Analyse et visualisation du gene TATc

I11.1. 1 — Comparaison entre la carte génétique publiée en 2002 et la carte actuelle
disponible sur le serveur Ensembl

Dans une étude genétique préliminaire, 5 marqueurs polymorphes de type microsatellite
couvrant la région du géne TATc ont été sélectionnés sur la base de données
bibliographiques, de leurs pourcentages respectifs d’hetérozygotie et de la distance physique
et génétique séparant le locus morbide et le marqueur étudié. L’interrogation du serveur
Ensembl en 2002 a permis de déterminer les positions physiques de ces différents marqueurs
(Figure 7).

Nous avons alors ré-analysé la région chromosomique du géne TATc par le serveur
Ensembl afin d’identifier de nouveaux marqueurs microsatellites a tester (Figure 8). Le
résultat de I’interrogation du serveur Ensembl dans sa version actuelle a montré un
changement des positions physiques des 5 marqueurs microsatellites mentionnés.

Nous avons également observé qu’il existe trés peu de marqueurs microsatellites a proximité
du gene TATc. La fenétre du serveur Ensembl illustrant notre requéte montre plusieurs

marqueurs qui correspondent a des marqueurs non polymorphes de type STS.
111 1. 2 — Visualisation de la région du gene TATc par le logiciel Artemis

Nous avons pu accéder aux différentes structures geniques : exons, introns, CDS, STS, les

régions répétés... etc. Ainsi que leurs positions physiques sur le géne (Figure 9).
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35



36

¢ Artemis Entry Edit: géne TAT.txt

File Entries Select View Goto Edit Create Write Graph Display
3 selected bases on reverse strand: 3595..3587 = complement (l12609..12611)
Entry: V¥ géne TAT.txt , . .
T T T I Représentation graphique des | |
T R T S A T T AT A T introns, les 12 exons,
A O T T T T T localisation des régions
o b bR b 1 oo L répétées, les STS
repeat_r rep r¢ repeat_re(¢ repeat region :_region repeat_region egion re repeat_re
|z ) & 13200 |15400
T4 4 R TRE H q 0O <d @ 4 44
repeat r exon peat exon exon region n eal ﬁlep;?qﬁ_geglon £ exon :xon eat region 1 zat_region n
T e T e e ; -
ENSGO0000L d
R I W T AN T AT i Representation des
OO U0 OO 1 0 ARG O 000 10020 100000 0 O T 0 0 D 01 régions transcrites (CDS)
3 7
R A 35 P T N ¥ D M H ¥ Q N * G E ¥ A F A 4 H L W H ¥V W ¥ HH + R 5 L R G E R 35 Lasequence
EL L P P TLTIOCTS$ R I ECGGZERL P L L L I * I M ¥ ¢ % I T % E A CE G K E
n 3 F 5 H o R * H & R P E L R ¢ G C L © ¢ 3 & E & C M ¢ P & L A K P & R G K nuCIéique
AGAGETTETEEEAEEMEE’T‘TGAEATGEAEGT[IEAGAATTGAGGGGAGGTTGE[Z'I'I'TGETGETEATETGMTEATGTATGGI}TEEATEAETAGEGAAGEETGEGAGGGG
12540
GTGL. CAll AGTGATCGL -
5 5 B G G ¥ N V H V D L N G K 3 I M v P D m|v Prem|ercadre
L K E w w R o C A R 6 S N L P P O R O 0 E D 5 DD H I P G D 3 4 F G 4 L
LAEGVLTSMCTIJFQPSTAKAA*RF’-‘THTIJ*+RLRRPJ delecture
:
t 2981 2999 dust t: t.ohy 1..19({1) of H nA
% o leeEmeEOOGGLALI07D o7 momeemee (acides amines)
transcript_id=ENSTO0000355962 J
— l..28(1) of consensus
map_weight=1
AluSx repeat: matches 2..31170
eat: matches 1..70({1) of consensus LeS exons
transcript_T L5062 -
exon_id=ENSE00000S T, (Couleur Jaune)
ich repeat: watches 1.. hd
— ] :
L’ARNmM
(noire)
Les STS
(blanc)

Les régions
répétées
(couleur bleu clair)

Les CDS
(couleur turquoise)

Figure 9: Visualisation du gene TATc et illustration d’une «fenétre» standard du
logiciel Artemis.
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I11. 2 — Identification d’un nouveau polymorphisme intragenique

I11. 2. 1 — Mise en évidence de régions répétées de type microsatellites

Deux motifs nucléotidiques répétés en tandem de plus de 10 fois ont été sélectionnés.
L’une de ces régions est située dans I’intron 4 et correspond a un motif répété imparfait
tétranucléotidique de type (CAAA);, . L autre région est localisée juste en amont du géne
TATc (—2Kb) et correspond a un motif dinucléotidique répété de type (TA)17 (Figure 10).
Nous avons également, observé avec I’annotation proposée par la GeneBank un ensemble

d’éléments répétés essentiellement autour de la séquence microsatellite du type (CAAA) 1.

