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Résumé

Reeler est une mutation autosomique récessive de la souris, caractérisée par des anomalies du
développement du syst¢éme nerveux central (Goffinet, 1984). Le géne reelin code pour un
ARNm d'environ 12 Kb. Son clonage fut réalisé en 1995 grace a I'obtention d'un allele issu
d'une insertion transgénique (D'Arcangelo et al., 1995 ; Bar et al., 1995 ; Hirotsune et al.,
1995). Les travaux effectués jusqu'a présent ont permis de caractériser 4 des 5 alleles existants.
Seule la mutation Albany I, induite par mutagenése chimique au chlorambucil, reste
énigmatique.

Le sujet présenté ici se scinde en trois parties distinctes a savoir: la localisation de la mutation
RelnAlbl |1e séquengage du promoteur de reeler et enfin, la cartographie du locus cdkS.

- Dans le but de localiser la mutation RelnAb! | des analyses par RT-PCR et par Southern sur
gels pulsés ont été effectuées. Elles montrent que l'expression du géne est diminuée chez le
mutant mais que le message ne semble pas affecté¢ par la mutation. Malheureusement, la
localisation précise de la mutation n'a pas pu €étre établie.

- La technique de PCR-Vectorette nous a permis de définir une séquence promotrice du géne
reeler de 494pb. Une analyse breve de cette séquence a été réalisée.

- Les 1ésions cérébrales des souris knock-out Cdk5 (Ohshima er al., 1995) présentent une
similitude avec celles rencontrées chez les mutants reeler. La localisation chromosomique du
gene cdkS prédit une certaine proximité entre ce géne et le géne reeler. La distance séparant ces
deux locus a été mesurée et révele que cdkS est le géne connu le plus proche de reeler.
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I. INTRODUCTION

L.1. AVANT-PROPOS

La compréhension des mécanismes a la base du développement du systéme
nerveux central (SNC) est I'un des défis majeurs de la neurologie. La complexité
de pareille entreprise requiert la mise en place de stratégies expérimentales
rigoureuses et parmi celles-ci, la Génétique du Développement est I'une des plus
en vogue. Cette derniere s’attache a définir les étapes génétiques nécessaires au
développement, puis a cloner les génes impliqués en vue d’élucider leur
mécanisme d’action. Une telle approche est facilitée par I’existence de mutations
neurologiques. Dans I'étude du développement du SNC des mammiferes, la
souris est l'organisme le plus étudié et ce, pour trois raisons essentielles.
Premieérement, le génome de cet animal est relativement semblable au génome
humain et la découverte d'un mécanisme du développement du SNC chez la
souris trouve aisément son corollaire chez I’humain. Deuxiemement, I’obtention
de mutants neurologiques chez cette espece est possible par induction. En effet,
l'utilisation d’agents mutagénes ou de techniques telles que la recombinaison
homologue, l'insertion transgénique ou la mutagenese aveugle aux rayons X
permet d’acquérir un éventail assez large de mutants et ne suscite pas encore,
pour l'instant, d'interdiction d’ordre éthique. Enfin, la reproduction de cette
espece est rapide et, ce qui n’est pas négligeable, ne nécessite pas une infrastructure
excessivement cotiteuse.

Parmi les mutations neurologiques de la souris, la mutation reeler est
particuliérement intéressante. Elle semble étre la seule a perturber le
développement du cortex cérébral, la partie la plus évoluée du cerveau, principale
composante chez ’'homme des comportements et des performances cognitives.
Afin de comprendre l'intérét que représente le modele reeler, nous rappellerons
brievement les principales étapes du développement cérébral chez les
mammiféres avant de décrire les anomalies de la souris reeler.
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Figure 1.3 : Schémas reprenant lorganisation précoce du télencéphale chez I'embryon de souris
(d'apres Goffinet, 1984).

Le schéma A correspond au neuroépith¢lium (jusqu'au 12¢me jour), composé uniquement de cellules de
type épithélial, en division continue. Les cellules en mitose sont arrondies le long des ventricules,
alors que les cellules en interphase s'étendent a travers tout I'épithélium. Le schéma B représente
l'organisation corticale primitive (12¢me et 13 éme jour), ol les premiers ncurones postmitotiques
forment unréseau lache a la partie externe du tissu. Le schéma C représente l'apparition de la plaque
corticale, peuplée de cellules orientées radialement et tassées les unes contre les autres.

VZ: zone ventriculaire, sVZ: zone subventriculaire, MZ: zone marginale, IZ: zone intermédiaire, CP:
plaque corticale.
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Figure 1.4 : Développement en gradient "inside-out” des neurones dans la plaque corticale du cortex
cérébral du rat (d'aprés Jacobson, 1991, page 421).

Le stade de développement est en abscisse et I'épaisseur du télencéphale en ordonnée. On voit que les
premicrs neurones engendrés sont destinés a la couche corticale la plus interne, alors que les plus
jeunes se déposent a des niveaux de plus en plus superficiels.




une couche appelée zone marginale (MZ) (Figure 13.b). Ces neurones précoces se
différencient ensuite en neurones de Cajal-Retzius dans la zone marginale
proprement dite, ainsi qu’en neurones polymorphes qui s’établissent entre la
future plaque corticale (CP) et la zone intermédiaire (IZ) dans ce qu’on appelle la
sous-plaque. Le 14" jour du développement est caractérisé par I’apparition de la
plaque corticale, qui donne naissance a la grande majorité des neurones du cortex

(Figure L.3.c).

En résumé, la prolifération cellulaire s’effectue dans les zones
ventriculaires et subventriculaires, la zone intermédiaire est traversée par les
cellules en migration et devient la future substance blanche. Au niveau
télencéphalique, la zone marginale forme la couche I du cortex, alors que la plaque
corticale se transforme en couches II a VIa selon un mécanisme rigoureux exposé
ci-apres. Enfin, la sous-plaque donne la couche VIb. Ces couches sont traversées
par les prolongements cytoplasmiques des cellules neuroépithéliales.

