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& dé GENOMIQUE ET AMELOGENINE > PREPARER 2

METTRE EN CEUVRE LE THERMOCYCLEUR | PREPARER LE GEL D'AGAROSE 1,2 %

0 Connecter le thermocycleur e Mettre le thermocycleur PCR e Choisir le programme Modéle 1
PCR au secteur en fonctionnement

Thermocycleur PCR

En savoir plus > page 58 Ordinateur

Z2 00— =190

0 Connecter le thermocycleur e Allumer I'ordinateur o Télécharger puis lancer le
AN
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METTRE EN CEUVRE LE THERMOCYCLEUR | PREPARER LE GEL D’AGAROSE 1,2 %

& @é GENOMIQUE ET AMELOGENINE > PREPARER 3
<

MATERIEL ‘
> Appareillage > Produits
+ Balance 0,01 g 1 « Tampon TAE concentré 10X
- Agitateur magnétique chauffant 1 * Agarose

+ Support de gel + peigne 1

> Verrerie et petit matériel > A disposition

« Fiole jaugée 250 mL - 1 pissette d'eau distillée
« Eprouvette graduée 100 mL
* Erlenmeyer 100 mL

* Verre de montre

* Entonnoir

* Spatule

* Thermometre

* Moule coulage gel

* Ruban adhésif de peintre
*  Gants — Blouse - Lunettes

i S U N —y

PREPARER LE TAMPON

Verser le contenu du Rincer 3x le flacon & I'eau Compléter la fiole

flacon de TAE 10X (25 mL) distillée, verser cette eau en eau distillée

dans une fiole jaugée de de rincage directement jusgu’au trait de

250 mL dans la fiole jauge (250 mL) Vérifier le trait
1 de jauge

-
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METTRE EN CEUVRE LE THERMOCYCLEUR | PREPARER LE GEL D'AGAROSE 1,2 %

& @é GENOMIQUE ET AMELOGENINE > PREPARER 4
<

PREPARER LE GEL D'AGAROSE 1,2 %

0,48 g d'agarose Verser 0,48 g
verser 40 ml de TAE 1X Verser 40 mL de TAE 1X d'agarose dans
) dans une éprouvette dans un eflenmeyer de un erlenmeyer de
= - o
Peser 0,48 g / A% H
d'agarose =
S~ é
—_— = EE— —_
048g =
A
e » S —— >
Post-coloration ou
u ? ? o ? ? pré-coloration du
gel (voir page 57)
Chauffer la solution en Le gel est prét lorsque Laisser refroidir le gel
agitant régulierement, I'agarose est totalement dans I'erlenmeyer
idéalement avec un dissoute, le liquide doit étre jusqu'd une température
agitateur magnétique parfaitement franslucide de 50°C environ
chauffant

La nouvelle génération de colorants fluorescents facilite grandement les étapes de révélation.
En fonction de la résolution de séparation des bandes d’ADN souhaitée, le gel peut étre soit pré-coloré, ou alors coloré apres la migration.
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METTRE EN CEUVRE LE THERMOCYCLEUR | PREPARER LE GEL D’AGAROSE 1,2 %

& Gé GENOMIQUE ET AMELOGENINE > PREPARER 5
<

COULER LE GEL D'AGAROSE

Positionner le support du gel dans le moule (ou Couler le gel a 50°C dans le support
préparer le support du gel en bouchant ses sur une épaisseur de 0,5 cm environ.
extrémités a I'aide de ruban adhésif pour peintre).

Posez-le sur une surface parfaitement horizontale.

Astuce

Si des bulles apparaissent, vous
pouvez les faire éclater a I'aide
d’'un céne pour micropipette
avant la solidification du gel. ‘

o

Poser le peigne a sa place, pour former les puits lors Une fois le gel completement solidifie,

. . L . . Astuce
du refroidissement du gel. Laisser le gel refroidir (15 — retirer doucement le peigne dans un Il est plus facile de refirer le
20 min), en le mettant au réfrigérateur si nécessaire mouvement vertical, pour ne pas percer . . . )
. . ~ . peigne si le gel est immerge dans
(ne transporter le support avec le gel que si celui-Ci ou féler les puits.

du fampon (mise en place dans
la cuve avant de retirer le ‘

peigne). J_J

Le gel peut étre utilisé immeédiatement ou
conservé quelques jours au réfrigérateur
dans du tampon de migration TAE 1X (une

fois retiré du support).
B G

est déja bien figé).




=

&

PAS A PAS | UTILISATION DU GENE DE L'AMELOGENINE POUR LA DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU.

GENOMIQUE ET AMELOGENINE > EXPERIMENTER

TP PAS A PAS : DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D’UN INDIVIDU

Un profil génétique est unique chez un individu ; on utilise, pour le déterminer, deux techniques : Ia PCR puis
TP I'électrophorese. La technique de la PCR permet d’'amplifier une sequence spécifique d'ADN.

EXPERIMENTATION

> Contextualisation

Dans le cadre de la découverte d'un fragment d’os humain sur une
scéne de crime, les experts sur place concluent que la détermination
du sexe de la victime sur des bases biométriques (taille et forme des
os comme le bassin, le créne, le fémur etc...) est impossible.

Le recours 4 la biologie moléculaire est la seule solution pour
déterminer le sexe génétique de la victime.

> Hypothése

Le gene de I'amélogénine est un gene qui code pour une
protéine rentrant dans la composition de I'émail des dents et
dont la séquence est différente en taille entre celle présente sur
le chromosome X (1268 pb) et le chromosome Y (1088pb)

Le gene de I'amélogénine est plus long sur le chromosome X
que sur le chromosome Y ; ainsi, lors de la migration des
séguences de ce gene par électrophorese d'agarose, on
observera 1 bande correspondant aux deux mémes longueurs
de géne chezla femme (AMELX, AMELX) et 2 bandes de
longueurs différentes chez I'homme (AMELX, AMELY).

> Ce que I'on cherche

Comment différencier le sexe par I'utilisation du profil
génétique (amplification d'un gene spécifique) 2

Amplifier le nombre de copies de I' ADN de chaque gene par
PCR, pour les rendre détectables et identifiables par
électrophorese.

MATERIEL

> Matériel par poste

* Thermocycleur didactique

+ Logiciel didactique

- Kit PCR amélogénine

*  Micropipette 25 yL + cdnes adaptés

* Micropipette 0,5 - 10 yL + cdnes adaptés
» Portoir pour tubes PCR

» Cuve a électrophorese

« Alimentation pour cuve & électrophorese
* Bécher 50 mL

e Transilluminateur

*  Chambre noire pour transilluminateur

* Moule de coulage gel

> A disposition

« 1 geldagarose 1,2%

« ADN & déterminer

*  ADN masculin & féminin

*  Gants — Blouse - Lunettes
« Glace pilée

* Papier aluminium

» Colorant ADN GelGreen®
* Tampon TAE 1X

« Eau distillée

U
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. GENOMIQUE ET AMELOGENINE > EXPERIMENTER
6 TP PAS A PAS : DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

VERIFIER AVANT DE COMMENCER LE TP

> Le thermocycleur (page 2)
Programme Modéle 1

> Le gel d’agarose 1,2 % (pages 3 a 5)

O000000eO

METTRE EN CEUVRE LETP - 1/7

> Préparer les tubes réactionnels

* Manipuler de préférence sur la glace, pour ne pas activer la Taq polymérase prématurément.
« Porter des gants (ou se laver trés soigneusement les mains) pour éviter la contamination des échantillons avec de la DNase,
enzyme détruisant I'ADN, présente naturellement sur la peau.

Annoter le tube (nom de la personne ou e Attention : changer de céne avant chaque changement
Masculin/Feéminin, par exemple). de solution. Déposer :

- 25 UL de PCR mix (tube & pastille verte),

- 25 UL de Primer mix (tube & pastille bleue).
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. GENOMIQUE ET AMELOGENINE > EXPERIMENTER
6 TP PAS A PAS : DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

METTRE EN CEUVRE LE TP - 2// 8
o

O

O

Frofter I'intérieur de la joue d’un individu de sexe masculin o Infroduire la pointe dans le milieu réactionnel, remuer O

avec la pointe stérile, perpendiculairement a la joue, 3 4 doucement puis la ressortir en prenant garde O

4 fois, pour détacher des cellules (sources de I' ADN qui d’'emporter le moins de milieu possible. 8

sera amplifié).

Refermer le tube. On utilisera plutét une pression verticale o Déposer le tube dans le thermocycleur.
ferme, mais modérée, entre le pouce et I'index en évitant Répéterles étapes 1 A 6 précédentes en prélevant
des pressions latérales. I'’ADN d'un individu de sexe féminin.

Preparer également discretement un tube réactionnel
contenant I'’ADN & déterminer(masculin ou féminin).
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GENOMIQUE ET AMELOGENINE > EXPERIMENTER
TP PAS A PAS : DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

METTRE EN CEUVRE LE TP - 3/7

(=)

> Amplification

Une fois tous les tubes en place dans le thermocycleur,
fermer le couvercle.

> Préparer 'ADN amplifié

Une fois I'amplification terminée, récupérer les tubes.
Dans chaque tube, ajouter 2 uL de DNA release (tube &
pastille rouge). Mélanger par pipetage doux.

