nmal par | 08az26 10438
en pg par dl (100 ml) 23475 300 & 1200

Estrogéne (oestradiol)

Foliculare ; 30 & 20
Pic précilateire : 90 3 400

en g par ml
Lutéale : 50 & 20
MWenopause ; inférieur a 20

en pmol par | au cours du cycle : de 50 3 1470
Progestérone Folliculaiwe : 0.1 & 0.5

RO parm! Lutéale: 3 4 20

IWenopause: inférieur a 2
AMH - indécelable jusqu'a la puberté - taux croissant pendant la
en pmal - trés faible chez l'adulte periode foetale

- stable juscu'a la puberte ; de

300 a400
- trés faible a 'dge adulte
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Cas n°1 (hypogonadisme hypophysaire)
Séquences et documents
Fichier de séquences
sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alléles « normaux » des genes AMH, FSHB, LHB,

RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).

sequences-casl.edi » : séquences strictement codantes des alléles des génes
précédents pour le cas 1

Documents

casl.bmp » : présentation des données concernant le cas n°1 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation

normes.bmp » : normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans
la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogeénes, progestérone, testostérone)
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-Cas P 1 -

Donnees . muhnm:ml. mais ayani un péns|
phenotypiques ﬁvnmm petite taille ; cet homme a consulté
puu:hpmmmﬁmal?wumd'unmtudpﬂnrtm
* Tratemsnts : débuté & 17,5 ans — pnse de testostérone & raison de
300 mg toutes les 2 semaines. Ce fradtement a eu pour effet de
développer les poils pubiens, la barbe, de fare muer la voix, de
f@immﬁhp&mﬂndrmhppﬂhmm de permetire les
éjaculations. _
+ Amnét du trartement & 19,5 ans. L'arrét du traitement a supprimé la
capacité d'éjaculer, et a faxl ralentir la crowssance de la barbe
CW 46, A7
Donnees Labuopse testiculaie & révele que les cellules de Leyig dans e tissu
histologiques mterstitiel sont peu apparentes et peu développées
Dosages hormonaux| Dosages realises de 20 a 25 ans, apres anet du traitement hormonal |
dosages immuologiqued s LH : 18434 U
e eayes b foteels FSH:8410UI1
+ Testostérone : 30 & 80 ng/100 ml
Drose de LH isgectee | Taux de restostérone
LT® g gest £ £
T O = JiD
Tﬂh?l:ﬁlghﬁn Py i 5 230 E:f;:
T : T 2= 310
{injection unique m T Oh = S0
d'une certaine dose | 1. 7 o4 73 500 T 1 =510
de LH) e L —
Ty 2000 ﬂh-'i?;:r
21.04.73 TE =40
Tawe 4 Iﬂ_hnﬂ-l.'.l
Je 19 0373 4000 i SO
=m
(Test de stimulation
Ia GnRH
mesures ci-contre [+ At=0:13UN
donnent le taux de ¢« At=15mn: 40U
LH au cours des + At=30mn:60UIN
dewx hewres qui + At=2h:20UI1
survent une mjection
unaque de 100
mcTogrammes de
GnRH par vois
Infravemense

Exploitation des données
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Le phénotype est conforme au génotype ; il y a donc eu sécrétion et action normale
des hormones impliquées dans la différenciation sexuelle au cours du développement
foetal (testostérone et AMH).

Les organes cibles répondent bien a la testostérone puisqu’un traitement par

injection de cette hormone a permis le développement pubertaire

Les dosages hormonaux montrent un déficit de sécrétion de testostérone, et
indiguent une concentration de LH supérieure a la normale. La GnRH n’est donc pas
en cause, ni les récepteurs hypophysaires a cette GnRH.

Le fait que le dosage de la LH par fixation a ses récepteurs indique des valeurs
quasiment nulles alors que la LH est présente en concentration normale permet
d’envisager un probléme au niveau de la LH.

Le test par la LH exogene permet de vérifier que le récepteur a la LH est fonctionnel.
La comparaison avec Anagéne des séquences des différentes hormones et

récepteurs de I'individu du cas n°1 avec les séquences de référence, ne montre de
différences que pour la LH :

® Comparaison simple Muta,tio_n par substitl,Jtiqn du
75 an |nucleotide A en nucléotide G,
- i 1 1 T ] t 1t 1 1 | [|modifiele74e codon (CAG ? CGo).
ST J [0 Ainsi, la glutamine 74 est
| HB.adn [0 lecceeToeeTEAGETEETETRCACCTACCE remﬁ'aC?e,
|LHB-Casl N I e parlarginine.. - - o
[Tratemert T L'acide aminé 74 étant implique
[Pro-LHB.adn i P P L P Qquuwe Ty |dANS , .
o T ~Tr MR s N la fixation de I'hormone a son
1 ( _ récepteur (sur les cellules de
w| Sélection : 0/6 lignes 1] Feydig)
la mutation empéche cette fixation.
Remarques :

cet exemple montre que la LH n’est pas nécessaire a la différenciation de I’appareil
génital masculin au cours de la vie foetale. Cependant, les cellules de Leydig foetales
doivent étre stimulées pour produire la testostérone indispensable a cette
différenciation. C'est I'HCG placentaire qui passe dans la circulation feetale qui joue ce
réle.

La thérapeutique envisageable est a base d’injections réguliéres de testostérone ou

d’HCG (hormone ayant les mémes cibles que la LH, mais présentant un effet plus

prolongé gréce a une demi-vie plus longue).

Cas n°2 (hypogonadisme chez deux filles)

Séquences et documents
Fichier de séquences

sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alleles « normaux » des génes AMH, FSHR, LHB,
RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).

sequences-cas2.edi » : séquences strictement codantes des alleles des génes

précédents pour le cas 2
Documents

cas2.bmp » : présentation des données concernant le cas n°2 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation
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normes.bmp » :

normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans

la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogénes, progestérone, testostérone)

~-Cmsmn” 2-

Donmées phénotypigues

Deux seeurs de 37 et 42 ans non pubéres . organes
génitaux exbernes fEminins, pas de développement des
seinis, absence de  menstruabion, abgence  dorganes
gémitaux internes fEminins (ovaires, trompes, uberus)
I'exception d un vagn court et fermeé | presence de deux
teaticules en postbon interne {abdominale) accompagaés
de deux épididymes et dewx canauyx déférents atrophaée.

1]

E

| Caryotype

26, 3Y

Données listologi ques

Les testicules ont été enlevés (risque de cancer) et
présentent  des  tobes  sémuniféres  sans
spermatogentse. Leur tissu ainterstitel ne conbient que des
cellules de Leydig immatures

gignes de|

Drasages hormonaux

Indiwidu 1! 069
Indiwidu 2 : 0,53

Teztasterone (nmal 1

LH (UL} Indwidu 1 : 23,3

Indrwidu 2 - 1%

Test de stunulation de la

fone tlon gonadigue par 'HOG
{equivalent LH) : imjection
mitramnsinlaire de G000 UT de
HCG

Aucune Elévation du g de testostérone plasmatigue

Test de stunulation de la
fone tion hypophysaire par Ia
GuRH : injection de 100
microgramrnes de nBH

Augmentation umportante de la sécrétion de LH et
¢lévatron normale du taux de FSH

Exploitation des données

Le phénotype sexuel externe n’est pas conforme au génotype ; il y a donc eu un
probléme lors de la différenciation sexuelle au cours du développement foetal. La
présence de testicules indique que le gene SRY s’est exprimé normalement.
L'absence de voies génitales fonctionnelles indique que I'AMH a été secrété

normalement.

Le test de stimulation gonadique par la HCG (équivalent LH) montre qu'il n'y a pas
de réponse hormonale des gonades.

La comparaison avec Anagéne des séquences des différentes hormones et récepteurs
de l'individu du cas n°2 avec les séquences de référence, ne montre de différences

que pour le récepteur a la LH :
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B Comparaison simple
590 595 . —
"i SRR T T T (e (I J! | Mutation par substitution du
[ Tratoment Jds ' nucléotide 1777, ce qui modifie
| » RLH.adn <30 JrrrreccatcTeaccTRCCTTCARAGTAE | 1€ »
| ALHCas2adn F I T e B — codon 593 : GCC & CCC. .
Adereo i Au niveau du récepteur, l'acide
Ul L i il aminé 593 est donc modifié
PioflHCss2adn |400 F F A 1T S A P F K U |g5nine
Pro-BLH. adn o #j0 - = = = = —l_ﬂ SRR R m . )
w| Sélection : 3/6 ignes Al prO“ne
Remarques :

En fait, le récepteur a la LH est capable de fixer I'hnormone, mais cette fixation est
incapable de déclencher une réponse biologique dans la cellules cible (pas
d’augmentation du taux d’AMPc) Au cours du développement sous I'action du gene
SRY, les gonades se sont différenciées en testicules ; ces testicules ont sécrété de
I’AMH qui a provoqué la régression des canaux de Miiller. Cependant, a cause de la
déficience des récepteurs a la LH, I'hormone HCG n'a pas pu entrainer la production
de testostérone et les organes génitaux externes n’ont pas pu étre masculinisés

Les données histologiques montrent I'absence de cellules de Leydig, ce qui contribue
a la faiblesse du taux de testostérone et met en évidence le rbéle important joué par la
LH dans la différenciation de ces cellules.