Lors du développement du cortex, les précurseurs neuronaux doivent donc

migrer depuis la zone ventriculaire jusqu’au niveau externe. Ces neurones
immatures, devenus cellules postmitotiques, se déplacent a travers le tissu vers le
futur cortex. Les cellules suivent des voies précises, une chronologie déterminée
et s’arrétent en des localisations bien définies.
Lorsque le réseau lache, appelé aussi réseau primitif, est formé, les neurones
suivants migrent pour former la plaque corticale. Ils traversent ainsi
partiellement le réseau primitif divisant ce dernier en deux zones bien distinctes:
la couche marginale peuplée des cellules de Cajal-Retzius et la sous-plaque o1 I’'on
retrouve les neurones polymorphes. La plaque corticale est formée de cinq
couches, les couches II a VIa, qui apparaissent les unes aprés les autres selon un
ordre tres particulier. En effet, les cellules les plus jeunes migrent a travers la
plaque corticale pour former des couches progressivement plus superficielles et
plus proches de la zone marginale. Ce phénomene se traduit par le fait que les
neurones de la couche II sont plus jeunes que ceux de la couche III, eux-mémes
plus jeunes que ceux de la couche IV, etc... Ce mécanisme, généralement appelé
"gradient corticogénétique inside-out", est typique du développement cortical de
tous les mammiferes (Figure L.4).

Introduction 3



@
e

el

Figure 1.5 : Illustration de la migration neuronale le long des fibres gliales radiaires, a travers la
zone intermédiaire (IZ sur la figure 1.3). La IZ contient des plexus d'axones horizontaux (partie
inférieure du dessin). Elle est traversée radialement par les prolongements gliaux radiaires (RF). Les

neurones postmitotiques immatures (A, B, C) migrent en utilisant ces fibres radiaires comme guides
avant de gagner leur dstination dans le cortex sus-jacent.




Une fois arrivés a destination, les neurones embryonnaires s'organisent en
patterns cellulaires précis, nommés "architectonique primaire", et se différencient.

Les mécanismes qui controlent la migration cellulaire au sein du cortex ne
sont pas encore connus. Cependant, des interactions cellulaires, de types
neurones-neurones ou neurones-cellules gliales, jouent un réle important dans
la migration des neurones. Les recherches, notamment de Rakic (1990), ont
permis de distinguer deux types de migrations. Dans la majeure partie des cas, les
cellules postmitotiques quittent la zone ventriculaire et traversent le parenchyme
vers un point situé plus ou moins en face de leur origine. Elles sont guidées par
les prolongements radiaires des éléments neuroépithéliaux ou, au stade plus
avancé, par les prolongements radiaires des cellules gliales extrémement allongés
qui s'étendent depuis la zone ventriculaire jusqu'a la zone marginale. Cette
migration est dite "radiale" ou "gliophile" (Figure L5). Plus rarement, la
migration est "tangentielle” ou "neurophile”; les cellules migrent parallelement a
la surface cérébrale perpendiculairement aux prolongements gliaux radiaires. Les
interactions des cellules avec les protéines de la matrice extracellulaire sont
également a prendre en considération. En effet, Chuong et al. (1987) et O'Shea et
al. (1990) ont montré que des anticorps dirigés contre des protéines de la matrice
extracellulaire (ECM), la tenascine et la thrombospondine, peuvent également
perturber la migration cellulaire. Aussi, un disfonctionnement de ces interactions
(cellules-cellules et cellules-ECM) pourrait expliquer 1'appariton d'anomalies.

L4. TAMUTATION REELER

Reeler (Reln) est une mutation autosomique récessive localisée sur le
chromosome 5 de la souris (Falconer, 1952) et qui fut isolée pour la premiere fois,
en 1948, par Falconer a Edimbourg (Falconer, 1951). Les animaux homozygotes
sont reconnus vers le 15éme jour, apres la naissance, par la présence d'une ataxie
(absence de coordinations des mouvements) et de tremblements dus a une
anomalie du systéme nerveux central (SNC). Des études histologiques révelent
un développement anormal du cortex cérébral et une atrophie cérébelleuse
responsable de l'ataxie.
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Figure 1.6 : (A) Coupes frontales du mur télencéphalique de I'embryon de souris normale (a) et
reeler (b), au 14¢éme jour du développement (E14) (Godfraind ef al., 1988).

(B) Dessin représantant la migrationneurale dans un cortex normal (+/+) et dans un cortex
reeler (rl/rl) (Rakic et Caviness, 1995)

On remarque que la plaque corticale, bien organisée cheeez I'embryon normal, est moins bien définie
chez 'embryon reeler. En effet, le gradient inside-out de I'embryon normal est un gradient outside-in
chez I'embryon mutant. De plus, chez ce dernier, la zone marginale est absente.

PIA = surface piale; VZ = zone ventriculaire; MZ = zone marginale; IZ = zone intermédiaire; CP =
plaque corticale; LV = ventricule latéral; sCP = plaque sous-corticale; CPI = partie inféricure de 1a
plaque corticale; iPZ = zone plexiforme intermédiaire; CPu = partie supérieure de la plaque
corticale; SP = superplaque; RF = fibres gliales radiaires; CR = cellules de Cajal-Retzius.




La mutation reeler affecte donc une étape importante du développement du
cerveau chez les mammiféres et est un excellent modéle d'étude du
développement cérébral.

Chez l'embryon reeler, les neurones sont engendrés en nombre, et selon
une chronologie normale, et migrent le long des fibres gliales radiaires comme
chez lez embryons normaux. Cependant, arrivés prés de leur destination, les
neurones en migration se comportent comme s'ils avaient perdu la capacité de
s'ordonner selon les agencements architectoniques normaux. En effet, lorsque la
plaque corticale se met en place, on ne retrouve pas le gradient inside-out typique
de tous les mammiferes, olt les neurones formés en dernier lieu migrent vers la
surface corticale en traversant les couches déja formées. Au contraire, chez les
souris mutantes, les neurones qui naissent en dernier migrent moins loin que les
précédents, créant un gradient outside-in, de sorte que les souris reeler possédent
une lamination corticale plus ou moins inversée (Figure 1.6).

L'ensemble des observations morphologiques ont conduit a 1'hypotheése
selon laquelle la mutation reeler affecterait la capacité des neurones a se stabiliser
en fin de migration (Goffinet, 1984).

