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PRESENTATION

Anagene est un logiciel d’analyse de séquences nucléiques et protéiques qui propose dans un
environnement Windows, quelques uns des traitements présents dans les logiciels SEQAID Il (D.D.
Rhoads et D.J. Rouffa, Université du Kansas, versions 1987, 1989, 1992 pour MS-DOS) et CLUSTAL W
(D. Higgins, European Molecular Biology Laboratory (EMBL), version 1.8 1998, pour MS-DOS). Le
premier comporte une gamme de traitements simples pour I'édition et I'analyse de séquences
nucléiques et protéiques, alors que le second est spécialisé dans I'alignement multiple de séquences.

CLUSTAL figure au Biocatalogue de I'Institut Européen de Bioinformatique (EBI, Royaume Uni),
station du EMBL. Des versions de ce logiciel peuvent étre téléchargées a I’adresse suivante ;

http://corba.ebi.ac.uk/Biocatalog/biocatalog_algt.html

La version initiale d’Anagéne, diffusée en 1997, a constitué une premiére phase dans la construction
d’un nouvel outil qui assure une continuité avec les logiciels précités. Il convient de souligner en
particulier que les traitements de SEQAID Il utilisés a des fins pédagogiques sont conservés dans
Anagéne. A ces traitements s’ajoute I'alignement multiple de séquences réalisé par Clustal. Les
séquences associées aux deux versions de SEQAID Il sont également intégrées dans Anagene de telle
sorte que toutes les démarches pédagogiques proposées précédemment soient aisément réalisables.

Cette documentation emprunte & deux publications de I'INRP — « Analyse de séquences nucléiques
et protéiques avec le logiciel SEQAID Il » (1993) et « Thémes d’étude en génétique humaine » (1995) —
de larges extraits en ce qui concerne les informations scientifiques et les propositions pédagogiques, la
maniére de réaliser ces derniéres étant adaptée pour tenir compte des facilités apportées par Anagene.

Cette nouvelle version 1.8 d’Anagéne, diffusée sur cédérom, a été totalement réécrite pour s’intégrer
aux nouveaux environnements Windows et apporter des améliorations d’ordres fonctionnel et
ergonomique, notamment en ce qui concerne I'accés aux thémes 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.

La version 2, en cours de développement, disposera en plus d’un module graphique de ressemblance,
outil de traitement que possédait SEQAID Il et qui est déja intégré dans la version 1.8 d’Anagene sans
étre encore fonctionnel. D’autre part, cette nouvelle version 2 sera enrichie d’une banque de séquences
constituée en fonction des nouveaux programmes et qui fait I’objet actuellement d’expérimentations.
Des leur disponibilité, ce nouveau moteur logiciel, les nouvelles séquences et les suggestions
pédagogiques produites par les équipes associées a I'INRP seront téléchargeables a partir du site du
CNDP a I'adresse de I’espace dédié a Anagéne :

http://www.cndp.fr/svt/anagene/


http://corba.ebi.ac.uk/Biocatalog/biocatalog_algt.html
http://www.cndp.fr/svt/anagene/




PRISE EN MAIN

L’ENVIRONNEMENT D’ANAGENE

Anageéne fonctionne dans I’environnement Windows. Les dimensions de la fenétre d’exécution du
programme s’adaptent automatiquement aux parameétres d’affichage définis dans la configuration.
Néanmoins, pour améliorer le confort visuel, et si la carte graphique le permet, il est préférable de
travailler avec une résolution de 800 x 600 pixels. 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 I'installation, Anagéne est ajouté a la liste des
programmes accessibles par le menu Démarrer.

Apres 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.
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PRISE EN MAIN

L’ INTERFACE D’ANAGENE

Anagene 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
régles adoptées par Windows.

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.

‘ eller Fermes toutes
L Copier les fenétres
cuper
Grand cursear
_ Erqepstrer Code ghnstique
Wair le classeur Infarmation
Programees of documents Artion enzymatque
“tm“"ﬁ'm Comparer les sdquences
Banquz de séquences Copvertrr les sequences

Ainsi les fonctions d’Anagene sont accessibles soit a travers les différentes options de la barre des
menus soit directement pour la plupart par I'intermédiaire des boutons de la barre d’outils. Certaines
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PRISE EN MAIN

commandes des menus sont aussi directement applicables par I'utilisation de raccourcis clavier ; le
détail en est précisé dans le Guide de référence (p. 29 et suiv.) et accompagne les commandes dans les
menus déroulants du logiciel.

Menu Fichier

On y trouve les options classiques de gestion de fichiers, a savoir I’accés aux banques de données du
logiciel (séquences, programmes et documents), la création, [I'ouverture, I'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, a 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 trois 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 I'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 ;
e le graphique de ressemblance représente un quatriéme traitement a venir et qui sera
disponible a partir de la version 2.

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 regle graduée (en caractéeres ou en triplets) utilisés, 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 mére d’Anagene 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
Anagene 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 mene également vers un site dédié a Anagéne. L’accés a ces
sites est réalisé a partir de I'option @ Complément en ligne.

13
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LES DONNEES FOURNIES AVEC ANAGENE

La banque de séquences

Destinée en priorité a I’enseignant, cette banque comporte toutes les séquences utilisées pour la
constitution de thémes d’étude. Chaque séquence y figure en un seul exemplaire, associée a un
pictogramme spécifique en relation avec sa nature (séquence nucléique de type ADN, ARN ou
séquence protéique) et est assortie d’'un commentaire.

Bangue de séquences

Banque de séquences 9 |

I

Annuler
L:_|. Séquences fournies P [P
= i LES CHAINES DE LHEMOGLOBINE o betadne. adn
....... i Alpha Were¥ betacod. adn
|:_:|i Béta @1 beta.pro
s Sequences nomales |~ betacod an
i Sequences mutées N D=tarnm. arn
------- i Gamma WM
------- i Delta
------- i LE 5vSTEME ABO DES GROUPES SANGUING
------- i L& PHENYLALANINE HYDRO:YLASE [PHENYLCETOMURIE]

....... B LeLPHAANTITRYPSINE =~
....... B Lt GENE IT15 (CHOREE DE HUNTINGTON)

....... B L+ GLUCOSE 6 PHOSPHATE DESHYDROGENASE (GEFD)

- (8 LE SvSTEME HLa

....... &l LE CHH DU CHIMPANZE =

(|

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 maniére
arborescente. Pour les atteindre, il convient de déployer plus ou moins cette arborescence 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, 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 botte 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 thémes
d’étude personnalisés.
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Les thémes d’étude

C’est I’entrée normale pour les éleves. 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 séquences et si nécessaire un découpage plus fin
en thémes d’étude.

Thémes d'étude

Themes d'étude

Annuler

— @ Thémes fourniz

+ @ EXPRESSION DE LINFORMATION GEMETIOUE Fp Sequences protéiques
— @ RELATIONS GENOTYPE - PHENOTYPE
@ Phénatypes thalazzémiques
% POLYMORPHISME DES GEMES
@ Polymorphisme de AT
@ Polymorphisme de IT15
% Palymarphizme de HLA,
— @ FAMILLES MULTIGEMIQLUES
% Gé&nes des homones hypophyzaires et placentaires
+ @ GEMOTYPES ET PREVISIONS EN GEMETIQUE HUMAINE
— ﬁ Thémes personnels

% Premiere 51

Les séquences 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 que le theme d’étude peut contenir. La fenétre d’Affichage
des séquences apparait alors a I’écran.

Fftier Edbion Tiater (ptions Fepbhe Side

BesSs DEHS By =T A% Ow & 0

6 Adhchags dez séguences

1 1 Fail A 40 5
.i.l |||||||||IIII||||||III|||||||I|||||||||II||||||||I||||
¥ |bekacod sdn i I-||:| ||'|'||:|;|L'l.iFII.:L'Il.iﬂl.:llilillil'llil.iﬂlil'll'll.ill.:lL'l.il:l;lIHETIJUIJETUIIJEIJL'L'HFIIJLI
despood sdri ] 1 ATERTRCACE TRAC TR TR TRGAGAARTETREERT TACTRECETRTRERL ARG
betapi af w0 HetalHisLeuThirPraflublulysEeralafal ThiralaleuTrpGlylys
e a0 |5l MetvalnisienThrProtalGlulysSernlatal ThralaleuTrpElylys »
w | Siecor 04 bgras i | b
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La répétition de cette procédure permet de charger d’autres théemes 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 théme précédent de fagcon a vider totalement I’espace de travail avant de
charger un nouveau théme d’étude.

Les programmes et documents

A chaque théme d’étude, une série de documents peut étre associée (images fixes, tableaux, schémas,
séquences animées). Il appartient a I’enseignant de les exploiter dans I’ordre qui lui convient.
L’exploration de I'arborescence des Programmes et documents disponibles est identique a celle de la
banque de séquences. 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.

Programmes et documents

Programmes et documents

Annuler |

E@ Diocuments fournis
= DOCUMENTS GEMNERAL Filiation poszible entre alléles de la GEPD

3 L'HEMOGLOBINE HUMAINE HORMALE
LHEMOGLOBIMNE HUMAINE DREPAMOCYTAIRE
POLYMORPHISME DE LALPHA-AMTITRYPSINE
= POLYMORPHISME DU GEME IT15
= POLYMORPHISME DE HLA,
i HEREDITE DU DEFICIT EN GEFD
253 HEREDITE DE LALBINISME

= HEREDITE DES RETINITES PIGMEMTAIRES

Elﬁ Documents personnels
Images PDEB

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 I'utilisateur qui pourront enrichir les possibilités d’Anagene.
Cette fonction est assurée par la commande Ouvrir du menu Fichier qui assure aussi I'ouverture de
fichiers de séquences, de résultats de traitements, et de themes d’étude enregistrés en d’autres lieux
sur différents supports informatiques (disquette, disque dur, etc.). 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 Anagene, 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
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PRISE EN MAIN

par un clic de la souris pointée sur le bouton intitulé Exécuter le programme externe. Le retour dans
Anagéne s’obtient en quittant le programme externe selon la procédure qui lui est propre. Plusieurs
programmes peuvent ainsi étre associés & Anagene mais ils peuvent étre aussi répertoriés dans les
données propres a I'utilisateur.

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 I'utilisateur, les documents textuels ou iconographiques dont il
dispose ainsi que les nouveaux themes d’étude qu’il peut souhaiter concevoir pour le public auquel il
s’adresse. Anagéne constitue ainsi un outil de travail d’autant plus performant que des programmes
complémentaires peuvent lui étre associés.

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.

CHMOF-INRF Anagére

'Eihier | 0oc Do D00 Fephe e
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T e ep—
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tUalHisLesThrProlalEluLysSerdlallal l'hr'll-]ILEulrpﬂlﬂ.ushlﬁsﬂalhlﬂlu';'

Creculalius caplare . rany m

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

— Que woulez-vous enregistrer ¥ —

- o0y

Sur dizgue ou disquette

ak.

Anhuler |

Lez séquences sélectionnées

Danz la banque de zéquences

‘ La fenetre "Affichage des
Enuenras’

Toutes les fenétres

[ang lez documents

Dansz les thémes d'étude

Themes d'étude

Fermer

+ . Thémesz faurmis

personnels

% Premiere 51
% Terminale 5=

Ajouter un Ltili

Apreés définition du choix de I'une des trois banques de données - un théme d’étude par exemple - et
confirmation obtenue apreés validation, la fenétre du menu correspondant est ouverte.

Thémes d'étude

Il faut commencer par ajouter un utilisateur et lui donner un nom. Ensuite on pourra associer un

theme d’étude qui recevra aussi un intitulé.
Sur la copie d’écran suivante, on voit que deux noms d'utilisateurs ont déja été enregistrés. A la classe

de premieére S1 est déja associé un théme et on s’appréte a y associer un nouveau.
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Thémes d'étude
Fernner

+ . Thémes fournis & Comparaizon Hb & HBS
— ﬁ Thémes personnels

@ Pramisre 5

% j Ajouter le théme
Terminale

Renommer ['utilisateur

Les libellés des themes et des utilisateurs sont modifiables. La suppression d’un utilisateur n’est
possible que s’il ne contient aucun théme. La suppresion d’un théme s’obtient en effacant le libellé
dans la ligne d’édition.

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 thémes 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 ;
« AU, 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’Anagene pour désigner les acides aminés
des séquences peptidiques, les lettres Xxx ou X désignant les acides aminés non définis ;
» les caractéres 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 a I'extrémité droite de « I'alphabet » efface la derniere phase de saisie. Il est donc
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recommandé, lors de la saisie de longues séquences, de cliquer périodiquement hors de la ligne
d'écriture pour protéger les données déja saisies.

Ala | Arg| Asn| Asp| Cys | Gin | Gilu Glg| His | lle | Leu| Lys | Met| Phe| Fro [G;r Thr| Trp Tgr| al Hﬂxl ﬂ
1 10 20 30 a0 50 60

. 0000(o0000([J0000(J0000[J0000(J0000(J000O0[0000(j0000(J0000(J0000[J0000(JO00D

ADM 4| +|O ATGGTGCACCTEACTCCTGAGGAGARGTCTGCCGTTACTGCCCTGTEGEG =l

ARM 1| +|O AUGGUGCACCUGACUCCUGAGGAGARGUCUGCCGUUACUGCCCUGUGGEG

Séq. peptidique 1] +0 MEtUalHisLeuThrPru[:lu[:luLys|

Texte 4| ¢f0 Cette ligne est une ligne de texte pour les commentaires ... =
: Sélection ; 124 lignes ‘| | _'I_I

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 I'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 la séquence,

e demander son enregistrement grace a la commande Enregistrer du menu Fichier,

e 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.

e accepter la suppression en cliquant sur le bouton OK.
La suppression d’un utilisateur ne se fait que si la liste des séquences personnelles de cet utilisateur
est vide.

L’ajout de thémes 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 I’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 :

e Séquences nucléiques et protéiques qui seront chargés dans la fenétre d’affichage de
séquences d’Anagene ;

» Traitements, fenétres de résultats des conversions, comparaisons, actions enzymatiques
effectuées sur des séquences et sauvegardées lors de précédentes sessions de travail avec
Anageéne ;

e 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 ;
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« 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.

e Thémes d’étude, créés au cours d’autres sessions avec Anagene 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 l'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 théme
d’étude.

La suppression d'un theme d’étude créé par l'utilisateur se fait de la méme maniére que la
suppression d’une séquence.

L’ajout de programmes et de documents

Toute fenétre présente dans I’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 l'utilisateur s’effectue de la méme
maniére que la suppression d’une séquence.

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 thémes fournies ne sont pas modifiables par I'utilisateur
enseignant ou éléve avec le logiciel Anagéne lui-méme ;

e au début d’'une session de travail, les séquences 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 icbnes ; 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 l'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 ;
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I'ordre vertical dans lequel se trouvent les séquences dans la fenétre Affichage des séquences
ou Edition des séquences peut étre modifié :

ﬂ |Iig|ne pointée et sélec’tiunnée| 1000 .}'.].
|» DN «|+[0  |ATGGTGCACCTG
ARM af |0 AUGGUGCACCUG
fpnantidinne al o iy MetUalHisLeu

Bouton de sélection

a

besceml Ia 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 cliquant sur les fleches 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.

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.

Remarque : le module graphique de ressemblance est en cours de développement et sera
présent dans la version 2 d’Anagene.

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.

Apreés 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 dirigés vers la ou les fenétres spécifiques du
traitement ; lorsqu’un traitement engendre de nouvelles séquences qui peuvent a leur tour
étre I'objet d’un traitement, celles-ci peuvent étre placées dans la fenétre d'Affichage des
séquences ou d' Edition des séquences a la suite des séquences déja présentes.

La conversion de séquences

Cette fonction peut étre appliquée 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
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la mesure ou 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 nucléique

— Sequence(s) a afficher

Briri non tranzcrit de PADM

Ok
Annul |
Brin tranzert de FADMN Annuler

ARM meszager

Flacer le rézultat

|| Sequence peptidique | v dang la fenétre
Affichage/édition

... traduction simple

... traduction au premier ATG

... traduction des phazes ouvertes

Pozition des 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 premiére 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
Iinitiation (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
I'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.

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.

Recherche des codons possibles pour une séquence peptidique

— Seguencels) & afficher

Erin non trangcrit de [A0DN

Annuler

Brin transcrit de [ADN un seul chais

I ARMN meszager

- Flacer le résultat
Séquence peptidique v danz la fenétre
Affichage/édition

... raduction simple

... traduction au premier ATG

... traduction des phases ouvertesz

Fozition des phazes ouvertes de lecture

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.
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Deux types de comparaison sont possibles :

— Type de comparaison :
I Comparaizon simple
) ) . Annl
Alignement avec discontinuité | &l

|grren e
Bl e
(o)

Alignement par paires accéléré
[attention : moing préciz]

» Comparaison simple a partir de la premiére 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 paramétres définis par défaut; le principe
consiste a arranger les séquences de maniéere 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.

BeS DEAS LB i JUTCE )
i in a0 L an 50 0 T 0
J.I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII.IIII.IIII'IIIIIIIIIIIIIIIIIII'IIIIIIIII‘IIIIIIIIIIIIIIII
Iﬁild.ulﬂ'l i| H hriﬁl:l.'-ﬁ-ﬂl.il.iri-'l|UE‘EH'.:EI.'-"UEIEUU“‘“HUH“H“|E|.:|.:“‘E|.:F|.'.|1|.:Eﬁ'|.'-|.:|“|EH||:‘1|r“.'-'.:l“-'lplﬁril.'-lr;l
hm.ﬂ'\u i| Hf Fr‘lil:l::ﬂlilir:'l||iE‘|iH|:EE|I:Iil:ﬁliliﬂiﬁﬂl:ﬂﬂﬁﬂﬂIFl:I:ﬂl:HI:HEIII:IiM'.I:Iﬂlﬂﬂlﬂl:llIIEI:lﬂ-'IHHr:I:II
| |

FFEHI:I:EFIIIII TG THESEALEC I LHEOEEEASAALEARAR I EEEACELACT TLGACE TATERTECT T TVCETASTARIGET T &
lI

= SHeckw 047 ke A | |

A Commpadinis dnmple

i i Fi ] L 40 L21] 1] T Al

:I_T e e R RN LN L EEERN LR RN RN RN BN RN RN R RN
| Tnsssrvard i| o3 r:un'mr.i:'h.ml simple de shgeences o abH _I

ncad adn ol RTEECCEARGTETTROEGEACEE T GEEEE CASAAC CRANATEECADEEAC T TECECCTATEATEET TTTECTARTARTEETT

b mdn o W2 === r=———r=——s=——s=——— === s==—rs==—r=——s====s==—===——=cs=—=s==—=c=——=s
nced.adn oo --— -
| Eeckon: 04 ke A | | LI_I

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

B Compaiaion seed slgneomoent

b 1] 240 *50 6N ] 00 200 ann

- LCLAVECLEY LLERTCERRN CRXCNEEERY RERERARY LLRET CEE CEETotay CATR TN CRETA oY

b [Traiewend gl A |
wlerid e | ¥ e R e R R R R R
acoel By | GETUCTEACACCE T BEARLGATE TECTCOTEETGACCEE T TREC TEEL TECCAT TETUTBEEAGEECACET TLASEA TEER
:t!:-jﬂ'l e e e e e e e, e, e S B W
o] mdn ] FI e e e o e e e e e o e o e B B o -

N T T — | N l'_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.

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.

Options de I'action enzymatique

— Bepresentation: ———————— % d'identites 1 — oK. |
i 100
I Graphique Tableau | Annuler |
— Bangue d'enzymes Sélection :
E@ Sélections d'enzymes = _-'C.}\_ Bz HII Al
------- @ Enzyme de restriction de la GEPG _rc.}w_. CH101 Hind
o _ OTagl
------- @ Enzymes de restriction de la thodopsine _.ac-; Clal EamHI
------- @ Enzymes de restriction de la RDS -(C.}} Dial i |
. i |Enz_vmes sélectionnées pour le traitement
------- @ Enzymes de restiction de |a phosphodiestérase: E B =
------- @ Fichier des enzymes de restiction de |a tyrosinase | -_?; Ecod? Il
H@ Bangue d'enzymes ﬁ\g Eco Rl
m.;
------- @ Sites & 4 bazes -.5} Eco RV
------- @ Sitez 55 bazes -‘*C-% Fipl
------- @v Sitez 5 bazes _,C.}\__Hael
------- [ Sites & 7 hases Hoa o [
>3 SElter | < Retirer <<
Effacer la liste

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
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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 cliquant sur le bouton Retirer ;

« deretirer 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 cliquant
sur le bouton Fichier.

Deux modes de représentation de I’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.

Ki_Action enzymatique _ (O]
a Alu | [100% d'identités] - 5 sites de coupure
" |Eneymes (100%] Alu I Hpa II bnl I Fsp I =l
" [acod.adn 1] 12 a
beod.adn 1] 5 12 a
o ocod.adn 5 i1 12 a _
w | Sélect : 074 lignes <| | Pl_l

|Carle de restriction correspondant a la sélectiunl

| | | X Ll
| | | [
1 1062
M2 Carte de restriction _ O}
Iacod.adn j I-""*'U I j % diidentites | 100 |Carte de restriction correspondant i la sélectionl
| | | Ll
| | | Il
d 1 lo0sg j

TTCACCEACCAGE TGECCGCGGTGECCCECGTGACGCTGGGGACCGGTCGEEAGE TGTCAGTGCTGGAGEGTGCGEGCCTACAAGEGE
AARGTGGETGGTCGACCGGCGECCACGGGGCGEACTECGACCCCTGGECAGCCGTCGACAGTCACGACCTCCACGEGCGGATGTTCGEG
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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
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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
gue chaque 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.
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LE CLASSEUR D’ANAGENE

Il s’agit d’un utilitaire qui permet a I'éleve 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. Aprés 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.

Clazseur |

Eermer
e 19:33:28 - Fenétre Carte de restriction
o 09:14:14 - Séq. pephidique
Sauyegarder
Becupérer
Supprimer

En fin de session, ce classeur est vidé aprés 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 themes 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 mere d'Anagene.

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, aprés confirmation, de quitter définitivement le logiciel Anageéne.

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 caractéres.

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 I'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
premiére position et réalise I’alignement avec discontinuités.

Action enzymatique révele les sites d’action d’enzymes de restriction sur des séquences d’ADN.
Graphique de ressemblance compare deux séquences en produisant une matrice rectangulaire.
(Remarque : ce traitement est en cours de développement et sera présent dans la version 2
d’Anagene).
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Menu Options

v'Protéger les données empéche toute modification de séquence dans la fenétre d’affichage.

v'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.
v'Reégle en triplets affiche la régle graduée en triplets plutdt qu’en caractéres.
vBulles d'aide affiche les bulles d'aide associées aux objets de I’interface.

Menu Fenétre

Mosaique place les fenétres cte a cbdte 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
A 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 I'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 qu'un
lien vers un site dédié a Anageéne. En I'absence de navigateur récent, le micro-ordinateur affiche

une page comportant les adresses de ces sites.

LES ICONES DE LA BARRE D'OUTILS

Premiére série : banques de données

&< &

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.

Deuxieme série : outils de sauvegarde

Bd &

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.
Troisieme série : outils d’édition

YR =1bd
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.
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Quatrieme série : outils de traitement

- |ree] e oy
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.

Remarque : I'icbne est active mais n’affiche qu’un message rappelant que le module graphique de
ressemblance est en cours de développement.

ATGC
=([B==

Cinquieme série : acces aux informations

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

Avant-derniére 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.

Derniére icbne

Apreés confirmation, fermer toutes les fenétres.

LES RACCOURCIS CLAVIER

Alt F4 permet, apres 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 permettra d’activer le graphique de ressemblance.

F5 modifie I'aspect du curseur.

F6 modifie I'aspect de la régle graduée.

F7 assure les traitements de conversion de séquences.
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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 mosaique 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 provoque 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.

LE VISIONNEUR D'ANIMATIONS

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

L

Il--|||T g

P L ancement de la lecture de I'animation ou de la vidéo.

Il pause dans la lecture de I'animation ou de la vidéo.

|T Arrét de la lecture et repositionnement au début de I'animation ou de la vidéo.

S— E— Positionnement par déplacement du curseur la lecture a un moment précis.
‘:B Activation ou désactivation du son qui accompagne l'animation ou la vidéo.

fJ"f Reglage du volume sonore par déplacement du curseur le long de la barre.
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INTRODUCTION

Au lyceée, tous les programmes de sciences de la vie et de la Terre en vigueur depuis la rentrée de
septembre 2002 accordent une place importante aux relations existant entre le génotype d’un
organisme et son phénotype.

En seconde, I’'accent est mis sur I'universalité et la variabilité de la molécule d’ADN.

En premiére S, I'’ensemble du programme de la partie sciences de la vie s’articule autour des relations
existant entre le génotype d’un organisme et son phénotype. L’étude de la synthése protéique permet
d’établir le lien entre génes et protéines; I'éléve doit donc savoir expliquer comment la diversité
phénotypique résulte d’interactions complexes entre la variabilité génétique et I'environnement.

En premiére L et ES, les applications biotechnologiques sont le prolongement de la mise en évidence
de la relation génotype-phénotype.

En terminale S, il s’agit de faire comprendre I'apparente contradiction entre stabilité et variabilité, tant
au niveau de la géosphére que de la biosphére. L’établissement de phylogénies moléculaires rend
compte de la stabilité et de la variabilité des génomes. L’évolution des especes sera envisagée au
travers des processus de formation des nouveaux alléles et de formation des nouveaux genes par
mutation et duplication des génes. L’adaptabilité et la variabilité du systéme immunitaire et son
évolution résultent de I'interaction entre le génotype et I’environnement.

Un des trois themes enseignés en spécialité de terminale S traite des débuts de la génétique aux enjeux
actuels des biotechnologies. L’utilisation des enzymes de restriction a ouvert la voie au clonage des
genes et de leur séquencage permettant de connaitre un grand nombre de séquences de genes dont on
saisit mieux la répartition des différents alléles au sein des populations humaines.

On dispose donc dans la littérature scientifique et les banques de données internationales
d’informations qui peuvent servir de support pour traiter les sujets inscrits aux programmes. Reste
donc le probléme de I'approche pédagogique permettant aux éléves de se les approprier.

L’édition, la conversion, la comparaison de séquences, ainsi que leur étude avec les enzymes de
restriction constituent des outils d’analyse simples et particulierement adaptés pour mettre les éléves
en situation de résolution de problémes. Les stratégies pédagogiques proposées ont pour
dénominateur commun de solliciter I'initiative des éleves dans le choix des séquences pertinentes et
des traitements a réaliser, ainsi que dans I’enchainement des actions adéquates en fonction des
résultats obtenus.

Les fonctions du logiciel Anagéne sont suffisamment simples et les thémes d’étude assez variés pour
permettre aux enseignants des choix alternatifs et leur laisser toute liberté dans la conception d’autres
approches.

La banque de séquences et les thémes d’étude fournis avec cette version 1.8 d’Anagene ont été
initialement établis pour la version 1 diffusée en 1997. Depuis septembre 2002, tous les programmes
des sciences de la vie et de la Terre au lycée ont changé. Cependant, la majorité des thémes d’étude
proposés ci-aprés conservent leur intérét pédagogique et peuvent toujours s’intégrer dans les
nouvelles orientations et attentes des nouveaux programmes. Le téléchargement de séquences, de
nouveaux thémes d’étude proposés sur le site de I'INRP dédié a Anagéne et orientées vers les
nouveaux programmes enrichiront et diversifieront les démarches pédagogiques.
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Le tableau ci-dessous établit la correspondance possible entre les thémes d’étude et la banque de
séquences livrés avec la version 1.8 et leur exploitation dans le cadre des nouveaux programmes en

vigueur en 2002.

Seconde

Premiére L

Premiére ES

Premiere S

Terminale
S

Spécialité TS

EXPRESSION DE L’INFORMATION
GENETIQUE

v

v

v

v

RELATIONS PHENOTYPE-GENOTYPE

Phénotype drépanocytaire

Phénotype thalassémique

Phénotype « groupe sanguin ABO »
Phénotype clinique phénylcétonurique

ANENENEN

AENENEN

ANENENEN

POLYMORPHISME DES GENES

Polymorphisme de ABO
Polymorphisme de AT
Polymorphisme de I1T15
Polymorphisme de HLA
Polymorphisme du CMH

LNANENENEN

FAMILLES MULTIGENIQUES

Geénes des globines

Geénes des HLA

Geénes des hormones hypophysaires et
placentaires

ANENEN

GENOTYPES ET PREVISIONS EN GENETIQUE
HUMAINE

Déficit en G6PD
Albinisme
Rétinites pigmentaires

SSANRN

ANENEN
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EXPRESSION DE L’INFORMATION GENETIQUE

Vue d’ensemble

Les programmes
Les documents d’accompagnement apportent quelques précisions sur I'application des programmes :

En premiére S, il s’agit de mettre en place les deux grandes étapes de la synthése :
transcription et traduction. Le brin transcrit sert de matrice a la construction de I'’ARN
messager (ARNM), construction catalysée par I'’ARN polymérase.