Cas n°3 (hypogonadisme chez une jeune fille)

Séquences et documents
Fichier de séquences
sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alléles « normaux » des genes AMH, FSHB, LHB,
RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).
sequences-cas3.edi » : séquences strictement codantes des alléles des génes
précédents pour le cas 3
Documents
cas3.bmp » : présentation des données concernant le cas n°3 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation
normes.bmp » : normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans
la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogeénes, progestérone, testostérone)
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-Casmn® 3-

Données phénorvpigues Jeune femme de 18 ans, de phénotype féminin normal.
Présence de signes pubertaires : développement normal
des seins et des poils pubiens et axillaires, mais absence
de menstruations. L’ échographie révéle deuz ovaires de
taille normale.

Carvotvpe 46, 33

Domnées lustologiques Absence de corps jaunes et de follicules miirs dans les
ovaires.

Dosages hormonanx LH 14 - 38 Ul

{eamme de valeurs obienues par {moyenne 26)

des dosages journaliers pendant FSH 2-110I

1 muois) {moyenne 9)

Les taux mesurés ne présentent Oesirogenes 6 - 53 pgfml

aucune variation cyclique {moyenne 37)

quelque soit 1" hormone étudiée. Progesterone 0,26 — 0,48 ng/ml

Auvcun changement des (moyenne 0,37)

concentrations des hormones

ovariennes apres injection d HCG

oude LH

Exploitation des données

Les taux d’hormones hypophysaires sont a peu prés normaux, mais sans variation
cyclique ; par contre, les taux d’hormones ovariennes sont tres faibles.

Les follicules se développent, mais I'ovulation n'a pas lieu, et aucun corps jaune ne se
forme donc, expliquant le taux trés faible de progestérone. La FSH doit donc agir
normalement, par contre il y a défaillance au niveau de I'action de la LH

Deux hypothéses sont alors possibles : structure anormale de la LH ou structure
anormale de son récepteur.

La comparaison avec Anagéne des séquences des différentes hormones et récepteurs
de l'individu du cas n°3 avec les séquences de référence, ne montre de différences
que pour le récepteur a la LH :

% Comparaison simple
350 355 360 Mutation par substitution du

=L PR rob bttt I nucléotide 1060, ce qui

| Traitement | +l0 mOdiﬁe

| RLH.adn [0 |AGATECTTTTARTCCCTETGAAGACATTATEEEETATGACTTL P

| ALACasaatn = ] [ le codon 354 : GAA AAA.

[ Tl = Au niveau du récepteur,

| » ProRiLH.adn S P oaFrnrc g1 owe v oo |lacide -~

| PoflHCasdadn o0 |- - - - - - 4 ® - - - - - - -|aminé 354 est donc modifié

| Sélection 6/8 lines A (acide glutamique ' lysine)
Remarques :
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Le taux élevé de LH s’explique par I'absence de rétrocontréle de la part des
oestrogénes (taux trop faible) et de la progestérone (taux quasiment nul) sur I’'axe
hypothalamo-hypophysaire

Cas n° 4 (hypogonadisme chez un jeune homme)

Séquences et documents
Fichier de séquences
sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alleles « normaux » des génes AMH, FSHR, LHB,
RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).
sequences-cas4.edi » : séquences strictement codantes des alleles des genes
précédents pour le cas 4
Documents
cas4.bmp » : présentation des données concernant le cas n°4 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation
normes.bmp » : normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans
la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogénes, progestérone, testostérone)

~-Casn” 4-
Données phénotypigques Homme de 28 ans, de phénotype masculin pubére, qui
presente une libide et des capacités sexuelles normales.
Les organes génitaux externes sont normaux, tmais les
deux testicules sont petits et mous. Cet homme n'a pas eu
d'enfants de deux mariages successifs.
Carvotype 46, XY
Données histologiques L'analyse du sperme met en évidence une azoospermie.
Tne biopsie a montre la présence de cellules de Levdig
normales.
Dosages hormonaux LH 12 7111
FSH Indétectable (par deux
méthodes differentes)
Testostérone 11 nmolfl
Test de stinulation de la LH 41 TII1
fonction hvpophysaire par
mjection de 100 microgrammes FSH Indétectable (par deux
de GnEH methodes différentes)

Exploitation des données

On constate un taux a peu prés normal de LH et de testostérone, mais une absence
de sécrétion de FSH. Ce manque de FSH explique le non déroulement de la
spermatogenese.

L'absence de FSH malgré une stimulation par la GnRH permet de penser que le
probléeme se situe au niveau de la FSH elle-méme (les récepteurs de la GnRH au

niveau des cellules hypophysaires ne sont pas en cause car la stimulation des cellules
sécrétrices de LH se fait normalement)
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La comparaison avec Anagéne (alignement avec discontinuités) des séquences des
différentes hormones et récepteurs de l'individu du cas n°4 avec les séquences de
référence, ne montre de différences que pour la FSH :

La délétion de deux
nucléotides

dans la séquence
codante du géne de la

FSH

entrafne un changement
important de laséquences
d’acides aminés a partir du

délétion de deux nucléotides ne
79.
80 85 R
2l o1 entrain
Traitement Cela e I'apparition
|dertités pl’éCOC
FSHR. adn TGAGAGTGCCCGGCTGTECTC d, d t
FSHE-Casd.adn = SU———- N = —_— un codon stop
b |Traitement (COdon n° 105) et donc
|dentites EIE 3 * x xE * x * = Ia
Pro-FSHMb adn T F K E L v ¥ E T|U|R U P G C A d'une
Fra-F5HCasé ad - - - - - - - - -|Els AR L - s . Y
Lot - = synthése protéine plus
medification de toute lo séquence d'acides / courte de 104 acides aminés
aminés & cause du décalage du cadre de lecture au
lieu de
1209.

Remarques :
Le taux de testostérone se situe dans la norme basse, ce qui laisse penser que la FSH
aurait aussi un réle sur les cellules de Leydig.
Le taux élevé de LH s’explique par la faiblesse du rétrocontréle négatif de la

testostérone assez basse. Cas n° 5 (hypogonadisme chez une jeune fille)

Séquences et documents
Fichier de séquences
sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alleles « normaux » des génes AMH, FSHB, LHB,
RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).
sequences-cas5.edi » : séquences strictement codantes des alléles des génes
précédents pour le cas 5
Documents
cas5.bmp » : présentation des données concernant le cas n°5 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation
normes.bmp » : normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans
la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogénes, progestérone, testostérone)
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-Casmn® §-

Domneées phénotypigues Jeune fille de 16 ans, de phénotype féminin normal, qu
presente des signes pubertawres comme le développement
de poils pubiens, mais pas de développement des seins et
une absence de menstruations. Cette jeune fille présente
un dge osseux de 14 ans. L’échographie révéle deux
ovaires de taille normale.

Le développement des seins a été induit par un traitement
oestrogénique.

Carvotype 46, 2K

Données lustologiques Une biopsie des ovaires montre 'absence de follicules
tertiaires.