L5. LE GENE REELER

L5.1. CLONAGED ENE ET CARACTERISATION DE LA PROTEINE

Depuis la découverte du premier allele de la mutation, nommé Reln, cinq
autres alleles ont été isolés. Deux de ces alleles sont dus a des mutations
spontanées: l'allele Orléan, Relno"l, et un allele identifié au Jackson Laboratory
mais non conservé. Deux autres alleles ont été produits par mutageneése au
chlorambucil: reeler Albany 1, RelnAlbl, étudié dans le cadre de ce mémoire, et
reeler Albany 2, RelnAlb2, (Flaherty et al.1992) caractérisé récemment (Royaux et
al.,1997).
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Figure 1.7 : Représentation schématique de la structure de la protéine Reelin
(D'Arcangelo et al., 1995)




Enfin, le sixieme allele de reeler a été produit par insertion d'un transgéne et est
noté RelnT8 (Miao et al.,1994). C'est A partir de cette insertion que fut cloné, en
1995, le géne reeler (D'Arcangelo et al.,1995).

Le gene reeler code pour un message d'environ 12 Kb, avec une phase
ouverte de lecture de 10383 pb, correspondant a 3461 acides aminés. La protéine
Reelin a une masse estimée de 388 KDa. D'aprés la carte de restriction, établie en
1995 (Bar et al., 1995), le géne s'étend sur environ 450 Kb. Aussi, le nombre élevé
des mutations qui ont affecté Reelin peut probablement se comprendre en raison
de cette grande taille.

La séquence de la protéine (Figure 1.7), déduite du cDNA, débute par un
segment hydrophobe, typique d'un peptide signal. Ensuite, on trouve
successivement un segment similaire (~25%) a la F-spondine, une séquence
anonyme, puis une série de 8 répétitions de 350 a 390 résidus. Chacune de ces
répétitions est composée de deux domaines de taille a peu pres identique, séparés
par un motif EGF-like (Epidermal Growth Factor -like) similaire a ceux de la
tenascine et de l'intégrine . La protéine se termine par un court segment riche en
arginine et donc positivement chargé. A part les similitudes mentionnées, la
Reelin ne ressemble a aucune protéine décrite. D'aprés D'Arcangelo et al.(1995), la
protéine Reelin posséde des caractéristiques d'une protéine sécrétée et incorporée
dans la matrice extracellulaire.

L.5.2. EXPRESSION ET ROLE D ENE REELER

Les premieres analyses par hybridation in situ, permettant la mise en
évidence du message de la Reelin, démontrent une expression extrémement forte
dans des cellules localisées a la périphérie de la zone marginale du télencéphale
embryonnaire, qui correspondent aux neurones de Cajal-Retzius (D'Arcangelo et
al.,1995). Cependant, aucun signal significatif n'est détecté dans la plaque corticale
embryonnaire, ce qui est quelque part surprenant. Ces résultats font apparaitre un
paradoxe.
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En effet, les cellules qui expriment le transcrit et probablement la protéine Reelin,
telles que les cellules de Cajal-Retzius, sont disposées a peu prés normalement
dans le cerveau embryonnaire reeler, alors que d'autres éléments, en particulier
les cellules de la plaque corticale, qui sont trés anormalement ordonnées chez le
mutant, n'expriment pas le géne reeler.

Une solution évidente consiste a postuler une action indirecte des cellules
de Cajal-Retzius sur le développement de la plaque corticale. En d'autres termes,
les neurones de Cajal-Retzius, via la sécrétion de Reelin dans la matrice
extracellulaire locale de la zone marginale, influenceraient le développement du
cortex. La Reelin agirait sur les neurones de la plaque corticale et/ou sur
I'écheveau des fibres gliales radiaires qui guident la migration neuronale. Cette
protéine pourrait ainsi aider les neurones en fin de migration a s'ordonner en
une structure correcte, en stabilisant des interactions de type neurone-neurone et
neurone-matrice.

1.6. LES ALLELES D ENE REELER

Comme nous l'avons montré aux points précédents, reeler est un gene clé
du développement cérébral chez I'embryon. Les recherches effectuées jusqu'ici
ont mené a l'isolement et a la caractérisation presque compléte du gene.
Cependant, aucune anomalie biochimique significative n'a pu étre détectée chez
les souris reeler et les mécanismes a la base du phénotype reeler sont encore
inconnus.

L'étude approfondie du géne et de la protéine est donc indispensable et fait
appel a de nouvelles approches. Parmi celles-ci, la caractérisation des différents
alleles du géne permet de déterminer des zones importantes pour la fonction de la
protéine.
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Les travaux effectué jusqu'a présent ont permis de caractériser 4 des 5 alléles
existants a savoir: Reln, RelnOrl, RelnT8. et RelnAlb2.. Seule 1a mutation Albany
1, notée RelnAlbI, reste énigmatique.

L6.1 RA RISTIQUES DES ALLELE N

L6.1 ‘allel

Cet allele, noté Reln , est di a une délétion génomique de 150 Kb affectant la
majeure partie du messager reelin qui est délété en sa partie 3'. Le taux de survie
des homozygotes reeler Edimbourg est trés faible, les mutants mourant
généralement vers 3 semaines.

L'allele Orléans est caractérisé par la perte, dans 'ARNm de la Reelin, d'un
exon de 220 b codant pour une zone du domaine VIII de la protéine. L'analyse de
I'ADN génomique révéle une insertion L1 responsable de cette mutation
spontanée (Takahara et al.,, 1996). Les homozygotes reeler Orléans sont moins
affectés que les souris homozygotes pour l'allele Edimbourg, avec un taux de
viabilité de I'ordre de 50 a 70 %.

L.6.1.3. L'alléle indui r transgené

L'équipe du Dr. T.Curran (Roche Institute, Nutley, USA) a produit
fortuitement le phénotype reeler par insertion d’un transgéne, supfos (sf) dans le
gene reeler (Miao et al., 1994). Les descendants homozygotes d’une des quatre

lignées de souris transgéniques exprimant sf présentaient des troubles moteurs
importants.
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Les auteurs ont vérifié que ces troubles n’étaient pas liés a l'expression du
transgeéne. Des études histologiques ont montré que le cervelet des souris sf/sf de
la lignée en question est de taille réduite et ne posséde pas une foliation normale.
Les cervelets de souris sf/sf de cette lignée transgénique sont identiques aux
cervelets rl/rl . Des tests de complémentation ont montré que la mutation induite
par l'insertion de sf est allélique de reeler (allele Edimbourg). Cette mutation est
notée RelnT8. 1’ADN flanquant le site d’insertion du transgéne a été isolé. La
portion d’ADN localisée en 3’ du transgéne a été localisée par cartographie
génétique sur le chromosome 3 de souris. La portion d’ADN localisée en 5 du
transgene (D5Gmrl) a été cartographiée sur le chromosome 5, dans la région
contenant reeler.