La synthése protéique est localisée dans le cytoplasme et décrite de maniére trés simple : les
ribosomes sont présentés comme des outils de cette synthése ; le codon initiateur oriente la
lecture du message contenu dans I’ARNmMm et la traduction s’arréte au codon STOP.

Les éléves apprennent a utiliser le code génétique. Ce code génétique est universel, non
ambigu et dégénéré (le doublet initial peut étre seul déterminant) ; la nature dégénérée du
code a pour conséquence sa redondance.

En premiére L et ES, il s’agit uniquement de montrer que la séquence de nucléotides dans
I’ADN gouverne la séquence des acides aminés dans la protéine selon un systéeme de
correspondance, le code génétique.

Les notions de géne morcelé, d’exon et d’intron ne sont pas au programme de premiéere S ni
de TS.

Les données

Dans cette perspective des programmes, on peut envisager I’étude de I'expression de I'information
génétique en utilisant comme support les séquences des génes codant pour les différentes chaines de
globine (alpha, béta, delta et gamma) et les séquences d’acides aminés de ces chaines. A vrai dire, ce
sont les séquences des alléles les plus répandus dans les populations humaines qui sont ici retenues.
Pour chaque géne sont fournies ;

les séquences des deux brins de ’ADN (appelées brinl et brin2) correspondant & un ARN
messager commencant au codon d’initiation AUG et se terminant par un codon stop ; cet
ARN également fourni est dénommé ARNmcod ;

la séquence du géne (brin non transcrit, appelé ADNc) correspondant a I’ARN messager
réellement présent dans le hyaloplasme (sans la coiffe et le poly A), appelé ici ARNm ; cet
ARNmM comprend une région non codante en amont de AUG et une autre en aval du codon
stop ;

la protéine codée par ce géne.

D’autres séquences pourront étre introduites par les utilisateurs grace aux fonctions d’édition du

logiciel.

Les prérequis
Les éléves doivent savoir au préalable que :

I'ADN, localisé au niveau chromosomique, est le support de I'information génétique ;

une molécule d'’ADN renferme des milliers de génes, la notion élémentaire du géne étant a ce
stade un « bout » d'ADN ;

la structure de I'ADN, son caractére informatif et son mode de réplication ;

I'ADN régit le phénotype a travers la synthese des polypeptides ;

la fonction d'une protéine dépend de sa structure spatiale laquelle est conditionnée par la
séquence des acides aminés.
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L’environnement biologique

Le logiciel Anagene est capable d'accueillir et de manipuler des séquences trés longues. Ceci permet de
travailler sur des génes précis, situés sur des chromosomes déterminés et s'exprimant au sein de
cellules spécialisées.

Ces séquences sont des éléments a la fois concrets et abstraits ; avant toute explication, il importe de
les situer dans un environnement biologique. Par exemple, si on envisage la synthése d’une chaine
béta d’hémoglobine par un érythroblaste, il convient de localiser le géne qui code pour cette chaine
sur le chromosome 11 et de préciser que la localisation de la synthése est dans le cytoplasme. Ainsi est
suggérée I'idée d’un transfert de I'information du noyau vers le cytoplasme ce qui permet
I'introduction de la notion d’ARN messager. Les deux étapes de I’'expression du géne, la transcription
et la traduction, sont ainsi mises en place. En outre, au moment de I'étude de la traduction, il est
souhaitable de montrer aux éléves des polyribosomes entrain de traduire un ARN messager. Les
images et documents nécessaires sont assez répandus. L’enseignant peut s’il le souhaite ajouter ses
documents personnels a la banque de documents fournis avec le logiciel.

Approche de la transcription

Chaque groupe d'éléves travaille sur un des genes codant pour une des chaines de I'némoglobine
humaine proposées et doit réaliser une démarche pouvant comprendre :
+ lavisualisation de I'ADN double brin et celle de I'ARNmM codant ; outre la mise en évidence de
certaines différences importantes entre I'ADN et I'ARNmM, cette visualisation permet de poser
le probléme du caractére informatif de I'ARNm par rapport a chacun des brins de I'ADN ;

: ; [ o |
Thémes d'étude
|
® SRS
[ “ EXPRESSION DE LINFORKATION GEMETIQUE "':,, 5 bqpeirai piplabouas
-:“__i;:-:-, Giobing aipha <7, ARNm et ADMe
W Glcbine biia
1 10 20 n 40 50
.-.I ||-|!-||-I|-||‘l|-||-||-'|-||I||-|!-||-Il-ll‘ll-llullu'l-
¥ [lpia ben] il FIIHIIIHL:IH[Nl:E1IiEl.:IiHl.:FIHHFIEL'FIHI.:Iill.:FIHHIiEI.:IiEL'TGHIIEI.:FIHHIII1Ii|3l.';|
Alpha fend ifn TRACCACCACAGAGRGACGRETRTTETEGTTOCAGTTECERCERACEECRTTECANGEG
[Alpha AR m codant | « rr] AUGGUECUEUCUCCUGCLGACARGRACCAACGUCARGECOGCLUGE EEEHHEEUI.IEE_EJll
w | Saaction : 03 lore 1] | L

Les séquences du théme d’étude sont affichées dans la fenétre de I’éditeur et parcourues a volonté. Cela permet une
exploration et une analyse visuelle qui délivrent, sans autre traitement, des informations utiles.

» la comparaison des deux brins de I’ADN (sans recours aux fonctions du logiciel), qui permet
de rappeler la notion de complémentarité. La simple visualisation des séquences montre aussi
gue ’ARNmM codant est totalement différent de Alpha brin2 mais que les deux séquences sont
complémentaires. La comparaison de Alpha brinl avec ’ARNm codant (fonction traiter et
comparer) avec le logiciel fournit le résultat suivant :
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ATEC

“.-| Comparer les séquences

| in 20 an 40 a0 6l
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Affichage des 62 premiers nucléotides des deux séquences compareées.
Le tiret indique I’identité de la base par rapport a la premiére séquence. Les différences sont limitées aux bases
« Uracile » de I"'ARNmM qui remplacent les « Thymine » de I"ADN.

Compte tenu de leurs connaissances sur la structure de I'ADN et sa réplication, on peut proposer aux
éléves de réfléchir au mécanisme de synthese de I'ARNm a partir de I'ADN. Ainsi, le brin2 apparait
comme le brin transcrit et le brinl comme celui qui n'est pas transcrit.

Cette comparaison permet de bien voir que la séquence de ’ARNmM se déduit de celle du brin non
transcrit en remplacant la thymine par I'uracile, et de comprendre pourquoi la communauté
scientifique écrit la séquence du géne en se limitant a celle du brin non transcrit.

Noter que pour tous les autres thémes d’étude envisagés dans ce document, seules les séquences
des brins non transcrits des genes, limitées a la région strictement codante, sont présentes dans la
banque de données.

Fermer toutes les fenétres

Approche de la traduction

Principe de la traduction du message génétique codé par ’ARNmcod

La visualisation de polyribosomes permet d'introduire l'idée que ces organites contribuent a la
traduction de I'ARN messager en lisant le message d'une extrémité vers une autre. Le probléme de
I'unidirectionalité de la traduction du message est posé. L'approche théorique classique de la
correspondance entre la séquence des nucléotides de 'ARNmM (ou de I'ADN) et celle des acides aminés
du polypeptide débouche sur diverses hypotheses relatives a la longueur du codon et a I’éventualité
d'un chevauchement et de ponctuations dans la lecture.

Pour tester ces hypothéses, on signale aux éléves qu'ils peuvent partir de I'ARNmcod, et utiliser les
fonctions :

« de conversion (icone =®| ou Convertir des séquences dans le menu Traiter); pour

I’obtention de la séquence peptidique, la conversion a utiliser est celle appelée « Traduction
simple » qui convertit une séquence d’ADN ou d’ARN en polypeptide a partir de la premiere
base de la séquence, sans contrainte de codon d’initiation ;

e d’inversion (une option du menu Edition ; le dernier nucléotide devient le premier, et le
premier le dernier) ;

* de comparaison (icone 47 ou option Comparer des séquences du menu Traiter).

« Avec ces fonctions, ils doivent concevoir les démarches appropriées. Faisant suite a une
discussion collective ou bien en toute autonomie, chaque groupe d'éléves peut réaliser les
opérations suivantes :

e pour une chaine de I’'hémoglobine, noter la longueur de la séquence nucléique et celle du
polypeptide correspondant fournies dans le théme d’étude ; la comparaison de ces longueurs
est un premier élément de discussion sur I'hypothése du triplet;

» convertir la séquence d’ARNmcod en polypeptide ;
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J: Convertir les séquences

1 10 20 30 40 50

- 0000 (] 0°0°0° 0 10°0°0°0-{] 0°0°0°01 | 0000 [ 0°0°0°0 [ 0°0°0°0 (| 0°0°0°0 . 0000 [10°0°0 0|0
¥ | Traiternent 4| #|0 Conversion de Alpha ARHm codant ;l

&lpha &RMm codant (<] » |0 AUGGUGCUGUCUCCUGCCGACAAGACCAACGUCAAGGCCGCCUGGEECAAG
Fro-&lpha ARMmm co |4] +]0 MetUall euSerProAlafsplLysThrAsnVallysAlanlaTrpGlylLys -
| Sélection : 0/3 lignes 1 | | LI_I

» comparer le polypeptide résultant de cette traduction avec le polypeptide de la banque et
constater ainsi leur identité ;

Thémes d'étude [ = |

‘ Thsreas loamnis |, Gres ot AFRI Eodand
= ‘ EXPRESSION DE LYMFORMATION GEMETIQUE ".

Sy Globine slphs =, ARNm ot ADNe

‘ Globins béts

« inverser la séquence ; traduire la séquence inversée et constater que le polypeptide obtenu est
trés différent du polypeptide réel. A Il'issue de ces opérations, l'unidirectionalité de la
traduction est corroborée ;

« traduire 'ARNmcod a partir des positions 4, 7, 10, etc. (en dupliquant la séquence et en
supprimant le premier triplet, le second, etc.) et constater qu'on obtient toujours la méme
séquence polypeptidique diminuée a chaque fois d'un acide aminé. A contrario, la traduction
de I'ARNmMcod a partir du 2e, 3¢, 5¢, 6¢e... nucléotide, conduit a un polypeptide différent du
polypeptide réel. Ainsi est confirmée I'idée d'une traduction de I'ARNm triplet par triplet,
sans chevauchement.

Le code génétique

Une premiére approche

On peut en construire le tableau de fagon théorique et voir émerger des questions relatives au nombre
des triplets possibles par rapport au nombre d'acides aminés : des triplets différents peuvent-ils coder
pour le méme acide aminé ? Existe-t-il beaucoup de triplets ne codant pour aucun acide aminé ?
Quielle est leur signification biologique ?

L’analyse de la séquence nucléique et du polypeptide mis en vis-a-vis (résultat de la conversion),
permet de trouver des éléments de réponse a la premiére question : pour cela, il suffit de relever les
triplets de I'ARNmM codant pour chaque acide aminé.

A l'issue de ce relevé (qui peut étre enrichi par le travail des éléves sur les ARNmcod de globines
différentes) le caractére dégénéré du code apparait, mais il reste des triplets (non utilisés dans les
séquences étudiées) pour lesquels on ne dispose pas d'informations. Pour en savoir plus a leur sujet,
on peut créer une séquence d'ARN (option Créer dans le menu Fichier) comportant la suite de ces
triplets et en demander la conversion en polypeptide.
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ATEEHE'.\I

1 1n 20 an 40 50

. NEY FRENY ERRTY CRNEY [ERYS ERRNS ERAED TEREY TEEYS FRREE CEREH TX
Saguence | |-| o0 mecTAceT _jj
w | Sélection - 041 ignes 1] | '

La création d’une séquence est facilitée par les icones des bases : il suffit de cliquer dessus.

Les résultats seront variables en fonction de la séquence de triplets constituée, mais dans tous les cas,
les éléves seront confrontés a la signification des triplets qui ne codent pour rien. lls devraient étre
capables d'apporter la preuve qu'ils ont valeur de codons d'arrét de la traduction. Ce travail est
important pour la compréhension des conséquences d’une mutation entrainant I'apparition d’un
codon stop anticipé (mutation non sens).

Une deuxiéme approche

On peut également partir de la visualisation du code génétique proposé par Anagéne. Le caractére
univoque mais redondant du code génétique ressort avec évidence ; chaque acide aminé peut étre
désigné de maniéere active par la succession des trois bases qui le codent, et chaque triplet introduit
montre I’acide aminé codé ce qui pourrait faciliter la compréhension et du code génétique.

aue | Code génétique

Tahleau du code génétique

léxre 2éme hase Jéme Eermer
hase u C I G hase

Phe Ser Tyxr Cys u
I:I Phe Ser Tyxr Cys

Leun Sexr ~~~ =~~~
Leu Sexr ~~~ Txp
Leu Pro His Arg
c: Leu Pro His Arg

Leun Pro GIn Arg
Leu Pro GIn Arg
Ile Thx Asn Sex
A Ile Thx Asn Sex

Ile Thr Lys Arg
Met Thr Lys Arg
Val Ala Asp Gly
c; Val Ala Asp Gly

Val Ala Glu Gly
Val Ala Glu Gly

cac

His

Histidine

mEncSloEaSoEASaEA

On est la aussi conduit a s’interroger sur les triplets qui ne codent pour aucun acide aminé.
L’introduction de séquences d’ARN (option Créer, dans le menu Fichier) contenant I'un ou I'autre de
ces triplets, puis la conversion de ces séquences en polypeptides permettent de tester les hypotheéses
formulées.
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Au terme de ces activités, les notions suivantes sont établies :

» un ARN messager est synthétisé a partir d'un des brins du géne a la suite d'un processus basé
sur la complémentarité des nucléotides ;

» la séquence de nucléotides de I'ARNmM est la méme que celle du brin non transcrit, mais les
nucléotides a uracile remplacent ceux a thymine ;

» la traduction de I'ARNm en polypeptide est unidirectionnelle et séquentielle (triplet par
triplet) ;

e untriplet de nucléotides de I'ARNmM code pour un seul acide aminég ;

» plusieurs triplets codent pour le méme acide aminé (ou tous les acides aminés sauf deux,
tryptophane et méthionine, sont codés par plus d'un codon) ;

e trois triplets UAA, UAG, UGA ne codent pour aucun acide aminé, mais leur insertion dans
une séquence d'ARNm entraine un arrét de la traduction : ce sont des codons Stop ;

» une délétion ou une addition d'un nombre de nucléotides qui n'est pas un multiple de 3 dans
une séquence d’ADN ou d’ARN, entraine un décalage dans la lecture et un changement
presque complet du polypeptide.

Si on considére que les connaissances sur la machinerie impliquée dans la traduction (ARNt, enzymes
aminoacyl-ARNTt synthétase) ne sont pas au programme de premiére S, on voit que le logiciel permet
d'atteindre des points significatifs de I'expression des génes.

Fermer toutes les fenétres
Une vision un peu plus complexe du géene et de ’ARNmM

L'ARN messager réellement traduit dans la cellule est plus complexe que I'ARNmM codant considéré
jusqu'ici car il comprend en amont et en aval de la région strictement codante des parties non
traduites. Il est possible de fournir cette vision plus compléte en alignant (avec discontinuités)
I’ARNmM complet de alpha avec I’ARNm codant correspondant strictement au polypeptide traduit.

Attention : la comparaison doit se faire avec la séquence la plus longue (Alpha ARNmM) en premier,
sinon Il'algorithme de comparaison place le premier A des deux AUG a I'extrémité gauche de
I’'alignement. Pour remonter une séquence, il faut la désigner d’abord en pointant la ligne puis utiliser
le bouton “I'

Themes d'etude !
_tnier_|

i T foumes all Cdere id AR K codind
] ‘ E<PRESSI0N DE LWFORMATION GEMETIOUE T TR DT
S el
‘ Laltars Exlitl
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ATEC

“.-| Comparer les séquences

W Comparaizon aves aligrsment

1 1 20 a0 40 50 G0
— booofjoponfjononfjooaay [aaaafjodoafjooodfjoooofjooon(joonofjoeonjadad9(ionn
| Teakarant of Alignenent multiple de séquences d°ARH = |
| delihas ill ¥ T =
[igha BN 1| ACUNCUEGUCCCCACAEACUCAGABAEAACCCACCANGGUGCUGUCICCNGECEACARGACCA
alphacod ain 1[ | m=mmememmeemseeeeeeeeeeeeeee -
| Sélecton: D¢ igres | | ;I_I

Alignement avec discontinuité montrant au début de I’ARNm complet, avant le triplet AUG, une région ne codant
pas pour la globine alpha.

ATEC

“.c| Comparer les séquences

W Comparaizon avec aligrament

A60 arn 400 490 S0 510
F ||||||||||||||I||||||||1Illll||||||||||||||||||||||||||||||||ll
¥ | Tradbarnint 1 I d
| deriias il ¥ EEAEAEEES
Ahira.ﬁ.Fl-Hm 1 IC HACCEUUARAGEIGEAGCCUCEEUAGCCEUUCCUCCUSCCCGCUGEEECICCCARC EEELCTUE
slphacod ain 1 e e -
=] Bélecton: Lt igres 1| | ;I_I

Alignement avec discontinuité montrant a la fin de I’ARNm complet une région ne codant pas pour la globine alpha.

Pour insister sur le fait que I'information génétique se trouve fondamentalement dans I’ADN, on

pourra comparer aussi comparer Alpha ADNc avec Alpha ARNm.
ATEC

"t Comparer les sequences

i i0 0 ELl 40 50 G0
. IIIIIIIIIIIIII'IIIIIIII|Illlilllll'll||IIIIIIIIIIIIIII'IIIIIIII
¥ |Tesibermmnt alif)  EKomparaisen simple de séquences o' ARH 21
[ipha ADNC o Hfi RETTETEETECELAGAGAL TEAGALAGANCCCACEATERTGE TG TETEETRECEACRRGALLR
[Fdpha AFRHm I T e e s T — T R R R — 5
= | Sélecton: 03 ignes L | LJ_I

L’ADNCc et I’ARNmM sont équivalents aux T - U pres.

La question du signal de fin de traduction étant déja élucidée, il reste celle de l'initiation de la
traduction. Si les groupes d'éléves travaillent sur des génes différents (alpha, béta, gamma, delta) la
présence systématique d'un codon AUG en téte de la région traduite pourra étre remarquée et sa
signification précisée.

On peut également utiliser I'option de conversion appelée Traduction des cadres ouverts de lecture.
Cette option implique que la conversion commence par un codon AUG. Le logiciel affiche les
séquences peptidiques commencant par la méthionine dans les trois cadres de lecture possibles. La
séquence convertie qui correspond a la protéine réelle est déterminée par le premier AUG rencontré.
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Avec Alpha ARNm (donc I’ARNmM complet) le résultat est le suivant :

J: Convertir les séquences

T T T r—.

4n 50 BD T an S0 1n0n 110
= S N T T T T R N N N ER N T e EE R RN Oy
] L -IJ lla kHL'I:HII|i|i|||i|:|||iIIL'IJI:I:IJEl:lml:l:ﬁHL'HIII:HHIIIil:l:lil:I:IJL'EEEl:ﬂmEI:EI:HL'I-'I:IlliIil:liﬂlillﬂuuﬂuj:l
=] tecten 07 ke | r
£ Cenverzian M =1
i5 Fo ] 25 k- 35
""I I I I A D D DO DO D D D D D U D D D D D D D D D U B D
e il =]

« AT AT 113 FellalA

= '
E::Iﬂ il HetUalleuSerProalsadnpl psThrAsnlalLysAlaAlaTrpGlglysSsl Elphl ali sAlailygiluTyrGlyfl «
FI

| e g —

La conversion de Alpha ARNm dans les trois cadres de lecture possibles (en commencant par la premiére base, la
seconde et la troisiéme), fait apparaitre le premier AUG dans le troisiéme cadre de lecture. On peut vérifier que cette
séquence correspond bien au polypeptide réel fourni dans la banque de données.

La vision du gene et celle de son expression qui découlent de cette étude peuvent étre schématisées de
la maniére suivante :

Début Codon d'initiation Codon de terminaison Fin
ADN | . - ATG _ o ____. TAA[ou TGA) - ___________.
GENE ______. TAC _ o ____. ATT[ow ACT) _________________.
ARNmMm ______. AUG _ o ____. UbA ow UGA) _________________.
POLYPEPTIDE MET

Il est utile de préciser que la méthionine mise en place en premier est ensuite éliminée, ce qui fait que
les polypeptides matures ne commencent généralement pas par une méthionine.

Fermer toutes les fenétres
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LES RELATIONS GENOTYPE-PHENOTYPE

Les documents d’accompagnement des programmes précisent (pour la premiére S): un méme géne
peut exister sous la forme de nombreux alléles. Les notions de dominance et de récessivité (envisagées
en troisieme) peuvent étre discutées ; seules les notions d’homozygotie, d’hétérozygotie, d’allele
conduisant a une protéine fonctionnelle ou non sont nécessaires.

Avec un nombre limité d’exemples, on montre que le phénotype macroscopique dépend non
seulement des genes mais aussi de facteurs environnementaux ; il s’agit seulement de dresser un
constat, les phénomenes explicatifs ne sont pas évoqués mais I’'éléve comprend qu’un méme génotype
peut conduire a des phénotypes macroscopiques différents. On remet ainsi en question le caractére
univoque du lien direct qui pourrait étre encore fait entre la possession de deux alléles d’un géne et le
phénotype macroscopique.

Les données

Les phénotypes relatifs aux hémoglobinopathies

Il s’agit du phénotype drépanocytaire et des phénotypes thalassémiques. Dans ces exemples le
polypeptide résultant de I'expression du gene est le phénotype moléculaire dont dépendent le
phénotype cellulaire et le phénotype clinique de I’'organisme.

Les phénotypes du groupe sanguin A, B, O

Dans cet exemple, le polypeptide produit de I'expression du gene est une enzyme qui intervient dans
la derniére étape de la synthése des marqueurs membranaires de ce systéme de groupe sanguin. Le
phénotype moléculaire, c’est a dire le marqueur membranaire, résulte de I'activité catalytique du
polypeptide expression du géne.

Le phénotype phénylcétonurique
La aussi, le produit de I’expression du gene est une enzyme qui catalyse la transformation d’un acide
aminé, la phénylalanine, en tyrosine. Cet exemple présente surtout un double intérét :
« sensibiliser a I'idée que le phénotype ne dépend pas que du génotype mais résulte d’une
interaction entre génotype et milieu ;
» sensibiliser a I'idée de la diversité des phénotypes phénylcétonuriques en relation avec la
diversité génétique (nombreux alléles a I'origine de la phénylcétonurie).

Le phénotype drépanocytaire

A vrai dire, on compare deux phénotypes : le phénotype drépanocytaire et un phénotype non
drépanocytaire et on montre comment les différences entre ces deux phénotypes résultent des
différences entre les génotypes. C’est un modele incontournable car :

e c'est le meilleur exemple pour expliquer la relation entre le phénotype clinique
macroscopique et le phénotype moléculaire. Pour I'éleéve, il s’agit de comprendre que le
génotype ne régit que le phénotype moléculaire et qu’une intervention agissant sur les
conséquences de ce phénotype moléculaire peut modifier plus ou moins fortement le
phénotype clinique. Tout phénoméne macroscopique résulte en réalité de I'interaction du
phénotype moléculaire et du milieu ;

e c’est un exemple simple mais quasi unique ou un phénotype macroscopique correspond a un
seul alléle.

La cassette vidéo, éditée par le CNDP (La drépanocytose, une maladie héréditaire) introduit les notions de
phénotype clinique, de phénotype cellulaire et de phénotype moléculaire. Ainsi les signes cliniques
multiples de la maladie seront associés a un comportement anormal des molécules d'hémoglobine au
sein des hématies drépanocytaires. Cette cassette permet aussi de réfléchir a la notion de maladie
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héréditaire et d'établir dans I'esprit des éléves une liaison entre la synthése d'une chaine béta anormale
et la possession d'un alléle particulier du géne qui code pour cette chaine (la notion d’homozygotie
doit étre précisée).

Plusieurs images extraites de cette cassette figurent dans la banque de documents pour illustrer ce
théme. Ces documents sont a visionner dans I'ordre qui semble nécessaire. Il est possible d’y ajouter
tout autre document personnel utile pour les éléves.

Programmaes et documents

= ]
e |
JRICw' 5 iowitin o a ool

= ‘ Dhoourvents foumiz

,,ﬁ DOCLIMEMTS GEMERALE

ﬁ LHEMOGLORIME HUHANE HORMALE

S LHEMDGLOBIE HUMAINE DREPANDCYTAIRE
d FOLYMDAPHISKE DE L3l FHAARNTITRYRSIKE
&5 POLTMOAPHISME DU GENE IT15

E‘] Obseriation reciodoopaps o Land drépanoecplane
I:'] Caculstion capdains, ang nommal & didparootsne
I:] Fi, de Ls Fsnchs nommasls s drépanccpises

D Elsclhiophotios dHb ramals sl diéparno ses

D E lisclsoqfuaizng chi FEDM Farvrl il crbuisecoytn i

G POUTMOAPHISME DE HLA

g HEREDITE DU DEFICIT EN GEFD

d HEREDITE DE LALBMISHE

&5 HEREDITE DES RETINITES FIBMENTAIRES
. Dhooamerds pesonnek

E‘] Chaine B de MHD deépanocy s
E'] Téhimmesas de MHb dedpanocens

Une fois établie la liaison entre les aspects macroscopiques des phénotypes drépanocytaire et non
drépanocytaire et la tendance ou non des molécules d’hémoglobine a former des polymeres fibreux au
sein des hématies, on peut demander aux éléves :

e de comparer les séquences des deux séquences protéiques drépanocytaire et non
drépanocytaire ;
Comparer les séquences

ATEC
=EB==

1 ] in 15 0

= IR IR I s [ T R L U I A IR [ T [ I ]

k [Tesilement 1 -|[| G0 A dagdes s Dipleds - chigued poid changss de gk ptidiques |
beta poa if wflh HetlalHisLeoTheProGloGlulysSernlalalThralaleaTrpGlyl psUalAasn
diap peo e |- - - - - - wal- - - - - - - - - - - - - 4

| Sdecton: 073 ores ol ] _“lJ
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« de comparer les séquences des deux alléles correspondants ;

1 10 20 30 40 50

e IIII!IIIIIIIII!IIIIIIIII!IIIIIIIII!IIIIIIIII!IIIIII
¥ | Traitement 4| +|0 Comparaison simple de séquences d'ADH |

betacod. adn «f 0 ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGE

drepood. adn J JFp -————--———— T——————— =
Sélection : 0/3 lignes 1 | | 3 |

« de montrer en réinvestissant les notions vues sur la synthése des protéines comment les
différences entre les deux alléles entraine des différences au niveau des séquences protéiques.

| 4

Fermer toutes les fenétres

Les phénotypes thalassémiques

Il existe en réalité de nombreux phénotypes thalassémiques. Ceux envisagés dans cette banque 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 cliniques débutent des
I’enfance. Les signes hématologiques sont marqués par une anémie hémolytique grave, une
morphologie des hématies trés irréguliére et par un retard staturo-pondéral et des modifications du
squelette en rapport avec I’hnémolyse chronique. L’évolution spontanée est constamment mortelle en
qguelques années. Les malades arrivent a survivre quelques années car I’absence d’hémoglobine Al
fonctionnelle (hémoglobine formée de deux chaines alpha et de deux chaines béta) est partiellement
compensée par une synthese accrue d’hémoglobine A2 (deux chaines alpha et deux chaines delta) et la
persistance de synthése d’hémoglobine feetale (deux chaines alpha et deux chaines gamma).

Il nexiste pas de traitement curatif des thalassémies. Les traitements proposés sont basés sur la
transfusion mensuelle d’hématies qui, outre I'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.

L’'intérét de cet exemple est que le méme phénotype macroscopique di a I'absence de chaine béta
(phénotype moléculaire) peut étre engendré par des génotypes différents. 1l y a plusieurs alleles du
géne béta qui peuvent étre a I’origine du phénotype thalassémique possible.

La encore, une démarche pédagogique consiste a :

« comparer les phénotypes macroscopiques thalassémique et non thalassémique et a les relier
au phénotype moléculaire : absence ou présence de chaine béta fonctionnelle ;

» comparer les chaines béta protéiques synthétisées par les diverses thalassémies a la chaine
béta normale et a noter les différence dans un tableau faisant ressortir la position et la nature
du changement constaté, ou bien sur un graphique.

Les séquences polypeptidiques fournies sont celles initialement synthétisées au niveau des
ribosomes. Elles possédent donc toutes, en premier, une méthionine. Malgré leur durée de vie parfois
trés breve, les polypeptides a l'origine des thalassémies envisagées figurent dans la banque de
données.

La banque renferme les séquences de 8 alléles a I'origine de thalassémies. On peut répartir le travail
entre les groupes : il est intéressant que chaque groupe étudie 3 alleles différents par la nature de la
mutation a leur origine (substitution, addition, délétion).