Dosages hormonanx LH 21011

{sur ume période dun mois, les

conceniralions  mesurées  ne FSH < 0,501

présentent  aucune  variation

cycligue, quelgue soit l'hormene| QOestrogenes (oestradiol) 25 pg/ml

étudide)

Test de stununlation de la Hormones | Taux initial | Tauz au bout | Tauz au bout

foncnon hyvpophvsawe par la dosées de 30 de 60

GnRH : injection de 100 minutes minutes

microgramimes de GnRH LH (UIT) 33 170 130

FSH (UL 0,6 0,6 0,8

Exploitation des données
On constate un taux tres faible de FSH, et un taux d'cestrogenes correspondant
pratiguement a celui de la ménopause ; cela est a mettre en relation avec un
cycle ovarien incomplet.
La stimulation par la GnRH reste sans effet sur le taux de FSH.
Il semble donc que la LH soit active, et sécrétée en réponse a la stimulation par
la GnRH, contrairement a la FSH. On peut donc envisager un probléme au niveau
de la FSH.
La comparaison avec Anagéne des séquences des différentes hormones et
récepteurs de I'individu du cas n°5 avec les séquences de référence, ne montre de
différences que pour la FSH :

¥ Comparaison simple
80 i . N
a~ WIS T T W U ey 1 | U R T | Une mutation par substitution
Traitement <o modifie le codon n° 84 (TGT
» [FSHR.adn .30 ratcenacecTeasacTecceescTeTeeTeaccaTecasaT | CGT) ce  qui  entraine la
ESHECEET AR s s modification d’'un acide
Tratement 4o aminé
ekt ) b v T R D | (cystéine g arginine)
ProFSHB-Cas5 adn (4] +[0 = = = - =
+ | Sélection 0/6 lignes 4]
Remarques :

Le taux élevé de LH s’explique par la faiblesse du rétrocontréle négatif des hormones
ovariennes (absence de progestérone et taux tres faible d’oestrogéenes)
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La comparaison des cas 3 et 5 montre une similitude des effets d’une inactivité de la
LH et de la FSH en ce qui concerne la production d’oestrogénes. Les deux
gonadotrophines sont donc indispensables a cette production, leurs actions se
complétent (la FSH permet la croissance du follicule dont les cellules doivent étre
stimulées par la LH pour produire des oestrogénes. Sous |’'action de la LH il y a
production d’androgénes par les cellules de la théque qui sont convertis en
oestrogénes par les cellules de la granulosa sous I’action de la FSH)

Cas n° 6 (hypogonadisme chez un jeune homme)

Séquences et documents
Fichier de séquences

sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alleles « normaux » des genes AMH, FSHB, LHpB,
RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).

sequences-casb6.edi » : séquences strictement codantes des alléles des génes
précédents pour le cas 6

Documents

cas6.bmp » : présentation des données concernant le cas n°6 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation

normes.bmp » : normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans
la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogénes, progestérone, testostérone)
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~-Cas e 6 -

Domnées phénotypiques Gargon de 19 ans sans pilosité faciale et thoracique et sans
autres signes pubertaires. Ses deux testicules sont en
position abdominale et de petite taille
Un scanner de la région hypothalamo-hypophysaire n’a
permis de déceler aucune anomalie

Carvotvpe 46, XY

Domnées lustologiques Les testicules ne présentent pas de spermatogenése
compléte (absence notamment de spermatozoides)

Dosages hormonanx LH < 0,9 U1

FSH < 0,4 U1
Testostérone = 0,7 nmol/l

Test de snmulation de la Dose de GnRH Dose de GnRH

fonction hypophysawe par la 60 ng/kg toutes 250 ngfkg toutes

GnRH : administranon de les 2 heures les 2 heures

GnRH de facon pulsatile ; une LH < 0,571 < 0,5 UL/

pulse toutes les denx heures, FSH < 0,2 011 < 0,2 011

pendant 2 mois. Testosterone 3,7 nmol/l 2,7 nmol/l

Traitement par une association | Durée du 1 mois 10 mois 24 mois

de WAMG (TS UL - HCG (S00UT) | traitement

trois fois par semaine Testostérone| 16,8 nmol/l | 27,1 nmol/l | 24 nmol/l

Aprés 14 mois de traitement , la | Volume des | Gauche : 10 | Gauche : 12 | Gauche : 15

biopsie testiculaire montre une testicules Droat: 10 Droat : 10 Droit : 14

spermatogenése compléte (e ml)

(formation de spermatozoides)

Exploitation des données

On observe un taux trés faible des hormones FSH, LH et testostérone, et ce méme en
cas de stimulation par la GnRH. Ces taux tres faibles expliquent I'absence de
spermatogenése compléte. Le traitement par la HMG-HCG (équivalent LH) est par
contre efficace ; les récepteurs a ces hormones sont donc fonctionnels. On peut alors
envisager un probleme au niveau de la GnRH ou de ses récepteurs.

La comparaison avec Anagene des séquences des différentes hormones et récepteurs
de l'individu du cas n°6 avec les séquences de référence, ne montre de différences
que pour les récepteurs a la GnRH :

¥| Comparaison simple

| I

4

| » RGNFH.adn 1
|' RGMRH-Cask .
4

4

l
[
L
|

Traitement

Traitement
»

Pro-RGNRH. adn
Pro-RGMRH-CasE

vl Sélection : /6 lignes

y|lw|x|w| ]|~

olo|lolo]|o| 2

-| remplacement de

Une substitutiona eu lieu en
position 504 : A T . Cela entraine

le changement du codon 168 :
AGT

* TGT,
le

et donc

I'acide aminé
sérine par une arginine.

Remarques :
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Il n’y a pas eu d’anomalie lors de la différenciation des testicules durant la vie foetale
car I'’HCG placentaire produite (de facon indépendante du complexe hypothalamo -
hypophysaire) a permis une différenciation des organes génitaux dans le sens méle.

Cas n° 7 (inversion sexuelle chez deux filles)

Séquences et documents
Fichier de séquences
sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alleles « normaux » des genes AMH, FSHR, LHB,
RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).
sequences-cas7.edi » : séquences strictement codantes des alleles des genes
précédents pour le cas 7
Documents
cas7.bmp » : présentation des données concernant le cas n°7 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation
normes.bmp » : normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans
la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogénes, progestérone, testostérone)

- Casn” 7 -

Données phénotypigues Deux femmes de 20 et 25 ang, avant des erganes génitaux
externes féminins normanx Abszence de menstruation,
seins peu développes. Les gonades apparaissent a la
ceelioscopie comme une bandelette nacrée fibreuse Les
trompes et 1'utérus sont de morphologie normale, mais de

petite taille.
Carvotype 46, KY
Domnées lustologiques Les biopsies réalisées ont montré  abszence de
différenciation | chez les deux sceurs, des gonades gauche
et droite.
Dosages hormonaux LH & TII1
(valeurs movennes mesurées) FSH 35 T
Oestrogénes 20 pgiml
{oestradiol)
Tests
Aprés stimulation hormonale LH o6 TII

par des imjections pulsatiles de
GnBEH, les concentrations de
LH et FSH ont été remesmrées
fvalenrs  mesurdes 00 minutes
apres injection de TnRH)

FSH &5 T

Exploitation des données

Il y a contradiction entre le sexe phénotypique externe (féminin) et le caryotype
(masculin).

L'absence de différenciation des gonades permet d’envisager un probléme au niveau
du gene SRY (codant pour le facteur tdf responsable de la différenciation des gonades
en testicules)
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La comparaison avec Anagéne des ségquences des différentes hormones et récepteurs de
I'individu du cas n°7 avec les séguences de référence, ne montre de différences que pour

Y

le géne SRY :
: 70 15 80 g5 |niveau du codon 74
‘!Tld’.emefi (1] ! ; ! l = : : l : : : : l : : (repplacement
| » SPAY.adn .: »|0 TGTGGTCTCG!ZERTi:lIIHII:GB!:ﬂ!Illl:l!Tl:l:ﬂTCT!I[:IIEIIRTC{E!IEII!‘T! c A) entramg le Changement de
i SRy o ARG sty ] ___| ce codon (CAG TAG). On a donc
| Teaomert 1 apparition d’'un codon stop
[ ProsAv.acn F JuwserodrRREKHALERNP R 1|Précoce. La protéine synthétisée
| PoSRY-CasZadn [« »]0 - - - -4 est
Y| Séecton:8iges - L 1 |alors beaucoupplus courte: 73
acides aminés au lieu de 205.
Remarques

Il n'y a pas eu de sécrétion d’AMH ni de testostérone pendant le développement
feetal, donc pas de différenciation des gonades en testicules ; il n’y a pas eu non plus
différenciation en ovaires, par manque d’un deuxiéme chromosome X.

Les concentrations en hormones gonadiques sont donc trés faibles, et

celles en gonadotrophines comparativement élevées, par manque de

rétrocontréle négatif.

Cas n° 8 (homme a utérus)

Séquences et documents
Fichier de séquences
sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alleles « normaux » des génes AMH, FSHR, LHB,
RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).
sequences-cas8.edi » : séquences strictement codantes des alléles des génes
précédents pour le cas 8
Documents
cas8.bmp » : présentation des données concernant le cas n°8 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation
normes.bmp » : normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans
la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogénes, progestérone, testostérone)
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Casm' 8

Donnges phenatvpigues

Garcon de 10 ans, de talle normale, présentant des)
organes ghnitaux epternss normaux mad des testicules
non palpables au niveau deg bourses

L'obgervation de la cavité abdominale a révéld laprésence
de deuz testicules, dans la région pelvienns, entourds
chacun d'une trompe de Fallope Les testicules ont été
descendus manuellement , de taille normale, ils sont)
connectés & des canauy défErents.