1.6.1.4 L'allele Albany 2

Albany 2, tout comme Albany 1, est un alléle induit par mutageneése au
chlorambucil (Flaherty et al.,1992). Le chlorambucil est un agent mutagene actif
sur la lignée germinale maile postméiotique, plus spécialement sur les
spermatides. Il induit des réarrangements chromosomiques tels que des délétions
ou, plus rarement, des translocations et des inversions (Russel et al., 1989; pour
une revue, voir Rinchik et al., 1993). Les délétions peuvent étre suffisamment
grandes pour étre visibles au microscope, ou plus subtiles a détecter , de l'ordre de
quelques centaines de kilobases ou moins. Loin de toute attente, la mutation
Albany 2 , caractérisée par Royaux et al.,(1997), est due a l'insertion d'un élément
IAP (intracisternal A-particle) dans un exon de 85 nucléotides du gene reeler. Cette
insertion induit, lors de la transcription, la perte de cet exon et une diminution
importante de la concentration de L'ARNm de Reelin. A notre connaissance, c'est
le premier exemple d'une insertion d'un élément IAP suite 2 une mutageneése
chimique.
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1.6.2. ALBANY 1: L'ALLELE INCONNU

Comme mentionné précédemment, l'allele Albany 1 fut induit par
mutagenese au chlorambucil. On s'attend donc, en tenant compte des propriétés
de ce mutagene, a découvrir une délétion relativement importante affectant le
gene reeler. Toutefois, au vu des diverses exceptions rencontrées, dont Albany 2
est un exemple, nous ne pouvons exclure d'autres formes de mutations.

L.7. ETUDE D'UN ALLELE

Lors de la caractérisation d'un allele, différentes approches peuvent étre
employées afin de, premiérement, localiser la mutation et, deuxiémement, d'en
établir la nature.

L7.1. L'ANALYSE DU MESSAGER

1.7.1.1. Techni RT-PCR

L'étude comparée des messagers de l'allele mutant et de 1'allele sauvage est,
souvent, la premiére approche effectuée. Elle fait appel a la technique de RT-PCR.
Aprés rétrotranscription des ARNm, un fragment de I'ADNc de chacun des deux
alleles est amplifié au moyen des mémes amorces spécifiques. Apreés migration
sur gel, le produit d'amplification de chacun des alléles est révélé par coloration
au Bromure d'Ethidium. Une différence de migration, ou l'absence du produit
d'amplification de l'allele muté, révele I'existence de la mutation a cet endroit. Si
ce n'est pas le cas, la taille des deux fragments étant la méme, le procédé est répété
pour d'autres fragments avec, bien sir, d'autres amorces spécifiques.
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Figure 1.8 : Principe de I'analyse en SSCP

L'ADN a tester est amplifié par PCR en utilisant deux amorces marquées radioactivement. La partie
supérieure du schéma représentes les produits d'amplification obtenus au départ d'ADN normal
(wild-type, wt) et mutant (m). LADN mutant contient une mutation ponctuelle représentée par un
point.

Apres amplification par PCR, I'ADN est dénaturé et déposé sur un gel non-dénaturant. Les fragments
d'ADN simple-brin adoptent alors une structure tri-dimensionnelle qui dépend de leur srtucture
primaire. Si une différence existe (mutation ou polymorphisme) entre deux ADN (ou deux brin d'un
méme ADN), la structure tri-dimensionnelle des fragments d'ADN simple brin sera différente, ce qui
se traduit par une mobilité différente lors de I'électrophorese.




1.7.1.2, Single-Stran nformational Pol hism

Lorsqu'une analyse par RT-PCR ne révéle aucune anomalie, on peut se

demander si la mutation n'est pas telle qu'il s'avére impossible de la détecter par
cette technique. En effet, une mutation ponctuelle, n'affectant qu'un nucléotide,
ne modifie pas suffisamment la taille d'un fragment d'’ADNc pour étre décelable.
A cette fin, la technique de "Single-Stranded Conformational Polymorphisms"
(SSCP; Orita et al., 1989) permet de détecter des différences d'une base entre deux
fragments d'ADN. Elle détecte 70-90 % des mutations pour des fragments de 200
pb ou moins. La sensibilité de la méthode décroit avec I'augmentation de la taille
du produit a analyser.
Cette approche est donc utile pour détecter des polymorphismes ou pour mettre
en évidence une mutation ponctuelle entre un ADN mutant et un ADN normal.
Cependant, il est a noter que dans le cas d'un mutant induit par mutageneése au
chlorambucil, I'existence d'une telle mutation est relativement invraisemblable.
Le principe de cette technique est illustré a la figure 1.8.

1.7.2. L'ANALYSE DU PROMOTEUR

Lorsqu'il apparait que la mutation n'affecte pas directement le messager, les
investigations se tournent alors vers le promoteur du gene. En effet, une
défectuosité au sein de ce dernier ou de toute séquence "enhancer", pouvant
méme se situer dans les premiers introns, peut réduire fortement , voire stopper
l'expression du gene.

1.7.2.1. Recherche d' il

Les ilots CpG (ou HTF pour "Hpall tiny fragments") sont définis comme des
régions d'ADN de 500 pb a 2 Kb qui ont un pourcentage de guanine + cytosine
(G+C) de plus de 50 % et une grande quantité de doublets CpG non méthylés, alors
que le reste du génome est caractérisé par un pourcentage de G+C plus faible
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Number of sites Estimated

per islnd* percentage
Number G + C —_—  of all sites
Group of CpGs content Enzyme* Site Expected  Observed  in islands’ Uses and comments
I 2 R/R Naotl GCGGCCGC 0.14 0.1s 91 Nearly all genomic sites are in islands, but
Ascl GGCGCGCC 0.14 0.27 only a minority of islands have a site.
Large size of fragments is useful for ex-
tending PFGE maps and detection of
chromosome breakpoints
1 2 6/6 Bt GCGCGC 1.6R 2.1 76 Most genomic sites are in islands; nonis-
Fagl CGGCCG 1.68 1.70 land sites are often methylated in geno-
Ssll/Sacll  CCGCGG 1.68 1.89 mic DNA. Nearly every island should
have a site for one of these enzymes.
Clusters of these sites are the best indi-
cation of the presence of a CpG island
m | 6/6 Nacl GCCGGC 1.68 1.14 41 As for group 1. nearly every island will
Narl GGCGCC .68 1.6 hive a site for one of these. but there
Smal CCCGGG 1.68 2.14 are many more nonisland genomic siles
that can be subject to variable methyla-
tion. Therefore. these enzymes are
more useful for mapping islands in geno-
mic DNA than in cloned DNA
v 2 4/6 Miul ACGCGT 0.42 0.03 4 Frequency of sites in islands is lower than
Nrul TCGCGA 0.42 0.1 expected. Most sites are not in islands
Peal CGATCG 0.42 0.08 and arce therefore subject to variable
Sph CGTACG 0.42 0.03 mcthylation. Thus these enzymes are
not so useful for defining the position of
islands or chromosome breakpoints, but
are very useful for establishing physical
linkage of markers
v? | 4/6 Sall GTCGAC 0.42 0.14 s Uses as for group IV
Xhol CICGAG 0.42 0.43
vi | 4/4 1Hhal GCGC 46.2 21 R6 20 Fragment sizes too small to be uscful for
Hpall CCGG 46.2 20.38 PEGE analysis. Many interislind sites.