Pour les polypeptides, la comparaison simple permet de visualiser immédiatement les différences. Il
en est de méme pour les séquences des alleles des thalassémies 1 a 3, dont la longueur est identique a
celle de I'allele normal.
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“t-- Comparer les séquences
30 a0 50 60 70
ik !IIIIIIIII!IIIIIIIII!IIIIIIIII!IIIIIIIII!IIIIIIIII!
¥ | Traitement A +]0 quences d'ADH ;I

Hb A nuclEique | +|0 AAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGLGGCAAGGTGARCGTGGATGAAGTTGGT

Thal nucléique J4/0 }-------—— T =
| Sélection : 043 lignes ll | >|

¥ | Traiterment | +|0 séquences peptidiques -
GluLysSerAlalalThrAalaleuTrpGlyLysValAsnValAaspGlulal

=

Hb & protéique i v

=

Thal protéique il

| Sélection : 0/3 lignes LI _I _"I_I

Les alléles a I'origine des thalassémies 4 a 8 ont un nombre de nucléotides différent de celui de l'alléle
normal. La comparaison révéle des séquences différentes a partir d'une certaine position. L'analyse
fine de cette région conduit a découvrir I'existence d'un décalage entre les deux séquences, dd a
I'insertion ou la délétion de 1 ou plusieurs nucléotides.

30 40 kD 60 T0O
a 0010000 (J0000[jo220()0000[jpPpo0(jooaCc 000080 00[[000 o0t
Traiternent af O nces d*ADH ;I
Hb & nucléique | k|0 TCTGCCGTTACTGLCCTGTGGGGEAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGRTGRET
Thah nucléique el f|—-————"-"-—-—-"-"-"-"--——y- G-TGA-CGTG-ATGA-GT-G-TG-TG -
w|  Sélection : 0/3 ignes il I LI_I

Comparaison simple de séquences montrant que le décalage est da a la délétion dans la séquence
Tha6 nucléique de la base C en position 51.

Il est néanmoins préférable de recourir a I'alignement avec discontinuités qui montre mieux la
mutation a I’origine du décalage.

30 40 L] 60 70
- RN ERERN ERRRE ERRRN ERRRY ERRRRERREE ERRRE RERRY ERREN
¥ | Traiternent A Hjo équences d'ADH ;I
|dentités 4 {0 363 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36 36366 IEIEIEIE 36 IE 6363636 36 36 36 36 36 36 3636 36 36 36 3636 36 36 36 3
Hb & nucléigue ) I AAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAAGGTGAACGTGGATGAAGTTGGT
Thak nucléigue AHes e -
: Sélection : 044 lignes LI | LI_I

Alignement avec discontinuités des deux séquences. Le tiret bas (_) montre bien ou se situe la délétion dans la
séquence Tha6 nucléique (C en moins en position 51).
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Représentation des résultats
Les éléves doivent construire un tableau récapitulatif des informations extraites a partir des
traitements et schématiser les diverses chaines thalassémiques par rapport a la chaine normale.

ADN Polypeptide
Position dans la Nature du Position dansla | Changement global
séquence Changement séquence
nucléique protéique
Thal nucléique 52 A-T 18 chaine de 17 a.a.
Tha2 nucléique 118 C-T 40 chaine de 39 a.a.
Tha3 nucléique 47 G -A 16 chaine de 15 a.a.
Tha4 nucléique 20 manque A 7 chaine de 18 a.a.
différences a partir du
7
Thab nucléique 218 A en plus 73 chaine de 73 a.a
le dernier différent
Tha6 nucléique 51 manque C 18 chaine de 18 a.a.
le dernier différent
Tha7 nucléique 28 C en plus 10 chaine de 22 a.a.
différences a partir du
10
Tha8 nucléique 124 manque 42 chaine de 59 a.a.
TCTT* différences a partir du
42

*Le logiciel affiche une discontinuité qui correspond a I'absence de CTTT a cause de la présence d'un T
de part et d"autre du groupement TCTT. Cette différence est due a I"algorithme d*alignement.

15 THA3
17 THAT
___________ 18 THAA
! 10 THAE
22 THAT
1o 39 THAZ
&

59 THAD

12

4 THAS

- 147

Chaine h#Eta normale

Les polypeptides codés par les divers alléles du gene béta sont représentés a I"aide de segments de droites paralléles de
longueurs proportionnelles a leurs nombres d*acides aminés. Les parties identiques sont indiquées avec un trait

continu et les parties différentes avec un trait en pointillé.

L'arrét anticipé de la traduction de I'ARNm, par suite de I'apparition d'un codon Stop plus ou moins
précoce dans la séquence, est un dénominateur commun a l'origine du phénotype thalassémique. Mais
ce codon Stop est dG a des mécanismes différents selon les alléles :
e substitution transformant un triplet codant pour un acide aminé en un codon Stop
(thalassémies 1, 2, 3) ;
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« délétion entrainant un décalage dans la lecture et provoquant I'apparition d'un codon Stop
plus ou moins distant de la position de la délétion (thalassémies 4, 6, 8) ;

» addition d'un nucléotide entrainant un décalage de la lecture et provoquant I'apparition d'un
codon Stop plus ou moins distant dans la séquence (thalassémies 5,7).

Fermer toutes les fenétres

Le phénotype « groupe sanguin ABO »

Les phénotypes sanguins A, B et O sont définis respectivement par la possession des antigénes
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 systéme 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 gene; cette enzyme est en somme le phénotype moléculaire
primaire.

Une démarche pédagogique possible consiste a :

e présenter ce groupe sanguin en envisageant les divers niveaux du phénotype et en indiquant
ou intervient I’enzyme dans la chaine de biosynthése ;

e comparer les séquences des différents alléles (prendre A comme référence) ; identifier la
nature et la position des mutations ;

» rechercher les différences au niveau des polypeptides enzymatiques ;

« demander de réinvestir les connaissances sur les mécanismes d’action des enzymes et
notamment sur le site actif pour expliquer comment les différences au niveau de I'enzyme
peuvent entrainer des différences au niveau des marqueurs.

Commentaire

La comparaison des alléles A et B montre qu'ils different par 4 nucléotides situés aux positions 523,
700, 793 et 800. Il en résulte aussi quatre différences au niveau de la séquence d'acides aminés du
polypeptide enzymatique. On peut penser qu'elles sont a I'origine des différences de spécificité vis-a-
vis des substrats de I'enzyme et que les quatre acides aminés en jeu participent directement ou
indirectement a la constitution du site actif de I'enzyme. Dans un article de La Recherche de mai 1993,
Hakomori précise que deux des acides aminés (leucine 265 et glycine 267) rendent I'enzyme A capable
de reconnaitre la N-acétylglactosamine, les deux autres acides aminés (méthionine 265 et alanine 267)
rendent I'enzyme B capable de reconnaitre le galactose. (Sans qu'on sache pourquoi, l'article de La
Recherche attribue a ces acides aminés les positions 266 et 268). L'alléle O differe fondamentalement
des alléles A et B par une délétion en position 258 (G en moins) qui entraine un décalage du cadre de
lecture et l'apparition d'un Stop au codon 117. Il en résulte que toute la partie du polypeptide
contenant les acides aminés précédents n'est pas synthétisée chez les individus du groupe O, ce qui
peut étre relié a I'inactivité de I'enzyme.
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ATEC

“.-| Comparer les séquences

™ &0 i L i
— [ N O IR Y N DN N Y [N TN | N [N TN N AN N (N |
Thaitement il ¥ LI
e 1 e “ -
scodd adn afl # FIFIEETEETEHEHEEETGEHHGEFITGTE[:TEETEETEHEEEETTEEETEEETEEEHTT
ocod adn T S e
| Slection: 004 bgnes A | Ll_l

L’allele O est identique a I’alléle A sauf au codon 86 ou on observe la délétion d’une base (-G).

110 115 120 125

a Pl | [N Y O A I R R
* |ocod adn ] GGCTCCAGAACACCACCATTGGET ETGTGTTTGEEFIT[:FIFIGFIFIFITFI[:GTGG;I
Fro-ocod. adn 1| |0 GlySerArgThrProProLeuGly ¥
w| Sélection: 0/2 ignes il _I LI_I

La mutation au codon 86 entraine I’apparition d’un codon stop (TAA) apres le 117¢ codon.

Fermer toutes les fenétres

Le phénotype clinique phénylcétonurique

Informations scientifiques

La phénylalanine hydroxylase (PAH) est une enzyme hépatique qui intervient dans la transformation
de la phénylalanine en tyrosine au niveau du foie. En cas d'inactivité enzymatique, la phénylalanine
s'accumule dans le sang (hyperphénylalaninémie) et se transforme en acide cétonique (acide
phénylpyruvique et ses dérivés) ce qui provoque une intoxication cellulaire, notamment des cellules
nerveuses. Les symptdmes cliniques de la maladie sont une grave arriération psychique et des
troubles caractériels. L'acide phénylpyruvique et la phénylalanine en excés sont éliminés par les reins
dans les urines : I'enfant est atteint de phénylcétonurie. 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 subtilis dont la croissance est inhibée par manque
de phénylalanine. Selon la croissance ou non de la culture bactérienne, on estimera s'il y a
hyperphénylalaninémie ou pas. En cas de résultat positif, un dosage sanguin précis de la
phénylalanine sera effectué. L'hyperphénylalaninémie dépend de I'intensité du déficit enzymatique.

La banque renferme la séquence du géne normal de la phénylalanine hydroxylase et celles de

plusieurs alleles mutés. Le tableau joint donne les caractéristiques de ces alleles et des polypeptides
qui leur correspondent, ainsi que les phénotypes cliniques des homozygotes.
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Séquence nucléique Polypeptide
Noms des Nucléotides Codons changés A.A changés Type de Phénotype
alleles changés Nature-Position Nature- mutation clinique de
Nature-Position Position I'homozygot
e
Phenorm (référence) (référence) (référence) Normal
Phel -T165 TTTGAGGAG - Phe55Leu.... [ Délétion Séveére
TTGA......TAAG0 60X décalante
Phe2 - ATC283-284-285 |-ATC 95 - lle9s Délétion non | Peu sévére
décalante
Phe3 C331-T CGAll1-TGA ArglliXx Substitution | Sévere
non sens
Phe4 G473 A CGG158 - CAG Argl158Gin Substitution | Assez
faux sens sévere
Phe5 - AG663-664 GAT222 - TAA Asp222X Délétion Sévere
décalante
Phe6 A696 - G CAA232 - CAG GIn232GIn Substitution | Normal
neutre
Phe7 C727-T CGA243-TGA Arg243Xx Substitution | Sévere
non sens
Phe8 G735 A GTG245 - GTA Val245Val Substitution | Normal
neutre
Phe9 G782-A CGA261-CAA Arg261Gin Substitution | Peu sévére
faux sens
Phel0 G814 T GGA272 - TGA Gly272X Substitution | Sévere
non sens
Phell G838- A GAA280- AAA Glu280Lys Substitution | Sévere
faux sens
Phel2 T896 -G TTT299 - TGT Phe299Cys Substitution | Sévére
faux sens
Phel3 G1038 GGG346 - GGC... Leu347Ser.... | Délétion Sévere
TAA398 398X décalante
Phel4 CTC1093-1095 CTC365 Leu365 Délétion non| Sévere
décalante
Phel5 G1223- A CGG408 - CAG Arg408GiIn Substitution | Peu sévere
faux sens
Phel6 C1222-T CGG408 - TGG Arg408Trp Substitution | Sévere
faux sens
Phel7 Al241 -G TAC414 -TGC Tyr414Cys Substitution | Peu sévere
faux sens

Quelques alleles du géne de la phénylalanine hydroxylase.

Arg408GIn ; au 408¢ acide aminé, I'arginine est remplacée par la glutamine

X : absence d'acide aminé suite a la rencontre d'un codon STOP lors de la traduction

Argl11X: I'arginine 111 n'existe pas dans le polypeptide codé par I*alléle (chaine de 110 a.a.)
Phe55Leu....60X: a partir du 55éme a.a. le polypeptide codé par I*alléle change et sa chaine n*a que 59 a.a.
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On a estimé par ailleurs I'activité de la PAH en % par rapport a l'activité normale selon les alléles
présents chez les individus homozygotes ou hétérozygotes.

Lol ohe7 [Phetl |Phes |Pheo |Phel?
Alléle
Phe7 0 |15 |5 |15 |25
Phell 3 65 |165 | 265
Phed 10 |20 | 30
Phe9 30 | 40
Phel7 50

Activité de la phénylalanine hydroxylase en % par rapport a I’activité normale.

Du point de vue phénotype clinique, les individus ayant une activité PAH égale ou inférieure a 10%
présentent une phénylcétonurie sévére. Au dessus de 15%, la maladie est atténuée. Le dépistage

précoce de I'nyperphénylalaninémie (supérieure a 20 mg.dl'l) permet la mise en place d'un régime
alimentaire pauvre en phénylalanine ; cela constitue le traitement diététique de la phénylcétonurie,
exemple d'une influence du milieu sur l'apparition ou non des symptdmes de la maladie ! Les
régimes sont établis a partir de tables de composition en phénylalanine des divers aliments.

La démarche pédagogique a adopter doit veiller a bien faire réfléchir sur :

« la multiplicité des alléles a I'origine des phénotypes phénylcétonuriques ;

» la variété des polypeptides produits de I'expression de ces alléles ; bien faire comprendre
comment des substitutions différentes d’acides aminés peuvent affecter I’activité enzymatique
et conduire a des phénotypes phénylcétonuriques plus ou moins accusés ;

« |e fait que le phénotype macroscopique clinique ne dépend presque pas du génotype a partir
du moment ou les conséquences du phénotype moléculaire sont quasi abolies par I'action sur
le milieu (régime alimentaire).
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POLYMORPHISME DES GENES

Le document d'accompagnement du programme de terminale S fixe les orientations a privilégier.

* Le polymorphisme des génes et les familles de genes au sein d’une espéce doivent étre
compris comme le résultat d’une accumulation des innovations génétiques au cours des
générations successives. Des liens entre génétique et mécanismes de I'évolution deviennent
compréhensibles : trois exemples sont abordés.

e L'étude n'est plus centrée sur l'individu mais sur les populations au sein des espéces. La
notion de polymorphisme génique a un caractére quantitatif et implique la prise de conscience
que, pour beaucoup de génes de l'espece, il existe plusieurs alleles répandus dans la
population. La notion de fréquence génique est associée a celle de polymorphisme.

» L'origine du polymorphisme, a savoir les mutations, est envisagée dans la perspective d'une
étude au niveau des populations.

» Seuls les principes des innovations génétiques sont a connaitre : duplication du géne ancestral,
divergence plus ou moins grande de copies.

C% Les séquences du gene qui code pour I'alpha-antitrypsine

Informations scientifiques

La protéine
L’alpha-antitrypsine est une protéine plasmatique constituée par une chaine de 394 acides aminés et
de trois chaines latérales glucidiques. Ces chaines latérales se branchent sur la chaine peptidique au
niveau de résidus asparagine en positions 46, 83 et 247. C’est une glycoprotéine globulaire dont la

masse molaire est de 52 kilodaltons ; au cours d’une électrophorése du sérum, elle fait partie du pic
des alphal globulines d’ou le début de son nom. La concentration plasmatique d’alpha-antitrypsine

est généralement comprise entre 150 et 350 mg.dl”. Cette protéine diffuse dans le liquide interstitiel ot
sa concentration est toutefois plus faible, environ le dixiéme de ce qu’elle est dans le plasma. Les
variations de sa concentration dans le liquide interstitiel suivent celles du plasma.

La demi-vie de I'alpha-antitrypsine est de 4 a 5 jours. Cette protéine est produite et sécrétée par les
cellules hépatiques. Elle est synthétisée au niveau du réticulum endoplasmique granuleux des
cellules hépatiques sous forme d’un précurseur de 418 acides aminés. Le peptide signal formé par les
24 premiers résidus de ce précurseur est éliminé durant le passage dans les cavités du réticulum. L3,
en méme temps que la protéine prend sa configuration tridimensionnelle, les trois chaines glucidiques
y sont ajoutées. La protéine ainsi glycosylée est transférée aux saccules golgiens, complétée dans sa
partie glucidique, puis ensuite sécrétée (exocytose des vésicules golgiennes). On estime a 34 mg par
kilo de masse corporelle la production journaliére d’alpha-antitrypsine.

L’alpha-antitrypsine 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 des granulocytes sont des protéases de ce type. L’action inhibitrice de
I’'alpha-antitrypsine sur ces protéases a été mise en évidence pour la premiére fois sur la trypsine, d’ou
son nom. In vivo, cependant, le seul substrat réel pour I'alpha-antitrypsine est I'élastase, une
endopeptidase extrémement puissante capable de cliver la plupart des protéines de la matrice
extracellulaire, I'élastine et les divers collagénes, notamment. Cette élastase est libérée par les
granulocytes a leur mort. Au niveau du conjonctif des alvéole pulmonaires, cette élastase est libérée a
des bas taux en permanence. L’alpha-antitrypsine protége ainsi la matrice extracellulaire des divers
organes, en particulier celle des alvéoles pulmonaires.
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L'alpha-antitrypsine exerce son action inhibitrice en se liant fortement et de fagon quasi irréversible au
site actif de I'élastase. Le site de liaison de I'alpha-antitrypsine est localisé au niveau des résidus
méthionine 382 - sérine 383. La méthionine 382 peut étre facilement oxydée, ce qui réduit fortement
I'affinité de I'alpha-antitrypsine pour [I'élastase. Il semble que la fumée de cigarette entraine
I’'oxydation de la méthionine, ce qui expliquerait, au moins en partie, I’aggravation des symptémes
chez le fumeur en cas de déficience en alpha-antitrypsine.

Le gene et ses alléles

Situé sur le chromosome 14, le géne comprend 12 200 paires de bases. Il est composé de 7 exons et 6
introns ; la région strictement codante pour la protéine se trouve au niveau des 4 derniers exons. On
connait 75 alleles dont plusieurs avec une fréquence supérieure a 1% ; ce gene est donc trés
polymorphique dans les populations humaines. La figure 1 renseigne sur la fréquence des alléles les
plus répandus et sur les concentrations plasmatiques d’alpha-antitrypsine chez les personnes
homozygotes pour chacun de ces alléles.

Alléles Fréquence * | Tauxdalpha-antitrypsine Quantité d'alpha- Risques de
estimée danslesang antitrypsine dans le maladie chez
sang I’lhomozygote
(en %) (en% par rapportau normeal) (mg/dI-1) **
M'1(Ala237) 20-23 100 150-350 non
M1 44-49 100 150-350 non
M2 14-19 100 150-350 non
M3 10-11 100 150-350 non
S 2-4 40-70 100-200 non
z 1-2 10-15 15-50 oui
NULL1 Rare 0 0 oui et précoces
NULL2 Rare 0 0 oui et précoces

Fréquence des alléles de I"alpha-antitrypsine et concentrations plasmatiques.
* Fréquence estimée pour la population blanche des Etats-Unis d" Amérique
** Quantité d'alpha-antitrypsine chez I"homozygote
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Le tableau ci-dessous indique les différences dans les séquences de ces alléles en prenant comme
référence I'allele M’1 (Ala237). Ces séquences du brin non transcrit qui commencent par le codon
ATG et se terminent par un codon STOP incluent la région correspondant au peptide signal (24
acides aminés). D'autres publications faisant référence a I'alpha antitrypsine ne prennent en compte
gue la séquence codante correspondant a la protéine mature qui n'inclut donc pas la partie codant
pour le peptide signal.

Séquence nucléique Polypeptide
Noms des Nucléotides changés Codons changés A.A. changés Type de
alléles Nature - Position Nature - Position Nature - mutation
Position
M'1 (Ala237)
(Référence) C710 GCG237 Ala237
M1 C7l10 - T GCG237 - GTG Ala237Val Substitution
M2 C710 - T GCG237 - GTG Ala237Val Substitution
A1200 - C GAA400 - GAC Glu400Asp Substitution
G374 - A CGT125 - CAT Argl25His Substitution
M3 C710 - T GCG237 - GTG Ala237Val Substitution
A1200 - C GAA400 - GAC Glu400Asp Substitution
S C710 - T GCG237 - GTG Ala237Val Substitution
A863 - T GAA288 - GTA Glu288Val Substitution
A G1096 - A GAG366 - AAG Glu366Lys Substitution
NULL1 - C552 TAC184 - TAG Tyrl84X Délétion
NULL2 C710 - T GCG237 - GTG Ala237Val Substitution
A721 - T AAG241 - TAG Lys241X Substitution

Caractéristiques des alléles de I’alpha-antitrypsine.

Ces alléles peuvent étre regroupés en 4 ensembles : les variants normaux, les variants déficients, les
variants « NULL » et les variants dysfonctionnels.

Les variants normaux (M'1, M1, M2, M3)

Ces alléles codent pour des molécules d’alpha-antitrypsine différentes mais également fonctionnelles
et sécrétées de facon équivalente. Les concentrations plasmatiques de la protéine sont du méme ordre

de grandeur chez les homozygotes pour chacun de ces alléles, comprises entre 150 et 350 mg.dl”.
L’allele le plus fréquent est M1 (Val237) ce qui signifie que le 237¢ triplet code pour la valine. Les
alleles variants normaux différent les uns des autres par 1, 2 ou 3 substitutions de nucléotides,
entrainant 1, 2 ou 3 substitutions d’acides aminés dans la protéine sans modification de ses propriétés
(mutations neutres).
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Il existe beaucoup d’autres variants normaux que ceux présentés ici, généralement rares ou tres rares ;
M4, toutefois, a une fréquence comprise entre 1 et 5% dans les populations européennes.

Les variants déficients

Les deux seuls ayant une fréquence supérieure a 1% sont les alléles S et Z.

L’allele S code pour une protéine inhibant correctement I'activité de I’élastase, donc fonctionnelle,
mais sécrétée en plus faible quantité que les protéines codées par les variants normaux. En
conséquence, les homozygotes pour cet alléle ont une concentration plasmatique de I'alpha-

antitrypsine comprise entre 100 et 200 mg.dl'l. L'allele S differe de I'allele M1 (Val237) par une seule
substitution de nucléotide entrainant la présence de valine en position 288 a la place d’acide
glutamique. Il semble que cette mutation entraine une relative instabilité de la protéine, cause d’une
“ destruction ” précoce a I'intérieur méme des cellules hépatiques. Cela est a I’origine de la déficience
de sécrétion. Une fois sécrétée, I'alpha-antitrypsine a une durée de vie normale.

L’allele Z code pour une protéine ayant une activité inhibitrice de I'élastase réduite ; de plus, elle est
sécrétée en faible quantité de sorte que les concentrations plasmatiques chez les homozygotes Z sont

comprises entre 15 et 50 mg.dl'l. Cet alléle Z differe de I'allele normal M’1 (Ala237) par une seule
substitution de nucléotide entrainant la présence de lysine a la place d’acide glutamique en position
366. Chez les homozygotes Z, les niveaux d’ARNmM sont normaux ainsi que la traduction. Cependant,
apres la mise en forme des chaines glucidiques dans le réticulum, les molécules d’alpha-antitrypsine Z
s'agrégent limitant ainsi le transfert vers l'appareil de Golgi et donc la sécrétion. La structure
tridimensionnelle de la protéine est affectée par la substitution.

Les variants « NULL »

Un homozygote pour un allele « NULL » a une concentration plasmatique nulle d’alpha-antitrypsine.
Ces alléles sont toujours rares avec une fréquence inférieure a 0,1%. lls different des variants normaux
soit par une substitution non sens (allele Bellingham appelé NULL2 dans la banque) soit par une
délétion entrainant un décalage du cadre de lecture et I'apparition prématurée d’un triplet STOP
(allele granite falls appelé NULL1 dans la banque). Les protéines codées par ces alléles sont raccourcies,
trés instables et rapidement détruites.

Le variant dysfonctionnel

Un seul allele de ce type est connu et il a été trouvé chez un seul individu... Il differe des alléles
normaux par une substitution qui entraine le remplacement de la méthionine du site actif de I'alpha-
antitrypsine par I'arginine. 1l en résulte que ce type d’alpha-antitrypsine a une activité inhibitrice de
I’élastase faible, mais les concentrations plasmatiques sont normales.

Les relations de dominance entre les alléles

Les deux alléles présents chez un individu s’expriment indépendamment I'un de I'autre. On trouve
donc dans le sang, en cas d’hétérozygotie, les deux types d’alpha-antitrypsine. Les spécialistes de ce
gene disent qu’il y a codominance. Cela est vrai au niveau biochimique mais ne I'est plus au niveau
macroscopique comme le montrent les phénotypes cliniques associés aux divers génotypes.

Les phénotypes cliniques associés aux divers génotypes
Les études épidémiologiques montrent que les concentrations plasmatiques d’alpha-antitrypsine

inférieures a 80 mg.dl'1 sont associées a un risque d’emphyséme pulmonaire. A ces concentrations,
I’'alpha-antitrypsine inhibe insuffisamment I’élastase et celle-ci détruit peu a peu le tissu conjonctif, en
particulier au niveau des alvéoles pulmonaires, ce qui perturbe les échanges gazeux et entraine
I’'emphyséme.

Les personnes possédant deux alléles « NULL » présentent les symptémes d’emphyseme avant I’age
de 30 ans et ne vivent que rarement au-dela de 40 ans. Les individus de génotype ZZ (concentration
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plasmatique comprise entre 15 et 50 mg.dl'l) souffrent aussi d’emphyséme mais plus tardivement et
la maladie est généralement fatale vers 60 ans. Par suite des modalités d’expression des alléles, la
possession d’un seul alléle normal suffit pour avoir une concentration plasmatique d’alpha-
antitrypsine protectrice vis-a-vis de I’élastase et cela méme si le second allele est un allele « NULL ».
Les individus S/Z ont une concentration plasmatique a la limite de risque d’emphyséme. Ce risque
peut étre fortement augmenté par des facteurs d’environnement comme la fumée de tabac.

Evolution du géne qui code pour I'alpha-antitrypsine
Bien que l'allele M1 (Val237) soit le plus répandu dans les populations, les spécialistes s'accordent
pour dire que l'alléle le plus ancien et seul présent dans les premiéres populations humaines est M'1
(Ala237). lls s'appuient pour cela sur la séquence codante du géne connue chez le Chimpanzé qui est
identique a celle de M'1 sauf a un site (ce qui entraine une différence entre les protéines en position
409 : méthionine chez I'Homme, valine chez le Chimpanzé). En particulier, le codon 237 est identique
dans l'alléle M'1 et chez le Chimpanzé.
Si M'1 est bien l'alléle initial, tous les autres en dérivent par mutations. En appliquant le principe de
parcimonie, on peut dire que deux alléles sont d'autant plus apparentés que le nombre de différences
entre eux est réduit. La figure 6 montre les filiations entre alléles reconnues par les spécialistes.
Utilisations pédagogiques

Analyse du tableau de fréquence des alléles

Aprés une présentation du rdle joué par l'alpha-antitrypsine dans l'organisme ainsi que celle du
phénotype morbide associé a sa déficience, on peut proposer I'analyse du tableau des fréquences des
alleles du gene qui code pour I'alpha-antitrypsine. Les éléves doivent discuter :
e du polymorphisme du géne ;
» des rapports entre différences au niveau du génotype et différences au niveau du phénotype ;
cette discussion peut déboucher sur une classification des alleles semblable a celle indiquée
dans les informations scientifiques (variants normaux, variants déficients, variants « NULL »).

Recherche des différences entre les alléles

Les éléves doivent comparer les séquences et noter les différences constatées dans un tableau. Une fois
rempli, ce tableau doit conduire a un premier bilan des différences entre les divers alléles et I'allele de
référence : substitution d'un ou plusieurs nucléotides, délétion d'un nucléotide (NULL1).

Remarque : il est indiqué de choisir comme alléle de référence non pas M1 qui est le plus fréquent,
mais M'l que les généticiens estiment l'alléle initialement présent dans les premiéres populations
humaines.

Recherche des conséquences des différences entre les alléles sur le polypeptide

Les éléves peuvent soit se référer au code génétique, soit utiliser la fonction de conversion de
séquences, et les comparer au polypeptide de référence. Les informations obtenues sont intégrées dans
un tableau qui doit permettre de discuter des conséquences variables des substitutions de nucléotides
sur le phénotype (distinction phénotype moléculaire, phénotype cellulaire, phénotype macroscopique
ou clinique) ainsi que de dégager I'importance du décalage du cadre de lecture en cas de délétion.

Analyse des relations génotype-phénotype chez les hétérozygotes

Depuis la classe de seconde, les éléves connaissent la localisation chromosomique des genes et savent
gue pour les génes autosomaux, un individu possede deux alleles du méme géne. Le probléeme de le
relation entre le phénotype et le génotype chez un organisme hétérozygote peut donc étre posé. Pour
le résoudre, on peut utiliser la banque de séquences des alleles du géne de l'alpha-antitrypsine que
possedent les individus de I'arbre ci-apres.
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ALPHA ANTITREYPSINE
i 1 (2)
130 115
i 7 g) é) | (&)
30 110 165 235 0 290

iii 1 %

140 102 90

VA : emphyséme pulmonaire
O . pas de signes d'emphyséme pulmonaire

Individu 15 : décédé a 40 ans. Troubles depuis I'dge de 30 ans
Individu w3 : fumeur.
Dornées numériques : mg. di'1

Arbre généalogique d*une famille avec troubles de I*alpha-antitrypsine.