Placer le curseur sur @ et appuyer sur OK pour lancer le
programme Modele 1.

O0000e000

KERIL KERL

1= L
NS00 008 0025 00.25 04
L _l,"'Zl“: 40 f:-;" OTR1Z2m o
4

' Astuce |
En fin de cycle, les tubes

peuvent étre stockés a 4 °C
pendant 48 heures.
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a GENOMIQUE ET AMELOGENINE > EXPERIMENTER
a TP PAS A PAS : DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

METTRE EN CEUVRE LETP - 4/7 8
> Préparer le dispositif pour électrophorése 8
o

Poser la cuve a électrophorese sur une surface e Poser le gel dans son support a I'intérieur de la cuve, les O
parfaitement horizontale. puits vers la cathode (borne négative). 8

O

Remplirla cuve de TAE 1X jusqu’a légerement recouvrir le
gelde 1 a2 mm.
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TP PAS A PAS : DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D’UN INDIVIDU

METTRE EN CEUVRE LE TP - 5/7

> Dépots

« Avant tout, s’assurer que le DNA release a bien été ajouté aux produits de PCR dans les tubes.
« Changer de céne d chague changement de produit.
« L'ADN est chargé négativement, il migrera vers le pdle positif. Déposer I’ADN pres du pdle négatif (cordon électrique noir).

O00@O00000

1er puit : déposer 10 uL de marqueur de poids moléculaire Astuce

(tube a pastille jaune). Pour rendre les puits plus
visibles et faciliter les dépbts, il
est utile de glisser un morceau
de papier noir sous la cuve.

Puits suivants : déposer 8 UL de produit de PCR (1 puit par | Astuce
tube). Pour éviter les fuites de produit
hors des puits et les bulles d'air
lors des dépdts, déposer trés
lentement & mi-hauteur dans les
puits et arréter avant que le
coéne ne soit entierement vide
(ne pas dépasser la 1¢ butée
du piston de la micropipette).

@D G



- GENOMIQUE ET AMELOGENINE > EXPERIMENTER
TP PAS A PAS . DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

METTRE EN CEUVRE LETP - 6/7

12

> Migration

Relierla cuve au
générateur, en prenant bien
garde a la polarité.

Poser le couvercle surla cuve.

Lancer la migration en Astuce
mettant I'alimentation Surveiller I'apparition de petites bulles sur les
sous tension. électrodes de la cuve, si elles
n'apparaissent pas, c'est que le courant ne
circule pas.

Surveiller le départ du colorant témoin de
migration. S'il part dans le mauvais sens
(vers I'arriere du gel, au risque de sortir de
celui-ci) mettre immédiatement hors
tension et inverser les branchements sur
I'alimentation avant de relancer la
migration.

Régler I'alimentation sur 140 V
(ou moins, la migration sera )
plus propre, mais plus longue).

Une fois le front de migration (visible gréce
au colorant) arrivé aux 2/3 ou 3/4 du gel
(environ 20 & 30 min a 140V), mettre le circuit
hors tension pour stopper la migration et sortir
le gel de la cuve pour le colorer.
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. GENOMIQUE ET AMELOGENINE > EXPERIMENTER
6 TP PAS A PAS : DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

METTRE EN CEUVRE LETP - //7 8
> Coloration (post-coloration) 8
@

ﬂ Préparer la solution du bain de e Sile TP a lieu plus tard (2h max.), 0 Verser le contenu du bécher @)
coloration. Dans un bécher, protéger le bécher de la lumiere dans une petite cuve pour @)

verser 4,5 uL de GelGreen® al'aide d’un aluminium. limiter au maximum les volumes o

pour 25 mL d’eau disfillée. morts. O

, .
Faire fremper le gel 30 minutes, en Astuce o La lecture s'effectue surle
couvrant d'un aluminium ou protéger Pour economiser du colorant ou si on transilluminateur .

de la lumiére sous la chambre noire. ne dispose pas de petfit recipient

adapté au gel, apres
I'électrophorése il suffit d'entourer le
gel et son support d'un fiim étirable
type Parafim®M pour étanchéifier les
cbtés ouverts puis on dépose 10 mL
de solution additionnée de 2 uL de
GelGreen® pendant 30 a 45 minutes &
l'cbscurité.
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. GENOMIQUE ET AMELOGENINE > EXPERIMENTER
6 TP PAS A PAS : DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

EXEMPLES DE RESULTATS - 8
@)
@)
@)
@)
(=] = = @)
Morauer de pots Hgm?(in AgN O
l - déterminer O
5000 wm b | 1 bande 1268pb .
3000 - = Profil féminin i
2000m=
1500 —— - 2 bandes 1268 pb -.__
1000= G117 E—
St = Profil masculin
100 =

EXPLOITATION DES RESULTATS

> Analyse
L"ADN du fragment d'os contient 2 séquences de tailles différentes du gene : 1268 paires de bases pour AMELX et 1088 plb pour AMELY.

> Conclusion

La PCR a permis I'amplification du nomibre de copies de I' ADN des génes AMEL.

Puis, I'électrophorese a permis de différencier 2 fragments de genes, de longueurs différentes, confirmant le génotype sexuel masculin de
I'individu auquel appartenait le fragment d’os.

Le profilage génétique est donc une méthode efficace et rapide pour déterminer le sexe génétique d'un individu.

@ @ '::@euun
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GENOMIQUE ET AMELOGENINE > INVESTIGATION 16
DIVERSITE GENETIQUE | MUTATION ET MALADIE GENETIQUE | RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES | EPISSAGE DIFFERENCIE

INVESTIGATION 1 > DIVERSITE GENETIQUE '

EXPERIMENTATION MATERIEL

> Contextualisation > Matériel par poste

La plupart des genes présents sur le chromosome X ne sont pas
présents sur le chromosome Y, créant une diversité génétique
« physique » de fait, puisque ces genes sont uniques chez
I'homme (XY) mais en double chez la femme (XX).

Cependant, il existe des genes présents sur le chromosome X et
sur le chromosome Y, pour autant ces genes présentent des
alleles différentes.

Ces différences entfre les alleles peuvent étre liges G des
différences de taille et/ ou de séquence d'ADN, qui signent
une diversité génétique entre 'homme et la femme au niveau
moléeculaire.

De plus I'étude comparative chez différentes especes, des
séquences de ce gene permet-elle de remonter a la séquence
de I'ancétre commun ¢

> Ce que I'on cherche

Ce TP permet de démontrer la variabilité entre les alleles d'un
géne homologue porté par les chromosomes sexuels X et Y, au
niveau de leur taille et de leur séquence.

Par extension, via [|'analyse des séquences d'autres
mammiferes, on cherche 4 reconstruire I'arbre d’'évolution
génétique de ce gene.

> Ce que I'on veut montrer

Différences de ftaille des alleles AMEL X et AMEL Y, apres
amplification par PCR et migration par électrophorese.
Différences des séquences AMEL X et AMEL Y & I'aide du
logiciel Anagene dans I'espece humaine.

Utilisation du logiciel Phylogéne pour confirmer la séquence
ancestrale des mammiferes du gene AMELX.

* Thermocycleur didactique

+ Logiciel didactique

+ Kit PCR amélogénine

*  Micropipette 25 uL + cbnes adaptés

*  Micropipette 0,5 - 10 uL + cébnes adaptés
* Portoir pour fubes PCR

« Cuve a électrophorése

« Alimentation pour cuve & électrophorese
e Bécher 50 mL

e Transilluminateur

*  Chambre noire pour transilluminateur

* Moule de coulage gel

> A disposition

+ 1 geldagarose 1,2 %

*  ADN masculin et féminin
*  Gants — Blouse - Lunettes
- Glace pilée

* Papier aluminium

+ Colorant ADN GelGreen®
* Tampon TAE 1X

» Eau distillée

» Logiciel Phylogéne
- Logiciel Anagéne

— = = = =) = = = = =) =
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GENOMIQUE ET AMELOGENINE > INVESTIGATION 17
DIVERSITE GENETIQUE | MUTATION ET MALADIE GENETIQUE | RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES | EPISSAGE DIFFERENCIE

VERIFIER AVANT DE COMMENCER LE TP

> Le thermocycleur (page 2)
Programme Modéle 1
> Le gel d’agarose 1,2 % (pages 3 a 5)

METTRE EN CEUVRE LE TP

> Préparer les tubes réactionnels
Déposer :
- 25 UL de PCR mix (tube & pastille verte),
- 25 UL de Primer mix (tube & pastille bleue).
Prélever de I'ADN sur deux éléves des deux sexes, masculin et féminin. Dans la mesure du possible, il peut étre intéressant de comparer des
séquences d'autres especes, avec la méme méthode d’échantillonnage.
Préparer les tubes réactionnels contenant I' ADN masculin et féminin.

> Amplification
Lancer le programme Modéle 1.

> Préparer I'ADN amplifié
Ajouter 2 uL de DNA release (tube a pastille rouge). Mélanger par pipetage doux.

> Préparer le dispositif pour électrophorese
> Dépots
1€ puit : 10 yL de marqueur de poids moléculaire (tube a pastille jaune).

2¢éme puit : 8 uL de produit PCR ADN masculin.
3éme puit : 8 uL de produit PCR ADN féminin.