I11. 2. 2 — Comparaison entre la séguence du géne TATc publié en 1990 et la séquence

actuelle
En utilisant le logiciel ALIGN (www.infobiogen.fr ), nous avons aligné deux séquences

nucléotidiques s’étendant de —2,3Kb a -1,9 Kb du gene TATc, I’une provenant de I’article
publié pour la premiére fois par Rettenmeier et al. (Rettenmeier et al., 1990) et I’autre
extraite des banques de données actuelles. Cet alignement a mis en évidence une insertion de
8 dinucléotides (TA) dans la séquence de Rettenmeier et al. par rapport a celle disponible

dans les banques de données (Figure 11).
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Figure 10 : Mise en évidence d’une répétition de type microsatellite en amont du gene
TATc. En bas : Visualisation de la séquence du microsatellite avec les amorces choisis.
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10 20 30 40 50 60
seql CACACATTATTAAGATTTTAAAAAAAGCAAGCTACAGAACAGCCCTGTCCAATAGACHER

seq2  CACACATTATTAAGATTTAAAAAAAAGCAAGCTAC--AACAGCCCTGTCCAATAGACAGA

10 20 30 40 50
70 80 90 100 110 120
seql [NICONASOEAGAIAGEEACTTCAAATTTCCTAATAGAAATATTTTAAGATATAAAAACAA
seq2  ATGCAAGCCACATAGTGAC-—-—-—-—--—-- CTAATAGAAATATTTTAAGATATAAAAACAA
60 70 80 90 100
130 140 150 160 170 180

seql  ATAGGTGAAATTAATTTTAAGAATGTATTTTATTTTACTCAGCACACCATGTATTTTATT

seq2  ATAGGTGAAATTAATTT-AAGAATGTATTTTATTTTACTCAGCACACCATGTATTTTATT
110 120 130 140 150 160

190 200 210 220 230
seql  ATCATATATTTTATTATATAT--TTTATTATATATATAC- GGTGTACTGAGTAAAATAAA

seq2 ATCATATATTTTATTATATATATTTTATTATATATATACCGGTGTACTGAGGAAAATACA

170 180 190 200 210 220
240 250 260 270
segl -————————————- ATACATTT-———- TATATATATATATACATATATATATATATATATA
seq2 TTTTTATATATATATACATATATATATATATATATATATACATATATATATATATATATA
230 — — 260 270 280
(TA) (TA),
280 290 300 310
seql  TAT-—————————- ||||||||||||||||||CTGAGGC_
seq2  TATATATATTTTTTTTTTITTTTTITTTTTTTCTGAGGCAAGGTCTCATTCTGTCACCC
290 310 320 330 340
(TA)

Figure 11: Comparaison entre les séquences génomiques de —2,3 Kb a —1,9 Kb en amont du
gene TATc :

seql : la séquence publiée dans les banques de données.
seq?2 : la séquence publiée du gene TATc pour la premiére fois par Rettenmeier et al., 1990.

() : correspond aux similitudes des nucléotides entre les deux séquences.
(<) : correspond aux discordances des nucléotides entre les deux séquences.

Les espaces correspondent aux "bréches" (gaps) ; les chiffres correspondent a la position des
nucléotides.

(TA)n : correspondent aux répétitions du dinucléotides (TA) insérées dans la séquence de
Rettenmeier et al., 1990.
: séquences oligonucléotidiques choisis pour amplifier le motif

répété.
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I11. 2. 3 — Recherche de similarité et Alignement de séquences

Pour chacune des deux régions répétées sélectionnées, la séquence requéte est une
courte séquence de quelques centaines de paires de bases contenant le motif répété entouré
par les séquences voisines. La base de donnée servant comme matrice est celle des séquences
humaines de type Alu «alu_repeats». En utilisant I’option « Limit by entrez query », nous
avons selectionné I’espéce Homo sapiens.
Les résultats obtenus ont montré que la séquence répétée (ACCC)yo est inclus dans une
répétition de type Alu-Jo. La séquence correspondant au motif répété (TA)1; quant a elle, ne
montre aucune similarité avec I’ensemble des répétions de type Alu dans le génome humain
malgré qu’elle est entourée de deux régions a forte similarité (81-85%) avec les répétitions
Alu-Sb (Figure 12).
La recherche de similarité et I’alignement des coutres séquence (19 a 21 nucléotides)
flanquant les régions répétées, avec les séquences Alu par le logiciel BLAST, est significatif
pour la spécificité de chaque paire d’amorces (Figure 13).
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1044