Used for fine mapping of CpG islands

“ All enzymes listed are blocked by methylation.

*» Assumes that the average size of islands is 1.4 kb, based on a survey of 37 human CpG islands. This may be an underestimate because
many of the islands in Genbank may not be complete.

 Based on the observed average frequency of island sites for the group. Assumptions about base composition of mammalian genomes are
those laid out in W. R. A. Brown and A. P. Bird, Nature (London) 322, 477 (1986).

? There are many enzymes in this group: only the two most commaonly used are listed.

Table I.1: Les différents groupes d'enzymes de restriction utilisés dans la cartographie des génomes
de mammiferes.




(environ 40 %) et par la methylation de la cytosine en 5' dans la plupart des
doublets CpG (Lindsay et Bird, 1987). Une étude publiée par Larsen et al. (1992) a
montré que parmi 375 geénes répertoriés dans GenBank, tous les génes a
expression ubiquiste, et environ 40 % des génes a expression tissulaire plus
restreinte contiennent un ilot CpG. Ces ilots couvrent en général la région du
promoteur du gene et de un a trois exons. Ils sont plus rarement localisés a
I'extrémité 3' ou a l'intérieur méme des séquences transcrites. Dans une étude
similaire, Antequera et Bird (1993) ont estimé que 55,9 % des génes humains et
46,9 % des genes de souris sont associés a des ilots CpG. Ces données montrent
que les flots CpG sont de bons marqueurs pour identifier des génes. Puisque ces
ilots contiennent une forte densité de dinucléotides CpG non méthylés, ils
peuvent étre détectés en utilisant des enzymes de restriction sensibles a la
méthylation et contenant le dinucléotide CpG dans leur séquence.

La table I.1. reprend les enzymes de restriction les plus utiles pour la détection
des ilots CpG (d'aprés Bickmore et Bird,1992). Le groupement de plusieurs sites
pour ces enzymes dans une courte région d'ADN (quelques Kb) est une bonne
indication de la présence d'un ilot. En pratique, les flots sont identifiés en
construisant une carte de restriction de la région étudiée, analysée par
électrophorése a champs pulsés. La présence d'un ilot CpG a proximité d'une
sonde est détectée par le fait que cette sonde reconnait des fragments de méme
taille apres digestion de 'ADN génomique par des enzymes différents, en
particulier ceux cités dans la table I.1..

1.7.2.2, L'électrophorése a champs pulsés

L'électrophorése en agarose ou polyacrylamide classique permet de séparer
des fragments d'ADN grace au role de tamis sur gel. Sous l'action du champ
électrique, certaines molécules d'ADN migrent au travers de tous les pores du gel
alors que les molécules plus grandes ne peuvent migrer qu'a travers une partie
des pores, et mettent donc plus de temps pour effectuer le méme trajet. Les
molécules d'ADN de taille supérieure a 20 Kb sont plus grandes que tous les pores
de résolution du gel.
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Figure1.9: Carte de restriction de la région génomique contenant reeler et et du contig de YAC

établie par Bar et al. (1995)




Sous l'action du champ électrique, ces molécules modifient leur conformation de
maniere a migrer en bloc dans les interstices les plus grands. Ces fragments
d'ADN migrent tous a la méme vitesse, indépendamment de leur taille: il n'y a
plus de séparation. L'électrophorése a champs pulsés a résolu le probleme en
modifiant périodiquement la direction du champ électrique appliqué. A chaque
changement d'orientation du champ électrique, la molécule doit changer sa
conformation et se réorienter parallelement au champ. Une molécule d'ADN tres
longue (1000 Kb) a besoin de beaucoup de temps pour se réorienter; elle dispose
donc de peu de temps pour migrer. Une molécule plus petite (100 Kb) a besoin de
peu de temps pour se réorienter et consacre la plupart du temps a migrer.

Le systtme le plus utilisé est le systtme CHEF (contour clamped
homogenous field) (Chu et al.,1986). Les électrodes sont disposées réguliérement
dans un circuit hexagonal. Le champ électrique est uniforme dans l'ensemble du
gel et son orientation est périodiquement modifiée de 120°.

Utilisant I'électrophorése a champs pulsés et tenant compte des
caractéristiques des ilots CpG, Bar et al.(1995) ont réussi a établir une carte de
restriction de la région génomique contenant reeler. De plus, suite au clonage,
sous forme de chromosomes artificiels de levure ou YAC (yeast artificial
chromosome), de fragments d'ADN de grande taille contenant le gene reeler, la
carte de restriction de ce contig de YAC (figure 1.9) a pu étre établie.

L7Z2 lon romoteur

172.3.1. Le YAC AAT-C6

Isolé par Bar et al.(1995), le YAC AAT-C6 a une taille avoisinant les 1000 Kb
et contient le microsatellite et marqueur D5Mit72. L'extrémité gauche de ce YAC
est localisée en position distale par rapport a reeler et est le seul élément du contig
contenant une information génétique suffisante en amont du géne susceptible de
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nous renseigner sur le promoteur. Le sous-clonage de cette extrémité distale
(environ 100 Kb) contenant le promoteur de reeler serait une étape importante
pour l'analyse de ce dernier.