Cn a édgalement constatd, dans la partie médiane de
I'abdomen, la présence d'un utéruz de petite taille

Au cours de son suiv médical, le patient a présentéd des
signes pubsrtares normans pour son age

Caryotype

46, X7

Dionmiées histologiques

Tne biopsie testiculaire montre wn aspect normal des
fubes sérminiféres

Dosages hormonans

Le taux de testostérons, bas et
fluctuant chez !'enfant, a éné
mesurd  apres  shimuolation par
I'HC G {analogue LH) & rasson de
1500 Ul deux foiz par semaine
pendant rois semames

Testosterane apres 30 nmal/l
stunulanon
AMMH 350 pmslil

Exploitation des données

Il y a eu différenciation normale des gonades en testicules, mais pas régression des
voies génitales féminines. On peut donc envisager au niveau de I’AMH ou des

récepteurs a I’AMH.

La concentration en AMH étant normale pour un enfant de 10 ans laisse a penser
gu’elle a été sécrétée durant la vie foetale mais qu’elle n'a pas agi. Deux explications
sont possibles : soit elle est anormale, soit les récepteurs ne sont pas fonctionnels.

La comparaison avec Anagéne des séquences des différentes hormones et récepteurs
de l'individu du cas n°8 avec les séquences de référence, ne montre de différences

qgue pour le gene des récepteurs a I'AMH :

& Comparaison simple

=

Traitemenk
» RAMH. adn
RéMH-CasB adn

4

4

4
Traitement 4 r]f}

4

4

Pro-RAMH_adn
Pro-RAMH-Ca:8.adn
ﬂ Sélection - 6/5 lignes

Une mutation par substitution dans
le

codon 172 a entrainé la modification
de

ce codon (CGA ?TGA) et dond
I’apparition précoce d'un codon stoj
La protéine synthétisée est donc
beaucoup plus courte que la protéine
normale (171 acides aminés au lieu

O

Remarques :

de
573).
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La déficience des récepteurs a AMH explique que, malgré une production d’AMH
normale, ce garcon présente une utérus et une trompe dus a I’absence de régression
des canaux de Mdiller durant le développement feetal.

Cas n° 9 (testicule féminisant)

Séquences et documents
Fichier de séquences
sequences-reference.edi » : séquences strictement codantes de référence (codant
pour des protéines fonctionnelles) des alleles « normaux » des genes AMH, FSHR, LHB,
RAMH (récepteur a I’AMH), SRY, RFSH (récepteur a la FSH), RLH (récepteur a la LH),
RGNRH(récepteur a la GnRH), Rtesto (récepteur a la testostérone).
sequences-ca9l.edi » : séquences strictement codantes des alleles des genes
précédents pour le cas 9
Documents
cas9.bmp » : présentation des données concernant le cas n°9 - données
phénotypiques, caryotype, dosages hormonaux, réponses aux tests de stimulation
normes.bmp » : normes humaines des taux de quelques hormones impliquées dans
la fonction de reproduction (LH, FSH, AMH, Oestrogeénes, progestérone, testostérone)

-Casn° 9-

Données phénotypiques Femme de 29 ans avant des organes génitauz externes
feminins. Le développement des seins est gquasi normal,
mais elle présente une pilosité axillaire et pubienne peu
développée et une absence de menstruations.

Tn examen du petit bassin met en évidence la présence
dun vagin court (4 cm ) et absence 4 utérus et de
trompes. Deux masses fermes de 3 cm de diametre
(testicules) sont palpables au niveau inguinal.

Chez cette patiente, & "dge de 14 ans, les seins ont
commence a se développer, tnais aucun autre signe
pubertaire n'est apparu

Caryotype 46, XY

Données histologiques L'analyse des masses deétectées dans la région inguinale
indigque qu’il s agit de testicules renfermant des cellules de
Levdig, des cellules de Sertoli et des spermatogonies,
maiz  aucun stade cellulawe plus avance de  la
spermatogeneése (testicule cryptorchide).

Dosages hormonaux LH 38 Tl
FSH 52 I
Testostérone 1350 ng/dl

Exploitation des données

Il y a contradiction entre le caryotype et le phénotype sexuel externe, mais pas entre
le caryotype et le type de gonades que possede l'individu. Le tractus génital n’a donc
pas été masculinisé, bien qu’il y ait eu différenciation des gonades en testicules.
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Les taux de gonadotrophines sont tres élevés, ainsi que celui de testostérone.
Le tractus génital n'ayant pas été différencié et la spermatogenese n’'étant pas
compléte, on peut envisager un probléme au niveau des récepteurs a la
testostérone
La comparaison avec Anagéne des séquences des différentes hormones et récepteurs
de l'individu du cas n°9 avec les séquences de référence, ne montre de différences
que pour le géne des récepteurs a la testostérone :

=

Traitement

:' » Ritesto adn

Ritesto-Cas3. adn

& Comparaison simple

770

715

Pro-Atesto.adn

“
-
4
Traitement Pl
4
4

HEEREEE

Pro-Rtesto-Cas3 adn

ﬂ Sélection : 6/ fignes

Une mutation par substitution au niveau
du

codon 774 a entrainé le changement de ¢e
codon (CGC ® TGC), ce qui a entrainé le
changement de I'acide aminé
correspondant :

arginine cystéine.

(cette mutation se situe dans un domaine
du

Remarques :

récepteur impliqué dans sa liaison a
I’androgéne)

Les testicules ont pu se différencier pendant la vie foetale sous I'influence du facteur
tdf (codé par le géne SRY) ; ils présentent des cellules de Leydig actives produisant la
testostérone, mais celle-ci ne peut agir car les récepteurs a la testostérone ne sont
pas fonctionnels. Les cellules germinales ne peuvent donc pas étre stimulées et
assurer la spermatogenése ; le rétrocontréle négatif ne peut avoir lieu non plus, ce
qui explique le taux élevé de gonadotrophines
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IMMUNOLOGIE

La spécificité des immunoglobulines et des récepteurs T

Informations scientifiques

L'infection par le VIH entraine des réactions immunitaires de |'organisme qui se
traduisent par la production d’anticorps (IgG dirigés contre des peptides de I'enveloppe
virale ou de l'enveloppe protéique protégeant le matériel génétique du virus), et la
production de LT cytotoxiques (capables de se fixer sélectivement sur des peptides
viraux présentés par les cellules infectées, entrainant la lyse de ces cellules).
Les immunoglobulines et les récepteurs T sont des molécules protéiques capables de se
lier spécifiguement a un déterminant antigénique. Cependant, si les immunoglobulines
sont capables de

reconnaitre » directement I'antigéne, les récepteurs T ne peuvent le «
reconnaitre » que s'il est présenté par les molécules HLA de I'organisme (double
spécificité).
Les immunoglobulines

La molécule d'immunoglobuline est trés volumineuse (1 336 acides aminés) ; c’est un
dimere dont chaque monomere est constitué d’'une chaine lourde (H), de 440 a 450
acides aminés environ, et d’'une chaine légere (L), de 200 a 220 acides aminés environ.
Ces chaines sont organisées en domaines, constitués chacun de 110 a 120 acides
aminés. Chaque chaine lourde comporte 4 domaines globulaires réunis par des petits
segments de liaison : 3 domaines constants (CH) pour toutes les immunoglobulines, et un
domaine variable (VH) d’une immunoglobuline a l'autre. Chaque chaine légére est
constituée d'un domaine constant (CL) et d’'un domaine variable (VL).

Des ponts disulfure solidarisent I’'ensemble de la molécule.

La molécule d'immunoglobuline a été cristallisée en deux morceaux : les deux fragments
Fab (Fragment Antigen Binding). d’'une part, le fragment Fc (Fragment Cristallisable)
d'autre part. Elle possede une certaine flexibilité entre les fragments Fab et Fc ce qui
permet |'écartement entre les deux sites de fixation antigénique en fonction de
I'’encombrement de I'antigéne.