Il ne s'agit pas de faire une analyse classique d'un arbre généalogique mais d'associer son exploitation
a la banque de données pour centrer I'étude sur les notions de dominance et de récessivité. Pour
cela, on peut demander aux éléves d'indiquer le génotype possible de I'individu ii5 (absence d'alpha-
antitrypsine) puis de tester leurs idées grace au logiciel. lls trouvent ainsi que ii5 est homozygote
NULL1/NULL1. A partir de 13, les éléves sont invités a indiquer les génotypes possibles des parents
il et i2 et a les tester avec le logiciel. La connaissance de ces génotypes, NULL1/M'1l (pour il) et
NULL1/M1 (pour i2) permet de travailler sur la notion de dominance en considérant le phénotype
macroscopique, puis d'en montrer la relativité en prenant en compte le phénotype biochimique.

Cet arbre peut étre aussi utilisé pour renforcer I'idée qu'un phénotype macroscopique peut étre dd a
des génotypes différents (individus iil et ii5) et que le phénotype dépend en réalité de l'interaction du
génotype et de I'environnement (individus iii2 et iii3 de méme génotype S/NULL1 mais de phénotype
macroscopique différent en liaison avec le comportement de fumeur de iii3). Cela implique la
recherche des génotypes des individus de cette famille. Le tableau ci-dessous présente les résultats de
cette recherche.
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Alléles des Nucléotides Alléles du géne

individus changés

Nature - Position

Fl-ilalll.at Référence M'1
Fl-ilall2.at -C552 NULL1
Fl-i2alll.at C710 - T M1
F1-i2all2.at -Cbh52 NULL1
Fl-iilalll.at G109% - A Z
Fl-iilall2.at G1096 - A Z
F1-ii2alll.at Référence M'1
Fl-ii2all2.at -C552 NULL1
Fl-ii3alll.at -C552 NULL1
F1-ii3all2.at Référence M1
F1-ii4alll.at Référence M1
F1-ii4all2.at C710-T M1
F1-ii5alll.at -C5h52 NULL1
F1-ii5all2.at -C5h52 NULL1
F1-ii6alll.at C710-T M1
F1-ii6all2.at C710-T M1
Fl-iiilalll.at G1096 -~ A Z
Fi1-iiilall2.at Référence M'1
Fil-iii2alll.at C710-T M1
F1-iii2all2.at -Cbh52 NULL1
F1-iii3alll.at -Cbh52 NULL1
F1-iii3all2.at C710-T M1

Alleles portés par les individus de la famille avec troubles de I*alpha-antitrypsine.
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Etablissement des filiations entre les alléles du géne

La discussion sur l'origine des différents alleles du gene d'alpha-antitrypsine conduit a la notion de
mutation. En admettant que l'alléle M'1 était seul présent dans les premiéres populations humaines,
on peut demander aux éléves de travailler sur les informations réunies dans le tableau 3 pour
imaginer I'histoire évolutive du géne qui code pour l'alpha-antitrypsine depuis les premiers hommes

jusqu'a aujourd'hui.

Leur analyse doit les conduire a proposer un schéma de filiation entre les différents alléles. Plusieurs
représentations sont possibles, celle de la figure 6 présente I'intérét de situer cette filiation dans le
temps. Bien s(r, une indétermination totale régne sur le moment d'apparition des différents alléles.
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T —— M2 | [ M3 | 5 | WLy | |u|'~'u::~'.' ] |Mlﬁhh'-' [ & | v |
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Filiations entre les alléles de I'alpha-antitrypsine. 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.

A travers ce travail, les éléves sont amenés a réfléchir sur :
» le fait qu'un nouvel alléle apparait par mutation d'un alléle préexistant chez un individu et se
répand plus ou moins dans les populations ;

» le degré d'apparentement des divers alléles.
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C%z Les séquences du gene qui code pour la huntingtine

Informations scientifiques

Le gene et ses alléles

Ce gene, dont certains alléles sont a l'origine de la chorée de Huntington, a été isolé et séquencé en
1993. Il code pour une protéine, la huntingtine, dont le role est en 1995 encore inconnu. Appelé 1T15, il
est situé sur le bras court du chromosome 4 et comprend 67 exons. Il s'exprime dans de nombreux
tissus, en particulier les neurones cérébraux et notamment ceux des corps striés. La région codante du
géne est caractérisée par la présence d'un triplet CAG (brin non transcrit), prés de I'extrémité 5' (qui
correspond a l'extrémité NH, de la huntingtine) répété plusieurs fois a partir de la position 52. Dans

toutes les populations humaines, il existe de nombreux alléles qui différent par le nombre de
répétitions de ce triplet CAG.
Les variants normaux

Ces variants ont un nombre de répétitions compris entre 9 et 39; les alléles les plus fréquents
correspondent a un triplet répété entre 17 et 21 fois. La fréquence de la majorité de ces alléles est
supérieure a 1% ce qui indique un géne tres polymorphe.

Nombre de répétitions du | Nombre de fois ou l'alléle Fréquence de l'alléle
triplet CAG de l'alléele a été trouvé (en %)

11 2 0,98
12 0 0

13 2 0,98
14 2 0,98
15 4 1,96
16 6 2,94
17 41 20,01
18 28 13,73
19 17 8,33
20 22 10,78
21 30 14,71
22 14 6,86
23 11 5,39
24 6 2,94
25 8 3,92
26 0 0

27 3 1,47
28 0 0

29 1 0,49
30 2 0,98
31 2 0,98
33 1 0,49

Fréquence des alléles normaux du gene 1T15 dans une population européenne (allemande). 202 alléles analysés.
D*aprés Hum. Mol. Gen., 1993, vol 2, n°12, p. 2063-2067.
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Les variants morbides

Causes de la chorée de Huntington, ils possedent un triplet CAG répété entre 36 et 121 fois, avec une
fréquence maximale comprise entre 42 et 46 répétitions.

Nombre de répétitions Nombre de fois ou Fréquence de l'alléle
du triplet CAG de l'alléle lI'alléle a été trouvé (en %)

40 21 6,69
41 35 11,15
42 36 11,46
43 34 10,83
44 39 12,42
45 38 12,10
46 28 8,91
47 22 7

48 16 5,10
49 7 2,23
50 6 1,91
51 5 1,59
52 9 2,87
53 3 0,96
54 2 0,64
55 4 1,27
56 0 0

57 2 0,64
58 3 0,96
61 1 0,32
63 1 0,32
73 1 0,32
75 1 0,32

Fréquence des alleles morbides dans une population de personnes atteintes de chorée de Huntington. D*aprés Hum.
Mol. Gen., 1993, vol. 2, n°12, p. 2063-2067. Toutes les personnes atteintes étaient hétérozygotes.

La trés grande majorité des personnes atteintes de chorée ont un alléle du géne ou le triplet est répété
plus de 40 fois. Il reste une indétermination pour un triplet répété entre 36 et 39 fois car, dans certains
cas, la possession d'un tel allele est associée aux signes de la maladie et dans d'autres cas non.

Les phénotypes associés aux divers génotypes. Dominance et récessivité

Le codon CAG de I'ARNm - correspondant au CAG du brin non transcrit de I'ADN - code pour la
glutamine. En conséquence, les protéines codées par les différents alléles different par le nombre de
répétitions de cet acide aminé. Chez un individu hétérozygote, les deux alléles s'expriment et on
trouve donc deux types de huntingtine dans les cellules.

En ce qui concerne le phénotype macroscopique, les individus hétérozygotes possédant un seul allele
morbide présentent les mémes symptomes que ceux ayant deux alleles morbides : mouvements
involontaires désordonnés, perturbations du psychisme, perte de mémoire, troubles du langage et
finalement démence. Ces troubles sont liés a une destruction progressive des neurones cérébraux,
notamment de ceux des corps striés impliqués dans la motricité.

Le phénotype morbide et par extension l'allele morbide est dominant. L'explication de cette
dominance reste trés hypothétique d'autant plus que le réle physiologique de la huntingtine est
inconnu. On a identifié des individus possédant une délétion de la région d'un chromosome 4 ou est
localisé le géne IT15. Ces personnes ne possédent qu'un seul alléle de ce géne et on constate qu'elles ne
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présentent pas de signes de chorée. Il semble donc que chez l'individu choréique hétérozygote, la
huntingtine anormale a des propriétés qui entravent celles des molécules protéiques « normales ». On
ignore lesquelles et pourquoi leur effet s'avere particulierement drastique sur les neurones des corps
striés.

L'age d'apparition des premiers signes de la maladie varie en fonction de la nature de I'alléele morbide.
En régle générale, il est d'autant plus précoce que le nombre de répétitions du triplet CAG est élevé.
En revanche, il y a peu de corrélation avec la gravité des symptomes présentés par le patient une fois
la maladie exprimée.

25 r ..‘

20 L.
[ ~-]

16 -

En X, nombre de répétitions du
triplet CAG dans I'allele de la
personne malade. En vy, A&ge 10 -
d*apparition des premiers signes de
la maladie.

° 1 ] H I I ] i 1 J

35 45 55 685 75 88 95 105 115 125

Une fréquence de mutations assez élevée ?

On a constaté I'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
a des néomutations. L'analyse au niveau moléculaire du géne IT15 chez de tels malades et chez leurs
parents a révélé qu'un des parents, trés généralement le pere, possédait un allele avec une répétition
du triplet CAG comprise entre 30 et 38. Cet allele paternel avait subi une expansion au cours de la
spermatogeneése conduisant a un alléle ou le triplet CAG est répété plus de 40 fois. En outre, dans des
familles ou le peére était 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 l'alléle
paternel. Il semble donc qu'au dela de 30 répétitions, I'allele IT15 ait tendance a muter avec expansion
du triplet au cours de la spermatogenése. Cette instabilité n'a pas été trouvée pour les alléles dont le
nombre de répétitions est inférieur a 30. Ainsi, les études au niveau moléculaire de ce gene semblent,
pour un certain type d'alléles, révéler une fréquence de mutations assez élevée alors qu'auparavant
elle était estimée tres basse.

62



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES

Utilisations pédagogiques
Analyse du tableau de fréquence des alleles

Il est souhaitable de prendre d’abord contact avec le géne a partir de la description du phénotype
morbide qui lui est associé, celui de la chorée de Huntington. On peut alors proposer I'analyse du
tableau sur la fréquence des alléles du gene en demandant de discuter du polymorphisme d'IT15 et
d'indiquer en quoi les données corroborent I'idée que ce géne est bien la cause de la chorée.

Noms des Fréquence des alléles dans Fréquence des alléles dans une
alleles une population témoin population atteinte de la maladie de
(en %) Huntington
(en %)

Ci11 0,98 0,33
C13 0,98 0,81
C16 2,94 0,33
C17 20,01 9,06
C20 10,78 7,6

Cc21 14,71 8,09
C22 6,86 4,2

C23 5,39 2,25
C33 0,49 0,16
C40 0 3,35
C43 0 5,42
C45 0 6,05
C48 0 2,05
C50 0 0,95
C75 0 0,16

Fréquence de quelques alléles contenus dans la banque. Dans la population étudiée, on a trouvé d"autres alléles ; il est
donc normal que la somme des pourcentages ne soit pas égale a 100. Le nom de chaque alléle indique le nombre de fois
ou le triplet CAG est répété.

Recherche des différences entre les alléles

La séquence du gene IT15 qui correspond a la région codante est assez longue (9435 nucléotides), le
triplet répété débutant a la position 52. On s'est donc limité a une portion de la séquence (brin non
transcrit) commengant au triplet ATG et encadrant la partie répétée.

On demande aux éléves de rechercher les différences entre les alléles du géne et de dégager les
caractéristiques de ceux qui sont a l'origine de la chorée. On peut prendre comme référence l'alléle
dont la fréquence est la plus élevée dans les deux populations, a savoir C17. Les éléves utiliseront la
modalité de comparaison dite « Alignement avec discontinuités » mieux adaptée que la modalié de
« comparaison simple » dans ce cas (les séquences n'ont pas la méme longueur). lls remplissent le
tableau résumant les différences entre alléles qui leur sera utile par la suite.

Conséquences des différences entre alleéles sur la huntingtine

Diverses stratégies sont possibles. L'une d'elles consiste a rechercher, a priori, la conséquence de la
variabilité du nombre de répétitions du triplet. La question de la position du triplet répété par rapport
au cadre de lecture du gene est alors soulevée et les éleves doivent identifier les trois solutions
imaginables et leurs conséquences au niveau de la protéine a l'aide du tableau du code génétique
(CAG - glutamine, AGC - sérine, GCA - alanine).
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Recherche sur les relations de dominance et récessivité entre alléles

Comme pour l'alpha-antitrypsine, on peut approcher ces notions grace a l'arbre généalogique en
demandant aux éléves de rechercher le génotype de I'individu ii3 qui souffre de chorée. Pour cela, il
faut comparer les séquences des deux alleles de cette personne a un alléle de référence (C21) et les
identifier a lI'aide du tableau précédemment construit. ii3 est hétérozygote (C21/C43) et possede un
allele morbide.

j—
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2 5 (4)
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35 ans 40 ans
jiii /

11 ans

X ans : fige de la manifestation des premiers symptémes de la maladie.

Arbre généalogique d*une famille avec individus atteints de chorée.

Recherche d'explications sur I'évolution des phénotypes dans la famille

Les éléves doivent d'abord exprimer la contradiction existant entre les phénotypes des individus de
premiére génération et le génotype de ii3. Pour résoudre cette contradiction, il faut rechercher les
génotypes de il (C22/C33) et de i2 (C21/CL16). ii3 possede un des deux alléles de sa mére mais aucun
allele identique a ceux portés par son peére. Cela doit conduire a I'idée que Il'autre alléle de ii3 (C43)
provient d'une mutation subie par un des alléles du peére lors de la spermatogenese (sans doute I'allele
possédant le plus grand nombre de répétitions du triplet CAG, I'allele C33). On peut alors demander
aux éleves de réfléchir sur I'age d'apparition des signes de la maladie dans les générations successives,
de proposer une explication et de la tester avec le logiciel. lls sont ainsi amenés a construire un tableau
semblable au suivant dont I'analyse renforce la notion de mutation par expansion du triplet. La
comparaison des génotypes des individus iii2 et iii4 met l'accent sur le caractere aléatoire des
mutations : les spermatozoides a l'origine de ces individus possédaient respectivement un allele muté
(C48 au lieu de C43) et un alléle identique a l'alléle paternel (C43).
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Alléeles des individus

Nucléotides changés

Alléles du géne

Fl-ilalll 22 CAG répétés Cc22
Fl-ilall2 33 CAG répétés C33
Fl-i2alll 21 CAG répétés Cc21
F1-i2all2 16 CAG répétés C16
Fl-iilalll 22 CAG répétés Cc22
Fl-iilall2 16 CAG répétés C16
F1-ii2all 21 CAG répétés C21
F1-ii2all2 22 CAG répétés C22
F1-ii3alll 21 CAG répétés Cc21
F1-ii3all2 43 CAG repétés C43
Fl-iidalll 13 CAG répétés C13
F1-ii4all2 20 CAG répétés C20
Fl-iiilalll 23 CAG répétés Cc23
Fl-iiilall2 17 CAG répétés C17
Fl-iii2alll 20 CAG répétés C20
F1-iii2all2 48 CAG répétés C48
Fl-iii3alll 21 CAG répétés C21
F1-iii3all2 20 CAG répétés C20
Fl-iiidalll 13 CAG répétés Ci13
F1-iii4ALL2 43 CAG répétés C43
Fl-iiiilALL1 17 CAG répétés C17
F1-iiiilALL2 75 CAG répétés C75

Alleles des individus de la famille comportant des sujets atteints de chorée.
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C% Les séquences des geénes qui codent pour les glycoprotéines membranaires
HLAA, HLAB, HLAC

Informations scientifiqgues et contenu de la banque de données

Généralités
Chez I'Homme, les génes du CMH sont situés trés prés les uns des autres sur le bras court du
chromosome 6. lls codent pour des glycoprotéines membranaires appelées antigenes majeurs
d'histocompatibilité. Celles-ci doivent leur nom a leur capacité d'induire une forte réponse
immunitaire allogénique. Introduites chez une personne qui ne les posséde pas, elles provoquent une
réaction immunitaire puissante se marquant par la destruction des cellules qui les portent en 7 a 10
jours (exemple : rejet de greffe de peau de premiere intention). Plus tard, on a élucidé leur fonction
biologique essentielle qui est de présenter des peptides antigéniques aux récepteurs des
lymphocytes T.
On distingue les antigenes HLA de classe | exprimés a la surface des membranes de toutes les cellules
nucléées de I'organisme, et les antigenes HLA de classe Il présents uniquement sur les membranes des
cellules du systtme immunitaire : macrophages et plus généralement cellules présentatrices
d'antigénes (CPA), lymphocytes B et lymphocytes T activés. Les antigenes de classe Il jouent un role
fondamental dans les communications entre cellules immunitaires indispensables au déclenchement
des réactions immunitaires. Les antigénes de classe | signalent aux lymphocytes T cytotoxiques les
cellules ayant un « soi modifié », étape indispensable a leur destruction.
Les informations les plus riches sur les séquences des génes qui codent pour les protéines HLA
concernent celles relatives aux antigénes de classe | ; aussi, la banque ne renferme que des séquences
de ces génes.

La structure des génes et des protéines HLA de classe |

Les antigenes majeurs d'histocompatibilité de classe | sont codés par 3 genes : HLAA, HLAB et HLAC.
Chaque géne comprend 8 exons et 7 introns. A vrai dire, un antigéne de classe | est constitué de deux
molécules : la chaine polypeptidique dite alpha, codée par un géne HLA, et la béta microglobuline ; le
role de cette derniére est de maintenir la structure de la chaine alpha par des liaisons chimiques faibles
et sans doute d'en permettre I'expression extracellulaire.
La chaine alpha présente :

e une partie extracellulaire constituée par 3 domaines de 90 acides aminés chacun : les domaines

alphal, alpha2 et alpha3;
e une partie intramembranaire riche en acides aminés hydrophobes permettant I'ancrage solide
de la molécule dans la membrane ;

e une partie intracytoplasmique constituant I'extrémité carboxyterminale de la molécule.
L'exon 1 correspond a I'extrémité 5' non traduite du gene et au peptide signal de 24 acides aminés ; ce
peptide signal synthétisé lors de la lecture de I'ARNmM par les ribosomes permet le passage de la
chaine polypeptidique dans le réticulum et est ensuite éliminé. Il ne se retrouve donc pas dans le
polypeptide mature.
Les séquences strictement codantes des genes de la banque (brin non transcrit) commencent au codon
d'initiation de la traduction ATG et se terminent a un codon STOP. Elles comportent donc la partie de
I'exon 1 correspondant au peptide signal. Les exons 2, 3 et 4 du géne codent respectivement pour les
domaines alphal, alpha2 et alpha3. L'exon 5 code pour la partie intramembranaire ; les exons 6, 7 ainsi
que le tout début de I'exon 8 codent pour la région intracytoplasmique. Les séquences de la banque ne
comprennent pas la partie de I'exon 8 non traduite située en arriére du codon STOP. Pour le locus
HLAB, I'exon 8 se trouve entiérement dans la partie non traduite du géne.
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La structure tridimensionnelle d'une chaine alpha de classe I, celle de HLAA2, a été établie par
Bjorkman en 1987. Sa caractéristique la plus remarquable est la corbeille présentatrice de peptides

antigéniques dessinée par les domaines alphal et alpha2.

Représentation en ruban des 181 premiers acides
aminés (sans le peptide signal). Obtenue a partir
du fichier PDB 1HHH (HLAAO0201) avec le
logiciel RASMOL (Roger Sayle, Glaxo-Welcome
Research and Development Centre).

Les alléles des génes HLA de classe |
Ce sont des genes extraordinairement polymorphes puisqu'on reconnait plus de 40 alléles HLAA, plus
de 60 alleles HLAB et une quinzaine d'alleles HLAC. Dans la majorité des populations étudiées, la
fréquence des divers alleles répertoriés dépasse 1% mais varie d'une population a l'autre.

Alléles Francais Japonais
N 355 939
HLAA1 14,6 0,7
HLAA2 20,9 24,1
HLAA3 13,6 0,6
HLAA1l 5,7 10,4
HLAAZ23 2,8 -
HLAA24 9,5 35,6
HLAAZ25 2,5 0
HLAA26 4,2 10,9
HLAA28 55 0

Fréquence en % de quelques alléles du locus HLAA dans deux échantillons de populations francaise et japonaise.

N = nombre d'individus testés dans chaque population.

Dapreés J. Colombani, “HLA. Fonctions immunitaires et applications médicales”, John Libbey, Eurotext, p. 205.

Les différents alléles d'un locus ont d'abord été définis sérologiquement grace a des sérums tests
contenant des anticorps réagissant spécifiguement avec un antigene HLA produit de I'expression de
l'alléle. La technique de référence est la lymphotoxicité dépendante du complément ; c'est aussi la
technique utilisée pour le typage HLA de routine. Les sérums tests et les cellules d'une personne sont
mis en présence ; on ajoute le complément et on estime ensuite le nombre de cellules lysées. Cette

technique a permis de définir les spécificités HLAAL, HLAA2, HLAAS3, etc.

Au cours des années 80, on a commencé a cloner et a séquencer divers alleles HLA. Les alléles
HLAB27 et HLAA2 ont regu beaucoup d'attention en raison de l'association du premier avec la
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spondylarthrite ankylosante (inflammation et blocage des articulations vertébrales; 80 a 90 % des
malades possédent l'allele HLAB27) et parce que le second est trés répandu. Les chercheurs ont ainsi
découvert que l'allele HLAB27, défini sérologiquement, correspondait a 6 séquences nucléotidiques
différentes, donc a 6 alléles, et lI'allele HLAA2 a 12 séquences. Par la suite, les mémes faits ont été
découverts pour d'autres alléles (HLAALL, HLAA24, HLACW1, etc.). Le répertoire des alléles HLA est
ainsi en constante évolution. La nécessité d'une nouvelle nomenclature s'est imposée a I'Organisation
mondiale de la santé chargée d’homologuer les différentes spécificités. Désormais, chaque allele est
défini par quatre chiffres : les deux premiers correspondent a la spécificité repérée sérologiquement,
les deux derniers a une séquence précise. Ainsi, I'ancien allele HLAB27 est actuellement scindé en 6
alléles : HLAB2701 @ HLAB2706.

Outre I'importance de leur polymorphisme, les genes HLA sont remarquables par les caractéristiques
des différences entre les alléles d'un méme locus. Pour la plupart des autres génes les différences
alleliques se limitent a des substitutions de un a quelques nucléotides, ou a des délétions ou insertions
d'un petit nombre de nucléotides. Il en est de méme pour les alleles HLA qui résultent de la
subdivision d'une spécificité allelique définie sérologiquement (exemple : HLAB2701, HLAB2702...).
En revanche, la comparaison d'alléles d'un locus appartenant a des groupes antigéniques repérés
sérologiquement (HLAAO1, HLAAO2, HLAA?24, etc.) révele que ces alleles different par beaucoup de
nucléotides, 40 a 50 en moyenne. Les sites de variabilité sont dispersés sur toute la chaine mais sont
surtout situés dans les régions qui codent pour les domaines alphal et alpha2 de la protéine.

Les chaines polypeptidiques codées par les différents alléles d'un locus ont toutes la méme longueur
(365 acides aminés avec le peptide signal pour HLAA) ce qui signifie qu'aucune substitution
n'entraine l'apparition anticipée d'un codon STOP. Etant donné le réle fondamental des antigenes
HLA dans les réactions immunitaires, il est probable que tout alléle entrainant la formation d'une
chaine raccourcie serait rapidement éliminé par la sélection naturelle.

Les polypeptides alléliques correspondant a une méme spécificité sérologique ne different que par un
a quelques acides aminés ce qui explique qu'ils aient été confondus par les méthodes
immunologiques. Les polypeptides alleliques correspondant a des spécificités sérologiques differentes
ont en moyenne 20 a 25 acides aminés différents.

Puisque dans les deux cas la variabilité est surtout concentrée au site de liaison du peptide
antigénique, il en résulte que les antigénes HLA codés par les divers alléles different dans leur
capacité a présenter des peptides. Certains antigénes lient certains peptides et non d'autres. Chaque
organisme répond plus ou moins efficacement a des antigénes viraux, bactériens, vaccinaux, en
fonction de I'assemblage d'antigénes HLA qu'il posséde. Mais le polymorphisme au niveau de I'espéce
permet la présentation d'un répertoire étendu de peptides et lui confere une meilleure capacité de
réponse immunitaire contre les substances étrangeres.

Aspects de I'évolution des génes HLA

Considérons en premier les alléles correspondant a la spécificité HLAB27. L'allele HLAB2705 est
répandu dans toutes les populations étudiées (90% des alleles HLAB27 chez les blancs européens et
45% chez les extréme-orientaux). Les alleles HLAB2701 (rare) et HLAB2702 (preés de 10%) n'ont été
trouvés que chez les blancs. HLAB2704 et HLAB2706 sont restreints aux extréme-orientaux (les alleles
HLAB2704 représentent prés de 55% des alleles HLAB27 dans ces populations). L'allele HLAB2703,
trés rare, n'a été trouvé que chez les noirs américains. Les associations entre tels alléles et telles
populations indiquent que les alleles HLAB2701 a HLAB2706 sont apparus aprés diversification des
populations. On peut penser que l'allele HLAB2705 présent avec une fréquence élevée dans toutes les
populations, était I'alléle initial dans les premiéres populations humaines.
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En estimant que deux alléles sont d'autant plus apparentés que les différences entre leurs séquences
sont minimes, on peut construire une représentation graphique traduisant les filiations entre les divers
alléles qui s'accorde bien avec les données de génétique des populations résumées plus haut.
Envisageons maintenant le probléme de fagon plus générale en considérant I'ensemble des spécificités
d'un locus. Comment rendre compte d'un tel polymorphisme et du grand nombre de différences entre
les séquences nucléiques de beaucoup de ces alléles ? Puisqu'un alléle provient d'une mutation d'un
allele préexistant, on pourrait supposer que les caractéristiques précédentes résultent d'une fréquence
de mutation élevée des genes HLA. Diverses données laissent a penser qu'il n'en est rien. En
particulier, au cours des analyses génétiques familiales, on n'a jamais constaté le cas d'un enfant ayant
un allele HLA que ne posséderait pas lI'un de ses parents.

Klein a proposé une autre explication : une grande partie du polymorphisme HLA n'aurait pas été
acquise apreés la spéciation de I'Homo sapiens sapiens, mais serait héritée des espéces ancestrales. Seul
le polymorphisme correspondant aux séquences relatives a une méme spécificité sérologique
(HLAB27 par exemple) serait post-spécifique. Cela revient a dire que les premiéres populations
d'Homo sapiens sapiens possédaient plusieurs alleles a chaque locus HLA hérités d'Homo erectus.
Suivant cette hypothése trans-spécifique, les alleles HLA de I'Homme moderne peuvent remonter a
des espéces ancestrales relativement reculées.

Récemment, l'analyse au niveau moléculaire du CMH du Chimpanzé a fourni des données
corroborant cette hypothése. Chez le Chimpanzé comme chez I'Homme, il y a trois locus
polymorphiques pour les antigenes de classe I. On s'est apercu que le degré de similitude entre des
alleles CHLAA du Chimpanzé (CH pour Chimpanzé) et des alléles HLAA humains était plus grand
qu'entre certains alleles humains. Ainsi, la séquence codante du CHLA108 du Chimpanzé ne differe
que par 15 nucléotides de celle de I'allele humain HLAA1L, alors que celles de HLAALL et HLAA?2
présentent 50 différences. On est amené a conclure que l'origine des alleles HLAA1L et HLAA2 est
antérieure a la divergence de la lignée humaine et de celle du Chimpanzé.

Utilisations pédagogiques
L'extraordinaire polymorphisme des genes HLA en fait un exemple incontournable pour approcher
cette notion. Le rdle précis des antigenes HLA est envisagé plus tard avec I'étude des mécanismes de
I'immunité. Il est néanmoins possible de fournir simplement les informations sur les génes HLA qui
rendent signifiante I'étude de leur polymorphisme. Ces informations portent sur :
» lalocalisation des locus des genes HLA de classe | ;
» les fréquences des alléles de chaque locus dans une ou deux populations ;
» le role des marqueurs du soi des antigénes HLA en liaison avec la forte réponse immunitaire
allogénique qu'ils induisent lors de greffe ou d'implantation ;
e une évocation de leur fonction biologique de présentation de peptides antigéniques aux
cellules du systéeme immunitaire.
Plusieurs documents peuvent venir en appui a cette approche.
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Recherche des différences entre les alléles d'un géne HLA
Les seules séquences sur les alleles HLAA suffisent pour dégager les idées essentielles. On peut
proposer de rechercher séparément, en utilisant la modalité de « comparaison simple » ;

» Les différences entre les alleles correspondant & une méme spécificité sérologique : ceux du
groupe HLAAZ? ou ceux du groupe HLAA?24.