1.7.2.3.2. La purification d'un YAC

Extraire et purifier un fragment d'ADN de grande taille, pouvant aller
jusqu'a 2000 Kb, n'est pas chose aisée. Les risques de dégrader I'ADN sont
énormes et les conditions pour mener a bien cette opération sont également trés
contraignantes. L'exposition d'un gel aux UV peut étre, par exemple, responsable
de cassures dans I'ADN, ou encore la faible concentration du YAC au sein des
chromosomes de levure rend souvent l'optimalisation de son extraction bien
difficile. Le protocole (mentionné dans Matériel et méthodes) qui fut mis au
point par Schedl et al.(1993) et amélioré par Maule et al.(1994) combine les
avantages de ne pas exposer ' ADN du gel aux UV et de concentrer I'ADN dans
un minimum d'agarose, tout en prenant garde de travailler dans des conditions
les plus stériles possibles, ce qui résulte en un ADN de meilleure qualité.

1.7.2.3.3. Le sous-clonage d'un YAC

Apres purification du YAC, ce dernier est digéré a l'aide d'une enzyme de
restriction ayant une fréquence de digestion élevée. Les divers fragments obtenus
sont ensuite insérés dans un vecteur. Aprés transformation, les colonies
possédant les inserts de YAC sont sélectionnées.
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1.8. LA CYCLINE-DEPENDANTE KINASE 5 OU Cdk5

18.1. CA RISTIQUES DE

Chez tous les eucaryotes, le cycle de division cellulaire est contr6lé par une
famille de protéines kinases, les cycline-dépendantes kinases, et leurs sous-unités
régulatrices, les cyclines.

Toutefois, clonée par Hellmich et al.(1992), la cycline-dépendante kinase 5
(Cdk5), appelée également cdc2-like kinase, semble bien faire exception a cette
regle. Cdk5 est détectée lors du développement du cerveau et, chose étonnante
pour une protéine sensée réguler la division cellulaire, uniquement dans les
neurones postmitotiques. L'activité de cette protéine est décelée lors de la
différentiation des cellules neuronales. Cdk5 possede 58 % d'identité avec la
séquence d'acides aminés de Cdkl de souris et 61 % d'identité avec la protéine
Cdk2 humaine (Hellmich et al.,1992).

1.8.2. ROLE DE Cdk5

Si rien ne laisse penser que Cdk5 intervient dans la régulation du cycle
cellulaire, les études réalisées, entre autres, par Sun et al.(1996) ont mis en
évidence le role particulier de cette kinase. En effet, Cdk5 phosphoryle les motifs
répétés Lysine-Sérine-Proline (KSP) des sous-unités de masse moléculaire
moyenne (NF-M) et lourde (NF-H) des neurofilaments. Ces phosphorylations
stabilisent le réseau de neurofilaments dans l'axone et, par voie de conséquence,
affectent le transport axonal ainsi que la vitesse de conduction dans les neurones.
Ces résultats, ainsi que ceux obtenus par Tsai et al.(1993), suggerent que Cdk5 est
une molécule nécessaire a la différentiation neuronale et joue un role critique
dans l'organisation du cytosquelette neuronal.
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Figure I.10: (A) Carte génétique de la partie proximale du chromosome 5 de souris contenant reeler

(Beckers et al., 1994).

(B) Carte génétique de la partie proximale du chromosome 5 de souris contenant cdk5

(Ohshima et al., 1995).




La production de souris knock-out pour le géne cdk5, localisé sur le
chromosome 5 de souris, par Ohshima et al.(1996) a permis une analyse encore
plus poussée de la fonction de la protéine. Alors que le développement des souris
hétérozygotes cdk5 ( + / - ) est normal, il n'en est pas de méme pour les individus
homozygotes cdk5 (- /-) qui meurent souvent avant terme. En effet, 64 % des
souris ¢dk5 ( - / - ) meurent, in utéro, aprés 16 jours de développement
embryonnaire et la faible quantité d'individus arrivant a terme déceédent, au plus
tard, 12 heures apres la naissance. L'analyse histologique de ces embryons révele
des lésions dans le cerveau et dans la moelle mais en aucun cas dans d'autres
tissus tels que les reins, les poumons, le coeur et le foie.

L'intérét que nous portons aux souris knock-out cdk5( - / - ) est lié au fait
que les lésions présentent une similitude avec celles rencontrées chez les mutants
reeler , la plus frappante étant la stratification anormale des neurones du cortex.

Si ce phénotype semble démontrer l'importance de Cdk5 dans la
corticogenese mais également dans le développement normal de l'architecture
cytosquelettique des neurones, certaines réserves peuvent encore étre émises
quant a l'interprétation de ces résultats. La localisation chromosomique du géne
cdk5 établie par Ohshima et al.(1995) montre que ce géne est relativement proche
du gene reeler mappé par Beckers et al.(1994) (Figure 1.10). Aussi, il semble
intéressant de s'assurer que la réalisation du knock-out pour cdk5 n'ait pas affecté
le géne de la Reelin ce qui aurait pour conséquence l'apparition du phénotype
reeler. A cette fin, une estimation plus précise de la distance séparant les deux
genes parait indispensable.

| DEFINITION DE LA DISTANCE GENETIQUE ENTRE DE

La distance génétique séparant un locus d'un autre situé sur le méme
chromosome est estimée par le pourcentage de recombinaison entre ces 2 loci.
L'unité utilisée est le centimorgan (cM) et correspond a 1 pourcent de
recombinaison.
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Figure I.11 : Croisements génétiques : backcross (1) et intercross (2).

A et B sont deux genes liés. A est la géne dont on cherche la localisation. A est la forme
non mutdée, a est la forme mutée. B et b sont les alleles d'un second gene de localisation
connue.




Le pourcentage de recombinaison est une estimation de la fréquence de crossing-
over (événement de recombinaison) entre les loci. La relation entre la distance
génétique, déterminée par la fréquence de recombinaison, et la distance physique
n'est pas toujours linéaire. De plus, des crossing-over multiples peuvent se
produire, de sorte que I'on n'observe pas de recombinaison entre les marqueurs
étudiés. Il est toutefois admis que la probabilité de doubles crossing-over est
pratiquement nulle pour des distances génétiques inférieures a 20 cM (Green,
1981).

L.8.4. IDENTIFICATION DES RECOMBINANT

L'identification repose sur l'existence de polymorphismes entre 2 lignées de
souris utilisées dans les croisements. Deux types de croisements sont
généralement utilisés (Green, 1981): les backcross et les intercross. Les principes de
ces croisements sont repris a la Figure I.11.