> Post-coloration

@@ ":-:@Eauun



GENOMIQUE ET AMELOGENINE > INVESTIGATION
DIVERSITE GENETIQUE | MUTATION ET MALADIE GENETIQUE | RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES | EPISSAGE DIFFERENCIE

E O
EXEMPLES DE RESULTATS - S
O
o
O
(- o N s I O
Margoeur de palds Humain
moliculaire ? ,«(
|
5000 e l l
3000 e
2000 e
1500 e 1.2_6'8 =
1000 = 1088
500 w=

100

1 bande 1268pb .__
= Profil féminin i

2 bandes 1268 pb -.__
et 1088 pb .
= Profil masculin

EXPLOITATION DES RESULTATS -1/3

> Analyse

Les résultats montrent que les séquences sont de tailles différentes entre I'allele présent surle chromosome X (AMELX) et I'allele présent sur
le chromosome Y : 1268 paires de bases pour AMELX et 1088 pb pour AMELY.
B G




GENOMIQUE ET AMELOGENINE > INVESTIGATION 19
DIVERSITE GENETIQUE | MUTATION ET MALADIE GENETIQUE | RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES | EPISSAGE DIFFERENCIE

EXPLOITATION DES RESULTATS -2/3

> Comparaison des séquences avec Anagéne

%] Affichage des séquences ¥ Affichage des séquences =n S )
1060 1070 1080 1090 1250 1260 1270
- RN RN EERED EEERN EEREY EEEY EREEE EER e SR R R R L L R A
AREL a0 AACCTCAGTCAAGTTAATCGARTCTCTTTAACTCCCCATAACI AMELR | +0 CACATTCTCAGGCTATCAATGTTGACAGGA
b [AMELY +[+|0  |ACTCACATTCTCAGGCTATCAATGTTGACAGER b [SMELY 4| +|0
v |  Sélection : 0/2 ligres 4] ¥|  Sékection: 0/2 lignes 4]

On observe, par comparaison des séquences avec Anagene, une différence de taille entre I'allele présent surle chromosome X et I'allele

présent surle chromosome Y.
La comparaison des séquences avec discontinuité permet d’expliquer cette différence de taille.

m Inforratisns
@ m =
¥4 Comparaison avec alignement — = e
50 50 210 490 500 590 560 670 1280 [AHELY
- |!u||||||||!||||||||!|||||||||!||||I|llll!llll|llll!|||II|IIII!III|""!"'I|III|!||||||||| thquence d*ABH alignbe
¥ | Traitement 1 I3 [ lanquewr : 18R hasex [sans campter les discontinwités)
|demtités 4| «|0 36 HE X I EXK EEIE XX EXRERXRNK EX XN 363 I IEIEIEH X FEIEEN 36 HIEIEIHEE 3 DEN BaOc Lasntiguss 3 La dq“.“ e FEFérencE AKELE .
AMELS «| +|O CCCAGAT GT13AC CACAGATGTTATTCTTACTAACTTTGTEATTT AATATTGTTTGITGATTATTTTTTG TGACAGGA soit 88,6 & 4 idembité
_ L
AMELY | rf0 ----A--AARGTG--- -—- TGAC-—--A--__ _ ~-=—=---_  -=-==-_ ———ttm—_ - | —
clechior - : 4 1 sl représente les igsmtivés

: Sélection : 0/4 lignes —I J 1= 51: _ r:ﬁrnh Ies discontinwités

Commenisimes
|.w:_'( AT TR AMELT >

On observe surl'allele situé surle chromosome X de nombreuses délétions qui permettent d’expliquer la différence de taille entre les
séguences présentes sur les deux chromosomes.

L'allele du gene de I'amélogénine présent surle chromosome Y est moins soumis aux pressions de sélection ; ainsi, cet alléle a conservé

plus de mutations.
B wor



GENOMIQUE ET AMELOGENINE > INVESTIGATION 20
DIVERSITE GENETIQUE | MUTATION ET MALADIE GENETIQUE | RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES | EPISSAGE DIFFERENCIE

EXPLOITATION DES RESULTATS -3/3

> Utilisation de Phylogéne pour confirmer / infirmer la séquence ancestrale des mammiféres du gene AMELX

Dans leurs tfravaux publiés dans I'article « Molecular Evolution of Amelogenin in Mammals », Sydney Delgado, Marc Girondot et Jean-Yves '

Sire ont pu déterminer la séquence ancestrale hypothétique du gene de I'amélogénine des mammiféres.
A partir de la séqguence, un arbre de parenté peut étre établi avec les séquences du gene chez d’autres especes de mammiferes afin de

confirmer ou infirmer I'hypothése de la séquence ancestrale.

Bovine

Sus zerofa

Human

Equus caballus

I }]uz muzceulus

I AN FLLY ancestral

Arbre phylogénétique de la séquence du gene de I'amélogénine
présente sur le chromosome X chez différentes espéces de mammiferes.

> Conclusion
La séguence déterminée semble bien posséder un caractere ancestral. Ainsi I'étude de I'arbre permet de déterminer la parenté des

mammiferes. Ainsi, cette étude permet de montrer que la différence entre deux sequences d’'un méme gene est liee a I'existence de
mutations dans la séquence d’ADN. Les phénomeénes d’évolution (sélection naturelle et dérive génétique) ont sélectionné différentes

séguences qui proviennent de la séquence possédée par I'ancétre commun (séquence ancestrale).
@ @ aeuLin
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INVESTIGATION 2 > MUTATION ET MALADIE GENETIQUE : L' AMELOGENESE IMPARFAITE

MISE EN SITUATION PEDAGOGIQUE

Il est préférable d’aborder cette séquence pédagogique apres avoir au préalable traité d’'un cas de maladie autosomale comme la

mucoviscidose ou I'némochromatose et d’'un cas d’héréedite liee au sexe comme le daltonisme.
Le contexte scientifique propose un arbre généalogique d’'une famille atteinte d’amélogénése imparfaite, la localisation des genes AMEL sur
les chromosomes X et Y et des données sur la synthese de I'émail. Gréce a I'amélogénine, les éleves vont pouvoir s'interroger sur ce cas
curieux d'hérédité liee au sexe. AMEL étant porté a la fois par X et par Y, et la forme mutée du gene étant récessive, la maladie devrait

affecter de la méme facon les filles et les garcons.

L'hypothese d'une différence entre AMEL X et AMEL Y peut alors éfre posée et vérifieée par amplification et révélation par PCR et

électrophorese sur les garcons et les filles de la classe.

CONTEXTE SCIENTIFIQUE - 1/5

OO00000eO

> Les amélogénines et I'émail dentaire

L'émail est la partie externe de la couronne des dents.

Cette substance, quirecouvre la dentine, est la plus dure et la
plus minéralisée de I'organisme, mais bien qu’étant minéralisée,
la mise en place de I'émail nécessite une matrice architecturale
protéique. Les amélogénines sont les protéines quantitativement
les plus importantes de la matrice de I'émail, elles représentent
90% du total des protéines nécessaires a la formation de I'émail.

Pulpe
Cément

Ligament
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Os alvéolaire
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE - 2/5

> La génétique de la synthese des amélogénines

Les amélogénines sont des protéines codées par un gene porté par le chromosome sexuel X (gene AMELX) et par un gene porté parle

chromosome sexuel Y (gene AMELY). Les protéines issues de la traduction de ces deux genes sont Iégerement différentes, elles présentent
921% d’homologies entre leurs sequences. Chez I'homme, les deux genes sont exprimés, mais la franscription du gene AMELY ne représente
que 10% du taux de transcription d’AMELX, de ce faif la quantité de protéine provenant de ce gene est fres faible, et donc il n'y a pas de

différence entre I'’émail des hommes et celui des femmes. Il n'y a pas de dimorphisme sexuel.

Localisation du gene AMEL sur les chromosomes X (a gauche) et Y (a droite)

; STS
p22.3 . AMELX
p22.2 i
p22.1
p21.3 E
p21.2 — p11.32
p21.1 = 11.31
p11.4 1 Pl
p113 - 1.2
p11.23 - i
p11.22 = p”.}
p11.21 qll.
p11.1 - =R q11.21
qlla - qll1.221
q1q 11% . q11.222
, q11.223
S ) § q11.23
42122 i DXYS156
q21.3 —— q12
qg%-; -
q22. <
q22.3 -
q23 -
e
q25
q26 . SOX3
q28 '

Source : THESE POUR LE DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN CHIRURGIE DENTAIRE, Margaux OBLED, 26 avril 2016, LILLE 2
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE - 3/5

> Quelles différences entre les genes AMELX et AMELY ? )

Le gene AMEL, initialement séquencé par Nakahori et al, se tfrouve sur les deux chromosomes X et Y (numéro d'acces sur GenBank M55418
pour AMELX et M55419 pour AMELY). Il y a des différences de séquence et de taille enfre eux. Le gene AMELX a une taille de 2872 pb et est
situé sur la région Xp22.1-Xp22.3 du chromosome X, tandis que le gene AMELY a une taille de 3272 pb et est situé sur la région Yp11.2 du
chromosome Y.

Le faible taux de transcription du gene AMELY par rapport & AMELX fait que la protéine issue d’AMELY a un réle quasi-nul dans le
développement de I'émail dentaire. Au cours de I'histoire de I'évolution humaine des mutations ont pu s’accumuler dans ce gene sans
enfrainer de désavantage sélectif pour les individus porteurs. Parmi ces mutations, des additions ont sans doute « augmenté » la taille du
gene AMELY par rapport a AMELX.