HLAA0201 0

HLAA0210 4 0

HLAA0211 2 6 0

HLAAO0212 2 6 4 0
HLAA0201 HLAA0210 HLAA0211 HLAAO0212

HLAA2401 O

HLAA2402 5 0

HLAA2403 7 2 0
HLAA2401 HLAA2402 HLAA2403

Matrices des différences entres quelques alléles de HLAAO2 et HLAA24.

I I I I 1 1 1 I I I I L I I
100 Ll o a0 L o0 ™o 200 500 o0 M 1200 1300 le0g  1I00 1ED0

HLALD] 3 I:nz 0 203 alm L %3 *;a-:
1 1
Th [l AT TT
BILAADZID T o :
& CC TG TT
HLALDZL ' —
T & TG AT TT
HLAAIIZ | - |
T i cc AT Ll

Représentation des différences entre quelques alléles de HLAAO02

« Lesdifférences entre alleles appartenant a des spécificités différentes

HLAAO0101 0

HLAAO0201 50 0

HLAA1101 12 50 0

HLAA2401 47 49 48 0
HLAA0101 HLAA0201 HLAA1101 HLAAZ2401

Matrice des différences entre HLAA0101, HLAA0201, HLAA1101 et HLA2401.

Les éleves doivent rassembler les informations obtenues et dégager l'originalité des différences
alleliques des genes HLA par rapport a celles vues sur d'autres genes : uniqguement des substitutions ;
grand nombre de différences entre alléles de spécificité sérologique différente ; nombre de différences
beaucoup plus faible entre alléles de méme spécificité sérologique. L’analyse plus fine de la
comparaison multiple des alleles montre qu'il existe des sites qui sont conservés et d'autres qui sont
variables.
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Conséquences des différences alléliques au niveau protéique

Apreés traduction et comparaison des séquences protéiques, les éleves doivent dresser un tableau des
résultats.

HLAA0201 0

HLAAOQ210 3 0

HLAAOQ211 2 5 0

HLAAQ212 1 4 3 0
HLAA0201 HLAA0210 HLAAO0211 HLAAO0212

HLAA2401 0

HLAA2402 4 0

HLAA2403 6 2 0
HLAA2401 HLAA2402 HLAA2403

HLAA0101 0

HLAA0201 33 0

HLAA1101 11 27 0

HLAA2401 33 30 33 0
HLAA0101 HLAA0201 HLAA1101 HLAA2401

Matrices des différences entre polypeptides codés par divers alléles de HLAA.

La comparaison du nombre de différences au niveau nucléique et au niveau protéique conduit a la
notion de mutation silencieuse en rapport avec la redondance du code génétique. Une estimation de la
fréquence des mutations silencieuses peut étre faite. La aussi, une analyse plus fine des différences
entre les séquences peptidiques correspondant aux divers alléles peut étre réalisée. Il est intéressant,
notamment, de localiser les régions de I'antigéne HLA ou la variabilité alleélique est la plus importante
(domaines alphal et alpha2) en liaison avec la fonction biologique de présentation du peptide.

Recherche de I'histoire évolutive des genes HLA de classe |

Comme pour le géne codant pour l'alpha-antitrypsine, I'objectif de cette étude est de faire prendre
conscience que les alleéles présents dans les populations humaines sont I'aboutissement actuel des
mutations survenues dans le passé.

Les séquences relatives a la spécificité HLAB27 sont propices pour approcher ce probleme et il est plus
aisé de travailler au niveau protéique qu'au niveau nucléique. Les éléves doivent traduire les
séquences HLAB2701 a HLAB2706 et garder en mémoire les séquences protéiques pour les comparer.
A partir des informations fournies dans les pages précédentes sur les fréquences des différents alleles
HLAB27, ils doivent choisir HLAB2705 comme référence (alléle le plus fréquent, présent avant la
diversification des populations humaines). Un repérage précis de la localisation et de la nature des
différences par rapport a la séquence de référence peut aboutir a une représentation du type suivant.
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----------- alphal ----------1---------- alpha2 ---------]---------- alpha3 ----------|
83 98 101104 105 138 140 176
HLAB2705 | || || |
Yy DD Tl H D v
HLAB2701 L |
Y N A
HLAB2702 L1
N 1 A
HLAB2703 !
H
HLAB2704 l |
S E
HLAB2706 ! L |
S D Y E

Différences entre le polypeptide codé par I'alléle HLAB2705 et les polypeptides codés par divers alléles HLAB27.
Y=Tyrosine ; D=acide aspartique ; L=Leucine ; I=Isoleucine ; H=Histidine ; S=Sérine ; T=Thréonine ; E=Acide
glutamique ; A=Alanine ; V=Valine ; N=Asparagine.

Il reste a travailler sur ces constats pour regrouper les alleles les plus étroitement apparentés et
proposer un schéma de filiation entre ces différents alléles.

HLABZ T 0%
HLABZ2TD
HLABRZ T2 i ARFT04 HLABZ TR
HL&ABZ FlE
Hlancs Extréme-orientaus Malrs smericaing

Filiation possible entre les divers alléles de HLAB27.

On peut ensuite faire prendre conscience des limites des modalités précédentes (apparition des alléles
par mutations a partir d'un alléle ancestral unique) pour expliquer I'étendue des différences entre les
alleles HLAAL ET HLAAZ2 et proposer I'hypothése trans-spécifique de Klein. Les éléves sont invités
alors a comparer l'allele CHLA108 du chimpanzé avec les alléles humains HLAA et a indiquer en quoi
les informations tirées de cette comparaison corroborent I'nypothese trans-spécifique.

HLAAOQ0101 0

HLAAQ0201 50 0

HLAA1101 12 50 0

HLAA2401 47 49 48 0

CHLA108 24 48 15 53 0
HLAA0101 HLAA0201 HLAA1101 HLAA2401 CHLA108

Matrice des différences entre des alléles de HLAA et I'allele CHLA108 du Chimpanzé.
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FAMILLES MULTIGENIQUES

L’étude de I'origine du polymorphisme des génes, en particulier celle des alléles des génes qui codent
pour l'alpha-antitrypsine ou la G6PD, a révélé I'importance des mutations ponctuelles dans la
diversification des génomes au cours de I’évolution. Mais ce mécanisme est loin d’étre le seul. Dans le
génome de tous les organismes existent des génes dont les similitudes sont telles qu’elles impliquent
une parenté entre eux : on dit que ce sont des genes homologues paralogues. lls proviennent tous d’un
géne ancestral par duplications successives suivies d’une divergence plus ou moins importante des
copies. L’ensemble des génes ainsi apparentés forme une famille multigénique dont le modéle
classique est celui de la famille des génes qui codent pour les chaines alpha, béta, gamma et delta de
I’'hémoglobine humaine. D’autres exemples sont apportés qui illustrent le fait que la duplication
génique fait partie du processus général d’expansion du génome qui va de la répétition d’un triplet au
sein d’un géne (cas du gene qui code pour la huntingtine) jusqu’a la polyploidie.

<%z La famille des globines

Informations scientifiques

L'éleve doit étre sensibilisé a I'idée que l'analyse en cours des génomes des espéces actuelles peut
fournir des données informatives sur les processus qui, dans le passé, ont contribué a la genése de
nouveaux genes. Il en est ainsi en ce qui concerne les séquences des génes qui, dans I'espece humaine,
codent pour les chaines de I'némoglobine.

Pour aborder cette étude avec les globines, il est nécessaire d'apporter des informations sur la synthése
des différentes chaines au cours de la vie de l'individu :

Hémoglobine Type de chaines Moment de synthese
Hb embryonnaire Zy €9 avant 9 semaines

Hb feetale as Y 9 semaines---naissance
Hb A as By apres naissance

Hb D as Oy apres naissance

Apreés la naissance il y a synthéese de 97% Hb A, 2% Hb D et 1% Hb fcetale. L'intérét du changement de
chaine aprés la naissance pourra étre évoqué. Il importe que I'éléve saisisse que ces différentes chaines
sont codées par des genes différents et non par les alléles d'un méme géene, ce qui peut étre facilité par
la localisation chromosomique de ces genes.

£ Gy Ay & P
I I I
1 1 1

Chromosome 11

Chromosome 16

Ce schéma revele I'existence de deux génes gamma (Gy et Ay) et de deux genes alpha (o, et a,). Les

deux genes gamma ne different, dans leur région codante, qu'au niveau du codon 136 (GGA = Glycine
pour Gy, et GCA = Alanine pour Ay). Dans la banque, on a retenu un seul géne Gy. De méme, l'identité
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des séquences codantes des deux génes alpha fait qu'on a retenu un seul des deux. De ce fait, le
schéma ci-dessus est a simplifier pour les éléves.
Une grande ressemblance dans la structure des chaines alpha, béta , gamma et delta a été mise en
évidence : elles possedent :

* 3exonset2introns dans tous les cas ;

» des longueurs de séquences codantes identiques ou trés voisines.

Structures des genes codant pour les chaines alpha, béta, gamma et delta
de I'némoglobine humaine

CHAINE EXON 1 intronl EXON2 intron2 EXON 3

béta 1--140 141--270 271--494 495--1344 1345--1606
(140)* (130) (224) (850) (262)
delta 1--144 145--272  273--493 494--1382 1383--1641
(144) (128) (221) (889) (259)
gamma 1--144 145--267 268--488 489--1376 1377--1593
(145) (123) (223) (887) (217)
alpha 1--128 129--245 246--450 451--590 591--831
(128) (117) (205) (140) (241)

* Longueur de la séquence

Utilisation pédagogique
Comparaison des chaines protéiques

Toutes ces chalnes d'hémoglobine participent au transport du dioxygéne, et sont synthétisées dans les
mémes cellules, les erythroblastes. On peut se demander si, a la similitude de fonction de ces chaines,
correspondent des ressemblances dans leur structure et leurs séquences d'acides aminés. Pour obtenir
des informations, les éleves doivent noter le nombre d'acides aminés de chaque chaine, comparer les
séquences deux a deux, relever le nombre d’acides aminés identiques ou le pourcentage d’identité
(attention le logiciel donne le nombre de différences). Ces comparaisons donnent les résultats suivants
concernant le nombre d’acides aminés identiques entre les séquences :

delta
béta 137
gamma 106 108
alpha 65 65 60
delta béta gamma alpha
Longueur des séquences 147 147 147 142

On constate que [ et 6 sont trés semblables, que le nombre d'éléments identiques est pratiquement le
méme entre B et yet entre d et y. La chaine a montre le plus de différences par rapport aux trois autres.
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On peut aussi leur demander de rechercher les sites conservés dans les quatre chaines : pour cela, ils
réalisent une comparaison simultanée (alignement avec discontinuités) des quatre séquences
d'hémoglobine. Il est recommandé d’utiliser comme séquence de référence une des séquences les plus
longues (béta, gamma ou delta longues de 444 bases chacune).

Le décompte du nombre de positions identiques dans les quatre chaines ainsi que les identités entre
chacune des séquences et la référence est fourni par I'information (cliquer sur la fenétre de résultat de
I’'alignement pour I’activer ; cliquer sur I'icone d’information).

Les résultats de cet alignement multiple peuvent étre trés Iégérement variables suivant la séquence
choisie comme référence. Dans I’exemple ci-dessous montrant les 24 premiers acides aminés alignés,
c’est la séquence de la globine béta qui est la référence ; les positions identiques dans les quatre
séquences sont indiquées par des étoiles (les points indiquent les positions comportant des acides
aminés similaires, acides ou basiques).

1 5 i0 15 20

= { Beeem{ Jmace] Feen] feacef JRacas [sesoe] famea] [meend luael foeun] fosea] Joemid] fasue] Jasead fomend] boeac] foace{ I | I I 1

| Treshersni: alf ¥ |Hlian-.-||t miltiple de séguences peplidigues d
Identitty & | i iom 3 - & & & = F
Prodprespiids bt . =t UslHisLeuThrProGlugl uLypsteraladal ThealalenTrpGlylysial Asmlal
Pokspeplide delin F - = = = = = = = = Jlw- - pfm- - - = = = - =
Polppesdie gamima |« - - fily- Phe- Glu- Asp- AlaTheile- Ser- - - - - - -
Polspesptide slphs ; | MetUsl- Ser- Aladsp- Threasn-  Lys- Ala- - - - GlpAlsHisAlas e

w | Sélschon: [ gre: 1| | k

o L'alignement comprend 149 acides aminés

-> 51 acides aminés identiques (représentés par le signe *)
soit 34,2 % d'identité, et 68,5 % de ressemblance

Béta protéique

longueur : 147 acides aminés (sans compter les discontinuités)

> référence pour la comparaison

Delta protéique

longueur : 147 acides aminés (sans compter les discontinuités)

-> 137 a.a. identiques a la séquence de référence Béta protéique,
soit 93,2 % d'identité

Gamma protéique

longueur : 147 acides aminés (sans compter les discontinuités)

-> 108 a.a. identiques a la séquence de référence Béta protéique,
soit 73,5 % d'identité

Alpha protéique

longueur : 142 acides aminés (sans compter les discontinuités)

-> 65 a.a. identiques a la séquence de référence Béta protéique,
soit 45,8 % d'identité

le signe - représente les identités
le signe _ représente les discontinuités
le signe . représente la proximité chimique d’acides aminés

76



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES

La réflexion sur la signification des similitudes constatées conduit a rechercher si elles peuvent étre
dues au hasard ou si elles témoignent d'une « parenté » entre les chaines des globines. Les éléves
peuvent approcher cette question a partir :

» de considérations théoriques : si les 20 acides aminés étaient également utilisés dans les
séquences protéiques, la probabilité d'avoir, entre deux séquences non apparentées
(constituées au hasard), le méme acide aminé a un site déterminé, serait de 5 %. Comme
certains acides aminés sont plus fréquemment utilisés que d'autres, on considere que les
ressemblances n'indiquent une parenté qu'au dela de 20 %. Or, les ressemblances entre les
chaines de I'hnémoglobine sont nettement supérieures a ces valeurs ;

» de la comparaison de deux polypeptides ayant des fonctions différentes, par exemple, une
chaine de globine et I'enzyme qui intervient dans la synthése de I'antigéne A du systeme du
groupe sanguin ABO. La comparaison de la séquence de la chaine de globine avec des
segments de méme longueur dans la séquence de I'enzyme, montre que le pourcentage des
acides aminés identiques ne dépasse pas 20 %.

Alors que les globines béta, delta et gamma sont assez proches, la globine alpha apparait comme la
plus différente des autres. Cependant, malgré un grand nombre d’acides aminés différents, les
globines alpha ont une structure tridimensionnelle semblable. En particulier, la poche accueillant le
héme est conservée.

Poche du héme Poche du héme

e His145

Les globines alpha (& gauche) et béta (a droite).Visualisation en squelette carboné ; le héme est en batonnets et
I’oxygéne en sphére. Visualition obtenue avec le logiciel RASMOL (Roger Sayle, Glaxo Wellcome Research &
Development, Stevenage, Hertfordshire, UK). Coordonnées spatiales provenant de Protein Data bank.

Il importe maintenant de voir si la « parenté » mise en évidence entre les chaines des globines peut
étre confirmée au niveau des génes qui les codent.

Comparaison des chaines nucléiques
Le tableau qui résulte de la comparaison des séquences deux par deux est le suivant :

delta
béta 411
gamma 340 339
alpha 258 267 238
delta béta gamma alpha
Longueur des séquences 444 444 444 429

L’alignement multiple avec discontinuité de ces quatre séquences est réalisé en prenant comme
référence la séquence béta.
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ATEC

“.-| Comparer les séquences

1 10 20 30 40 L1

a Do00fjoo00[joODO[JO0O0(j00O00JOO0D[JOO0OO(JOO00[jOOO0[DDODIC
¥ | Traitement o 3 [ Alignement multiple de séquences d'ADH ]

|dentités | 0 EEEE K E I * XX EEE ¥ * ¥ * 36336333

B&ta brind 1| 0 ATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAGAAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGE

Delta brint A T~ A-——T--C-A-——————————-

Garmma brind 1| 0 -———-GT--TT-C--AGAG-—-—-—-C—--G--A-TA-C-—-AAG——————————
Alpha brin s |- T CC--C---A-CAA---C-AG—--GCGC-—————- -
| Sélection : 0/E lignes 1 | | _’I_I

Alignement avec discontinuité montrant les 51 premiéres bases des séquences des globines humaines alpha, béta,
gamma et delta. Le signe - représente les identités, le signe _ les discontinuités.

Alignement multiple de séquences d'ADN :
-> 213 bases identiques (représentées par le signe *)

soit 47,3 % d'identité

Béta

longueur : 444 bases (sans compter les discontinuités)
-> réference pour la comparaison

Delta

longueur : 444 bases (sans compter les discontinuites)
-> 411 bases identiques a la sequence de référence Béta,

s0it 92,6 % d'identité

Gamma

longueur : 444 bases (sans compter les discontinuités)
-> 339 bases identiques a la sequence de référence Béta,

soit 76,4 % d'identité

Alpha

longueur : 429 bases (sans compter les discontinuites)
-> 264 bases identiques a la sequence de référence Béta,

soit 61,5 % d'identité

Comme attendu, les similitudes constatées a propos des protéines se retrouvent au niveau des parties
codantes des génes. Notons toutefois que de nombreuses différences au niveau des génes ne se
traduisent pas par des différences entre les polypeptides, a cause du caractére dégénéré du code

génétique.

Le bilan de tout ce travail conduit a I'idée qu'il existe dans le génome humain des génes apparentés car
présentant des ressemblances qui ne peuvent s'expliquer par des processus aléatoires. Il reste a
rechercher, ce qui ne peut étre fait avec le logiciel :
« une explication a cette parenté (notion de duplication des genes) ;
e une explication aux différences constatées entre ces génes et a leur degré plus ou moins
important (mutations des génes apres leur duplication) ;
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« une explication a I'importance des différences constatées au niveau des introns (absence de
pression sélective).
Les considérations sur l'importance des différences entre les génes ou les polypeptides pourra
permettre d'établir une généalogie des diverses duplications.

La famille des genes HLA de classe |

Informations scientifiques
Ce systeme de genes permet de cibler deux aspects de I’évolution des génomes :
» laduplication génique révélée par la similitude des séquences aux trois locus ;
» le polymorphisme révélé par le grand nombre d’alleles présents dans les populations avec
une fréquence élevée a chaque locus.
Ainsi, les trois genes HLAA, HLAB et HLAC ont la méme organisation d’ensemble : 8 exons et 7
introns, comme résumé dans la figure ci-apreés.

HLAA0201 HLAB2705 HLACW301
Promoteur 0-27 0-27 0-27
Exon 1 28-125 28-124 28-124
Intron 1 126-264 125-253 125-255
Exon 2 265-524 254-623 256-525
Intron 2 525-765 524-764 526-767
Exon 3 766-1041 765-1040 768-1043
Intron 3 1042-1640 1041-1615 1044-1631
Exon 4 1641-1926 1616-1891 1632-1906
Intron 4 1927-2015 1892-1983 1907-2027
Exon 5 2016-2130 1984-2103 2028-2147
Intron 5 2131-2568 2104-2554 2148-2588
Exon 6 2569-2604 2555-2576 2589-2622
Intron 6 2605-2746 2577-2682 2623-2776
Exon 7 2747-2794 2683-3334 2777-2824
Intron 7 2795-2963 2825-2988
Exon 8 2964-3528 2989-3408

L’alignement multiple des trois alleles HLAA0201, HLAB2705 et HLACW301 montre I'importance des
sites identiques dans les séquences nucléiques (brin non transcrit). La similitude moyenne entre les
génes HLAA et HLAB est de 82,5%, entre HLAA et HLAC de 83,5%, entre HLAB et HLAC de 87%. La
différence moyenne entre les trois genes est environ trois fois plus importante qu’entre alléles de
méme locus.

On s’est interrogé sur la signification évolutive de cette famille multigénique. Les trois génes
s’expriment dans la quasi totalité des cellules nucléées de I'organisme en codant pour des
polypeptides dont la fonction est de présenter les peptides antigéniques aux lymphocytes T. Par suite
du polymorphisme, la plupart des individus sont hétérozygotes pour chacun de ces génes. Comme il
y a codominance, cela fait que chaque personne possede six types d’antigénes HLA de classe | ce qui
augmente la capacité a présenter des peptides et sans doute celle de réagir a une multiplicité d’agents
pathogénes.
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Utilisations pédagogiques

Recherche des similitudes entres les séquences nucléiques des genes HLAA, HLAB et

HLAC
L’étude du polymorphisme a familiarisé les éléves avec les génes du systéme HLA. La recherche
d’une parenté éventuelle entre ces génes peut étre posée a partir de I'identité des fonctions
gu’exercent les polypeptides qu’ils codent (notion envisagée lors de I'étude des mécanismes
immunitaires). Le seul moyen de tester cette hypothése est de comparer les trois séquences codantes
des alléles de ces genes (HLAAO0201, HLAB2705, HLACW301). Puisqu’elles n’ont pas la méme
longueur, on peut utiliser la modalité “ Alignement avec discontinuités ”. La comparaison de ces
séquences deux a deux permet de dresser le tableau suivant ;

HLAA0201
HLAB2705 976
HLACW301 952 993
HLAA0201 HLAB2705 HLACW301
Longueur
des séguences 1098 1089 1101

Plus long, I'alignement simultané des trois séquences donne les résultats suivants :

ATEC

“.-| Comparer les séquences

60 70 80 an 100

- S RREEN ERRRR U ERREN ERRRN CERNY RRREN ERRRE RN RRRN
¥ [Traiternent 1| [Hj00 ;I

|dentités A w0 EX X X X NWHWNNE RN HNNNEEE XXX HENX HE  HNE

hlaa0201. adn A [0 ATGGCCGTCATGGCGCCCCGAACCCTCGTCCTGCTACTCTCGGGGGETETG

hlab2705. adn 4 }--eee-——-c-—--------—-———- R G--—-G--—-—- AG--
hlacw301. adn 1] =0 -——CGG——————— A—————- G—————- A——————- G———————— A—-C——— &
Sélection : 045 lignes LI J _’I_I

~
i)
L'alignement comprend 1101 bases
-> 919 bases identiques (représentées par le signe *)
soit 83,5 % d'identité
HLAAO0201 codant
longueur : 1098 bases (sans compter les discontinuités)
-> référence pour la comparaison
HLAB2705 codant
longueur : 1089 bases (sans compter les discontinuités)
-> 974 bases identiques a la séquence de référence HLAA0201 codant,
soit 89,4 % d'identité
HLACW?301 codant
longueur : 1101 bases (sans compter les discontinuités)
-> 952 bases identiques a la séquence de référence HLAA0201 codant,
soit 86,5 % d'identité
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Recherche des similitudes entres les séquences protéiques des genes HLAA, HLAB et
HLAC

Un travail similaire peut étre réalisé avec les séquences des polypeptides codés par ces alléles, ce qui
donne les résultats suivants :

HLAA0201
HLAB2705 304
HLACW301 291 305
HLAA0201 HLAB2705 HLACW301
Longueur
des séquences 365 362 366

Malgré les différences dans leurs séquences, HLAAO2 (a gauche) et HLAB27 (a droite) ont des
structures spatiales similaires, avec une corbeille de présentation de peptides antigéniques.

Feptide étranger

Les deux molécules, flanquées sur leur droite de la microglobuline, sont montrées en squelette carboné avec le logiciel
RASMOL (Roger Sayle, Glaxo Wellcome Research & Development, Stevenage, Hertfordshire, UK). Coordonnées
tridimensionelles provenant de Protein Data Bank.

L’existence d’une famille multigénique étant corroborée, il reste a faire la synthese sur I'évolution de
cette partie du génome : duplication de genes et nombreuses mutations a chaque locus.
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<%z Les hormones hypophysaires et placentaires LH, FSH, TSH et HCG

Informations scientifiques

La famille des hormones LH, FSH, TSH et HCG

Ces hormones sont des glycoprotéines formées par I'assemblage de deux chaines polypeptidiques
dénommeées alpha et béta. La chaine alpha est la méme pour les quatre hormones ; celles-ci difféerent
par leurs chaines béta. La spécificité fonctionnelle de ces hormones est liée a la chatne béta.

Ces chaines béta sont codées par des genes qui possédent la méme structure globale : 3 exons et deux
introns, mais sont situés sur des chromosomes différents : chromosome 1 pour TSH béta, chromosome
11 pour FSH béta, et chromosome 19 pour LH béta et HCG béta.

Les genes LH béta et HCG béta sont ceux qui présentent le plus de similitude dans leurs séquences et
dans celles des polypeptides qu’ils codent. Ainsi, au niveau polypeptidique, la similitude des
séquences des chaines béta de LH et HCG est de 82 %. L’homologie entre les deux séquences est donc
trés claire. Cependant, la chaine béta de HCG comprend 165 acides aminés (y compris le peptide
signal), alors que celle de LH n’en posséde que 141 (avec le peptide signal). La différence résulte d’'une
extension de 24 acides aminés dans la région carboxyterminale de HCG par rapport a LH.

La comparaison des séquences nucléiques permet d’expliquer I'origine de cette extension (utiliser la
modalité « alignement avec discontinuités »). Le gene HCG béta différe de LH béta par une délétion
qui entraine un décalage du cadre de lecture et par la un changement dans les sept derniers acides
aminés et la disparition du codon STOP (un autre codon STOP apparait un peu plus loin dans la
séquence de HCG béta). Une partie de la région non traduite de LH béta I’est dans HCG béta.

amh ain 42m 4F0 440 450 Ll
e i |||”|-|-| NN RN LR NN RN AN RN ER NN RN LR AR L
—hw E ;I
'-jgﬁjf_—g- . AR CEE  EAES EEEEEEE SR
Jrbcosd 2cin . Ett[ﬁﬂzt TETEAGECCTCCTET TECTETAA
Fghcd adn ' B -TC ] MELCCCTECCCCCARCC T TECARGTECATECCGACTCLCOGR «
| Edleckon: Bt igres L. | b

Alignement de HCGB et LHB montrant une délétion dans HCG en position 402 (-A).

Le gene LH béta existe chez tous les Vertébrés alors que HCG béta n’est présent que chez quelques
ordres de Mammiféres placentaires notamment les Primates et les Equidés. On pense donc que le géne
HCG béta provient d’une duplication d’'un géne LH ancestral suivie d’une divergence marquée
notamment par la délétion. Mais les propriétés des deux hormones, bien que les deux geénes
s’expriment dans des tissus différents (hypophyse et placenta), sont restées voisines puisqu’elles
agissent sur les mémes cibles ovariennes.

Les similitudes des chaines béta de FSH et TSH entre elles d’une part, et avec celles de LH et HCG
sont beaucoup moins évidentes sur un plan quantitatif car elles sont comprises entre 25% et 40 %
seulement.

L’alignement multiple des séquences polypeptidiques de ces chaines révéle toutefois la présence de
douze résidus “ cystéine ” a des sites identiques. Or, ces résidus, en permettant la formation des ponts
disulfure, jouent un rble essentiel dans la stabilisation de la structure tridimensionnelle de ces chaines
et donc de leurs propriétés.

Ces données qualitatives sont des arguments puissants en faveur de I'idée que les génes FSH béta, LH
béta, HCG béta et TSH béta forment une famille multigénique. lls résultent de duplications
successives d’un géne ancestral présent chez les premiers Vertébrés. Le caractére remarquable de cette
famille multigénique est que la divergence des copies dupliquées a conduit a des génes codant pour
des polypeptides ayant des fonctions différentes.
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La famille multigénique des hormones GH, HPRL et HLP

L’hormone de croissance (GH), la prolactine (HPRL) et I’hormone lactogéne placentaire (HLP) ont des
actions différentes mais apparentées. Ainsi, I’lhormone lactogéne placentaire stimule la synthése
protéique et a aussi une action sur la glande mammaire nettement inférieure toutefois a celle de la
prolactine. Ces hormones sont codées par des genes situés sur des chromosomes différents
(chromosome 6 pour le géne de la prolactine, et chromosome 17 pour ceux de I’hormone de croissance
et de I’lhormone lactogéne placentaire.

La comparaison des séquences codantes de GH et HLP révéle une similitude de I'ordre de 92%. La
similitude de leurs séquences d’acides aminés est de 85%. Le géne HLP existe chez tous les
Mammiferes placentaires mais non chez d’autres Vertébrés. Une duplication du géne de I’hormone de
croissance a donc probablement eu lieu il y a plus de 85 a 100 millions d’années, lorsque de
nombreuses lignées de Mammiféres se sont établies. Ces génes paralogues sont restés associés sur le
méme chromosome.

La similitude de la séquence codante du géne qui code pour la prolactine avec celles des genes GH et
HLP est beaucoup moins parlante puisqu’elle ne dépasse pas 35%. Néanmoins, la structure globale
identique des genes, la longueur de méme ordre des polypeptides, la présence d’acides aminés
communs a certaines positions font que les spécialistes admettent que le géne HPRL fait partie de la
méme famille multigénique que GH et HLP.