Chaque molécule d’immunoglobuline posséde deux sites de fixation antigénique
identiques, aux extrémités des deux fragments Fab

Le document ci-dessous présente I'organisation d’'une molécule d'lgG :
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Les immunoglobulines interviennent dans la reconnaissance de |'antigéne a deux niveaux :
Cellulaire : les lymphocytes B possedent des récepteurs membranaires constitués par
des IgM monomériques ; les IgM comportent un type de chaine lourde (u) qui
possede, par rapport a la chaine lourde y des IgG, un domaine CH4 supplémentaire
prolongé par une queue polypeptidique qui permet un ancrage dans la membrane
Plasmatique : les lymphocytes B, transformés en plasmocytes, libérent des IgG

dans le plasma. Les récepteurs T des lymphocytes T

Un récepteur T est un dimére constitué d’'une chafne alpha et d’'une chafne béta. Chacune

de ces chaines est constituée d'un domaine constant d'un récepteur T a l'autre, et d’'un
domaine qui varie selon les récepteurs T et qui est donc responsable de la spécificité.

chdine alpha chaine béta
Vo VB
Récepteur T
Ca Cp
!. -

{milieu extracellulaire)
||||||||||||||l|| |||||||||||||||||||||||||||
ARRARARARAIRN RRNARENGARARRRRANRRARAARR

membrane du
lymphocyte T

V= partie variable € = partie constante

Pistes d’exploitation pédagogique des données fournies

L'utilisation combinée du logiciel Rastop (fichiers «1F58.pdb », « ACY.pdb », « 1E6J.pdb »,
« INLD.pdb » et 1BD2b.pdb ») permet de visualiser les molécules étudiées avec
Anagéne et de mener une démarche

pédagogique plus compléte.

Bases moléculaires de la spécificité spatiale des immunoglobulines

Séquences et documents
Fichiers de séquences
iggVIH.edi
On dispose des séquences protéiques des 4 chaines lourdes et |égeres des fragments FAB de
4 |1gG différentes contre des antigenes du VIH. Ces anticorps sont des immunoglobulines de
souris obtenues

la suite d’'une immunisation avec des antigenes VIH. On ne peut pas les comparer avec les
séquences des autres fichiers qui sont celles d’'immunoglobulines humaines. En revanche,
avec le logiciel Rastop par exemple, on peut visualiser la structure tridimensionnelle de ces
immunoglobulines.

ACY = IgG contre un épitope de I'antigeéne gp120 (protéine de I'enveloppe virale qui
se lie au récepteur CD4 des cellules cibles du VIH ; cette protéine est codée
par le gene « env » du virus)

1F58 = IgG contre un autre épitope de I'antigéne gp120

1E6) = IgG contre un épitope de I'antigene p24 (protéine formant la couche

protéique interne du core du virus VIH ; cette protéine est codée par le géne
« gag » du virus).
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1INLD = IgG contre un épitope de I’antigene gp41l (protéine de I'enveloppe virale
associée a la protéine gpl120 et nécessaire a la fusion de cette enveloppe
avec la membrane des cellules parasitées ; cette protéine est codée par le
geéne « env » du virus)
Données pour Rasmol ou Rastop

Fichiers pdb des molécules ACY, 1F58, 1E6), 1NLD.
Documents

igg.bmp : visualisation 3D obtenue avec le logiciel Rastop permettant de localiser les
sites de fixation antigénique et de rappeler ce qu’est le fragment FAB.

igg.jpg : structure tridimensionnelle d’'une immunoglobuline.
VIH.bmp : schéma du VIH permettant de situer quelques protéines du virus qui

constituent des antigénes contre lesquels sont produits des anticorps spécifiques
(protéines P24, GP120, GP41 par exemple).

L'exploitation des données fournies permet d’expliquer la notion de spécificité des
molécules d’IgG (anticorps) . Les données fournies ici concernent des IgG dirigées contre
des antigenes du VIH.
Pré requis

Structure de la molécule d’IgG et localisation des sites de fixation antigénique.

Mise en évidence de la spécificité des IgG
Le document « igg.bmp » permet de rappeler la structure d’'une molécule d’'lgG, la
localisation des sites de fixations antigéniques, et de situer les fragments FAB (ceux pour
lesquels les séquences seront ensuite utilisées).

e

< TACY_gp120 - 1ACY

(avec épitope de |' Ag 6P120)

(il s"agit ici d'un anticorps de Souris contre un
antigéne qui est du lisozyme de blanc d'oeuf)

Le document « vih.bmp » rappelle I'organisation du VIH et permet de situer les
antigénes contre lesquels sont dirigés les IgG utilisés pour la démarche présentée.
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il transcriptase inverse
Structure du VIH pb4

La comparaison des chaines lourdes et légeres de 4 IgG différentes va permettre de
mettre en évidence les différences qui existent entre les chaines lIégeres d’'une part et les
chaines lourdes d’autre part.

partie de séquence constante

partie de séquence variable
d'un anticorps a |'autre

d'un anticorps é |'autre

¥ Comparaison avec alignement

100 105 125 130
- [ AN TR N S R R R | [ AN R S S R R |
¥ |Traitement [0 |
|dentités #|0 *® * *® ® _  * * ® ¥ I I ® X % X * ®  * ®  * ® ® X X X %
chaine |&gére ACY E pD PP TF G A GTHKLEMHXRE RAAD A A P TV S I F PP S S E QL
chaine |&gére 1F58 [« - - - L - = = = = = = - - L K - = = = = = = ‘= ‘= ;= ‘= ‘= ‘= ‘= ‘= .= .= .=
chaine [égére 1E6) L ¥ - F - - = § - - - - - I K - - = = = = = = = = = = = = = - - -
chaine |égére 1HLD b (TS =R S 1 1 1 [t
w |  Sélection : 0/6 lignes LJ ._l

Résultat obtenu par alignement avec discontinuité de 4 chaines Iégéres (fragments FAB
seulement) de 4 IgG différentes

On peut ainsi constater de nombreuses variations d'un IgG a l'autre au début des
séquences (acides aminés 1 a 112), mais aucune variation dans le reste de la séquence.
On dégage alors la notion de partie constante et de partie variable des chaines Iégéres.
Un travail similaire effectué pour les chaines lourdes permet d’arriver au constat de
I'existence d'une partie variable d’un IgG a l'autre (acides aminés 1 a 117) et d'une
partie constante (malgré quelques petites variations tout de méme...)

On peut alors faire I’hypothése que la spécificité des IgG est liée a I'existence de ces
zones variables des chafnes lourdes et Iégeres. S’il en est ainsi, ces zones variables (et
plus précisément hypervariables) doivent étre impliqguées dans le site antigénique.

La localisation sur I'une de ces molécules d’IgG (ACY par exemple) des parties
variables et constantes (avec le logiciel RASTOP) permet de constater que les parties
variables des IgG sont au niveau du site de fixation antigénique.

Le document « igg.bmp » montre le résultat que I'on peut obtenir avec le logiciel Rastop :
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épitope d'anvigne 6P 120

Zone vorigble de la
chaine |ourde

zare condtante de ba

chaine laurde
zone variable
de la chaine légire
J Zone corgtante
de ba chaiine (égére

Utilisation de la fonction DotPlot d’Anagéne

La comparaison des molécules d’lgG deux a deux peut aussi se faire avec la
fonctionnalité DotPlot du logiciel. Cette fonctionnalité fournit un résultat plus « visuel » de
la comparaison effectuée (qui équivaut a un alignement avec discontinuités) :

B9 - Fichier  Edition Options  Fenétre  Aide
séquence ) € BE&ES | Ea= A= AC. & r Aus | = W
du ACY chaine légie 1F58: TYYCOQSHEDPLTFGAGTKLELKRADAAPTUS IFPPSSEQLTSBGASUUCFLN (:6q enx) Ssquence
chains léptre ATY © TYYCQQNNEDPPTFEAGTKLEMBRADARPTUS 1FPPSSEQLTSEGASUUCFLN [séq eny) du IF58
en R\ L ® @ ® ® w o w @ o oaw e en abcisse
1
4 - i |
/ - 204 zone qui varie enfre
2 20 . les deux anticorps
4 niveaux : .
de similitudes 40
soint indiqués % S
—_ 60
i u 7 \
o | :
: 80 zones 3 zt:ne Ldennqu: entre
E 301trés différentes “-\ €3 peux anticorps
[8 10
s g 110
s 120
taille de i
la fenétre

de comparaison

140
150
160
0 4 s
curseur positionné
en x=115, y=115
154 \ b
1| =y

Fenétie de caleul: 3 Matiice : Unité Scare Tr=8 x=115 y=115

- un point jaune si 5 acides - un point bleu si 7 acides
aminés identiques sur 9 aminés identiques sur 9

- un point vert si 6 acides - un point rouge si 8 ou 9 acides
aminés identiques sur 9 aminés identiques sur 9
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L'utilisation de cette fonctionnalité permet aussi de mieux repérer les sites hyper
variables, au sein de la partie variable des IgG.