Ces mutations, sans impact pour les individus, ont été transmises par les péeres a leurs fils se sont progressivement répandus dans la
population.

> Alors que AMELY est plus grand que AMELX, on obtient apres électrophorese une bande de taille plus courte pour AMELY que
pour AMELX. Comment I'expliquer ?

Apres amplification par PCR des séquences de ce gene, on observe par électrophorese pour la femme 1 seule bande correspondant au
deux méme longueurs de géne chez la femme (AMELX, AMELX) et 2 bandes de longueurs différentes chez 'nomme (AMELX, AMELY). La
bande correspondant & AMELX a une longueur de 1268 pb alors que celle correspondant a AMELY a une longueur de 1088pb. Cette
différence de faille s’explique par le fait que la fotalité de la séquence genique n’est pas amplifiee par PCR. Seule une portion choisie de la
séquence des genes est amplifiee puis revélée par I'électrophorese. Ici L'amplification de séquence par PCR se fait dans une zone choisie
ou le gene AMELY a subi de nombreuses délétions par rapport a AMELX. Cette séquence est donc plus courte pour AMELY que pour
AMELX.

@@ ':-:@Eauun
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE - 4/5

> L'amélogeneése imparfaite est liée au sexe

L'amélogenese imparfaite (ou Al) est une maladie génétique correspondant d une anomalie du développement affectant la formation de
I'email de toutes les dents, temporaires et/ou permanentes. Cela cause leur fragilité et un préjudice esthétique. Comme plusieurs protéines
interviennent dans la formation de I'émail dentaire et que les genes codants sont situés sur des autosomes ou les gonosomes, I' Al peut avoir
un mode de transmission autosomique ou gonosomique. Nous ne nous intéresserons ici qu’'au défaut de synthese de I'amélogénine dont le
gene AMEL est porté par X et Y. Lorsqu’un garcon recoit de sa mere un chromosome X porteur d’une version mutée du gene AMELX, la
protéine issue de la fraduction de ce gene est non fonctionnelle. Cette synthese quantitativement importante, n'est pas compensée par la
faible synthese d’amélogénine fonctionnelle issue d’AMELY. L'émail n’est donc pas produit chez les garcons porteurs d’'un gene AMELX
muté. Chez les filles, la pathologie est plus discrete. La mutation du gene AMEL engendre un émail strié. Les dents présentent des bandes
d’émail normales alternées avec des bandes dénuées d’émail.

Radiographie chez un individu sain Radiographie panoramique d’'une amélogenese imparfaite
(source : Dr Thomas Trentesaux)
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE - 5/5

Arbre généalogique d’une famille atteinte d’amélogénése imparfaite liée au géne AMEL

®

® IO

OB ST
®

BOOO

D O Individus sains - hommes atteints @ femmes atteintes

> Une explication a I'expression différente de la pathologie selon le sexe

Lorsqu’une fille recoit un chromosome X porteur d'un gene AMEL muté, la synthese d’amélogénine non fonctionnelle devrait pouvoir étre
compensée par I'autre chromosome X porteur d'une version non mutée du gene AMEL. Mais chez tous les mammiféres femelles un des
deux chromosomes X est inactivé aléatoirement dans chaque cellule lors du développement embryonnaire. Une fois cette inactivation
réalisée, elle se fransmet a I'identique aux cellules filles & chaque division cellulaire. Des groupes de cellules adjacentes possedent donc les
mémes proprietés. Cette inactivation aléatoire du chromosome X permet donc d’expliquer I'alternance de bandes avec émail et de
bandes sans eémail sur les dents des filles atteintes d’Al.

Chez les garcons porfeurs d'un X avec AMEL muté, cette version mutée du gene n’est pas compensée par AMEL Y en raison du faible taux

d’expression de ce gene. L'amélogénine n'est pas du tout (ou trop peu) synthétisée et I'émail n’est pas produit.
@O @



GENOMIQUE ET AMELOGENINE > INVESTIGATION

DIVERSITE GENETIQUE | MUTATION ET MALADIE GENETIQUE | RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES | EPISSAGE DIFFERENCIE

CE QUE L'ON CHERCHE

> Hypothese

Le géne AMEL étant porté a la fois par X et parY, et la forme
mutée du gene étant récessive, la maladie devrait affecter de
la méme facon les filles et les garcons or ce n'est pas ce que
I'on constate.

L'hypothése d'une différence entre AMEL X et AMEL Y peut
alors étre posée et vérifiee par amplification par PCR suivie
d'une révélation par électrophorese sur les garcons et les filles
de la classe.

METTRE EN CEUVRE LE TP

MATERIEL

27

Mise en ceuvre et interprétation identique au
TP pas a pas (pages 6 & 14)

Pour résumer

> Préparer les tubes réactionnels

- 25 UL de PCR mix (tube & pastille verte),
- 25 UL de Primer mix (tube & pastille bleue).
- Frottis buccaux d’'individus féminins et masculin.

> Amplification
Lancer le programme Modele 1.

> Préparer I’ADN amplifie
Ajouter 2 uL de DNA release (tube a pastille rouge).

> Préparer le dispositif pour électrophorese en gel 1,2 % en
tampon TAE.

> Matériel par poste

* Thermocycleur didactique

+ Logiciel didactique

- Kit PCR amélogénine

*  Micropipette 25 uL + cdnes adaptés

* Micropipette 0,5 - 10 yL + cédnes adaptés
» Portoir pour tubes PCR

» Cuve a électrophorese

« Alimentation pour cuve & électrophorese
* Bécher 50 mL

e Transilluminateur

*  Chambre noire pour transilluminateur

* Moule de coulage gel

> A disposition

1 geldagarose 1,2%

«  ADN masculin

e ADN féminin

*  Gants — Blouse - Lunettes
- Glace pilée

*  Papier aluminium

» Colorant ADN GelGreen®
* Tampon TAE 1X

- Eau distillée
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EXEMPLES DE RESULTATS

@OO00000OO0

1 bande 1268pb
= Profil féminin

2 bandes 1268 pb -.__
et 1088 pb .
= Profil masculin

INTERPRETATION

L’amplification et I'électrophorese vont révéler qu’effectivement AMEL X et AMEL Y possedent des tailles différentes. On
observe que le génotypage des filles donne une seule bande qui correspond aux deux fragments d’AMEL X superposés. Le
génotypage des garcons donne deux bandes. Le fragment AMEL Y est plus court et migre donc plus loin sur le gel
d'électrophorese.

Toutefois cette différence de taille ne suffit pas a expliquer I'hérédité liée au sexe de I'Al. Des données complémentaires sur le
taux d'expression des deux genes et sur I'inactivation d’'un des deux X chez les filles sont nécessaires.

> Des alternatives a cette démarche
Selon le niveau des éleves, il est possible de simplifier la démarche en n'évoquant pas I'Al discrete chez les filles. Cela permet
de traiter alors I'Al comme une hérédité liée au sexe plus classique. Seule la différence entre AMEL X et AMEL Y et la différence
d’expression des deux genes seront nécessaires pour fournir une explication. On pourra ainsi s’affranchir du processus
d'inactivation d'un des deux chromosomes X.
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L’EXEMPLE DU GENE DE L'AMELOGENINE
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INVESTIGATION 3 > RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES

MISE EN SITUATION PEDAGOGIQUE

La protéine amélogénine est le composant majeur du développement de I'émail des mammiferes, dans lequel elle représente environ
?0% de la teneur en protéines (Termine et al., 1980, Fincham et al., 1983, Sasaki et Shimokawa, 1995, Delgado et al, 2004). En tant que

OO0O00000eO

protéine prédominante, 'amélogénine joue un réle essentiel dans le développement de I'émail. Le gene de I'amélogénine est un gene
qui a été particulierement conservé chez les mammiferes, il pourrait donc étre utilisé afin de déterminer la phylogénie des mammiferes

puis celle des primates.

CONTEXTE SCIENTIFIQUE - 1/3

> Les amélogénines et I'émail dentaire des mammiferes

L'émail est la partie externe de la couronne des dents.

Cette substance, quirecouvre la dentine, est la plus dure et la
plus minéralisée de I'organisme, mais bien qu’'étant minéralisée,
la mise en place de I'émail nécessite une matrice architecturale
protéique. Les amélogénines sont les protéines quantitativement
les plus importantes de la matrice de I'émaiil, elles représentent
90% du total des protéines nécessaires a la formation de I'émail.
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CONTEXTE SCIENTIFIQUE - 2/3

Document 1 : Arbre phylogénétique simplifié des mammiféres (Madsen et al in Delgado et al, 2004).

Humain — Primates
Bovin =
Cetartiodactyle
! e— Cochen ]
Cheval — Perissodactyle

e i}
Carnivore
— T4

Document 2 : Géne de 'amélogénine.