Tous les Vertébrés possedent les genes GH et HPRL (mais la prolactine joue des roles différents...) ; il
est donc possible qu’un gene ancestral unique ait été dupliqué avant que ne divergent les Amphibiens
et les Poissons il y a environ 400 millions d’années. Ensuite, les deux génes ont évolué
indépendamment dans chaque espéce. Leur localisation chromosomique différente, de méme que
celle des génes de la famille FSH, TSH, LH, HCG, révele la souplesse du génome au cours de
I’évolution.

Utilisations pédagogiques

Toutes les actions possibles reposent sur la comparaison de séquences permettant la recherche de
similitudes, témoignages d’une parenté. Il est possible de partir d’une réflexion sur les diverses
hormones hypophysaires et placentaires de la banque, d’imaginer des parentés éventuelles a partir
de leurs fonctions et de les tester a I'aide du logiciel.

Dans un premier temps, on peut se limiter aux hormones LH, HCG, GH, HLP et HPRL. Les éléves
doivent arriver aisément a conclure a I'existence de deux familles multigéniques (LH et HCG d’une
part, GH et HLP d’autre part).

1 5 i 15 o
lI [ R D R D A D D D B R Y R N B R R R
blrrﬂmﬂ i Alignement multiple de séquences peptidigues = |
dandidg . & W @ f & W @ W @ W @ W W W w @ & : W ® 0 W W
Lp: ] HetGlubetleuilng 1yl el sul eul sul el suleeSerMetRIYE1 gAlaTrpilaserirgGluPro
bagh i ] - - - Phe- - - - - - - - = - - - - TWr- - - Lgs- - &
| Setion 0L g ] S | +

Début de la comparaison des séquences de LH béta et HCG
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Les informations obtenues sont :

-> 394 bases identiques (représentées par le signe *)
soit 79,0 % d'identité

LH 3 codant

longueur : 426 bases (sans compter les discontinuités)

-> reférence pour la comparaison

HCG R codant

longueur : 498 bases (sans compter les discontinuités)

-> 394 bases identiques a la séquence de référence LH B codant,
soit 79,1 % d'identité

En revanche, il est difficile de conclure pour le géne de la prolactine. On peut toutefois constater que
ce géne présente un peu plus de similitude avec GH et HLP qu’avec les hormones de I'autre famille.

1 im an 1 am il fill T
.i..I |-|-r-|-|'|-|l|l|l|||l|l|l|l|||l|l||||||||||||l|l|l|l|||l|l.l|l|||l|-|-|
& | Trabaed i flignement multiple de séquemces dnBH =1
dardilds i T T C T AEEEEE mEE
_I?n:d-:h-l i ATRECTACAGRCTCE _CERACETE__ CETRCTECTREETTTT
Fiped adn ey mmm——- [==mmmm T _ TTTmmmmmm e
grleni gl il F F TEARCATCARAGERTCERCATEEAARGEG -CE-~C-T-CTG-TE-T-ET AARA L] TGLCAG -
- St - (17 konees ‘l I LI_J

L'alignement comprend 695 bases

-> 291 bases identiques (représentées par le signe *)
soit 41,9 % d'identité

GH codant

longueur : 654 bases (sans compter les discontinuités)

-> reférence pour la comparaison

HLP codant

longueur : 654 bases (sans compter les discontinuités)

-> 706 bases identiques a la séquence de référence GH codant,
soit 92,7 % d'identité

HPRL codant

longueur : 684 bases (sans compter les discontinuités)

-> 306 bases identiques a la séquence de référence GH codant,
soit 44,7 % d'identité

le signe - représente les identités

le signe _ représente les discontinuités

Il est possible de réaliser I’'alignement multiple des chaines béta de FSH, LH, TSH et HCG et repérer
I’existence de sites identiques remarquables pour les quatre chaines (en particulier les cystéines).
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Alignement multiple des séquences peptidiques des hormones HCG, LH, FSH et TSH. Quelques-unes des cystéines
alignées sont visibles en positions 94, 110, 112 et 115.

Cela conduit a I'idée que la recherche de similitudes repose sur des analyses plus fines que sur le
simple dénombrement de sites identiques. Ce sont des analyses de ce type qui aménent les spécialistes
a I'idée que le géne HPRL fait partie de la méme famille multigénique que GH et HLP. Il reste a
envisager la signification des différences de similitude entre genes faisant partie d’une méme famille
multigénique pour amorcer une histoire des duplications géniques successives.

En conclusion, cette activité doit permettre une sensibilisation a I'importance évolutive des
duplications géniques et a I'idée qu’elles peuvent aboutir a des génes codant pour des polypeptides
aux fonctions différentes.
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DETERMINATION DES GENOTYPES ET PREVISION
EN GENETIQUE HUMAINE

Une banque de données géniques sur les individus des arbres généalogiques

Dans les arbres généalogiques relatifs a des phénotypes cliniques, on est amené classiquement a
considérer, pour chaque géne en cause, un allele normal et un alléle muté. A partir de I'analyse de
I'arbre, on détermine si les individus sont homozygotes ou hétérozygotes. En réalité, les conclusions
tirées de cette analyse au niveau macroscopique sont hypothétiques car, comme I'a montré I'analyse
des genes, plusieurs alleles peuvent étre a I'origine du phénotype normal ou a Il'origine d'un méme
phénotype clinique, ou encore des alléles de deux génes différents peuvent entrainer deux phénotypes
cliniques voisins. L'analyse génétique des individus d'un arbre généalogique permet de confirmer
ou non les conclusions tirées de I'analyse classique. C'est ce que nous proposons de faire a partir
d'une banque contenant les séquences géniques des individus des arbres généalogiques.

Contenu de la banque
La banque renferme :

» les génes, ou plus précisément le brin d’ADN non transcrit de chacun d'eux limité a la partie
strictement « codante ». Chaque séquence commence donc par le triplet ATG et se termine par
un des trois triplets STOP. Pour chaque géne, les principaux alléles répertoriés, en particulier
tous ceux impliqués dans les arbres généalogiques proposés, sont donnés en référence dans
un théme (ALL suivi du nom du géne) ;

» des fichiers d'enzymes de restriction correspondant a chaque géne étudié. Leur utilisation est
détaillée dans la deuxiéme démarche ci-dessous ;

« le génotype (pour le géne étudié) des membres de chaque famille. L'extension de chague nom
de séquence indique le géne en cause. L'individu est repéré dans I'arbre par sa Famille (F1, F2,
etc.) sa génération (i, ii, iii, iiii) et sa position (1, 2, 3,...). Par exemple, Fl-ilalll.tyr (all = allele)
et F1-iilall2.tyr sont dans le premier arbre avec des individus albinos les 2 alléles du gene de
la tyrosinase que possede la personne en position 1 a la premiére génération.

Principe de larecherche du génotype d’un individu d’un arbre généalogique

avec le logiciel

L'éleve doit utiliser les éléments de cette banque pour déterminer les génotypes des membres (ou de
certains membres bien choisis) de la famille étudiée.

Deux démarches sont possibles :

» la premiere ressemble a I'utilisation vue a propos du polymorphisme génique. Pour comparer
les alléles d'un individu avec un allele choisi comme référence, on utilise les options
Comparaison simple ou Alignement avec discontinuités. Les informations obtenues sont
exploitées grace a un tableau des différences entre l'alléle de référence et les autres alléles ce
qui permet d'identifier précisément le génotype des individus. Cette démarche suppose le
parcours de I'ensemble des deux séquences comparées qui peuvent étre assez longues ;

« la deuxiéme est basée sur une utilisation simplifiée des méthodes de diagnostic génotypique a
l'aide des enzymes de restriction : une enzyme de restriction reconnait un motif spécifique
dans une séquence d'ADN et coupe cette séquence au niveau du motif reconnu (ou a
proximité). Pour chaque gene considéré, un fichier d'enzymes permettant d'identifier les
alleles impliqués dans les arbres généalogiques et une grille de référence montrant I'action de
ces enzymes sur tous les alléles de ce géne sont fournis.

Cette deuxieme démarche est la seule illustrée dans I'analyse génétique des différents cas d’hérédité
humaine envisagés dans cette brochure. L’encart ci-apres précise les principes de cette démarche.
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Considérons I'exemple théorique suivant :

Un géne G possede 4 alleles GAL, GA2, GA3 et GA4. Les enzymes du fichier d'enzymes
(correspondant a G) coupent chaque allele toutes les fois qu'elles rencontrent leur motif
spécifique. Dans le diagnostic génotypique réel, les fragments sont séparés par
électrophorése puis hybridés avec une sonde spécifique et ainsi repérés. Le logiciel, lui,
donne pour chaque enzyme la position des sites reconnus et la longueur des fragments
obtenus apres coupure par I'enzyme. En toute rigueur il faudrait comparer la longueur des
fragments pour identifier les alleles les uns par rapport aux autres ; cela serait fort long et
I'on peut se contenter du nombre de sites reconnus dans chaque allele par les enzymes. Le
tableau ci-dessous indique, dans notre cas théorique, le nombre de sites obtenus apreés avoir
fait agir séparément 4 enzymes sur les 4 alléles du géne G. Ce tableau sert de référence.

Enzymes
Alleles El E2 E3 E4
GAl 2 3 2 2
GA2 3 3 2 2
GA3 2 3 3 -
GA4 2 2 2 -

La lecture de ce tableau montre que :
- I'enzyme E4 a reconnu sur les alleles GAL1 et GA2 2 sites et qu'elle n'a reconnu
aucun site sur GA3 et GA4,
- I'enzyme E3 permet d'identifier GA3,
- I'enzyme E2 permet d'identifier GA4,
- I'enzyme E1 permet d'identifier GA2,
- les enzymes E4 et E1 combinées permettent d'identifier GAL.

En soumettant un alléle inconnu a I’action de ces enzymes on voit comment il est découpé
par chacune d’entre elles ce qui permet son identification grace au tableau de référence.
Ainsi, si I'enzyme E2 ne reconnait que deux sites sur cet alléle cela signifie que ce dernier est
GAA4.

Cette technique suppose que toutes les différences entre les alleles sont repérables grace au
panel d'enzymes de restriction dont on dispose. En réalité, il n'en est pas toujours ainsi. Les
séquences des alléles des génes contenus dans la banque de données concernent uniquement
les régions strictement codantes. Lorsque pour un alléle n’existait pas d’enzymes
reconnaissant sa spécificité, nous avons choisi de définir des enzymes théoriques qui
reconnaissent des motifs permettant de faire le diagnostic de ces alléles. Ces « enzymes »
sont appelées ENZINV et concernent uniquement quelques alléles de la tyrosinase impliqués
dans l'albinisme.
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<z Hérédite de I'albinisme

Informations scientifiques
Généralités

L'albinisme humain est la plus fréquente des anomalies héréditaires de pigmentation. Le phénotype
macroscopique visible (hypopigmentation de la peau, des poils, des yeux) fut pendant longtemps le
seul critére retenu pour détecter cette anomalie due a une réduction (ou 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). OCA correspond généralement a de
I'hérédité autosomale récessive. OA est lié a un gene situé sur une région propre au chromosome X
(Nature genetics, mai 1995).

Le seul critéere de la pigmentation est insuffisant pour diagnostiquer I'albinisme. Des changements
dans les yeux et le systeme visuel ont été trouvés dans tous les cas d'albinisme oculo-cutané (OCA) et
d'albinisme oculaire (OA). L'iris et la rétine étant dépigmentés, les pupilles apparaissent rouges du fait
de la réflexion de la lumiére sur la choroide trés riche en vaisseaux sanguins. D'autre part, le
développement des voies optiques est altéré : anomalies de decussassion des fibres nerveuses au
niveau du chiasma optique faisant que le nombre de fibres ipsilatérales est réduit; anomalie de
I'organisation des corps genouillés latéraux. Tout cela fait que beaucoup d'albinos sont photophobes et
la plupart présentent un nystagmus résultant d'une hypoplasie fovéale (associée a une réduction de
I'acuité visuelle qui peut varier de 0,5 dixiéme a 4 dixiémes) et aussi de la malformation des voies
optiques. lls ont de plus une diminution de I'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.

Dans la suite, seul sera envisagé I'albinisme oculo-cutané (OCA) qui représente les formes les plus
fréquentes (1 cas sur 16 000 a 20 000 aux USA).

Pigmentation de la peau et synthése de la mélanine

La pigmentation est un processus complexe qui résulte de la synthése de pigments spécifiques, les
mélanines. Les mélanocytes sont des cellules épidermiques capables de synthétiser des pigments, les
mélanines, au sein d’organites spécialisés, les mélanosomes. Ces mélanosomes sont transférés dans les
kératinocytes et transportés par eux a la surface de I’'épiderme. Les mélanocytes synthétisent la
mélanine ; les kératinocytes la stockent et I’éliminent lors de leur désquamation.

La pigmentation résulte donc de processus complexes. Chez les albinos, I'insuffisance de mélanine
peut étre due soit a une anomalie dans la chaine de biosynthése (anomalie enzymatique) soit une
anomalie non spécifique a la chaine de synthése (par exemple, membrane défectueuse du
mélanosome).

La tyrosinase est une enzyme cruciale de la chaine de biosynthése des mélanines car elle catalyse 4
réactions : I’hydroxylation de la tyrosine en dopa, I'oxydation de la dopa en dopaquinone et les deux
réactions aboutissant aux quinones. La banque renferme uniquement les séquences des alléles du gene
qui code pour la tyrosinase. Certains de ces alleles sont a I'origine de I'albinisme dit oculo-cutané de
type 1 (OCA-1).

Une autre forme d’albinisme oculo-cutané est due a un ou plusieurs genes autre (s) que celui qui code
pour la tyrosinase. Elle est dite albinisme oculo-cutané de type 2. En 1995, les séquences de ce (s) génes
(s) ne sont pas connues.
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Biosynthese de la mélanine.
L'albinisme oculo-cutané de type 1

Phénotypes cliniques
Tyrosinase négative (cas OCA-1A)

Ce phénotype a été trouvé dans tous les groupes ethniques étudiés a travers le monde. Il est lié a une
activité nulle de la tyrosinase. Les enfants naissent avec les cheveux blancs, la peau blanche, les yeux
bleus, et ces caractéristiques persistent pendant toute la vie. La peau ne bronze pas et reste trés
sensible au soleil tout au long de la vie. On peut détecter cette anomalie en pratiquant le test du bulbe
pileux qui consiste a incuber des bulbes pileux d'une personne pendant 24 heures a 37°C dans une
solution de tyrosine. On constate qu'il n'y a aucune synthése de mélanine.

Type jaune (cas OCA-1B)
Il est reconnu dans beaucoup de populations et a été découvert dans la population Amish (Etat de
I'Indiana aux Etats-Unis). Les enfants naissent avec les cheveux blancs et la peau blanche. Les cheveux
se colorent en blond au cours des premiéres années de la vie et peuvent devenir blond foncé chez
I'adulte. La peau devient créme et peut bronzer au soleil. L'iris, bleu gris, peut aussi se pigmenter
davantage.

Type thermo-sensible (cas OCA-1TS)
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.

Phénotypes moléculaires
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Les alleles du gene
La tyrosinase résulte de I'expression d'un géne situé sur le chromosome 11. Le séquencage du géne a

montré que l'allele normal présentait un polymorphisme :

au codon 192 TAT (sérine) ou TCT

(tyrosine), avec une fréquence égale chez les « caucasiens » alors que I'on trouve 100% de TCT chez les
orientaux ; au codon 402 CGA (arginine) ou CAA (glutamine) avec 100% de CGA pour les orientaux
alors que pour les caucasiens on a 85% de CGA et 15% de CAA. Dans la banque, hous n‘avons retenu
que TAT/TCT, les deux alléles normaux étant appelés Tyrcodl avec TAT et Tyrcod2 avec TCT. Le
tableau suivant fournit les caractéristiques des alléles a I’origine de I’albinisme retenus dans la banque.

Séquence nucléeique

Polypeptide

Noms des alléles

Nucléotides changés
Nature - Position

Codons changés
Nature - Position

A.A. changés
Nature - Position

Type de mutation

Tyrcodl

(Référence 1) Ab75 TAT192 Tyrl92

Tyrcod2 C575 TCT192 Ser192 Substitution neutre
(Référence 2)

(1) Tyralbal G1147 A GAT383 AAT Asp383Asn Substitution faux sens
(2) Tyralba2 - TG732-733 TGT244 TGA Cys244X Délétion

(2) Tyralba3 G533 A TGG178 TAG Trpl78X Substitution non sens
(1) Tyralba4 C242T CCT81LCTT Pro8lLeu Substitution faux sens
(2) Tyralbab C242T CCT81CTT Pro8lLeu Substitution faux sens
(2) Tyralbbl C1217T CCT406 CTT Pro406Leu Substitution faux sens
(1) Tyralbts G1265 A CGG422 CAG Arg422GIn Substitution faux sens

Quelques alleles du géne qui code pour la tyrosinase.

Caractéristiques des enzymes codées par ces alléles
Ces mutations déterminent des enzymes ayant des caractéristiques diverses :
e enzymes totalement inactives (a I'origine du phénotype OCA-IA) : ce sont notamment celles
codées par les alléles Tyralbal, Tyralba2, Tyralba3, Tyralba4 et Tyralba5 dans la banque ;
* enzyme partiellement active (a I'origine du phénotype OCA-1B) : l'allele muté est appelé
Tyralbbl dans la banque ; la tyrosinase posseéde une activité résiduelle et la dopaquinone
formée qui a 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 (cf. chaine de biosynthése) ;
* enzyme thermo-sensible (a I'origine du phénotype OCA-1TS) : l'allele muté est appelé
Tyralbts dans la banque : la tyrosinase est inactive au dessus de 35°C. La mutation serait
semblable a celle qui existe chez le chat siamois.
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L'albinisme oculo-cutané de type 2
Il est dit tyrosinase-positive car le test du bulbe pileux est positif, ce qui laisse supposer que le géne de
la tyrosinase est normal. Cette forme d'albinisme est la plus commune et la plus variable. Sa
distribution est mondiale avec une forte fréquence en Afrique, notamment équatoriale.

Phénotype clinique
Il est globalement moins sévére que 'OCA de type 1. L'hypopigmentation cutanée peut varier suivant
I'origine ethnique et I'hétérozygotie éventuelle de l'individu. Cependant, certains caractéres paraissent
communs : les individus ont des cheveux Iégérement pigmentés a la naissance, la peau est blanche, les
yeux sont bleus et surtout la pigmentation augmente avec I'age.

Phénotype moléculaire

Le ou les génes responsables n’ont pas encore été séquenceés et la pathologie moléculaire n'a pas été
déterminée.

Utilisations pédagogiques
Deux aspects sont envisagés pour chaque exemple : I’'un trés sommairement car correspondant a une

étude classique en génétique humaine, I'autre plus en détail car reposant sur I'utilisation du logiciel
pour effectuer un diagnostic génotypique.

Albinisme de type OCA-1 d( a des alléles différents du géne de la tyrosinase

FAM1ALB
i —T—0 J—1—0
1 2 3 4
i I
1 2 3 4
i o l
1 2 3
?
Phénotypes des individus albinos de cette famille :
- absence totale de pigmentation des cheveux, de la peau, des yeux ;
- troubles oculaires ;
- test du bulbe pileux : activité de la tyrosinase nulle.

Famille 1 (a partir de Am. J. Hum. Gen., 1993, V52, p. 406-413).
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Analyse classique

Apreés la présentation des données de base sur la synthese de mélanine et le role joué par la tyrosinase,
I’analyse de cet arbre débouche sur :

« le constat qu’il s’agit d’une hérédité autosomale récessive ;

» les génotypes possibles des individus (en utilisant le symbolisme “ a+ ” pour désigner tout

allele fonctionnel, et “ a ” pour désigner tout alléle a I'origine de I'albinisme) ;

« le calcul de la probabilité qu’a un couple d’avoir un enfant albinos.
Par exemple, on peut rechercher la probabilité qu’a iiil d’avoir un enfant albinos sachant que sa
femme ne présente aucun antécédent d'albinisme dans sa famille. iiil est normal mais il a 2 chances
sur 3 de porter l'allele muté responsable de I'albinisme de sa sceur et de son frére. Sachant que dans la
population la fréquence des alléles de I'albinisme est de 1%, ce couple a une probabilité de 2/3 x 1/100
= 2/300 d'étre formé de deux hétérozygotes ; si c’est le cas, ils ont 25% de chances d'avoir un enfant
albinos. La probabilité qu’a le couple d’avoir un enfant albinos est donc de : 2/300 x 1/4 = 1/600.

Analyse génotypique
Elle peut permettre de tester les hypotheses émises sur le génotype des individus, par exemple le
génotype de iiil, et d’affiner en conséquence le calcul de probabilité de naissance d’un individu
albinos.

Reconnaissance des alleles Tyrcod1 et Tyrcod2 par la méthode des enzymes de restriction
Dans cet exercice préliminaire, il s’agit d’amener les éléves a s’approprier la technique d’identification
d’un allele grace aux enzymes de restriction afin qu’ils puissent par la suite utiliser librement le
logiciel pour déterminer le génotype d’un individu. Pour cela :
e comparer ces séquences et repérer I'existence d’une seule différence au niveau de la base 575 :
A dans Tyrcod1 devient C dans Tyrcod2 ;

54 550 560 570 S0 SO0 GO0
& Y TEERS LLEEY TEEEN CLEEYTELNY EECIYTEE o b RN TR EELRYTELEY IRECY TRE
Trsbement of oo 0|
rcnd] cod . l-ll] EFIIIHIrHIlJII;IL'HFIII;L'HIl:L'HI.iIEliIIEEEEEHMEHHHIL’1EEI’IL’HEHL’HIII:FIIIIIILliL'
'El'".'-l!ﬂl:ﬂd L Fl"] _""_""_'"'_"""""""'_""__r:__"_'"'_"""""""'_"'-
w| Salection I3 ignex | | ﬂ_l

e introduire la notion d’enzyme de restriction et utiliser la banque des enzymes de restriction :
repérer dans la liste des enzymes une enzyme susceptible de différencier les deux alleles
Tyrcodl et Tyrcod2. L'éléve doit arriver a la conclusion que Xholl (GGATCT) coupe Tyrcod2
dans la région « 575 » mais pas Tyrcod1 ;

Enzymes du fichier des enzymes de restriction de la tyrosinase
Nom Motif (s) reconnu (s)
Msp | CCGG
Mnl | CCTC
Hae Il GGCC
EINV2 CAATC
Xho Il GGATCT
Xba | TCTAGA
EINV4 AGTGTG

« vérifier cette conclusion en faisant agir cette enzyme et d'autres appartenant au fichier des
enzymes de restriction de la tyrosinase sur Tyrcodl et Tyrcod2.
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. Action enzymatique

Erayme de iednicion de la GEPG
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Visualisation de I’action enzymatique sous la forme d’un graphique. Xholl coupe 2 fois Tyrcodl (en 1135 et 1418) et 3 fois
Tyrcod2 (en 571, 1135 et 1418). Le résultat obtenu signifie aussi qu'il y a plusieurs motifs GGATCT dans les séquences.

Pour les autres enzymes, il n'existe aucune différence dans le nombre de coupures entre les deux
séquences.
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Visualisation de I’action enzymatique sous la forme d’un tableau.

Pour bien faire saisir la signification des informations fournies par le logiciel (nombre de sites et
dimensions des fragments) on peut leur demander de reporter sur une représentation schématique de
chaque alléle les sites de coupure et les longueurs des fragments. Il peut étre intéressant de faire
I’'analogie avec la séparation des fragments de restriction par électrophorése.

Reconnaissance de tous les alleles du géne de la tyrosinase ;

construction du tableau de référence
Pour appliquer cette technique a tous les alleles du géne de la tyrosinase, il convient de les analyser
avec le fichier des enzymes de restriction de la tyrosinase. Les éléves doivent obtenir le tableau ci-
dessous qui sert de référence pour la détermination des génotypes de tous les individus.
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Nombre de sites reconnus dans les alléles du géne de la tyrosinase.

A partir de ce tableau, les éléves doivent déterminer I’enzyme ou les enzymes permettant d’identifier
tel ou tel allele. On remarquera que Tyralba4 et Tyralba5 présentent la méme mutation a I'origine de
I’albinisme mais cette mutation est portée dans un cas par Tyrcodl et dans I'autre par Tyrcod2.

Détermination des génotypes de I’arbre généalogique
La technique étant acquise, les éléves peuvent maintenant tester les hypothéses sur les génotypes et
faire des prévisions sur le phénotype d’un descendant.
On peut cibler I'analyse génotypique sur I'individu iiil prolongeant ainsi les suppositions émises a
partir d’'une analyse classique de I'arbre généalogique. Pour cela, il convient d’accéder aux séquences
de la famille 1. L’analyse des alléles de I'individu iiil (iiilALLL.TYR et iiilALL2.TYR) avec le fichier
enztyr révele que cet individu a comme génotype Tyrcod2/Tyrcod2. Il est donc homozygote et ne
risque donc pas d’avoir un enfant albinos. Ainsi I'analyse génétique permet d’affiner les prévisions
faites sur des bases phénotypiques. On peut aussi chercher a identifier les alleles portés par les
individus albinos de cette famille (iii2 et iii3). L’analyse montre qu’ils sont hétérozygotes
Tyralbal/Tyralba2 et remet en cause partiellement le génotype a/a établi a partir des phénotypes.
Il reste a préciser les caractéristiques de ces alleles morbides par rapport aux alléles de référence et
d’en étudier les conséquences au niveau polypeptidique.
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Le tableau ci-dessous renseigne sur les génotypes de tous les individus de la famille FAM1ALB.

Alleles Nombre de sites reconnus par Alléles
des du
individus géne
Msp || Mnl I|Hae Il [EINV2 | Xho Il | Xba | | EINV4
Fl-ilalll |2 11 7 3 - Tyralba2
Fl-ilall2 |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-izalll |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-izall2 |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-i3alll |2 11 7 2 1 Tyrcodl
Fl-i3all2 |2 11 7 1 2 1 Tyralbal
Fl-id4alll |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-i4all2 |2 11 7 2 1 Tyrcodl
Fl-iilalll |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-iilall2 |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-ii2alll |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-ii2all2 |2 11 7 3 - Tyralba2
Fl-ii3alll |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-ii3all2 |2 11 7 1 2 1 Tyralbal
Fl-iidalll |2 11 7 1 2 1 Tyralbal
Fl-iidall2 |2 11 7 2 1 Tyrcodl
Fl-iiilalll |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-iiilall2 |2 11 7 3 1 Tyrcod2
Fl-iii2alll |2 11 7 3 - Tyralba2
Fl-iii2all2 |2 11 7 1 2 1 Tyralbal
Fl-iii3alll |2 11 7 1 2 1 Tyralbal
Fl-iii3all2 |2 11 7 3 - Tyralba2

Alléles du géne de la tyrosinase chez les individus de FAM1ALB.
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Albinisme di a des génes différents

FAM2ALB

i ]
1 2 3

Phénotype de I'individu ii2 :
- absence totale de pigmentation des cheveux, de la peau, des yeux ;
- troubles oculaires ;
- test du bulbe pileux : activité de la tyrosinase nulle.

Phénotype de I'individu ii3 :
- pigmentation des cheveux, de la peau, des yeux, faible a la naissance ;

elle augmente durant la vie sans atteindre le niveau normal ;

- troubles oculaires ;
- test du bulbe pileux : positif.

Famille 2 (a partir de Brit. J. Ophtal., 1952, V 36, p. 37).

Analyse classique

L’analyse classique doit déboucher sur I'apparente contradiction soulevée par la descendance du
couple ii2 et ii3 : alors qu’ils sont albinos et que le phénotype albinos est récessif, leurs trois enfants ont
un phénotype non albinos. Les données sur la tyrosinase conduisent a proposer une interprétation de
cette contradiction : I'albinisme du pere serait dG a des alléles morbides du gene de la tyrosinase et
I'albinisme de la mére serait di a des alleles d’un ou d’autres génes. Cette hypothése peut étre testée
grace a I'analyse génotypique en utilisant le fichier des enzymes de restriction enztyr.