Bilan

On aboutit ainsi, en combinant I'exploitation des données fournies (pour Anagéne et pour
Rastop) a une représentation fonctionnelle de la molécule d’'lgG :

2 antigénes
identiques

partie variable

de I'Igé = site
de fixation
antigénique

partie variable
de I'IgG = site
de fixation antigénique

Complexe IgG (Antico

[cette représentation est obtenue a partir d’un travail sur une IgG entiére (IgG de souris -
fichier « IgGtotal.pdb ») :
sélection et représentation en sphéres des zones variables dans les 4 chaines. Il y a été ajouté
les antigénes correspondant a cette IgG (lysozymes de blanc d’ceuf - fichier « lys.pdb »)]

Exploitation de données complémentaires
Les séquences précédemment utilisées sont limitées aux fragments fab.

On peut souhaiter débuter par une analyse de la molécule complete d’'immunoglobuline.
On dispose a cette fin d’autres données qui sont en rapport avec des anticorps humains
autres que des immunoglobulines anti VIH.

L'analyse du document igg.jpg révele que la molécule d'anticorps est formée de 4
chaines, 2 longues (lourdes), et 2 plus courtes (Iégeres).

La comparaison des séquences des 4 chaines de I'immunoglobuline eu (fichier igg-
4chaines-eu.edi) révele qu’elles sont deux a deux identiques, ce qui permet une
premiére schématisation de la molécule sans fournir de réponse au probleme de l'origine
de la spécifcité.

La comparaison des séquences complétes des chafnes lourdes des immunoglobulines eu
et hepa (fichier igg-chaines-completes.edi) montre qu’elles présentent une région
quasi identique (223 a 458) et une région avec de nombreuses différences (1 a 122). De
méme, la comparaison des deux chaines légeres de ces deux immunoglobulines eu et
hepa indique une région quasi identigue (de 100 a 215) et une région avec de
nombreuses différences (1 a 99). Cela permet de compléter la schématisation de la
molécule d’anticorps en distinguant régions constantes et régions variables. (Cette
conclusion peut
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étre renforcée par la comparaison des chafnes légéres et des chafnes lourdes des 4
molécules d’'anticorps anti VIH).

L'utilisation du fichier « regions-variables- chaines-legeres.edi » permet une analyse
plus fine des régions variables des chaines légeres et la reconnaissance de zones peu
variables et d’autres trés variables (hypervariables). Il en est de méme de la comparaison
des chafnes lourdes (fichier « regions-variables-chaine-lourde.edi »). Cela conduit a
affiner encore plus la schématisation de la molécule d’anticorps en y localisant les zones
hypervariables. Cette schématisation permet de réfléchir sur I'origine de la spécificité des
anticorps et émettre I'hypothése qu’elle est dépendante des zones hypervariables. Ces
zones hypervariables peuvent aussi étre mises en évidence avec les anticorps anti VIH de
souris.

Séquences et documents

Fichiers des séquences
igg-4chaines-eu.edi
igg-chaines-completes.edi
igg-variables-chaines-legeres.edi
igg-variables-chaine-lourde.edi
Documents fournis

igg.bmp

vih.bmp

Bases moléculaires de la spécificité spatiale des récepteurs T

Séquences et documents
Fichiers de séquences

tcr-seq.edi » : séquences protéiques des chaines alpha et béta de 3 récepteurs T
différents (1A07, 1BD2, 1)8H ), reconnaissant des peptides viraux différents (pas
forcément du VIH)
Documents

recepteurT.bmp » : visualisation 3D d'un récepteur T complexé avec un peptide

antigénique viral.
Pré requis :

Spécificité des lymphocytes T grace a leurs récepteurs T

Le document « recepteurT.bmp » permet de présenter la structure d’un récepteur T et de
constater que le contact avec le peptide viral ne se fait qu’a une extrémité de ce récepteur :
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molécules
présentant
le peptide
viral,
incluses
dans la
membrane
dela
cellule
parasitée

molécules présentant
le peptide viral

peptide viral

chaines alpha et béta
=" durécepteur T

récepteur T
inclus dans la
membrane
deslLT

ide viral
La comparaison des chaines alpha entre elles et des chaines béta entre elles des 3 récepteurs T différents permet
de mettre en évidence une partie constante d’un récepteur T a I’autre et une partie variable :
séquence variable d'un récepteur T a l'autre  séquence constante d'un récepteur T & I'autre

¥ Comparaisan avec alignement

b | Traitement ]
|dentités i +]0 E * = A R * 1'% x o x = x = x =
alphalA0fTCR.pro |« + |0 K L 0 F A G T Q0 UVUUV UVLTPDTIQQMHNP P A U ¥ L R D S
alphalBDZTCR.pro || « |0 =5 3= QML ReR RER oy s =R AR L, IE I NG RS (N SRR ReR RER GER SaR SR SeR Bes S D
alphalJ8TCR.pra || ¢ |0 e Ll e = g EU ol D i T
| Sélection : 0/5 lignes L] ]

La aussi, I'hypothése de I'implication de ces zones variables dans la spécificité des récepteurs
peut étre faite et testée. Avec Rastop, il est possible de localiser sur la structure d'un
récepteur T les zones variables et voir si au moins en partie, elles sont impliquées dans le site
de reconnaissance antigénique.

microglobuline C
molécule de HLA

peptide viral

partie variable
de la chaine béta
du récepteur T partie variable
de la chaine
alpha du
récepteur T

artie constante
du récepteur T

Remarque : la comparaison des récepteurs T deux a deux peut aussi s’effectuer avec la
fonctionnalité
Dot Plot du logiciel Anagéne (comme pour les 19G)
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DES DEBUTS DE LA GENETIQUE AUX ENJEUX
ACTUELS DES BIOTECHNOLOGIES : DIAGNOCTIC
GENETIQUE

Albinisme

Informations scientifiques

Cf. classe de premiére

Pistes d’exploitation pédagogiques des données fournies
Séquences et documents

Fichiers de séquences

allelesOCA2famille5.edi » : séquences strictement codantes des alléles du géne
OCA2 de chacun des membres de la famille 5, et alleles de référence présents dans la
famille(OCA2Norm et OCA2m3). Les génotypes des individus sont les suivants : [ 1,12, I
1, Il 2 sont (OCA2 norm//OCA2 norm) -13,14,11 4,111, lll 2 sont (OCA2 norm//OCA2 m3)
- Il 3 est (OCA2 m3//OCA2 m3)

allelestyrfamille5.edi » : séquences strictement codantes des alleles du gene de la
tyrosinase de chacun des membres de la famille 5 et alleles de référence présents dans
la famille (Tyrcodl, Tyrcod2, TyrAlbA3, TyrAlbA4). Les génotypes de individus sont les
suivants : 1 1, 1 2, Il 1 et Ill 2 sont (tyrcodl//tyrAIbA3) - 13,14, 11 1, 1l 3 et Il 4 sont
(tyrcodl//tyrcodl) - Il 2 est (tyrAlbA3//tyrAIbA3)

tyrosinase.edi » : séquences strictement codantes de quelques alléles du géne de la

tyrosinase

OCA2.edi » : séguences strictement codantes de quelques alléles du géne OCA2

Documents
arbre5.bmp » : arbre généalogique de la famille 5

electrophoresesau3a.bmp » : comparaison des électrophoreses pour I'alléle
OCA2m3 et les autres alléles du gene OCA2, aprées action de I’enzyme de restriction
Sau3a

electrophoresexholl.bmp » : comparaison des électrophoreses pour l'alléle
tyrcod?2 et I'allele tyrcodl du gene de la tyrosinase, apres action de I’'enzyme de
restriction Xholl

electrophoresexbal.bmp » : comparaison des électrophoréses pour l'allele
tyralbA3 et des autres alleles du géne de la tyrosinase, aprés action de I'enzyme de
restriction Xbal

xhollfamille2.bmp » : électrophorése de I’'ADN des membres de la famille 2
aprés action de I’enzyme de restriction Xholl

sau3afamille5.bmp » : électrophorése de I’ADN des membres de la famille 5
apres action de I’enzyme de restriction Sau3a

xbalfamille5.bmp » : électrophorese de I’ADN des membres de la famille 5 apres
action de I'’enzyme de restriction Xbal

La détermination des génotypes des membres de la famille 5 peut se faire de facon
classique par comparaison des séquences des alleles du géne de la tyrosinase de chacun
avec les alléles de référence fournis, mais les données permettent également a I'éleve
d’avoir une démarche se rapprochant de
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celle réellement suivie lors d'un dépistage génétique réel. C'est cette deuxieme
situation qui sera développée ci-dessous.
L’éleve dispose :
de I'arbre généalogique, qui lui permet de faire des hypotheses quant au
déterminisme de la maladie et des prévisions pour les descendants, mais aussi
de résultats d'électrophorése des séquences des alleles du géne de la
tyrosinase de chaque membre de la famille et des séquences de référence des
alléles du gene de la tyrosinase présents dans la famille
des résultats d’électrophorése pour chaque individu de la famille (et
d’électrophoreses de référence)
L'étude de l'arbre généalogique de la famille 5 (« arbre5.bmp ») permet de faire
I’hypothése que deux génes doivent intervenir dans le déterminisme de l'albinisme (si
I’on considere que les alleles mutés responsables du phénotype albinos sont récessifs) :

Famille 5

Phénotype de lindividu 112
- ahsence totale de pigmentation des cheveur, de lapeaw, des yeux;
- troubles oculaires |

Phénotype de Mindividu I13
- pigmentation des cheweur, de la peau, des yeux, faible 4 la naissance |
elle augmente durant la vie sans atteindte le niveau normal |
- troubles oculaires ;

L'exploitation des résultats obtenus apres action des enzymes de restriction (tableau et
électrophoréses) permet de confirmer cette hypothése et de préciser les alléles en cause.