(A) Structure du géne

(B) Séquences codantes et non codantes — L'exon 1 est non codant et une grande partie de I'exon 2 code pour le peptide signal
(Delgado et al, 2004)

r'lJ #!2 o r‘t‘._'i - avd i r-r‘;_ g s v ” =7
(1] ¥y dFE, il [ PR}
5' ] 1 | 1 1 . -
| | 1933 | 1935 | 1408 1 2(’:9._’33 3
{A) 56 48 42 45 42 160 bp
1 2 3 4 5 6 7
s THEHEHE 3
{B} W Coding Non coding



GENOMIQUE ET AMELOGENINE > INVESTIGATION 32
DIVERSITE GENETIQUE | MUTATION ET MALADIE GENETIQUE | RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES | EPISSAGE DIFFERENCIE

CONTEXTE SCIENTIFIQUE - 3/3

Document 3 : Cartographie du gene de I'amélogénine AMG sur le chromosome X et sur le chromosome Y.

X6
—AMG
= POLA

MADA

— ARAFT

[HTH

L MIC2Y
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EXPERIMENTATION

MATERIEL

> Hypothese

L'amélogénine étant le composé majeur de I'émail des dents
des mammiferes, on peut émettre I'hypothése que sa
séquence génétique est particulierement bien conservé au
cours de I'évolution. On pourrait alors utiliser le gene de
I'amélogénine afin de confirmer ou infirmer la phylogénie des
mammiféeres puis celle des primates.

> Ce que I'on cherche

Les amorces du kit amélogénine ont été spécifiquement
congues A partir de séquences génétiques humaines des
genes AMEL X et Y. A partir du couple d’amorces est —il possible
de mettre en évidence des séquences AMEL chez d'autres
especes de mammiferes 2

On va tester le génome provenant de cellules d’autres especes
de mammifere. On va donc échantillonner & partir d'animaux
de notre environnement ou de viande alimentaire fraiche :

- beoeuf,

- porc,

- chien, chats,
- chevaux.

A PROPOS DE LA DEMARCHE

L'amplification PCR et la migration sur gel d’agarose sont suivies
d’'une construction d'arbre phylogénétique a I'aide de logiciel et de
comparaison de séguences.

> Matériel par poste

Thermocycleur didactique

Logiciel didactique

Kit PCR amélogénine

Micropipette 25 uL + cones adaptés
Micropipette 0,5 - 10 uL + cdnes adaptés
Portoir pour tubes PCR

Cuve a électrophorése

Alimentation pour cuve a électrophorese
Bécher 50 mL

Transilluminateur

Chambre noire pour transilluminateur
Moule de coulage gel

> A disposition

1 gel d'agarose 1,2 %
ADN masculin

ADN féminin

ADN animaux

Gants — Blouse - Lunettes
Glace pilée

Papier aluminium
Colorant ADN GelGreen®
Tampon TAE 1X

Eau distillée

N U N
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METTRE EN CEUVRE LE TP

> Préparer les tubes réactionnels voir TP pas a pas (pages 6 & 14)

- 25 UL de PCR mix (tube & pastille verte),
- 25 UL de Primer mix (tube & pastille bleue). )

- Echantillons d’ADN de mammiféeres
> 2 possibilités : prélevement de cellules buccales chez nos animaux de compagnie ou prélevement de cellules & partir d'abats
d'animaux (foie).
> Amplification
Lancer le programme Modéle 1.
> Préparer I’ADN amplifié
Ajouter 2 uL de DNA release (tube a pastille rouge).

> Préparer le dispositif pour électrophorese en gel 1,2 % en tampon TAE.
Dépdts (a titre d’exemple)
1e" puit : 10 uL de marqueur de poids moléculaire (tube a pastille jaune).
2¢me puit : 8 uL de produit PCR ADN homme.
3éme puit : 8 uL de produit PCR ADN femme.
4éme pyit : 8 uL de produit PCR ADN taureau.
5¢éme puit : 8 uL de produit PCR ADN vache.
6eme puit : 8 UL de produit PCR ADN cheval.
7¢me puit : 8 UL de produit PCR ADN jument.
8eme puit : 8 uL de produit PCR ADN cochon.
9éme puit : 8 uL de produit PCR ADN truie.
> Révélation

La pré-coloration est possible, mais ici on pourra privilégier si possible la post-coloration qui permet d’avoir une migration bien résolue et
augmenter les chances de déceler des bribes de séquences amplifiées.
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, ) O
EXEMPLES DE RESULTATS - 1/2 - -
O
O
O
O
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Marqueur de poids  HUMAIN Bovin Cheval Cochon 8
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2000 e
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500 w
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> Etude de la comparaison des génes de I'amélogénine par étude de la migration sur gel d’agarose
L’étude de la migration du gene de I'amélogénine chez ces mammiferes montre qu'il existe peu de différences dans la taille du gene

entre les espéces, par contre, on observe qu'au sein de ces especes, la taille du gene de I'amélogénine differe entre celui situé surle
chromosome X (1268 pb) et celui situé surle chromosome Y (1088 pb).
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EXEMPLES DE RESULTATS - 2/2 ,@

> Construction d’arbres phylogénétiques
Lancer le logiciel de construction d’arbres phylogénétiques.

Comparer les séquences d’ARNm des especes précédentes.
Analyser les résultats et discuter de I'appartenance de I'espece humaine au groupe phylogénétique des mammiferes.

Comparer les séquences d’ARNm des différentes especes de primate.
Analyser les résultats et discuter de I'appartenance de I'espece humaine au groupe phylogénétique des primates.

Human AMELY

Human AMELX HOMINIDES
Pan troglodytes AMEILY
Human AMELY

Msescs malstts AMFLY CERCOPITHEQUE

Sus serofa AMELX Human AAELY
HOMINIDES
Pan troglodyies AMELY
Sus serofa AMELY

Macaca mulatia AMFLY CERCOPITHEQUE

— B. taurus AMELX
Pongo abelii AMELX
E. eaballus AMELX Callichrix jacehuws AMELY CEBIDES
| T M
Propithecus coquereli AMELX LEMURIEN
B. taurus AMELY

Cholemsur parnedtii AMELX

. Tasims wyrichea AMELY

Arbre phylogénétique de I'ADN ampilifié Arbrg phxlogéné’rique dfa 'ARNmM de
de I'amélogénine chez différents mammiféres I'amélogénine chez différents primates
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EXPLOITATION DES RESULTATS

> Etude de la comparaison des genes de I'amélogénine par comparaison moléculaire de '’ARNm grdace au

logiciel Phylogene chez les mammiféres

La comparaison moléculaire montre que les séquences X et Y sont relativement similaires (homologues) au sein d’'une méme espece chez

les euthériens.

Le gene de 'amélogénine est un gene qui a migré chez I'ancétre des Euthériens sur les chromosomes sexuels. )
Le gene surle chromosome Y joue un réle minoritaire dans I'amélogénese, ainsi il n'est pas lié aux mémes pressions de sélection que le

méme gene sur le chromosome X. Les taux de mutation ne sont pas équivalents, le gene du chromosome Y évolue donc plus vite que celui

du X et c’est ce qui explique la différence entre les sequences de ce gene entre les chromosomes.

Remarque : Aujourd'hui il est présent surle chromosome X de tous les mammiféeres, alors qu'il a disparu du chromosome Y de certains
mammiferes. Cela n'a pas d'importance car le gene du chromosome X a lui seul est capable d'induire la formation de I'émail. Au départ, il
était présent surle chromosome X et surle chromosome Y (des males) mais au cours de I'évolution, le chromosome Y s'est mis O dégénérer
car la partie qui porte des genes communs avec le chromosome X s'est réduite alors que la partie qui porte les genes spécifiques aux
caracteres sexuels males a augmenté.

> Etude de la comparaison des génes de 'amélogénine par comparaison moléculaire de ' ARNm gréce au
logiciel Phylogene chez les primates

On observe que dans cet arbre, les genes X et Y appartiennent a 2 lignées différentes méme si au sein de I'évolution d'un géne (sur un des
chromosomes), on observe globalement la différenciation entre les singes de I'ancien monde et du nouveau monde.

Les deux genes évoluent séparément depuis quelgques millions d'années en raison d'une absence de recombinaison entre les chromosomes
XetY.

Le géne Y se comporte comme un gene a part de celui du X. En revanche, la phylogénie a travers le gene de I'amélogénine reste fres
similaire & la phylogénie globale des primates.

On peut en conclure que I'Homme est une espece proche de celle du chimpanzé et se situe dans la famille des grands singes.

> Conclusion

On peut donc conclure que le gene de I'amélogénine permet de confirmer les arbres phylogénétiques actuels des mammiferes et des
primates ainsi que la place de I'numain au sein de ces arbres phylogénétiques.
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PCR : APPROCHE EXPERIMENTALE DE LA GENOMIQUE
L’EXEMPLE DU GENE DE L'AMELOGENINE

&

THERMOCYCLEUR NG

+

Logiciel

DIDACTIQUE

=W\
=

RESSOURCES

PREPARER

Ce qu'il faut faire avant d’'expérimenter

METTRE EN CEUVRE LE THERMOCYCLEUR 2
PREPARER LE GEL D' AGAROSE 3-5

EXPERIMENTER

Apprendre a mettre en ceuvre un protocole

TP PAS A PAS 6-15
» DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

INVESTIGATION

Découvrir les expériences réalisées avec le méme matériel

1. DIVERSITE GENETIQUE 15-20
2. MUTATION ET MALADIE GENETIQUE 21-28
3. RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES 29-37
4. |'EPISSAGE DIFFERENCIE 38-50

Fiches techniques, matériels, documents, ...