Analyse génotypique
La démarche est identique au cas précedent. L’analyse génotypique confirme cette interprétation
puisque I'individu ii2 possede deux alléles morbides de la tyrosinase et ii3 deux alléles fonctionnels
Tyrcod1/Tyrcod2. Cette analyse est néanmoins incompleéte car on ne dispose pas d’informations sur le
ou les autres genes responsables de I'albinisme de I'individu ii3. On peut aussi s’intéresser au
génotype d’autres individus de cette famille pour corroborer cette interprétation et préciser les
caractéristiques des alléles morbides.
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Alleles des Nombre de sites reconnus par Alleles du

individus gene

Msp | [Mnll |Hae EINV | Xholl | Xbal |EINV
1! 2 4

F2-ilalll 2 11 6 2 1 Tyralba4
F2-ilall2 2 11 7 3 1 Tyrcod2
F2-i2alll 2 11 7 3 1 Tyrcod2
F2-i2all2 2 11 7 3 1 1 Tyralba3
F2-i3alll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F2-i3all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F2-i4alll 2 11 7 3 1 Tyrcod2
F2-i4all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F2-iilalll 2 11 7 3 1 Tyrcod?2
F2-iilall2 2 11 7 3 1 1 Tyralba3
F2-ii2alll 2 11 6 2 1 Tyralba4
F2-ii2all2 2 11 7 3 1 1 Tyralba3
F2-ii3alll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F2-ii3all2 2 11 7 3 1 Tyrcod?2
F2-iidalll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F2-ii4all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F2-ii5alll 2 11 7 3 1 Tyrcod?2
F2-ii5all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F2-iiilalll 2 11 6 2 1 Tyralba4
F2-iiilall2 2 11 7 2 1 Tyrcod2
F2-iii2alll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F2-iii2all2 |2 11 7 3 1 1 Tyralba3
F2-iii3alll 2 11 7 3 1 Tyrcod2
F2-iii3all2 2 11 6 2 1 Tyralba4

Alleles du géne de la tyrosinase chez les individus de FAM2ALB.
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Phénotypes différents de I'albinisme OCA-1 dus a des alléles différents du gene de la
tyrosinase

FAM3ALB

i O ]
1 2 3 4
i D—%

1

1 2 3 4

Phénotype de I'individu ii3 :
- absence totale de pigmentation ;
- activité de la tyrosinase nulle.

Phénotypes des individus iiil, iii2, iii3 :
- pas de pigmentation a la naissance, mais accumulation d'une faible
quantité de mélanine jaune au cours de I'enfance et a I'age adulte ;

- activité de la tyrosinase faible a trés faible.

Famille 3 (d’aprés Am. J. Hum. Gen., 1980, V32, p. 387-395).

Analyse classique

Deux phénotypes albinos sont présents dans I'arbre généalogique de cette famille, I'un traduisant un
albinisme oculo-cutané sévere, l'autre marqué par une pigmentation résiduelle augmentant au cours
de la vie. L'analyse classique conduit a soulever le probleme de l'origine de cette diversité
phénotypique : est-elle due a des alleles de deux génes différents ou des alléles d'un méme geéne.
L'analyse génétique classique n'apporte pas de réponse (il n'y a pas dans la famille une union entre
deux albinos de phénotypes différents pouvant révéler une complémentation). Toutefois, puisque le
test du bulbe pileux révele que l'activité de la tyrosinase est affectée chez les deux phénotypes, la
deuxieéme hypothese est la plus probable.

L'analyse des alleles du géne qui code pour la tyrosinase possédés par les membre de cette famille
permet de tester cette derniére hypothése. S'il en est bien ainsi, les individus a phénotype albinisme
moins sévére doivent posséder au moins un alléle a la fois différent des alleles normaux Tyrcodl et
Tyrcod? et des alleles morbides de la personne ii3.

Analyse génotypique
C'est ce que confirme I'analyse génotypique des personnes iiil, iii2, iii3 et ii3 réalisée avec le fichier des
enzymes de restriction enztyr. Le tableau résume les différents génotypes des individus de I'arbre.
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Alleles des Nombre de sites reconnus par Alleles du

individus géne

Mspl [Mnll |Hae |EINV [Xholl |Xbal [EINV
i 2 4

F3-ilalll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F3-ilall2 2 11 7 3 1 Tyrcod2
F3-i2alll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F3-i2all2 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-i3alll 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-i3all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F3-idalll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F3-i4all2 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-iilalll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F3-iilall2 2 10 7 3 1 Tyralbbl
F3-ii2alll 2 11 7 3 1 Tyrcod?2
F3-ii2all2 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-ii3alll 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-ii3all2 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-iiilalll 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-iiilall2 |2 10 7 3 1 Tyralbbl
F3-iii2alll 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-iii2all2 |2 10 7 3 1 Tyralbbl
F3-iii3alll 2 11 6 2 1 Tyralbad
F3-iiidall2 |2 10 7 3 1 Tyralbbl
F3-iii4alll |2 10 7 3 1 Tyralbbl
F3-iii4all2 2 11 7 3 1 Tyrcod?
F3-iii5alll 2 11 7 3 1 Tyrcod?2
F3-iii5all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl

Alléles du géne de la tyrosinase chez les individus de FAM3ALB.

La personne ii3 est homozygote Tyralba4/Tyralbad. Les individus iiil, iii2 et iii3 ont hérité de leur
meére, cousine germaine de ii3, l'allele Tyralbad. lls possedent en commun I'alléle Tyralbbl qui
provient de leur pére. Comme leur phénotype est différent de celui de ii3, cette différence ne peut étre
attribuée qu'a la présence de l'alléle Tyralbbl ; cela corrobore I'idée que cet allele doit coder pour une
tyrosinase a activité réduite a l'origine de leur faible pigmentation. Tyralba4 et Tyralbbl sont tous les
deux des alléles résultant d'une substitution faux sens qui entraine le remplacement d'un résidu
proline par de la leucine, I'une en position 81, l'autre en 406, occasion de rappeler que les
conséquences d'une mutation au niveau polypeptidique dépendent non seulement de la nature de la
substitution mais aussi de son emplacement.
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Phénotype albinos température dépendant

FAMA4ALB

O

1 2

i
Phénotypes des individus ii2, ii5, ii6 : !
- cheveux trés peu pigmentés, poils pubiens et du tronc Iégérement pigmentés,
poils des bras et des jambes pigmentés ;
- activité de la tyrosinase : trés faible au dessus de 35°.
Phénotype de l'individu iiil :
- test du bulbe pileux : activité de la tyrosinase nulle

Famille 4 (d*aprés J. Clin. Inv., 1991, V87, p. 1119-1122).

Analyse classique
L'analyse de cet arbre généalogique enrichit le spectre des phénotypes de l'albinisme. Les données
laissent & penser que le phénotype composite observé est di a un allele codant pour une tyrosinase
dont l'activité dépend de la température. La naissance d'un enfant albinos iiil a partir du couple ii6 et
ii7 peut paraitre étonnante. Elle signifie en effet que iiil n'a recu ni l'alléle fonctionnel de sa mére ni un
allele de tyrosinase thermo-dépendante de son pére. Cela ne se comprend que si ii6 et ii7 possedent
tous deux un allele morbide codant pour une tyrosinase a activité nulle.

Analyse génotypique
La détermination des génotypes des individus cités permet de corroborer ces hypotheéses.
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Alléles des Nombre de sites reconnus par Alléles du

individus géne

Mspl [Mnll |Hae |EINV |Xholl |Xbal |[EINV
i 2 4

F4-ilalll 2 11 7 3 1 Tyrcod?2
F4-ilall2 1 11 7 2 1 Tyralbts
F4-i2alll 2 11 6 2 1 Tyralbad
F4-i2all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F4-iilalll 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F4-iilall2 2 11 7 3 1 Tyrcod2
F4-ii2alll 1 11 7 2 1 Tyralbts
F4-ii2all2 2 11 6 2 1 Tyralbad
F4-ii3alll 1 11 7 2 1 Tyralbts
F4-ii3all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F4-iidalll 1 11 7 2 1 Tyrcodl
F4-iidall2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F4-ii5alll 1 11 7 2 1 Tyralbts
F4-ii5all2 2 11 6 2 1 Tyralbad
F4-ii6alll 1 11 7 2 1 Tyralbts
F4-ii6all2 2 11 6 2 1 Tyralbad
F4-ii7alll 2 11 6 3 1 Tyralba5
F4-ii7all2 2 11 7 2 1 Tyrcodl
F4-iiilalll 2 11 6 2 1 Tyralbad
F4-iiilall2 2 11 6 3 1 Tyralba5

Conclusions

Alleles du géne de la tyrosinase chez les individus de FAM4ALB.

Ces arbres généalogiques sur l'albinisme permettent de faire percevoir la complexité des maladies
héréditaires traduite par une hétérogénéité phénotypique. Cette derniere est due a une hétérogénéité
génétique liée a des alléles différents d'un méme géne ou due a des alléles de génes occupant des loci
différents. Cette complexité génétique fait saisir toute la difficulté du diagnostic génétique. Les
données de la banque et les fonctions du logiciel aident a comprendre les principes d'utilisation des
enzymes de restriction pour la détermination du génotype et montrent tout l'intérét dans le domaine
prévisionnel de la détermination des génotypes par rapport a I'analyse classique.
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C%z Hérédité des rétinites pigmentaires

Informations scientifiques
Maladies héréditaires, les rétinites pigmentaires sont la cause principale des malvoyances (30% des
déficiences visuelles). La maladie débute par une atteinte de la vision nocturne avec réduction du
champ visuel causée par la dégénérescence progressive des batonnets. La dégénérescence de la rétine
s'accroit et finit par atteindre la région de la fovéa (cellules en cénes) ce qui entraine une baisse de
I'acuité visuelle et une cécité presque compleéte.
Le phénotype rétinite pigmentaire est trés hétérogéne sur le plan clinique, se traduisant par une
variabilité de la précocité des premiers signes et de la durée d'extension de la maladie. Cette diversité
phénotypique a pour support une diversité génétique liée au fait que plusieurs genes peuvent étre
impliqués (trois génes ont été clairement identifiés) et qu'il existe pour chacun de ces génes plusieurs
alleles. Les génes connus a l'origine des rétinites codent pour des protéines intervenant dans des
processus de phototransduction (genése d'un potentiel de récepteur a partir d'un stimulus lumineux).
Ce sont les génes qui codent pour :
» la rhodopsine : pigment situé dans la membrane des disques des segments externes des
batonnets et qui capte les photons ;
« la périphérine : protéine de la membrane des disques des batonnets responsable du maintien
de la structure des disques membranaires ;
» la phosphodiestérase : enzyme directement impliquée dans la genese du potentiel de
récepteur aprés absorption de photons par la rhodopsine.
L'analyse génétique a montré que certaines formes de rétinite sont dues a d'autres génes que les trois
cités ; ainsi, 15% des rétinites pigmentaires sont dues a des genes situés sur le chromosome X. En
fonction du mode de transmission, on reconnait les rétinites pigmentaires dominantes, les rétinites
pigmentaires autosomales récessives et les rétinites récessives liées au sexe.

Geénes des rétinites autosomales dominantes

Geéne de larhodopsine situé sur le chromosome 3

Plusieurs alléles de ce gene sont a I'origine de rétinites sévéres apparaissant au cours de la premiere
décennie et entrainant des atteintes graves de la fonction visuelle vers la fin de la deuxiéme décennie,
la gravité variant selon la nature de I'allele.

Séquence nucléeique Polypeptide
Noms des | Nucléotides Codons changés A.A. changés Type de
alleles changeés Nature - Position | Nature - Position | mutation
Nature - Position

Rhonorm (Référence) (Référence) (Référence) (Référence)

Rhoretl C68 - A CCC23 . CAC Pro23His Substitution
faux sens

Rhoret2 C1040 -T CCG347 - CTG Pro347Leu Substitution
faux sens

Rhoret3 GG404-405 - TT CGG135 - CTT Argl35Leu Substitution
faux sens

Rhoret4 C403 - T CGG135 - TGG Argl35Trp Substitution
faux sens
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Rhoret5 - - CTG68 CGC69 -Leu68Arg69 Délétion
CTGCGCACGCCT |ACG70CCT71 Thr70Pro71
202 - 213
Rhoret6 A886 -G AAG296 - GAG Lys296GLU Substitution
faux sens
Rhoret7 - ATC763-764-765 |- ATC255 - lle255 Délétion
Rhoret8 C403 -G CGG135- GGG Argl35Gly Substitution
faux sens
Rhoret9 G745 -T GAG249 - TAG Glu249X Substitution
non sens

Caractéristiques de quelques alleles du géne de la rhodopsine.

Ce tableau résume les caractéristiques des principaux alleles morbides du gene de la rhodopsine qui
résultent de mutations diverses (substitutions faux sens, non sens, délétions). L'incorporation des
rhodopsines mutées dans la membrane, au cours du renouvellement des disques, est plus ou moins
entravée selon les mutations, ce qui entraine une dégénérescence plus ou moins rapide des
photorécepteurs par des mécanismes non encore élucidés.

Geéne de la périphérine
Situé sur le chromosome 6, ce gene s'exprime dans les cellules en cones et en batonnets. Plusieurs
alleles morbides de ce gene ont été identifiés.

Séquence nucléeique Polypeptide
Noms des Nucléotides Codons changés A.A.changés | Type de mutation
alleles changés Nature - Position Nature -

Nature - Position Position
Pernorm (Référence) (Référence) (Référence) (Référence)
Perretl -TGC355-356-357 |-TGC119 - Cysl119 Délétion
Perret2 -TG73-74 TGG25 - GTT...... Trp25Vval........ Délétion

TGA43 43X
Perret3 Cé47 T CCT216 - CTT Pro216Leu Substitution faux
sens

Perret4 - CCA655-656- - CCA219 - Pro219 Délétion

657
Perret5 T554 - C CTG185 - CCG Leul85Pro Substitution faux

SeNsS

Caractéristiques de quelques alléles du géne de la périphérine.

Ces alléles sont a l'origine de rétinites pigmentaires modérées qui se manifestent au cours de la
deuxieéme décennie. L'acuité visuelle est généralement conservée pendant 20 a 30 ans d'évolution car
la dégénérescence des cellules visuelles est lente (plus de 40 ans).
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Géne des rétinites autosomales récessives
- Géne de la sous-unité béta de la phosphodiestérase (PDE du guanine monophosphate
cyclique - GMPc)
Ce géne est situé sur le chromosome 4. Plusieurs alléles morbides ont été identifiés : les mutations
affectent I'activité catalytique de I'enzyme et empéchent la genése du potentiel de récepteur.

Séquence nucléeique Polypeptide
Noms des Nucléotides Codons changés |A.A.changés |Type de
alleles changés Nature - Position | Nature - mutation
Nature - Position
Position
Pdenorm (Réference) (Référence) (Réference)
Pderetl C892 T CAG298 - TAG |GIn298X Substitution
non sens
Pderet2 C1591 - T CGA531 - TGA |Arg531X Substitution
non sens
Pderet3 - C1486 - CCC497CCA........ Thr497Pro.... Délétion
............. TGA574 | X574 décalante
Pderet4 C1669 - T CAC557 - TAC |His557Tyr Substitution
faux sens

Caractéristiques de quelques alléles du géne de la PDE.

Utilisations pédagogiques
La banque de données contient, pour les trois genes, les séquences relatives aux génotypes des
individus appartenant a 5 arbres généalogiques. Cette richesse permet des démarches tres diverses
recoupant plus ou moins celles vues dans I'étude de I'albinisme. Néanmoins, cette banque a surtout
été concue en vue de mettre les éléves en situation d'autonomie au cours d'un travail de recherche
impliquant le réinvestissement de méthodes de raisonnement rencontrées précédemment. Le
probléme a résoudre consiste a identifier le ou les génes pouvant étre a l'origine des rétinites
pigmentaires des différentes familles généalogiques. La recherche peut étre répartie entre plusieurs
groupes d'éleves, chaque groupe s'‘occupant d'un ou de deux arbres généalogiques. Les informations
suivantes peuvent étre fournies au préalable :
« les caractéristiques des phénotypes rétinites pigmentaires ;
» les noms et localisations des genes connus pouvant étre a l'origine de ce phénotype, avec
indication succincte du réle des protéines qu'ils codent ;
« la dominance ou récessivité de ces genes ; certaines formes de rétinites récessives sont dues a
un (ou des) gene (s) situé (s) sur un chromosome X mais non encore identifié (s) ;
» les tableaux de référence permettant l'identification de chaque allele grace a un fichier
d'enzymes de restriction propre a chaque géne (enzrho, enzpde, enzper).
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Enzymes du fichier enzrho.zym

Nom Motif(s) reconnu(s)

Alu AGCT

Hpa ll CCGG

Mnl | CCTC,GAGG

Fsp I TGCGCA

Alul | Hpa | Mnll | Fspl
1

Rhonorm 2 4 12 1
(Référence)
Rhoret?2 2 3 12 1
Rhoret3 3 4 12 1
Rhoret5 2 4 11 -

Nombre de sites reconnus dans quelques alléles du géne qui code pour la rhodopsine.

Enzymes du fichier enzpde.zym

Nom Motif(s) reconnu(s)
Mae | CTAG
Ava ll GGACC,GGTCC
Mae |l [Avalll
Pdenorm - 10
(Référence)
Pderetl 1 10
Pderet2 - 9

Nombre de sites reconnus dans quelques alléles du géne qui code pour la PDE.

105



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES

Enzymes du fichier enzper.zym

Nom Motif(s)

reconnu(s)
Bbv | GCAGC,GCTGC
Bbv I
Pernorm 10
(Reférence)
Perretl 9

Nombre de sites reconnus dans deux alléles du géne de la périphérine.

Munis de ces renseignements, les éléves doivent exploiter les informations tirées de I'analyse des
arbres généalogiques pour argumenter sur le ou les genes en cause possibles et tester leurs
suppositions par la détermination des génotypes d'individus bien choisis.

Rétinite due a des alléles du géne de la rhodopsine

FAMI1RET

i &

~E

Q

1 2

Rétinite pigmentaire :

- cécité périphérique et nocturne

- apparition rapide des symptomes des la premiére décennie
- détection par un électrorétinogramme

- destruction des cdnes en fin de maladie (cécité compléte)

Famille 1 (d*aprés Genomics, 11, 1991).

De l'analyse de cet arbre I'éleve doit conclure que le phénotype rétinite pigmentaire est dominant et
gue la transmission peut s'expliquer par un géne autosomal ou par un géne porté par X. Etant donné
les informations fournies au préalable, il doit songer soit au géne de la rhodopsine soit a celui de la
périphérine, mais plus probablement au gene de la rhodopsine vu la gravité des symptdmes dans
cette famille. En identifiant les génotypes des individus malades, il constate que tous ces individus
possédent des alléles normaux du géne de la pésiphérine ; en revanche, ils ont pour le géne de la
rhodopsine un alléle connu comme étant a I'origine d'une rétinite et un alléle normal.
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On pourrait prolonger I'étude en demandant en quoi les données sur les génotypes de cet arbre
confirment que les alléles Rhoret3 et Rhoret5 sont bien causes de rétinites : on ne les retrouve pas chez
les individus de la famille a phénotype normal.

Alléles des Nombre de sites reconnus par Alleles du
individus géene
Alu | Hpa Il Mnl | Fsp |

Fl-ilalll 2 4 12 1 Rhonorm
F1l-ilall2 3 4 12 1 Rhoret3
Fl-i2alll 2 4 11 - Rhoret5
Fl-i2all2 2 4 12 1 Rhonorm
Fl-iilalll 3 4 12 1 Rhoret3
F1l-iilall2 2 4 12 1 Rhonorm
Fl-ii2alll 2 4 12 1 Rhonorm
Fl-ii2all2 2 4 12 1 Rhonorm
F1-ii3alll 2 4 12 1 Rhonorm
F1-ii3all2 2 4 11 - Rhoret5
Fl-ii4alll 2 4 12 1 Rhonorm
F1-iidall2 2 4 12 1 Rhonorm
Fl-iiilalll 2 4 12 1 Rhonorm
Fl-iiilall2 2 4 12 1 Rhonorm
Fl-iii2alll 2 4 12 1 Rhonorm
Fl-iii2all2 3 4 12 1 Rhoret3
F1l-iii3alll 2 4 11 - Rhoret5
F1-iii3all2 2 4 12 1 Rhonorm
Fl-iiidalll 2 4 12 1 Rhonorm
F1-iiidall2 2 4 12 1 Rhonorm
F1l-iii5alll 2 4 12 1 Rhonorm
F1-iii5all2 2 4 12 1 Rhonorm

Alléles du gene de la rhodopsine chez les individus de la famille FAM1RET.
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Rétinite due a des alléles du géne de la phosphodiestérase
FAM2RET

i 10

2

ok
2

{ Rétinite pigmentaire :

- cécité nocturne et périphérique

- dégénérescence des batonnets (qui tendent a disparaitre a + ou - long terme)
- détection par un électrorétinogramme

- destruction des cones en fin de maladie (cécité complete)

Famille 2 (d*aprés Nature Genetics, vol. 4, juin 1993).

L'analyse classique conduit a conclure a un cas d'hérédité autosomale récessive ou a un cas d'hérédité
liée au sexe. D'apres les données fournies, c'est plutdt le gene de la phosphodiestérase qui pourrait
étre impliqué. La détermination des génotypes de ii2 et ii3 montre qu'ils possédent deux alléles
morbides du géne de la PDE. On peut poursuivre I'étude en mettant en évidence les conséquences des
mutations sur les polypeptides : dans les deux cas, les polypeptides sont tronqués (cf. tableau des
caractéristiques des alléles de ce gene).

Alleles des Nombre sites reconnus par Alleles du
individus gene
Ava ll Mae |

F2-ilalll - 10 Pdenorm
F2-ilall2 1 10 Pderetl
F2-i2alll - 9 Pderet2
F2-i2all2 - 10 Pdenorm
F2-iilalll - 10 Pdenorm
F2-iilall2 - 10 Pdenorm
F2-ii2alll 1 10 Pderetl
F2-ii2all2 - 9 Pderet2
F2-ii3alll - 9 Pderet2
F2-ii3all2 1 10 Pderetl
F2-iidalll - 10 Pdenorm
F2-ii4all2 1 10 Pderetl
F2-ii5alll - 9 Pderet2
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F2-ii5all2 - 10 Pdenorm
F2-iiilalll - 10 Pdenorm
F2-iiilall2 1 10 Pderetl
F2-iii2alll - 10 Pdenorm
F2-iii2all2 1 10 Pderetl

Alléles du géne de la PDE chez les individus de la famille FAM2RET.

Rétinite résultant d'une néomutation dans le géne de la rhodopsine

FiAMSRET 1 2
D Do

2 3 4

1 2
@ @ Rétinite pigmentaire :
- cécité périphérique et nocturne

- apparition précoce des symptomes des la premiére décennie

- évolution rapide de la maladie
- détection par un électrorétinogramme

- destruction des cones en fin de maladie (cécité compléte)

Famille 3 (d*aprés Proc. Nat. Acad. Sci. USA, vol. 88, oct. 1991).

L'analyse classique laisse penser a un cas d'hérédité récessive et autosomale ce qui implique que iil
soit hétérozygote comme il et i2. D'aprés les informations dont on dispose, on peut soupgonner le
gene de la phosphodiestérase. L'analyse génotypique concernant ii2 et iii2 indique qu'ils possédent 2
alleles normaux de ce géne. Pour rechercher d'autres solutions, I'éléve peut examiner le génotype de
ii2 dans les autres genes disponibles et découvrir qu'il posséde un alléle morbide du géne de la
rhodopsine. Cette conclusion est en contradiction avec la récessivité apparente de la transmission de la
rétinite dans cette famille. En analysant les génotypes de il et i2, I'éléve doit conclure que la rétinite de
ii2 s'explique par une mutation nouvelle lors de la formation des gamétes de il ou i2.

Alléles des Nombre de sites reconnus par Alléles du
individus géne
Alu | Hpa ll Mnl | Fsp |
F3-ilalll 2 4 12 1 Rhonorm
F3-ilall2 2 4 12 1 Rhonorm
F3-i2alll 2 4 12 1 Rhonorm
F3-i2all2 2 4 12 1 Rhonorm
F3-iilalll 2 4 12 1 Rhonorm
F3-iilall2 2 4 12 1 Rhonorm
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F3-ii2alll 2 3 12 1 Rhoret2

F3-ii2all2 2 4 12 1 Rhonorm
F3-ii3alll 2 4 12 1 Rhonorm
F3-ii3all2 2 4 12 1 Rhonorm
F3-iidalll 2 4 12 1 Rhonorm
F3-iidall2 2 4 12 1 Rhonorm
F3-iiilalll 2 4 12 1 Rhonorm
F3-iiilall2 2 4 12 1 Rhonorm
F3-iii2alll 2 4 12 1 Rhonorm
F3-iii2all2 2 3 12 1 Rhoret2

Alléles du gene de la rhodopsine chez les individus de la famille FAM3RET.

Rétinite due a des alléles du géne qui code pour la périphérine

i 1 2
i Q@—

@ @ Rétinite pigmentaire :

- cécité périphérique et nocturne

- dégénérescence des batonnets (qui tendent a disparaitre a + ou - long terme)
- apparition des symptomes assez tardive

- détection par un électrorétinogramme

- évolution lente de la maladie

- destruction des cones en fin de maladie (cécité compléte)

Famille 4 (d*aprés Nature Genetics, vol. 3, mars 1993)

L'analyse classique de cet arbre exclut une hérédité récessive liée au sexe ; elle laisse possible, avec une
probabilité faible, une hérédité autosomale récessive. Les interprétations les plus probables sont soit
une hérédité autosomale dominante, soit une hérédité liée au sexe dominante. Les symptdmes
orientent plutét vers la périphérine. L'analyse génotypique corrobore ce point de vue : tous les
individus s'averent normaux pour la rhodopsine.

Alleles des Nombre de sites reconnus Alleles du
individus par Bbv | géne
F4-ilalll 10 Pernorm
F4-ilall2 10 Pernorm
F4-i2alll 10 Pernorm
F4-i2all2 9 Perretl
F4-iilalll 10 Pernorm
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F4-iilall2 10 Pernorm
F4-ii2alll 10 Pernorm
F4-ii2all2 10 Pernorm
F4-ii3alll 9 Perretl

F4-ii3all2 10 Pernorm
F4-iidalll 10 Pernorm
F4-ii4all2 10 Pernorm
F4-iiilalll 10 Pernorm
F4-iiilall2 9 Perretl

F4-iii2alll 9 Perretl

F4-iii2all2 10 Pernorm
F4-iii3alll 10 Pernorm
F4-iii3all2 10 Pernorm
F4-iiidalll 10 Pernorm
F4-iiidall2 10 Pernorm

Alleles du géne de la périphérine chez les individus de la famille FAM4RET.

Rétinite liée a un alléle d'un géne non identifié porté par un chromosome X

1
@ Rétinite pigmentaire :

- cécité périphérique et nocturne

- dégénérescence des batonnets (qui tendent a disparaitre & + ou - long terme)

- détection par un électrorétinogramme

- destruction des cones en fin de maladie (cécité compléte)

4 5 6

Z—
Ll
N e

j}

Famille 5 avec rétinite.

L'analyse classique conduit a une hérédité récessive soit autosomale soit liée au sexe. On peut
suspecter le géne de la phosphodiestérase ; par ailleurs, I'apparition d'une néomutation expliquant le
phénotype malade chez deux individus de la deuxiéme génération peut étre exclue (trés faible

probabilité de deux mu

tations).

L'analyse génétique des individus malades infirme I'nypothése du gene de la phosphodiestérase. Les
autres genes pourraient-ils avoir des alleles récessifs a I'origine de rétinites ? L'analyse génétique des
individus malades montre qu'ils possedent des alléles normaux pour les génes de la rhodopsine et
pour celui de la périphérine.

111



SUGGESTIONS PEDAGOGIQUES

La seule conclusion possible est que cette rétinite est due a un ou des alléles d'un géne autre que ceux
de la rhodopsine, de la périphérine et de la phosphodiestérase. Ce gene est probablement situé sur le
chromosome X étant donné I'aspect de I'arbre généalogique.

C%z Les déficiences en glucose 6 phosphate déshydrogénase (G6PD)

Données scientifiques

Réle de I'enzyme G6PD

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'hydrogene 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
l
glucose-6-phosphate + NADP* - 6-phosphogluconate + NADPH, H*

Glutathion réductase
!
NADPH, H* + glutathion oxydé - glutathion réduit + NADP*

Glutathion peroxydase
l
Glutathion réduit + HpO» - glutathion oxydé + H>O

La catalase catalyse la réaction : HoO2 - H2O +1/2 O
Ces quelques réactions nous montrent que pour la destruction du peroxyde d'hydrogéne (H>O»), la

catalase et le glutathion sont indispensables. Avec une G6PD inactive ou de tres 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 HpO, On sait d'autre part que le NADPH « stabilise » la

catalase. Donc sans NADPH, HyO5 ne sera pas detruit 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 gene G6PD

Le géne 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 alleles (plus d'une centaine), dont certains ont une
fréquence supérieure a 1%.
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Alléles Fréquence Activité enzymatique Manifestations cliniques
(% par rapport au
normal)
Afrique | Europe | Méditerranée
G6épdb 65% | 99,7 % 90-99 % 100 Aucune
G6pda 20 % <1% 85 Aucune
Jaunisse néo-natale ; anémie
Gé6pda-1 - - - 12 hémolytique aigué (médicaments,
infection)
Jaunisse néo-natale ; anémie
G6pda-2 15% - <12% 12 hémolytique aigué (médicaments,
infection)
Jaunisse néo-natale ; anémie
Gé6pda-3 - - - 12 hémolytique aigué (médicaments,
infection)
Jaunisse néo-natale ; anémie
G6pdm | <0,1% - 1-8% 3 hémolytique aigué (médicaments,
ingestion de féves, infection)
G6pdseat - - - 25 Rares
Fréquence de quelques alléles de la G6PD contenus dans la banque.
Séquence nucléique Polypeptide
Noms des Nucléotides changés Codons changés A.A. changés Type de
alleles Nature - Position Nature - Position Nature - Position | mutation
G6pdb (Référence) (Référence) (Référence)
G6pda A376 G AAT126 GAT Asn126Asp Substitution
faux sens
G6pda-1 A376 G AAT126 GAT Asn126Asp Substitution
faux sens
G202 A GTG68 ATG Val68Met Substitution
faux sens
G6pda-2 A376 G AAT GAT Asn126Asp Substitution
faux sens
G680 T CGC227 CTC Arg227Leu Substitution
faux sens
G6pda-3 A376 G AAT126 GAT Asn126Asp Substitution
faux sens
T968 C CTG323 CCG Leu323Pro Substitution
faux sens
G6pdm C563T TCC188TTC Ser188Phe Substitution
faux sens
G6pdseat G844 C GAT282 CAT Asp282His Substitution
faux sens

Caractéristiques de quelques alleles du géne de la G6PD.
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Les alléles de ce géne peuvent donc servir de support pour étudier la notion de polymorphisme
génique. Certes, les alleles different uniquement par des substitutions faux sens et ne permettent pas
d'illustrer les diverses modalités des différences alléliques (les alleles 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). Mais ce systeme allélique est
probablement le meilleur outil pour faire saisir la micro évolution d'un géne et sa diversification au
cours de I'évolution des populations humaines.