Soit A et B deux caracteres liés, A/a et B/b étant les alleles. Des individus
homozygotes AB/AB sont croisés avec les individus homozygotes ab/ab. Les
descendants de premiére génération, ou F1, ont tous le génotype AB/ab. Les
individus F1 sont alors croisés en retour ("backcrossed") avec les parents récessifs
ab/ab, donnant les individus de génération dite N2. On peut aussi croiser entre
eux les individus F1 pour obtenir les descendants de seconde génération ou
intercross F2. Les souches de souris utilisées dans le croisement doivent étre
choisies pour obtenir un bon compromis entre le polymorphisme et le taux de
reproduction. Les croisements intraspécifiques sont facilement mis en oeuvre
mais le taux de polymorphisme est faible. Ce probléeme est résolu en réalisant des
croisements interspécifiques. Bonhomme et al.(1979,1982) ont mis au point des
croisements entre Mus musculus domesticus et Mus spretus. Bien qu'il s'agisse
d'especes différentes, il est possible d'obtenir des hybrides viables dans les
conditions de laboratoire. Etant donné la divergence évolutive entre les 2 especes,
des polymorphismes sont facilement détectés.
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La lignée 1 porte un alléle (1) du locus A.

allele 1
R1 R2 R3
| ~ e - |
sonde

supplémentaire.

lignée 1

Soit deux lignées de souris:

La lignée 2 porte un allele (2)
du méme locus A.

allele 2
R1 R3
| v eve e |
sonde

L'allele 1 est caractérisé par la présence d'un site de restriction R2

Apres digestion de I'ADN des deux lignées de souris par I'enzyme R,
les fragments obtenus sont séparés par électrophorese puis hybridés
A une sonde radioactive spécifique du locus testé. La sonde reconnait

2 fragments dans la lignée 1 et un seul fragment dans la lignée 2.

lignée 2

Figure I.12 : Illustration du principe des RFLP.




Les premiers polymorphismes identifiés sont les polymorphismes de restriction
ou RFLP (restriction fragment length polymorphysm, Botstein et al., 1980).

Les RFLP sont dus a des variations de la séquence de ' ADN, de sorte qu'un site de
restriction est absent dans la lignée de souris mais présent dans l'autre. Lors de
l'analyse en Southern, une sonde pour le géne analysé révele des fragments de
tailles différentes dans les 2 lignées, identifiant ainsi l'origine de chacun des 2
alleles (Figure 1.12).
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1.9. LE BUT DE CE MEMOIRE

Reeler est une mutation autosomique récessive de la souris, caractérisée par
des anomalies du développement du systéme nerveux central. Le géne reelin code
pour un ARNm d'environ 12 Kb. Son clonage fut réalisé en 1995 grace a
'obtention d'un allele issu d'une insertion transgénique(D'Arcangelo et al., Bar et
al., 1995, Hirotsune et al.,1995). Les travaux effectués jusqu'a présent ont permis e
caractériser 4 des 5 alleles existants. Seule la mutation Albany 1, notée Rel nAlbl,
induite par mutagenése chimique au chlorambucil, reste énigmatique.

Le chlorambucil est un agent mutagéne induisant des réarrangements
chromosomiques tels que des délétions ou, plus rarement, des translocations et
des inversions (Russel et al., 1989; Rinckik et al., 1993).

Le premier objectif de ce mémoire était de comparer, par RT-PCR, le
messager de l'allele RelnAlbT ayec celui de l'allele sauvage afin d'y déceler une
anomalie éventuelle.

Si aucune mutation n'était détectée dans le message du gene, le deuxieme
objectif était d'analyser chez Albany 1, et toujours par comparaison avec l'allele
sauvage, les zones du géne susceptibles d'accueillir une délétion relativement
importante. La zone promotrice de reeler ainsi que le premier intron d'une taille
de 70 Kb focaliseront notre attention. Nous utiliserons la technique de Southern
sur gels pulsés pour réaliser ces analyses.

En parallele a ces expériences, 2 autres objectifs sont également a atteindre:
- l'amplification par PCR-Vectorette et séquencage du promoteur reeler
- l'estimation de la distance génétique entre les locus reeler et cdk5 afin de
conforter I'hypothése selon laquelle la réalisation des knock-out pour cdk5
pourrait affecter le géne reeler.
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II. MATERIEL ET METHODES

II.1. SOUCHE ET PLASMIDE

IL11. LA E BACTERIENNE LI DH11

Nous avons utilisé la souche Escherichia coli DH11a possédant le génotype
suivant:
F-, $80dlacZAM15, A(lacZY A-argF), U169, deoR, rec Al, end Al, pho A, hsdR17(rg",
mgt), supE44, -, thi-1, gyr A96, rel Al.

Ses caractéristiques principales étant:

- rec Al: réduit la recombinaison au millieme de son taux normal, minimisant
ainsi la recombinaison entre ADN endogene et exogene.

- end Al: améliore le rendement et la qualité des préparations d'ADN
plasmidique a petite échelle en diminuant le taux d'endonucléases.

- 080dlacZAM15: permet la sélection des colonies contenant un plasmide
recombinant par un test coloré bleu-blanc. En effet, ZAM15 est le geéne de la
galactosidase délété dans sa partie N-terminale et produisant une protéine
inactive. Ce fragment du gene lac Z donne, par complémentation intragénique
avec un plasmide portant un autre fragment du géne lac Z (lac Z'), une coloration
bleue a une colonie en présence du chromogene X-gal. Si au niveau du plasmide,
le fragment lac Z' est disrupté, la colonie sera blanche en présence de X-gal.
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Figurel.1.a : Carte plasmidique de pBlueScript II SK (-).

Figure I1.1.b : Carte plasmidique de pCR TM II.



I11.2. LES VECTEUR

I1.1.2.1, Le plasmi Bl ript I SK (-

Le vecteur pBluescript (Figure Il.l.a) est un phagémide, c'est-a-dire un
hybride entre un plasmide et un phage. Il présente les caractéristiques suivantes:
- Il posseéde une origine de réplication pour E.coli et l'origine de réplication
phagienne F1.
- Il porte le géne de résistance a I'ampicilline.
- Il porte le fragment du géne Lac Z (Lac Z'), qui complémente l'autre fragment de
ce méme geéne porté par 'épisome F' contenu dans la souche E.coli DH11a. Cette
complémentation intragénique donne une coloration bleue a une colonie en
présence du chromogene X-gal.
- Il porte un site multiple de clonage (MSC) dans le géne Lac Z'. Le clonage d'un
insert disrupte le fragment Lac Z' et la colonie sera blanche en présence de X-gal.