"
9
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INVESTIGATION 4 > DETERMINATION DE L'EPISSAGE DIFFERENTIEL ENTRE LE CHROMOSOME X ET LE '

CHROMOSOME Y

EXPERIMENTATION

> Contextualisation

La protéine amélogénine est le composant majeur du
développement de I'émail des mammiferes, dans lequel elle
représente environ 0% de la teneur en protéines (Termine et
al., 1980, Fincham et al., 1983, Sasaki et Shimokawa, 1995 in
Delgado et al, 2004). En tant que protéine prédominante,
I'amélogénine joue un role essentiel dans le développement de
I'émail.

> L'hypothese
L'hypothése d'une différence entre AMEL X et AMEL Y peut
alors étre posée et vérifiee par amplification par PCR suivie
d'une révélation par électrophorese sur les garcons et les filles
de la classe

> Ce que I'on cherche

Comment peut-on étudier la structure d’'un gene et en déduire
les séquences codantes et non codantes ¢

MATERIEL

> Matériel par poste

* Thermocycleur didactique

* Logiciel didactique

- Kit PCR amélogénine

*  Micropipette 25 uL + cdnes adaptés

*  Micropipette 0,5 - 10 uL + cdnes adaptés
» Portoir pour tubes PCR

- Cuve a électrophorése

- Alimentation pour cuve a électrophorése
* Bécher 50 mL

e Transilluminateur

*  Chambre noire pour transilluminateur

* Moule de coulage gel

> A disposition

+ 1 geldagarose 1,2 %

*  ADN masculin et féminin
» Gants — Blouse - Lunettes
« Glace pilée

« Papier aluminium

» Colorant ADN GelGreen®
* Tampon TAE 1X

- Eau distillée

« Logiciel Anagene

—) =1 = =1 =5 = =) = = —=) =)
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METTRE EN CEUVRE LE TP

> Mise en ceuvre identique au TP pas a pas page é a 14

EXEMPLES DE RESULTATS

000000000000

1 bande 1268pb . _
= Profil féminin %

2 bandes 1268 pb -._ |
et1088pb ——______
= Profil masculin

> Analyse

On observe sur le gel la difference de migration entre I'allele présent surle chromosome X (1268 pb) et I'allele présent sur le chromosome Y
(1088 pb).
Comment expliquer cette différence de sequence ¢

@D G
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EXPLOITATION DES RESULTATS - 1/8

Al

> Comparaison des séquences avec Anagéne

%4 Comparaison avec alignement

50 60 270 310 320 480 490 500
= Trrprrrrprenrprrrprnee RN ERRRNERRE L RN FEERY EERRS FEY RN RN EER N RN RN AR
¥ | Traitement af 0
|dentités af +f0 HXNEXE HH WX HXN 3% 3636963636 36 3 EXEE XN * 369636 36 3 36 % *x
AMELS |0 |ATCCCAGAT______ GTTTCTCA AC__ CAGCTTG GTAAGATGTTATTTARAACTC ITCCTCAACCTCTTACTAACTTTETGATTTT
AMELY a0 e A--ARAGTG-———————- --TEAC------— = ———— f-- e _
hd Sélection : 044 lignes 4] [ E A 4] —
4 Comparaison avec alignement
590 600 620 630 640 650 660 £ 950 960 1220
- R R R N R R R N RN AR R RRN EEREN L LN L L L LR LR
¥ | Tratement 1| [0
|dertités 1| |0 36363 3 3 3 % EEEEEEE FHXXXEEEEEEE  H HHH HHHE EEEEEFFFFXXXEEEEEEXXRRRRRRHEN EXXEEER 3y (EEXENEXXXNNENENXENE XXX X XN PEXNEE HEXEEE
AMEL A1 CARRATATTRTTTGEAGAGTARTATAGTTAATGARTATEARARETGCTTTGTCAAGTATAATATGAGCARGGTTACTGATTATTTT (TTGTGACATCARAGAAARAARTE 1CARAT_TTTTAC
AMELY o - - e BA-T-——A-———f-—————m—mmmm oo A-----—- I GG~ - G---—--
w|  Sélection : 0/4 lignes ﬂ | Ll ﬂ—
Informations Anagéne : AMELX AMELY

Alignement multiple de séquences d'ADN :
Identités des séquences
I'alignement comprend 1281 bases
-> 964 bases identiques (représentées par le signe *)
soit 75,3 % d'identité

Séquence d'ADN alignée

longueur : 1268 bases (sans compter les

discontinuités)

-> référence pour la comparaison

Séquence d'ADN alignée
longueur : 1088 bases (sans compter les
discontinuités)
-> 964 bases identiques a la séquence de référence
AMELX,

soit 88,6 % d'identité
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EXPLOITATION DES RESULTATS - 2/8

> Comparaison des séquences avec Anagéne

Informations Anagéne :
Alignement multiple de séquences d'ADN : Identités des séquences
I'alignement comprend 1281 bases
-> 964 bases identiques (représentées par le signe *)
soit 75,3 % d'identité

AMELX

Séquence d'ADN alignée

longueur : 1268 bases (sans compter les discontinuités)
->référence pourla comparaison

AMELY

Séquence d'ADN alignée

longueur : 1088 bases (sans compter les discontinuités)

-> 964 bases identiques a la séquence de référence AMELX ,
soit 88,6 % d'identite

> Analyse

La comparaison des deux seéquences par Anagene montre des délétions de 193 pb sur AMELY et 13 pb sur AMELX, on observe donc,
comme sur le gel, une différence de 180pb entre les deux séquences.

> Utilisation de la fonction DotPlot d’Anagéne : comparaison graphique de séquences

@ @ QEE uLIN
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EXPLOITATION DES RESULTATS - 3/8

> Utilisation de la fonction DotPlot du logiciel Anagéne : comparaison graphique de séquences

. CNDP-INRP Anagéne - [Dotplot AMELX AMELY]
B3 Fichier Edition Traiter Options Fenétre Aide

Bes BHS & EB2E [T 5 | O e | g
AMELX : CAATGCCCTGGGCTCTGTAARGAATAGTGTGTTEATTCTTTATE (s8q. enx)
AMELY CAGTCCCCTGGGCTCTGTAARGAATAGTGEGTGEATTCTTCATE (28 eny)
'! 'IQD 2||3E| SI?EI 4?0 590 EIIJEI ?I?EI 8?0 SEIID 'IDIUEI 'I'IIEID 12IEIU 12IE;8
14
DE I, 4
=t
0 -
.20
—_—
@y b
0 30
N
K.
I?_ 400+
¥l
[] :
L BO0H -
Hor et .'l'.'\-"'h." P R R
P PN T | £ 3
;"u.‘;. |:' mal B ‘l. u"-\.}.ipl I"\'H.. -H '-l' H"li".'-‘-"*"- "|
BO0H o - '~1-3" RO+ s S o '.l' ba '..L_: :"
e S % J, B .
L = . -\.l"'\.L%HE". .}? . "‘.':"1.{#
i, LR M N i e ST e
70 A5 A ﬁ*-:».,‘} n ',,Ii_n'- R AT
SR S el e
00 !:I.\_.: -\.-I-- 3 !'h'-_ l‘hl 'H.-.. E‘IL‘F‘\:‘
LY B L =t LT RIS | -
'.\'-\.“ 1 1 *.-\.-\..\"“‘- d * ." 'I". 1*
TR e R N
1 T R S T e
00 FAE A ek TR e g e e
R AR L e
TR T i PR, g e ! r
L e M e g
10004 _'\.h.'- X l\:‘.'?l\. DT ;?‘ﬂ - II' :'fn.'l I'_ LTS 1':-'!_% =
oo -\."-"'1' T, e
M v ALt Vel Pt R
B i M 3
RN M T AR LR, v 7}
joggd e T T T e - iy S = F T S =
KN 1

Fenétre de calcul : 9 Matrice : Unité Score: £ Fr=8 x=5 y=5[5161]

> Analyse

On observe, dans I'étude graphique de
comparaison de séquences, que les deux alléles
sont majoritairement semblables.