Cette étude peut étre I'occasion, si cela n'a pas déja été fait auparavant, d’'introduire
la notion d’enzymes de restriction et de montrer comment leur utilisation permet de
distinguer différents alleles.
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¥ Carte de restriction E] =

{Tyalb TS | |Mspl ~| % didentites: [ 100 un seul site de coupure (la mutation a fait disparaitre Fautre site de coupure)
| F—
—_—
4 X 1530
e
TATCCTTCTGTCCAATECACCACTTGGGCCTCAATTTCCCTTCACAGGGETEGATGACCEEEAGTCETGGCCTTCCGTCTTTTATAATAGGACCTGCCAGTECTCTGECAACTTCAT
ATAGGAAGACAGETTACEGTGET 1T TET TACTGECECT TATTATCCTGGACGETCACGAGACCGTTEGAAGTA
T L e e e e e e b D D e L e e B D D L b D e
180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

Action de I Mispl sur l'alléle tyrAIbTS /
Action de I Mispl sur I'alléle Trvcod] \ i 2t 04 coupiis

¥ Carte de restriction

=

|T yrcod]

I L
b i} / ? 1550
7
CTCL ACCGTCCTCTTL TTTATCI CAATECACCCATTEGACATAACCGEEAATCCTACATGGTTCCTTTTATACCACTEGTACAGAAATEGTGATTTETTT
GAGGTTTCCGTEECAGGAGAAGTTCTTCARATAGETCTTCEGTTACGTEEETAACCTETATTGECCCTTAGGATGTACCAAGGAAAATATGGTGACATETCTTTACCACTAAAGAAA

I N N O N N R N R N RO N R R R IO R o e N e E
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310

L’exemple ci-dessus présente I’action de I’enzyme de restriction Mspl sur les alléles
Tyrcodl et
TyrAIbTS (« tyrosinase.edi »)

L'enzyme de restriction Mspl reconnait le site CCGG et coupe de fagon dissymétrique
au sein de ce site.

L'allele Tyrcodl comporte deux sites de coupure de I’enzyme (on obtient ainsi 3
fragments de restriction de longueurs respectives : 0,228 kb, 0,035 kb et 327 kb)
mais la mutation a 'origine de I'alléle TyrAIbTS a fait disparaitre le premier site de
coupure (on n’obtient alors que deux fragments de restriction de longueurs
respectives : 0,228 kb et 1,362 kb).
Pour identifier les enzymes de restriction qui vont permettre de reconnaitre chacun
des alleles du géne de la tyrosinase, il suffit de faire agir I'ensemble des enzymes de
restriction sur les alléles de la tyrosinase (« tyrosinase.edi »), et de demander un
affichage des résultats sous forme de tableau
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$ Bald X | el

- d'identités : i I
Tyrcod [0 |aTGCTCCTEGO g keacanc - |
Tyicad2 @ [aTecTecTERE Giraph : i i | GAGAAG
Tyralb Al J»[0 jaTecTCeTEGE EGAGAAG
Tyrab A2 <« +|/0  ATGECTCCTEEER  Bangue d'enzymes Sélection : GAGAAG
Tyralb A3 [0 |aTeeTceTEGE - - X |

= i ; 2, Msp [ Msp | |
Tyralb Ad [0 |aTGCTCCTEED ? 3 - B3 M ﬁ GAGAAG
[5) Enzyme de restiction de ls G6PG 2 Mnll n [ |
Tyralb A5 M0 |aTeCTCCTEGH % & Hae Il EGAGARG
| TwabB1 |0 |ATGCTCCTEGO @ Enzymes de restiiction de la phasphodiestérase: % Heelll BIEINV2 bGAGAAG
Tyalb 15 |30 JatecTCeTERE Enzymes de restiction de |a ADS | 2 EINV2 Eho | T T
[ Seélection : 8/3 Igres : Enzymes de restiiction de la thodopsine | 2, ol EE’JJ.‘ » |_|
Fichier des enzymes de restriction de la tyrosinase m‘*;!m'
= Banque denzyme: A
3 - sél du fichier d'enzy e . L2, EINva
de restriction adéquat Lots peraonnels
\ A << Retirer ¢¢
Eftacer la fiste

I'enzyme Xbal permet d'identifier I'alléle TyrAlbA3
I'enzyme EinV2 permet d'identifier I'alléle TyrAlbA1

B Action enzymatique

F
» [Enzymes (100%) Msp I Mnl I Hae III EYNU2 Xho 11 XHa 1 EINUL
Tyrcodl 2 11 ¥/ §} 2 4} 1
Tyrcod2 2 11 7 a 3 [{] 1
Tyralb A1 2 11 i 1 9 1
Tyralb A2 2 11 7 3 [{] a
Tyrab A3 2 11 7 3 1 1
Tyrab A4 2 11 6 (] 2 1
Tyralb A5 2 11 6 3 0 1
Tyralb B1 2 10 7 (] 3 1
Tyialb TS 1 11 7 2 5] 1
w [Sélect: 0/10Tignes 4 | / /
— /' I
Foymon gl pecant (Fidemsifiec I'enzyme EinV4 permet d'identifier l'alléle TyrAIbA2
Falléle TS l'association des enzymes Haelll et Xho II permet de distinguer
I'enzyme Mnl | permet d'identifier I'alléle tyrAlbB1 les alléles TyrAlbA4 et TyrAlbAS

L'exploitation des les résultats fournis par I'utilisation des enzymes de restriction
permet de déterminer les génotypes des membres de la famille 5 (on peut aussi, pour
simplifier le travail, se limiter a la détermination du génotype des individus 112, 113, llI1
et I113).
o détermination des génotypes pour le géne de la tyrosinase
(«allelestyrfamille5.edi »,
electrophoresexbal.bmp », « xbalfamille5.bmp ») : les alléles en jeu
dans cette famille étant les alleles tyrcodl et tyrAIbA3 (ce qui sera précisé aux
éléves), on peut se limiter a I'utilisation d'une enzyme de restriction
permettant de distinguer ces alleles : Xbal par
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exemple. Les résultats du tableau sont a mettre en relation avec les
électrophoreses correspondantes.

"' CNDP-INRP Anagéne - [Action enzymatique]

el

.

Fichier ~Edition

Options Fenétre Aide

e BEHe 4B

v

Enzymes [100%)

Xba I

Tyrcodl

Tyralb A3

F2-1all

F241all2

F242alih

F2-12all2

F2-3aln

F2-3all2

F2-14ali

F214all2

F2-11all1

F2-I1all2

F2-12all1

F2-12all2

F2413al

F2I3all2

F2-14al1

F2-l4all2

F2-111all

F2-l11all2

F24112al

F2-112all2

R e I R R I S e G Sy S G G G G

1,590 kb

Electrophol nue pour les individus :
13, 14, 111, I3, 114
—

hy
N2 01 m2

rles individus :

1,590 kb

1,060 kb

0.530 kb

J Résultats d'électrophorése:

nues pour les membres de la famille

Enzyme de restriction utilisée : Xbal

|

Electrophorése obtenue pour l'individu IT 2

I 1,060 kb

O — 0.530 kb

(les électrophoréses seront interprétées en comparaison avec les électrophoréses de référence pour
I’enzyme de restriction considérée)

Les génotypes sont donc les suivants : pour I'individu 112 (tyrAlbA3//tyrAlbA3) - pour les
individus I1, 12, IlI1 et 1112 (tyrcod1//tyrAlbA3) - pour les individus 13, 14, 111, 113 et 114
(tyrcodl//tyrcodl).
détermination des génotypes pour le gene OCA2

(«allelesOCA2famille5.edi », « electrophoresefamille2.bmp », «<sau3afamille2.bmp
»)
L'allele en cause dans la famille 5 est I'allele OCA2m3. Cet allele differe de I'allele OCA2
par une substitution T -G en position 1418, ce qui supprime un site de reconnaissance de
I'’enzyme Sau3a (elle coupe en amont d'un site GATC).