265

1104

205

1164

145

gagacggagtctcactctgtcgcccagactggagtgcagtggcacgatctcggctcacca

PEERERRRRnner tenennne e veeeeeeenneneer 1l LT
gagacggagtctcgctctgtcgcccaggctggagtgcagtggegegatct tcactg

caacctccacctcctgggttcaagcgattctcctgecctcagectectgagttgetggg
PEETEEE eeer reenne oe veeene e e e e e e ey et

caagctccgcectccecgggttcacgcecattctectgectcagectececcgagtagetgggac

tacaggtgtgcaccactgtgcctggctaattgttgtatttttagtagagatggggttttg

feeeer o r e e reeeeenr reeeerreeeeennnnnr et
tacaggcgcccgccaccacgcccggctaatttttgtatttttagtagagacggggtttca

ccatgttggccaggttggtcttgaactcctgatctcagatgatctgectgecttggect-

LE TR e teeenr e teeeeen 1 FEEEE DD LEer reen
ccgtgttagccaggatggtctcgatctecctgacctcq-gtgatccgeccgecteggecte

505

221

161
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Identité

ccaaagtgctggggttacaggcatgagc 712

FEERRERREREer Peeeenet el Nucléotides non

ccaaagtgctgggattacaggcgtgagc 15

Délétion similaires (miss match)

tctgtcacccaggctggagtgcaatggcatgatcacagctctctgcagceccttg Lcctect 1103

tctgtcgcccaggcetggagtgcagtggegegatcteggctcactgcaagctecgecteece 206

gggttcaggtgatcttcctacctcagcctcccaagtagctgggactataggctcatgecca 1163

gggttcacgccattctcctgectcagcctcccgagtagctgggactacaggegeccgeca 146

ccatgcctggctagtttttgtat 1186

LEETEE e el
ccacgcccggctaatttttgtat 123

Figure 12 : Résultats Blast significatifs avec les banques de séquences Alu

Query : séquence requéte ; shjct: séquence cible ; les numéros a droite et a gauche

correspondent aux positions de la séquence respectivement.
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S’ ATTTTTATTTTTTATTTTTTGAGACGGAGTCTCACTCTGTCGCCCAGACTGGAGTGCAGTGGCACG

ATCTCGGCTCACCACAACCTCCACCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTTGC
TGGGATTACAGGTGTGCACCACTGTGCCTGGCTAATTGTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGGTTTTGCC

ATGTTGGCCAGGTTGGTCTTGAACTCCTGATCTCAGATGATCTGCCTGCCTTGGCCTCCAAAGTGCTG

GGGTTACAGGCATGAGGTGCCACGCCCAGCCCACACATTATTAAGATTTTAAAAAAAGCAAGCTACAG

AACAGCCCTGTCCAATAGACAGAATGCAAGCCACATAGTGACTTCAAATTTCCTAATAGAAATATTTT

AAGATATAAAAACAAATAGGTGAAATTAATTTTAAGAATGTATTTTATTTTACTCAGCACACCATGTA

TTTTATTATCATATATTTTATTATATATTTTATTATATATATACGGTGTACTGAGTAAAATAAAATAC

ATTTTATATATATATATACATATATATATATATATATATATTTTTTITTTTTTTTTTTTTCTGAGGCAA

GGTCTCATTCTGTCACCCAGGCTGGAGTGCAATGGCATGATCACAGCTCTCTGCAGCCT TGACCTCCT

GGGTTCAGGTGATCTTCCTACCTCAGCCTCCCAAGTAGCTGGGACTATAGGCTCATGCCACCATGCCT

GGCTAGTTTTTGTATCTTTTTGTATAGACGGGGTTTCACTATGTTGCCCAAGCTGGTCTTGAATTCCT

TAGCTCAAGTGATCCATCCACCTTGGCCTCCCGAAAGGCTGGGATTACCAAAGGTGTGAGCCACCATG

CCCAGCCCCAAAATATTC 3

Figure 13: Séquence partielle du gene TATc montrant la répétition (TA),7.

La région répétée est représentée en caractéres gras ; les régions correspondant a
des séquences répéetées de la famille Alu sont encadrées ; les oligonucléotides
choisis pour mettre en évidence le polymorphisme de répétition par PCR sont
soulignées.
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I11. 3 - Génotypage de 5 individus non apparentées

Pour le marqueur a motif répété (ACCC)1o, les 5 individus de la population générale
testés présentent un seul allele.
Pour le deuxiéme marqueur (TA)17, hous avons observé un polymorphisme dans la taille des
alleles (Figure 14). Cing alléles ont été observés (notés de 1, 2, 3, 4 et 5) chez des individus
non apparentes: 4 individus sont hétérozygotes et un individu homozygote. Les individus
hétérozygotes représentent deux a deux le méme génotype (tableau5). Le pourcentage

d’hétérozygotie pour ce marqueur est de 80%.

.

Figure 14: Autoradiographie montrant les différents alleles observés (1, 2, 3, 4 et 5)

chez les individus (A, B, C, D et E) pour le marqgueur du type (TA);7.

Tableau 5: Génotypes des individus testés avec le marqueur comprenant la répétition (TA).

Individus Le nombre Génotype
d’alleles
A 1 [1 1] Homozygote
B 2 [3 4] Hétérozygote
C 2 [2 5] Hétérozygote
D 2 [2 5] Hétérozygote
E 2 [3 4] Hétérozygote
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