O000000eO00000

Pourtant AMELX (alléle présent surle chromosome X)
possede des séquences qui ne sont pas présentes
sur AMELY (allele présent surle chromosome Y).
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EXPLOITATION DES RESULTATS - 4/8

ARMNm AMELY
ABRMm Tranzcnt %1

AGAGGACCAAGCCTCCCTGTGTAGE [2£q. enx)
AAAGGATCAAGCATCCCTGAGTTTCE [s2q. eny)

1 00 200 300 400 500 &OO0 YOO BOO

'|_

[ N
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E
[ T R T T O T | 1
L
T

|

= e e
=
L
T

[
swla | =O

if, 4T F

1
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ERTERE

FALA

[ |

T

o
R

|
-.‘_."r

|»
-

Fenétre de calcul : 9 Matrice ; Unité Score: F:=8 x=6 u=F

> Analyse

La comparaison graphique des séquences d’ARNm
d’'AMELX et d’ARNm d’AMELY permet de montrer
que les différences de séquences entre AMELX et
AMELY sont basées sur les différences dans la
répartition et/ou taille des introns et non sur celles
des exons, tres similaires.
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EXPLOITATION DES RESULTATS - 5/8

45

M55418.1 Human amelogenin :
ARMm Transcrit %1 :

B3+ Dotplot M55418.1 Human amelogenin ARMm Transcrit V1

[E=SjEh ==

ATACAGCACATTTGTTCARACTAARAACAGACCTCAAGTATATTCTGCACTAT [s6q. enx)
ARAGGATCAAGCATCCCTGAGTTTCAAACAGAAACTTGCACTGAATACATTEA (s€9. eny]

1 200 400 £00 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2872
17 .
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Z T
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Fenétre de calcul: 9 Matrice : Unité Score: »=8 =x=9 p=9
5 - Dotplot M55418.1 Human amelogenin ARMm Transcrit V2 EI @
1554181 Human amelogenin : ATACAGCACATTTGTTCAAACTAAAAACAGACCTCAAGTATATTCTGCACTAT (389 enx)
ARMm Transcrt V2 ARAGBATCAAGCATCCCTGABTTTCAAACAGAAACTTGCACTGAATACATTCA [séq. eny)
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Fenétre de caloul; 9 Matrice : Unité Score; »=8 x=9 y=9
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EXPLOITATION DES RESULTATS - 46/8

46

ARMm Transcrit V3

5.+ Dotplot M55418.1 Human amelogenin ARNm Transcrit V3
M55418.1 Human amelogenin :

L= ] &[]

ATACAGCACATTTGTTCAAACTAAAAACAGACCTCAAGTATATTCTGCACTAT [séq. en )
ARAGGATCAAGCATCCCTGAGTTTCAAACAGAAACTTGCACTGAATACATTCA [séq. eny)

1 200 400 BO0 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2872
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10 i : . -
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5 3004 .
S 400 i '
= Toa
5004 el
@ U - i :
F00+ iy : .
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[5 g 700+ \ . \
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= g32- -
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Fenétre de calcul: 9 Matrice : Unité Score: »=8 x=9 p=9
B3 - Dotplot M55419.1 Human amelogenin ARNm AMELY =N =R
M55415.1 Human amelagenin : ACATAGCACACTTGTTTTAACGARAAACAGACCTCAAATATATTCTGTACT [séq. enx)
ARNmAMELY : AGAGGACCAAGCCTCCCTGTGTAGCACAAAGARAGTTTCTCTGAATATATT [séq. eny)
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Fenétre de caloul: 3 Matrice : Unité Score: =8 =11 y=11
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EXPLOITATION DES RESULTATS - //8

> Conclusion sur la structure du géne sur les chromosomes sexuels

> A partir des résultats obtenus gréce a la fonction DotPlot d’Anagene, il est possible de déterminer la structure initiale du gene (répartition

infrons et exons). Pour chagque ARNm, la séquence qui a été codée est déterminée :

ARNm vamant 1

0 108 1649 1962 2384
E
a4

238 1687
ARNm vanant 2
E
4
ARNm varant 3
1517
E
4

ARNpm

1557

ii B

Schéma : Structure des différents variants d’ ARNm aprées épissage alternatif de I'ARN pré-messager (issu de la franscription du gene AMELX

(E correspond aux séquences exoniques, les infrons sont représentés par les parties grisees).

195

14%1 1784 |ID4

ARMNpm

Schéma de la structure de I'ARN pré messager issu de la transcription du gene AMELY (E correspond aux séquences exoniques, les introns

sont représentés par les parties grisées).
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ARNm variant 1

ARNm variant 2

ARNm variant 3

EXPLOITATION DES RESULTATS - 8/8 8
> Etude de I'épissage alternatif du géne AMELX chez I'humain : 8

0 195 Mf_r,pln;:" 1649 1962 >384 8

O

O

O

238 1557 O

(€

O

O

> Etude de I'épissage du géne AMELY chez I'humain :

195 lji
i“': "l lsnB
ARHP’" il Tty |

ARNm
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CONCLUSION - 1/2

> Comparaison des séquences AMELX et AMELY

L'étude par un logiciel de comparaison de séquences (Anagene) montre que la différence entre les séquences du gene de I'amélogénine
présentes sur les chromosomes X et Y est liée a de nombreuses délétions et insertions entre les deux chromosomes.

Il semble que les mutations ont tendance d s'’accumuler de facon plus importante surle chromosome Y. En effet, le chromosome X permet
de produire des protéines fonctionnelles, le chromosome Y est donc moins soumis aux pressions de sélections et peut donc accumuler de
nombreuses mutations sans que celles-ci aient un effet sur la production de la protéine. AMELY est masqué par AMELX et ne peut pas
fournir de protéine fonctionnelle méme lorsque AMELX est lui-méme non fonctionnel (Lagerstrom M, Dahl N, Nakahori Y, Nakagome Y,
Backman B, Landegren U, et al. A deletion in the amelogenin gene (AMG) causes X-linked amelogenesis imperfecta (AIH1). Genomics
1991;10:971—=5.).

L'évolution particuliere d' AMELY peut étre comprise lorsqu’on considere I'évolution des chromosomes sexuels. Les chromosomes X et Y des
mammiféres ont évolué & partir d'une paire d’'autosomes d'un ancétre commun de type reptile (thérapside), il y a 250 millions d'années.
Lors de I'évolution des mammiféeres, 4 inversions multigéniques successives se sont produites sur le chromosome Y. Ces inversions ont
conduit d une recombinaison restreinte (« restricted combinaisons ») entre X et Y. AMELY étant localisé pres du locus d'inversion non
recombinant « non-recombining inversion locus », ceci a entrainé un faible taux de recombinaison (Iwase M, Satta Y, Hirai Y, Hirai H, Imai H,
Takahata N. The amelogenin loci span an ancient pseudoautosomal boundary in diverse mammalian species. Proc Natl Acad Sci USA
2003;100:5258—63.).

AMELY peut donc tendre vers un pseudogéene. La derniére inversion s'est produite au début de I'évolution euthérienne (mammiféres
placentaires, il y a 150 Millions d'années) et I'analyse des quelques séquences AMELY indique que les loci d’ AMELY sont devenus non
recombinants séparément dans chaque lignée et, dans certaines especes, cela s'est produit longtemps apres la diversification
euthérienne. (Sire, Delgado, Fromentin, Girondot. Amelogenin : lessons from evolution. Archives of Oral Biology (2005) 50, 205—212).
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CONCLUSION - 2/2

> Etude de I'épissage du géne de I'amélogénine

La comparaison par la fonction DotPlot du logiciel Anagene permet de déterminer les séquences hautement semblables entre le géne et
I’ARNm ; il peut donc étre déduit de cette analyse les séquences transcrites (exons) et les séquences non transcrites (introns).

Grace aI'étude de ces séquences, nous avons pu déterminer que I'ARN pré-messager du gene de I'amélogénine présent sur le
chromosome X possede au moins 4 séquences exoniques et 5 ségquences introniques.

La structure de ce gene a particulierement été étudiée dans I'article « Amelogenin : lessons from evolution » de Jean-Yves Sire, Sidney
Delgado, Delphine Fromentin et Marc Girondot (Equipe « Evolution et Développement du Squelette », Université Paris 6 — Pierre et Marie
Curie, Paris).

Les chercheurs ont pu déterminer la présence de 7 exons dans la structure du géne sur le chromosome X :

ex/ ex2 - ex3 n3 exd i ex5, 5 ex6 . 6 ex7
50 1 in2 1 in 1 in i - in P
| 1 1933 1 1935 1 1408 I 269 188 . )
56 48 42 45 426 160 bp
(A)
| 2 3 4 5 6 7

B) W Coding Non coding
48 114 26 aa
© hydrophilic hydrophobic hydrophilic

Document : Géne de I'amélogénine.
(A) Structure du géne. Les 5 premiers exons (ex1-ex5) sont petits (42-46 pb) et I'exon 6 (426 pb) et 7 (160 pb) sont plus importants.

(B) Exons codants et non codants. L'exon 1 n'est pas codé, la grande partie de I'exon 2 code pour un peptide signal, et seulement les 3 premiers
nucléotides de I'exon 7 codent pour la protéine.
(C) Représentation linéaire de la protéine originelle.
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PCR : APPROCHE EXPERIMENTALE DE LA GENOMIQUE
L’EXEMPLE DU GENE DE L'AMELOGENINE
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RESSOURCES

PREPARER

Ce qu'il faut faire avant d'expérimenter

METTRE EN CEUVRE LE THERMOCYCLEUR 2
PREPARER LE GEL D' AGAROSE 3-5

EXPERIMENTER

Apprendre a mettre en ceuvre un protocole

TP PAS A PAS 6-15
» DETERMINATION DU SEXE GENETIQUE D'UN INDIVIDU

INVESTIGATION

Découvrir les expériences réalisées avec le méme matériel

1. DIVERSITE GENETIQUE 15-20
2. MUTATION ET MALADIE GENETIQUE 21-28
3. RECHERCHE DE PARENTE CHEZ LES MAMMIFERES 29-37
4. L'EPISSAGE DIFFERENCIE 38-50

Fiches techniques, matériels, documents, ...
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PRINCIPE DE LA PCR - 1/2 '

PRINCIPE DE LA PCR : AMPLIFICATION DU NOMBRE DE MOLECULES D'ADN > 10 ®

UN CYCLE ... NCYCLES

® (2 ® ®

DENATURATION APPARIEMENT ELONGATION DENATURATION

T>+95°C DNA primer 5 3

specifiques au gene

- = [IE) 2 = = (I
DNA |].r,||1£;-|' ’