223



ANAGENE

% Carte de restriction

allele0CA2 rome Sauda ~| %d'identités: | 100

ATGCTCCTCTTCACGCCTGTEACCATAAGGTTGTGTGAGETGCTCAACCTTEATCCAAGACAAGTCCTGATTGCAGARGTGATCTTCACT
TACGAGGAGAAGTGCEGACACTGGTATTCCAACACACTCCACGAGTTGGARCTAGETTCTGTTCAGGACTAACGTCTTCACTAGARGTGT

OO OO KU OODE KOO DU UUEY IOUC SO0 OO ool UOCE ool DUUUE Ko DDDRE Koo ooi|
1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420
La mutation substituant Ga T
en position 1418 entraine
la disparition d'un site de coupure
de l'enzyme Sau 3a

% didentités ; [ 100

| 1l I [l o ==, \ | I
| Ll | R = ‘\I |

\
l ATGCTCCTCTTCACGCCTGTEGACCATAAGGTTGTGTGAGGTGCTCARCCTTGATCCARGACARGTCCTGATTGCAGARGTGAGCTTCACA

TACGAGGAGAAGTGCGGACACTGEGTATTCCAACACACTCCACGAGTTEGAACTAGGTTCTEGTTCAGGACTAACGTCTTCACTCGARGTET

1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420

L'utilisation de cette enzyme de restriction permet donc de distinguer les alléles
OCA2normal et
OCA2m3:

% Action enzymatique

-
Enzymes [100%) Sau 3a
allgle0CA2 narmal 9
alléle OCAZ m3 8

v-J Sélect: 0/3 lignez A I

L'exploitation des résultats obtenus par action de cette enzyme Sau3a sur les alleles du
gene OCA2 des membres de la famille 5 et les électrophoreses correspondantes
permettent de déterminer leur génotype pour ce géne :
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(les électrophoréses seront interprétées en comparaison avec les électrophoréses de

référence pour I’enzyme de restriction considérée)

Les génotypes sont donc les suivants : pour I'individu 13 (OCA2m3//OCA2m3) - pour les
individus 11, 12, 111 et 112 (OCA2norm//OCA2norm) - pour les individus 13, 14, 114, IlI1 et 1112

(OCA2m3//OCA2norm).

225






BIBLIOGRAPHIE

Alberts B. et al. : Biologie Moléculaire de la Cellule, Interéditions, 1988.

Albin R., Tagle D. : Genetics and molecular biology of huntington's disease. Trends
in Neurosciences, vol. 18, n° 1, 1995, p. 11-14.

Antonarakis S.E., Kazazian H.H., Orkin S.H. : DNA polymorphism and molecular
pathology of the human globin gene cluster, Human Genetics, n° 19, 1985, p. 1-
14.

Bishop M. J., Rawlings C. J. (eds) : Nucleic Acid and Protein Sequence Analysis. A
Practical Approach, IRL Press, 1987.

Bouchard B. : Les protéines de régulation de la mélanogenése. Génétique
moléculaire des albinismes cutanés. Médecine Science, vol. 9, 1993, p. 425-
430.

CELL, vol. 21, octobre 1980 :

- Barallel F.E. et al. : The primary structure of the human ¢ globin gene, p. 621-626.

- Efstadiadis A. et al. : The structure and evolution of the human B globin gene family, p.
653-668.

- Lawn R.M. et al. : The nucleotide sequenceof the human B globin gene, p. 647-651.

- Slightom J.L. et al. : Human fetal Gy et Ay globin genes, p. 627-638.

- Spritz R.A. et al. : Complete nucleotide sequence of the human & globin gene, p. 639-
646.

Colombani J. : HLA - Fonctions immunitaires et applications médicales. J. Libbey,
Eurotext, 1992.

Crystal R. et al. : Molecular basis of alpha-1-Antitrypsin deficiency. Am. ]. of Med., vol
84 (suppl. 6A), juin 1988.

Crystal R. et al; : The alpha-1-antitrypsin gene and its mutations. Chest, vol. 95, 1, 1989,
p. 196-208.

Doolittle R.F. (ed.) : Molecular Evolution : Computer Analysis of Protein and Nucleic
Acid Sequences, Methods in Enzymology, Vol 183, Academic Press Inc., 1990.
Doolittle R.F. (ed.) : Of URFS and ORFS. A Primer on how to analyse derived Amino
Acid Sequences, Oxford University Press, 1986.

Gribskon M., Devereux J. : Sequence Analysis Primer, Macmillan, Stockton Press, 1991.

Hakomori S. : Les réles cachés des groupes sanguins, La Recherche, mai 1993, p. 548-
554.

Heijne G. Von : Sequence Analysis in Molecular Biology. Treasure Trove or Trivial
Pursuit, Academic Press Inc. 1987.

Higgins D.G., Bleasby A.J., Fuchs R. : CLUSTAL V: improved software for multiple
sequence alignment, Comput. Appl. Biosci. 8, p. 189-191, 1992.

Higgins D., Thompson )., Gibson T., Thompson J.D., Higgins D.G., Gibson T.. :
CLUSTAL W: improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment
through sequence weighting, position-specific gap penalties and weight matrix
choice, Nucleic Acids Res. 22, p. 4673-4680, 1994.

Humphries et al. : On the molecular genetics of retinites pigmentosa. Science, vol 256,
mai 1992, p.

804-808.



227



ANAGENE

Kaplan J.-C., Dollfus H. : Coup d'ceil sur la complexité (a propos des rétinites). In
L'explosion de la génétique humaine. Science et Vie hors-série, 1992.

Kaplan J.-C., Delpech M. : Biologie moléculaire et médecine, Flammarion, 1992.
Kazazian H.H. et al : Comparison of deficiency alleles of the B globin and factor VI,
Cold Spring Harbor symposium, 1986.

Lesk A.M. (Ed.) : Computational Molecular Biology. Sources and Methods for Sequence
Analysis, Oxford University Press, 1988.

Lesk A.M. : Protein architecture. A practical approach, IRL Press, 1991.

Liehaber S.A. et al. : Cloning and complete nucleotide sequence of human 5' a globin
gene, Proc. Nat.

Acad. Sci. USA, vol. 77, 12, 1980, p. 7054-7058.

Lopez de Castro ). : HLA-B27 and HLA-A2 subtypes : structure, evolution and function.
Immunology Today, vol. 10, n° 7, 1989.

Maillet-Baron L., Soussi T. : Séquencage des acides nucléiques, Lavoisier, Tec./Doc,
1992.

Orkin S.H., Kazazian H.H. : The human B globin gene, Ann. Rev. Gen, 18, 1984, p. 131-
171.

Rosa J. : Un modéle en recherche clinique : la drépanocytose, Médecine/Sciences, 2,
1986, p. 558-567.

Singer M., Berg P. : Génes et Génome, Vigot, 1992.

Spritz R. : Molecular genetics of oculocutaneous albinism. Seminars in Dermatology,
vol. 12, n° 3, 1993, p. 167-172.

The Huntington's Disease Collaborative Research Group : A novel gene containing a
trinucleotide repeat that is expanded and unstable on Huntington's disease
chromosomes. Cell, vol. 72, 1993, p. 971-983.

Thomas M.A. : Les thalassémies, Bull. de I'APBG, 4, 1989, p. 793-800.

Vulliamy T., Mason P., Luzzato L. : The molecular basis of glucose-6-phosphate
deshydrogenase deficiency. Trends in Genetics, vol. 8, n°4, 1992.
Watson J. et al. : Biologie moléculaire du géne, Interéditions, 1990.

Yamamoto S. at al. : Molecular genetic basis of the histo-blood group ABO system,
Nature, vol. 345, mai 1990, p. 229-233.

Yamamoto S., Hakomori S. : Cloning and characterisation of DNA complementary to
human UDP-GalNAcTransferase mRNA, Biol. Chem., 265, n° 2, 1990, p. 1146-1151.

Publications disponibles a I'INRP

J.-C. Hervé, N. Salamé, B. Therrié : Analyse de séquences de genes et de protéines
avec le logiciel SEQAID II. INRP, 1993.

J.-C. Hervé, N. Salamé, B. Therrié : SEQAID Il : Thémes d’étude en génétique humaine.
INRP, 1995.

228



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES : CLASSE TERMINALE, SERIE S, SPECIALITE

Documents disponibles au CNDP

Cassette vidéo, La drépanocytose, une maladie héréditaire, CNDP, 1992, VHS 27
min. Référence 002 P6254.

Cédérom, Infogéne, ressources pour lI’étude de I'information génétique, CNDP,
2002. Référence 755 A0300

229