L'allele G6pdb, le plus fréquent dans toutes les populations, est sans doute I'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 alléles

G6pda™ présentent cette méme différence avec G6pdb 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, l'allele G6pdm differe de G6pdb par une substitution autre
que celle trouvée dans Gépda : il provient d'une mutation intervenue chez un individu G6pdb mais on
ne peut situer chronologiquement sa formation par rapport a Gépda.

Populations
humaines [GGPDA-B] [GGPDA—Z] [ GGPDA-l] [ G6PDA ] [ G6PDB ] [GGPDBM ] G6PDBSEAT
actuelles

Premiéres populations humaines : tous les individus G6PDB
possedent I'allele GEPDB.

Filiation possible entre les alleles 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.

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'alléles codent pour une enzyme G6PD déficiente. La déficience
n'est jamais totale : l'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 sévéeres
des séquelles neurologiques. Des crises aigiies d'anémie hémolytique peuvent étre déclenchées par
des infections, des ingestions de feves 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 symptéme 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.
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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 l'un ou l'autre des chromosomes X. La femme
hétérozygote posséde 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.

Utilisations pédagogiques en génétique humaine

FAMG6PD

i @

2

e

1

-£%£%@

@ @ Déficience en G6PD mais faible sensibilité a I'ingestion de feves

Déficience en G6PD treés forte
Crise hémolytique aigue suite a I'ingestion de feves

Famille avec déficit en G6PD.

L'étude du polymorphisme génique a partir de G6PD peut étre conduite en adoptant une démarche
voisine de celle suivie pour l'alpha-antitrypsine.

Analyse classique

L'analyse de I'arbre généalogique conduit a la récessivité du phénotype G6PD déficient. En revanche,
les deux interprétations, hérédité autosomale récessive ou hérédité récessive liée au sexe, sont
plausibles méme si la seconde apparait plus probable.

L'interprétation suivant laquelle le gene serait situé sur un autosome implique que les individus non
apparentés i2, iil et ii6 soient hétérozygotes ; lI'interprétation suivant laquelle I'nérédité serait liée au
sexe nécessite seulement que la femme iil soit hétérozygote. En outre, la différence entre les deux
phénotypes G6PD déficients des personnes iiil et iii3 doit conduire a supposer que des alléles G6PD
déficients différents existent dans cette famille.
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Analyse génotypique
La détermination des génotypes des individus de I'arbre réalisée grace a I'utilisation des enzymes de
restriction (fichier enzg6pd.zym) permet de tester ces hypothéses.

Enzymes du fichier enzg6bpd.zym
Nom Motif(s) reconnu(s)
Nla Il CATG
Fok | GGATG,CATCC
Mbo I GAAGA,TCTTC
Nla Il Fok | Mbo Il Alleles reconnus
7 8 10 G6pda
8 8 10 G6pda-1
7 7 10 G6pdb
7 7 11 G6pdm

Alléles de la G6PD reconnus par les enzymes de restriction.

Alléles des Nombre de sites reconnus par Alléles
individus Nla IlI Fok | Mbo Il du géne
Fl-ilalll 8 8 10 G6pda-1
Fl-ilall2 8 8 10 G6pda-1
Fl-i2all 7 7 10 G6pdb
Fl-iilalll 7 7 10 G6pdb
Fl-iilall2 7 7 11 G6pdm
Fl-ii2all 8 8 10 G6pda-1
F1-iidall 8 8 10 G6pda-1
F1-iidall 8 8 10 G6pda-1
F1-ii5alll 8 8 10 G6pda-1
F1-ii5all2 7 7 10 G6pdb
F1-ii6all 7 8 10 G6pda
Fl-iiilall 7 7 11 G6pdm
F1-iii2all 7 7 10 G6pdb
F1l-iii3alll 8 8 10 G6pda-1
F1-iii3all2 7 7 11 G6pdm
Fl-iiidalll 7 7 10 G6pdb
F1-iiidall2 7 8 10 G6pda
F1-iii5all 8 8 10 G6pda-1
F1-iii6all 8 8 10 G6pda-1
Fl-iii7alll 8 8 10 G6pda-1
Fl-iii7all2 7 8 10 G6pda
F1-iiigall 7 7 10 G6pdb

Alléles du gene de la GBPD chez les individus de FAMG6PD.

L'existence d'un seul allele G6PD dans la banque pour les hommes et de deux alléles pour les femmes
doit conduire les éléves a bien s'approprier la notion d'hérédité liée au sexe. La détermination du
génotype de iiil met bien en valeur que dans un cas d'hérédité liée au sexe, le chromosome X d'un
garcon et les alleles des genes qu'il porte proviennent de sa meére.
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LES CHAINES DE L'HEMOGLOBINE

Alpha

alpha.adn
alphadnc.adn

alphacod.adn
alpha.pro
alphacod.arn

alpharnm.arn

Béta

beta.adn
betadnc.adn

betacod.adn
beta.pro
betacod.arn

betarnm.arn
betavar.adn

Drépanocytose

drepcod.adn
drepcod.arn

drep.pro

Geéne (complet) de la globine alpha humaine (brin non transcrit)

ADNCc (correspondant a I"ARNm complet) du géne codant pour la globine alpha
humaine

Partie strictement codante du géne de la globine alpha humaine (brin non transcrit)
Séquence protéique de la globine alpha humaine

ARNmM correspondant a la partie strictement codante du géne de la globine alpha
humaine

ARNmM complet du gene codant pour la globine alpha humaine

Séquences normales

Géne (complet) de la globine béta humaine (brin non transcrit)

ADNCc (correspondant a I'ARNm complet) du géne codant pour la globine béta
humaine

Partie strictement codante du géne codant pour la globine béta humaine

Séquence protéique de la globine béta humaine

ARNM correspondant a la partie strictement codante du géne codant pour la globine
béta humaine

ARNmM complet du géne codant pour la globine béta humaine

Variant normal (partie strictement codante) du géne codant pour la globine béta
humaine

Séquences mutées

Partie codante de I"alléle du gene béta de la globine humaine responsable de la
drépanocytose

ARNmM correspondant a la partie strictement codante de I"alléle du gene qui code pour
la globine béta humaine responsable de de la drépanocytose

Séquence protéique résultant de I"expression de I"allele du géne codant pour la globine
béta humaine responsable de la drépanocytose

Hémoglobinose C

hemccod.adn
hemccod.arn

hemc.pro

Partie codante d*un alléle du gene codant pour la globine béta humaine responsable de
I"hémoglobinose C

ARNM correspondant a la partie strictement codante d*un alléle du géne codant pour
la globine béta humaine de 1"hémoglobinose C

Chaine protéique résultant de I'expression de I"allele du géne codant pour la globine
béta humaine responsable de I"hémoglobinose C
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Thalassémies
thalcod.adn

thalcod.arn
thal.pro
tha2cod.adn

tha2cod.arn
tha2.pro
tha3cod.adn

tha3cod.arn
tha3.pro
thadcod.adn

tha4cod.arn
thad.pro
thabcod.adn

tha5cod.arn
tha5.pro
tha6cod.adn

tha6cod.arn
tha6.pro
tha7cod.adn

tha7cod.arn
tha7.pro
tha8cod.adn

tha8cod.arn
tha8.pro

Gamma

gamma.adn
gammadnc.ad
n

gammacod.adn

gamma.pro

gammacod.arn

gammarnm.ar

n

Delta

delta.adn
deltadnc.adn

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la globine béta humaine responsable
d"une thalassémie grave en Chine

ARNmM correspondant a thalcoda.dn

Séquence protéique correspondant a thal

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la globine béta humaine responsable
d"une thalassémie majeure en Sardaigne

ARNmM correspondant a tha2cod.adn

Séquence protéique correspondant a tha2

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la globine béta humaine responsable
d"une thalassémie majeure en Inde

ARNmM correspondant a tha3cod.adn

Séquence protéique correspondant a tha3

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la globine béta humaine responsable
d"une thalassémie majeure dans les pays méditerranéens

ARNmM correspondant a tha4cod.adn

Séquence protéique correspondant a tha4

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la globine béta humaine responsable
d'une thalassémie

ARNmM correspondant a thabcod.adn

Séquence protéique correspondant a thab

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la globine béta humaine responsable
d"une thalassémie majeure en Inde

ARNmM correspondant a tha6cod.adn

Séquence protéique correspondant a tha6

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la globine béta humaine responsable
d'une thalassémie

ARNmM correspondant a tha7cod.adn

Séquence protéique correspondant a tha7

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la globine béta humaine responsable
d"une thalassémie majeure en Inde

ARNmM correspondant a tha8cod.adn

Séquence protéique correspondant a tha8

Géne (complet) de la globine gamma humaine (brin non transcrit)

ADNCc (correspondant a I'ARNm complet) du gene codant pour la globine gamma
humaine

Partie codante du gene codant pour la globine gamma humaine

Séquence protéique de la globine gamma humaine

ARNM correspondant a la partie strictement codante du géne codant pour la globine
gamma humaine

ARNmM complet du géne codant pour la globine gamma humaine

Géne (complet) de la globine delta humaine (brin non transcrit)
ADNC (correspondant a I'ARNm complet) du géne codant pour la globine delta
humaine
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deltacod.adn
delta.pro
deltacod.arn

deltarnm.arm

Partie codante du géne codant pour la globine delta humaine
Séquence protéique de la globine delta humaine

ARNM correspondant a la partie strictement codante du géne codant pour la globine

delta humaine
ARNmM complet du gene de la globine delta humaine

LE SYSTEME ABO DES GROUPES SANGUINS

acod.adn

bcod.adn

ocod.adn

Partie strictement codante de I*alléle A du géne responsable du systéme ABO des

groupes sanguins

Partie strictement codante de I"allele B du géne responsable d u systeme ABO des

groupes sanguins
Partie codante de I"alléle O du gene responsable du systéme ABO des groupes
sanguins

LA PHENYLALANINE HYDROXYLASE (PHENYLCETONURIE)

phel.cod
phe2.cod
phe3.cod
phe4.cod
phe5.cod
phe6.cod
phe7.cod
phe8.cod
phe9.cod
phel0.cod
phell.cod
phel2.cod
phel3.cod
pheld.cod
phel5.cod
phel6.cod
phel7.cod
phenorm.cod

phenorm.pro

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d'un alléle du géne codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d"un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d*un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d'un alléle du géne codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d'un alléle du géne codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d*un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d*un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d*un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d'un alléle du géne codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d'un alléle du géne codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d*un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d*un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d'un alléle du géne codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d'un alléle du géne codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d*un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase
Partie codante d*un alléle du gene codant pour la phényl-alanine hydroxylase

Partie strictement codante d*un alléle normal (de référence) du gene codant pour la

phényl-alanine hydroxylase

Séquence protéique d'un allele bormal (de référence) du gene codant pour la phényl-

alanine hydroxylase

L'ALPHA-ANTITRYPSINE

Alléle M"1 du géne codant pour I"alpha-antitrypsine (partie strictement codante ; brin

atm'l.cod

atml.cod

atm2.cod

atm3.cod

non transcrit)

Alléle M1 du géne codant pour I'alpha-antitrypsine (partie strictement codante ; brin

non transcrit)

Alléle M2 du géne codant pour I'alpha-antitrypsine (partie strictement codante ; brin

non transcrit)

Alléle M3 du géne codant pour I'alpha-antitrypsine (partie strictement codante ; brin

non transcrit)
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atnulll.cod

atnull2.cod

ats.cod

atz.cod

chat.cod

Alléle nulll du gene codant pour I"alpha-antitrypsine (partie strictement codante ;
brin non transcrit)

Alléle null2 du géne codant pour I'alpha-antitrypsine (partie strictement codante ;
brin non transcrit)

Alléle S du géne codant pour I'alpha-antitrypsine (partie strictement codante ; brin
non transcrit)

Alléle Z du géne codant pour I'alpha-antitrypsine (partie strictement codante ; brin
non transcrit)

Partie strictement codante du géne codant pour I'alpha-antitrypsine chez le
Chimpanzé

LE GENE IT15 (CHOREE DE HUNTINGTON)

cll.adn
cl3.adn
cl6.adn
cl7.adn
c20.adn
c21.adn
c22.adn
c23.adn
c33.adn
c40.adn
c43.adn
c45.adn
c48.adn
¢50.adn
c75.adn
itl15cod.adn

Alléle du gene IT15
Alléle du gene IT15
Alléle du géne IT15
Alléle du géne IT15
Alléle du gene IT15
Alléle du gene IT15
Alléle du géne IT15
Alléle du géne IT15
Alléle du géne IT15
Alléle du gene IT15
Alléle du gene IT15
Alléle du géne IT15
Alléle du géne IT15
Alléle du gene IT15
Alléle du gene IT15
Région codante compléte du géne IT15 (brin non transcrit)

LA GLUCOSE 6 PHOSPHATE DESHYDROGENASE (G6PD)

g6pda-1.cod
g6pda-2.cod
g6pda-3.cod
g6pda.cod
g6pdb.cod
g6pdm.cod
g6pdseat.cod

Alléle A-1 de la G6PD humaine
Alléle A-2 de la G6PD humaine
Alléle A-3 de la G6PD humaine
Alléle A de la G6PD humaine
Alléle B de la G6PD humaine
Alléle M de la G6PD humaine
Alléle Seattle de la G6PD humaine

LE SYSTEME HLA

HLA A

hlaa0101.cod
hlaa0201.adn
hlaa0201.dnc
hlaa0201.cod
hlaa0201.pro
hlaa0210.cod

Partie strictement codante de I'alléle HLAA0101

Géne complet de I"alléle HLAAO0201 (brin non transcrit)
ADNC de I"alléle HLAA0201

Partie strictement codante de I'alléle HLAA0201
Séquence protéique de HLAA0201

Partie strictement codante de I"allele HLAA0210
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hlaa0211.cod
hlaa0212.cod
hlaal101.cod
hlaal102.cod
hlaa2401.cod
hlaa2402.cod
hlaa2403.cod

HLA B

hlab2701.cod
hlab2702.cod
hlab2703.cod
hlab2704.cod
hlab2705.adn
hlab2705.dnc
hlab2705.cod
hlab2705.pro
hlab2706.cod

HLA C

hlacw101.cod
hlacw102.cod
hlacw?201.cod
hlacw202.cod
hlacw301.adn
hlacw301.dnc
hlacw301.cod
hlacw301.pro

chlaal08.cod
chlaal26.cod
chlabl.cod
chlab2.cod

fsh.pro
fshadnc.adn
fshb.adn
fshcod.adn
gh.adn

gh.pro
ghadnc.adn
ghcod.adn
hcgb.adn

Partie strictement codante de I'alléle HLAA0211
Partie strictement codante de I"alléle HLAA0201
Partie strictement codante de I"allele HLAA1101
Partie strictement codante de I'alléele HLAA1102
Partie strictement codante de I'alléle HLAA2401
Partie strictement codante de I'alléle HLAA2402
Partie strictement codante de I"alléele HLAA2403

Partie strictement codante de I"allele HLAB2701
Partie strictement codante de I'allele HLAB2702
Partie strictement codante de I'allele HLAB2703
Partie strictement codante de I"allele HLAB2704
Géne complet de I'alléle HLAB2705

ADNC de I'alléle HLAB2705

Partie strictement codante de I'allele HLAB2705
Séquence protéique de I"alléle HLAB2705

Partie strictement codante de I"allele HLAB2706

Partie strictement codante de I"allele HLACW101
Partie strictement codante de I"allele HLACW102
Partie strictement codante de I"allele HLACW201
Partie strictement codante de I"allele HLACW202
Géne complet de I"allele HLACW301

ADNC de I'alléle HLACW301

Partie strictement codante de I'alléele HLACW301

Séquence protéique de I"alléle HLACW301

LE CMH DU CHIMPANZE

Allgle du CMH du Chimpanzé
Alléle du CMH du Chimpanzé
Alléle du CMH du Chimpanzé
Alléle du CMH du Chimpanzé

Séquence protéique de la FSH béta humaine

ADNCc du gene codant pour la FSH béta humaine

LES HORMONES HYPOPHYSAIRES ET PLACENTAIRES

Géne (complet) du gene codant pour la FSH béta humaine (brin non transcrit)
Partie strictement codante du géne codant pour la FSH béta humaine
Géne (complet) de I"hormone de croissance (Growth Hormone) humaine (brin non

transcrit)

Séquence protéique de I"hormone de croissance humaine

ADNC du géne codant pour I"hormone de croissance humaine
Partie strictement codante du géne codant pour I"hormone de croissance humaine
Géne (complet) de la HCG béta (Hormone Chorionique Gonadotropique) humaine

(brin non transcrit)
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hcgb.pro
hcgbadnc.adn
hcgbcod.adn
hlp.adn

hlp.pro
hlpadnc.adn
hlpcod.adn
hprl.adn
hprl.pro
hprladnc.adn
hpricod.adn
lh.pro
lhb.adn
Ihbadnc.adn
lhbcod.adn
tsh.pro
tshb.adn
tshbadnc.adn
tshbcod.adn

tyralbal.cod
tyralba2.cod
tyralba3.cod
tyralba4.cod
tyralba5.cod
tyralbbl.cod
tyralbts.cod

tyrcodl.cod
tyrcod2.cod

rhonorm.cod

rhoretl.cod
rhoret2.cod
rhoret3.cod
rhoret4.cod
rhoret5.cod

Séquence protéique de I"hormone HCG béta humaine
ADNC du géne codant pour I"hormone HCG béta humaine
Partie strictement codante du géne codant pour I"hormone HCG béta humaine
Géne complet de I"hormone HLP (Hormone lactogene placentaire) humaine (brin non
transcrit)
Séquence protéique de HLP
ADNCc du géne codant pour HLP
Partie strictement codante du gene codant pour HLP
Géne complet de 1"hormone de la prolactine (HPRL) humaine (brin non transcrit)
Séquence protéique de HPRL
ADNCc du géne codant pour HPRL
Partie strictement codante du géne codant pour HPRL
Séquence protéique de I"hormone LH
Géne complet de I"hormone LH humaine
ADNCc du gene codant pour I*hormone LH
Partie strictement codante du géne codant pour I"hormone LH
Séquence protéique de I"hormone TSH béta humaine
Géne complet codant pour 1"'hormone TSH béta humaine (brin non transcrit)
ADNCc du gene codant pour I"hormone TSH béta humaine
Partie strictement codante du géne codant pour I"hormone TSH béta humaine

LE GENE DE LA TYROSINASE

Partie strictement codante d"un alléle du gene de la tyrosinase, responsable d*un
albinisme

Partie strictement codante d"un alléle du gene de la tyrosinase, responsable d*un
albinisme

Partie strictement codante d"un alléle du gene de la tyrosinase, responsable d*un
albinisme

Partie strictement codante d"un alléle du géene de la tyrosinase, responsable d*un
albinisme

Partie strictement codante d*un alléle du gene de la tyrosinase, responsable d*un
albinisme

Partie strictement codante d"un alléle du gene de la tyrosinase, responsable d*un
albinisme

Partie strictement codante d*un alléle du gene de la tyrosinase, responsable d*un
albinisme

Partie strictement codante d"un alléle du gene de la tyrosinase (référence 1)
Partie strictement codante d'un alléle du gene de la tyrosinase (référence 2)

LES GENES DES PIGMENTS RETINIENS

La rhodopsine

Partie strictement codante d"un alléle normal (de référence) du géne codant pour la
rhodopsine

Partie codante d'un alléle du géne codant pour la rhodopsine

Partie codante d"un alléle du géne codant pour la rhodopsine

Partie codante d*un alléle du géne codant pour la rhodopsine

Partie codante d"un alléle du géne codant pour la rhodopsine

Partie codante d"un alléle du géne codant pour la rhodopsine
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rhoret6.cod
rhoret7.cod
rhoret8.cod
rhoret9.cod

La périphérine
pernorm.cod

perretl.cod
perret2.cod
perret3.cod
perret4.cod

perret5.cod

Partie codante d"un alléle du géne codant pour la rhodopsine
Partie codante d"un alléle du géne codant pour la rhodopsine
Partie codante d"un alléle du géne codant pour la rhodopsine
Partie codante d"un alléle du géne codant pour la rhodopsine

Partie strictement codante d"un alléle normal (de référence) du géne codant pour la
périphérine (PER)

Partie strictement codante d"un alléle du gene codant pour la PER, responsable de
rétinite

Partie strictement codante d"un alléle du gene codant pour la PER, responsable de
rétinite

Partie strictement codante d'un alléle du gene codant pour la PER, responsable de
rétinite

Partie strictement codante d"un alléle du gene codant pour la PER, responsable de
rétinite

Partie strictement codante d"un alléle du gene codant pour la PER, responsable de
rétinite

La phosphodiestérase

pdenorm.cod
pderetl.cod
pderet2.cod
pderet3.cod

pderet4.cod

Partie strictement codante d"un alléle normal (de référence) du géne codant pour la
phosphodiestérase (PDE)

Partie strictement codante d"un alléle du géne codant pour la PDE, responsable de
rétinite

Partie strictement codante d'un alléle du gene codant pour la PDE, responsable de
rétinite

Partie strictement codante d"un alléle du géne codant pour la PDE, responsable de
rétinite

Partie strictement codante d'un alléle du gene codant pour la PDE, responsable de
rétinite
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EXPRESSION DE L'INFORMATION GENETIQUE

Globine alpha

Geéne et ARNm codant
Séquence peptidique
ARNmM et ADNc

Globine béta

Geéne et ARNm codant
Séquence peptidique
ARNmM et ADNc

Globine gamma

Geéne et ARNm codant
Séquence peptidique
ARNmM et ADNc

Globine delta

Geéne et ARNm codant
Séquence peptidique
ARNmM et ADNCc

RELATIONS GENOTYPE-PHENOTYPE

Phénotype drépanocytaire

Phénotypes thalasseémiques

Séquences nucléiques
Séquences protéiques

Phénotype groupes sanguins ABO

Phénotype phénylcétonurique

POLYMORPHISME DES GENES

Polymorphisme de ABO

Polymorphisme de AT

Alleles de AT
Arbre avec sujets ayant un déficiten AT

Polymorphisme de IT15
Alleles du gene IT15
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Arbre avec sujets atteints de chorée de Huntington

Polymorphisme de HLA

Polymorphisme de HLA A
Polymorphisme de HLA B
Polymorphisme de HLA C

Polymorphisme du CMH du Chimpanzé

FAMILLES MULTIGENIQUES
Genes des globines
Geénes des HLA

Genes des hormones hypophysaires et placentaires

Geénes des hormones LH, FSH, TSH et HCG
Geénes des hormones GH, HPRL et HLP

GENOTYPES ET PREVISIONS EN GENETIQUE HUMAINE

Le déficit en Glucose 6 Phosphate Déshydrogénase [G6PD]

Alléles de G6PD
Arbre généalogique avec sujets ayant un déficit en G6PD

L'albinisme
Alleles du gene de la tyrosinase

Arbres généalogiques avec sujets albinos
Arbre 1 avec sujets atteints d'albinisme
Arbre 2 avec sujets atteints d'albinisme
Arbre 3 avec sujets atteints d'albinisme
Arbre 4 avec sujets atteints d'albinisme

Les rétinites pigmentaires
Les alléles de larhodopsine
Les alleles de la PDE (Phospho Di Estérase)

Les alléles de la périphérine
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Arbres généalogiques avec sujets atteints de rétinites

Arbre 1 avec sujets atteints de rétinites
Geéne de la PDE
Geéne de la rhodopsine
Geéne de la périphérine

Arbre 2 avec sujets atteints de rétinites
Geéne de la PDE
Geéne de la rhodopsine
Geéne de la périphérine

Arbre 3 avec sujets atteints de rétinites
Geéne de la PDE
Geéne de la rhodopsine
Geéne de la périphérine

Arbre 4 avec sujets atteints de rétinites
Geéne de la PDE
Geéne de la rhodopsine
Geéne de la périphérine

Famille 5 avec sujets atteints de rétinites
Geéne de la PDE

Geéne de la rhodopsine
Géne de la périphérine
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INDEX DES PROGRAMMES ET DOCUMENTS

DOCUMENTS GENERAUX

Désignation des AA avec une lettre ou trois lettres

L'HEMOGLOBINE HUMAINE NORMALE

Tétramére de I'Hb, squelette carboné

L'HEMOGLOBINE HUMAINE DREPANOCYTAIRE’

Carte de répartition de la drépanocytose
Observation microscopique de sang drépanocytaire
Circulation capillaire, sang normal et drépanocytaire
RX de la hanche normale et drépanocytaire
Electrophorése d'Hb normale et drépanocytaire
Electrophorése de I'ADN normal et drépanocytaire
Chaine 8 de I'Hb drépanocytaire

Tétrameéres de I'Hb drépanocytaire

POLYMORPHISME DE L'ALPHA-ANTITRYPSINE

Tableau de fréquence des alleles de AT
Arbre avec sujets atteints de déficiten AT
Filiation entre les alleles de I'alpha-antitrypsine

POLYMORPHISME DU GENE IT15

Frégquence de quelques alléles du gene IT15
Fréguence d'alleles non morbides du géne 1T15
Fréquence d'alleles morbides du géne IT15

Arbre avec sujets atteints de chorée de Huntington

POLYMORPHISME DE HLA

Fréquence de quelques alleles de HLAA
Filiation possible entre des alléles de HLAB
HLAA associé a un peptide de I'hépatite B
HLAA, corbeille

1 Les fichiers des images (extension bmp) et la séguence vidéo numérisée (extension avi) sont installés dans un sous-répertoire d’Anagéne

dénommé BANQUE.

tabpro.bmpl

hb4chbis.bomp

carte.omp
globules.bomp
normdrep.avi
hanche.bmp
electro.omp
adn.bmp
hbbetask.omp
hbbetadr.omp

freqat.omp
arbreat.bomp
filiat.omp

frq2itl5.bmp
freqitl5.omp
morbitl5.bmp
arbritl5.omp

freghla.bomp
filihla.bmp
hlatotal.bmp
hlacorbl.bmp

2 |_es images et la séquence vidéo numérisée sont extraites de la vidéo-cassette La drépanocytose éditée par le CNDP.
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HLAA de méme spécificité sérologique. AA modifiés
HLAA de spécificité sérologique différente. AA modifiés

HEREDITE DU DEFICIT EN G6PD

Fréquence de quelques alléles du géne de la G6PD
Filiation possible entre alleles de la G6PD
Enzymes pour les alléles du géne de la G6PD
Arbre avec sujets ayant un déficit en G6PD

HEREDITE DE L'ALBINISME

Nombre de sites reconnus par les enzymes
Arbre 1 avec sujets atteints d'albinisme
Arbre 2 avec sujets atteints d'albinisme
Arbre 3 avec sujets atteints d'albinisme
Arbre 4 avec sujets atteints d'albinisme

HEREDITE DES RETINITES PIGMENTAIRES

Enzymes pour les alléles du géne de la rhodopsine
Arbre 1 avec sujets atteints de rétinites
Arbre 2 avec sujets atteints de rétinites
Arbre 3 avec sujets atteints de rétinites
Arbre 4 avec sujets atteints de rétinites
Arbre 5 avec sujets atteints de rétinites

hlacorb2.bmp
hlacorb4.bmp

frqg6pd.bomp
filigpd.bmp

enzg6pd.bmp

flg6pd.bmp

tabtyros.omp
flalbino.bmp
f2albino.bmp
f3albino.bmp
f4albino.bmp

enzrho.bomp
flretini.omp
f2retini.omp
f3retini.omp
faretini.omp
f5retini.omp
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