3' 5

5 3 Brins pouvea.ux ADN @
— CU”’ID'EI’]’IEH‘EII’ES @ XN
— \ i

3 5' selon la loi des bases -

o S-I -
DNA primer @ @

5 3'5 3 5 3

- = [lIE) 3 — [l

3' 5'

@D @
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PRINCIPE DE LA PCR - 2/2

Primer d'ADN 3'

im:::::::mjiﬂ
APPARIEMENT % R i J | Nucléotides
A

5!‘ 3! I
T ‘- ' 3
M D nﬂ b ri n M ZZ:Z:ZZ:ZZ:ZIZEW
d'ADN 3'-5' 3 5!
ELONGATION =
@ Monobrin nouveau complémentaire au brin modele

ADN T ENAEE AR .. T T 8] A A .. T [l T [IE| A
bicaténaire GA.TTAA.TTGGA A.TTGGA.AI
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FABRICATION D’UN GEL D’AGAROSE - 1/3 '
> Principe > Matériel
Pour réaliser une électrophorese, le gel d'agarose représente une > Appareillage > Produits
solution aisée, rapide, et peu colteuse. i
Fabrication d'un gel & partir de tampon TAE concentré 10 fois et ’ BO|.OI’1C€ 001g . ] ° lermipen IAE eenesnine [0X
« Agitateur magnétique chauffant 1 + Agarose

d'agarose. 3 étapes : réalisation du tampon TAE 1X, fabrication du
gel et coulage du gel.

Il est tout a fait possible d'utiliser un autre tampon (TBE ou TGV, par .
exemple). > Verrerie et petit materiel > A disposition

+ Support de gel + peigne 1

» Fiole jaugée 250 mL « Eau distillée
« Eprouvette graduée 100 mL
* Erlenmeyer 100 mL

1
1 * Ruban adhésif de peintre
1

* Verre de montre 1
1
1
1

«  Gants — Blouse - Lunettes

*  Entonnoir
+ Spatule
« Thermometre

> Mode opératoire - Préparation du tampon 1X

Verser le contenu du Rincer 3x le flacon & I'eau Compléter la fiole

flacon de TAE 10X (25 mL) distillée, verser cette eau en eau distillée

dans une fiole jaugée de de rincage directement jusgu’au trait de

250 mL dans la fiole jauge (250 mL) Vérifier le trait
de jauge

|

-

.

S
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> Mode opératoire — Préparation du gel a X %
Méthode de calcul pour réaliser un gel d’agarose a X % (pourcentage massique) :

masse a peser (m en gramme) pour un volume (VenmL) » m=VxX/100

m g d'agarose Verserm g
d'agarose dans
un erlenmeyer

Verser V mL de TAE 1X

. Verser VmL de TAE 1X
dans une éprouvette

dans un erlenmeyer

-\
|

H O

Q)

Peserm g

d’agarose /

g

Balance

CR -

_— >

B © u

>0

Chauffer la solution en
agitant régulierement,
idéalement avec un

agitateur magnétique

Le gel est prét lorsque
I'agarose est totalement
dissoute, le liquide doit étre
parfaitement translucide

Post-coloration ou
O O
A A

pré-coloration du
gel (voir page 57)

Laisser refroidir le gel
dans I'erlenmeyer
jusqu'd une température
de 50°C environ

@ @ QEE uLIN
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FABRICATION D'UN GEL D'AGAROSE - 3/3

> Mode opératoire — Couler le gel d'agarose

Positionner le support du gel dans le moule (ou Couler le gel a 50°C dans le support
preparer le support du gel en bouchant ses sur une épaisseur de 0,5 cm environ.
extrémités a I'aide de ruban adhésif pour peintre).
Posez-le sur une surface parfaitement horizontale.

Astuce
Si des bulles apparaissent, vous

pouvez les faire éclater a I'aide
d’'un céne pour micropipette
avant la solidification du gel. ‘

o

Poser le peigne d sa place, pour former les puits lors Une fois le gel completement solidifié, Astuce
du refroidissement du gel. Laisser le gel refroidir (15 - retirer doucement le peigne dans un —” est plus facile de refirer le
20 min), en le mettant au réfrigérateur si nécessaire mouvement vertical, pour ne pas percer . ; ) ,
. .. ~ . peigne si le gel estimmerge dans
(ne transporter le support avec le gel que si celui-Ci ou féler les puits.

du tampon (mise en place dans
la cuve avant de retirer le ‘

peigne). J—J

Le gel peut étre utilisé immédiatement ou
conservé quelques jours au réfrigérateur
dans du fampon de migration TAE 1X (une

fois 6té du support).
B G

est déja bien figé).
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PRE-COLORATION / POST-COLORATION DU GEL D'AGAROSE : 2 POSSIBILITES

> Pré-coloration : solution rapide (5 minutes apres I'électrophorese) mais moins résolue, a utiliser dans le cas de révélation d'une bande unique
ou siles poids des bandes a séparer sont éloignés.

> Post-coloration : solution plus longue (compter 35 min de trempage), par contre la qualité de migration est optimum car le colorant
GelGreen® qui est une longue chaine chromophore se fixe surI'ADN aprés I'électrophorese, il ne gene donc pas la migration de I'ADN.

/ La révélation des bandes
se fait par fluorescence
3 des bandes d’ADN en
Coulage du gel Electrophorese I"éclairant & I'aide du
fransilluminateur. En fin
d'électrophorese,
aftendre 3-5 minutes avant

Pré-coloration

s ]_l . de manipulerle support du
e [ PP gel, le gel étant encore
—> m 00 —_— ,"I s & A cfhct:)tle il n'est pas tres
— | ) stable.
— En fin de dissolution ajouter 3 ul de

GelGreen® (le colorant est
rouge !), continuer I'agitation et le
I@ chauffage jusqu'd ce que le
| ' liquide tronslugide soit coloré de
facon homogeéne.
" 00 | =
A A

Préparer la solution du bain

, 2 ul de GelGreen® pour 10 ml
Le gel est prét Coulage du gel Electrophorese d'eau distiliée.
lorsque I'agarose
est fotalement
dissoute, le liquide —

doit étre I
parfaitement §o
translucide. B
i ] }\
Post-coloration \
Verser sur le gel et faire fremper le gel 30
minutes, en couvrant d'un aluminium ou protéger
de la lumiere sous la chambre noire (cf. * Astuce).
* Astuce

> On peut réutiliser le méme bain au moins 2 fois au cours de la méme journée (protéger la solution de la lumiére).
> Pour économiser du colorant ou si on ne dispose pas de petit récipient adapté au gel, aprés I'électrophorese il suffit

d’entourer le gel et son support d'un film étirable type Parafilm®M pour étanchéifier les cotés ouverts puis on ey
dépose 10 ml d’eau déminéralisée additionnée de 2 ul de GelGreen® pendant 30 & 45 minutes & I'obscurité. @ @ "'-@Euun
A
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THERMOCYCLEUR DIDACTIQUE - PCR

> Descriptif
Thermocycleur avec écran et molette pour I'affichage et la programmation des cycles.

> Caractéristiques techniques
Capacité : 9 microtubes de 0,2 mL.
Ecran: 128 X 64.
Dimension : 225 x 140 x 100 mm.
Livré avec logiciel didactique de pilotage pour PC a télecharger.

Nombre de programmes enregistrés : 4.

Nombre de programmes personnalisables : 4.

Nombre de cycles de température possibles : de 1 & 99.
Gamme de température : jusqu'a 99 °C.

Précision d'affichage : 0.1 °C.

Précision de la régulation : £ 0.2 °C.
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TOUT LE MATERIEL NECESSAIRE A LA REALISATION DE CES TP

59

> Matériel > Verrerie

* Thermocycleur didactique 591 106 1 » Bécher 50 mL

+ Logiciel didactique Inclus 1 « Bécher 100 mL

« Kit PCR variation du gene de I'amélogénine 111126 1 » Fiole jaugée 250 mL

*  Micropipette 25 L 703 878 1 + Eprouvette graduée 100 mL
+ Cobnes 10-200 pL 724 108 1 * Erlenmeyer 100 mL

« Micropipette 0,5 - 10 UL + cébnes adaptés 703 814 1 * Verre de montre @ 60 mm
e Cb6nes0,1-10puL 724 105 1 » Entonnoir & poudre

» Portoir pour tubes PCR 701 208 1 » Spatule double inox

« Cuve @ électrophorése 591 031 1

- Alimentation pour cuve d électrophorese 281120 1

* Transilluminateur 527 004 1

«  Chambre noire pour transilluminateur 527010 1 > Consommables

* Balance 0,01 g 701 420 1 e Tampon TAE 10X

- Agitateur magnétique chauffant 701 571 1 « Eau distillée 5L

e Thermomeétre 60°C 253 067 1 » Colorant ADN GelGreen®
* Moule de coulage gel 999 999 1 * Agarose poudre 25 g

> Sécurité

«  Ganfts taille L — boite de 100
* Blouse taille L
e Lunettes

> Ensemble Electrophorése 999 999 > Thermocycleur 591 106

713118
713119
713 041
723 165
713138
713 066
723 090
703 283

107 609
107 625
107 455
107 032

150 038
150 074
150 093
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