11.1.2.2, Le plasmi RTMp

Le plasmide pCRTMII (Figure II.1.b) présente les caractéristiques suivantes:
- Il posseéde une origine de réplication pour E.coli et l'origine de réplication
phagienne F1.
- Il porte les génes de résistance a I'ampicilline et a la Kanamycine.
- Il porte le fragment du gene Lac Z (Lac Z'), qui complémente l'autre fragment de
ce méme gene porté par 'épisome F' contenu dans la souche E.coli DH11a. Cette
complémentation intragénique donne une coloration bleue a une colonie en
présence du chromogeéne X-gal.
- Il porte un site multiple de clonage (MSC) dans le géne Lac Z'. Le clonage d'un
insert disrupte le fragment Lac Z' et la colonie sera blanche en présence de X-gal.
Remarquons que ce MSC contient, entre deux sites EcoRI, un site de clonage de
produits PCR TA-Cloning.
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I1.2. MILIEUX DE CULTURE BACTERIENS

Le milieu utilisé est un milieu riche et sélectif contenant de l'ampicilline
(100pg/ml) a raison de 1ml/Litre. Il existe sous la forme liquide ou solide.

Les cultures liquides sont réalisées dans des bouteille universelles.

Les cultures solides sont effectuées sur boites de Pétri; les milieux sont
coulés a une température d'environ 55-60°C et séchés a température ambiante.
Leur durée de conservation a 4°C dépend de la présence d'éléments labiles comme
par exemple les antibiotiques.

Tous les milieux sont autoclavés 20 minutes a 120°C, les éléments
thermolabiles sont par ailleurs stérilisés par filtration et rajoutés au milieu liquide
quand celui-ci a atteint une température d'une soixantaine de degrés.

- milieu LB liquide
- Bactotryptone (1 %): 10g/1
- NaCl (0,5 %): 5g/l

- Yeast Extract (0,5 %): 5g/l
Porter a volume avec de l'eau distillée.

- milieu LB solide:
De méme composition que le LB liquide, ce milieu contient 1,6% d'agar (Gibco

BRL).
Ce milieu autoclavé est, apres solidification, également conservé a 4°C .

Ampicilline
100 mg d'Ampicilline dans 1 ml d'eau déionisée. La solution est filtrée sur

millipore et stockée a -20°C. Pour usage, cette solution est diluée 1000 X afin
d'obtenir une concentration de 100 pg/ml.
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1M isopropyl B-D-thiogalactopyranoside (IPTG)

2,38 g IPTG dans 10 ml d'eau déionisée. Filtrer la solution pour la stériliser et
stocker a -20°C.
A utiliser a la concentration recommandée par les protocoles.

X-gal (5-Bromo 4-chloro 3-indolyl B-D-galactoside)

20 mg/ml dans du NN diméthylformamide. Stocker a -20°C.
A utiliser a la concentration de 20 mg/ml.

I1.3. METHODES RELATIVES AL'ADN

La capacité d’isoler de I’ARN propre et intact est trés importante lorsque
I'on étudie des geénes ; en effet, 'ARN de n’importe quelle cellule peut étre
rétrotranscrit in vitro en ADN double brin ultérieurement amplifiable par PCR.
Le clonage de cet ADN est également possible afin d'obtenir une banque d’ADNc¢
spécifique de chaque type cellulaire.

La difficulté principale dans l’isolation d’ARN est que la majorité des
ribonucléases (ou RNases) sont des enzymes tres stables et trés actives qui n’ont
besoin d’aucun cofacteur pour fonctionner. La premiere étape de toute
préparation d’ARN implique de ce fait une lyse cellulaire dénaturant ces
ribonucléases. Il faut également prendre certaines précautions afin d’éviter toute
contamination par les RNases : l'eau et les solutions utilisées lors de la
préparation doivent étre traitées au diéthylpyrocarbonate (DEPC), un agent
chimique qui inactive les RNases par des modifications covalentes, le matériel
utilisé doit étre autoclavé et il est absolument nécessaire de porter des gants, les
mains étant une source principale de contamination par les ribonucléases.
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En pratique:

-tarer un corex avec de la solution dénaturante : minimum 1 ml par 100 mg de
tissu.

-disséquer les organes et les mettre dans la solution dénaturante.

-homogénéiser rapidement.

-ajouter 0,1 ml de 2 M NaAc pH 4 (par ml de solution dénaturante).

-mélanger.

-ajouter 1 ml de phénol (par ml de solution dénaturante).

-mélanger.

-ajouter 0,2 ml de CIAA (par ml de solution dénaturante).

-mélanger et incuber 15 minutes a 0°C.

-centrifuger 20 minutes a 9.000 rpm a 4°C (centrifuge 5415C).

-prélever la phase aqueuse contenant le RNA et transvaser dans un corex.
-ajouter 1 volume d'isopropanol.

-mélanger et placer minimum 30 minutes a -20°C.

-centrifuger 10 minutes a 9.000 rpm (centrifuge 5415C) ; éliminer le surnageant.
-reprendre le culot de RNA dans du LiCl 4 M, vortexer, centrifuger 10 minutes a
5.000 rpm (centrifuge 5415C), décanter.

-resuspendre les culots de RNA dans 0,3 ml de solution dénaturante (par ml de
solution dénaturante de départ).

-répartir dans des Eppendorfs et ajouter 1 volume d'isopropanol, incuber 30
minutes a -20°C.

-centrifuger 10 minutes a 9.000 rpm (centrifuge 5415C), décanter.

-resuspendre le culot de RNA dans EtOH 75% (eau-DEPC), vortexer et incuber 15
minutes a température ambiante (pour éliminer les sels de guanidinium).
-centrifuger 5 minutes a 9.000 rpm (centrifuge 5415C), jeter le surnageant et sécher
le culot a l'air.

-dissoudre les culots de RNA dans 0,1 ml/100 mg de tissus de départ d'eau-DEPC.
-stocker a -70°C.

On peut mesurer la DO2¢( sur une dilution 1/100, 1 DO = 40 mg d’ARN.
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Figure I1.2 : Synthese du premier brin d'ADNCc par la Reverse Transcriptase a partir d'un oligo(dT).




Solution dénaturante: -guanidium thiocyanate : 4 M.

-citrate de sodium pH7 : 25 mM.
-eau-DEPC : 293 ml.
-N-laurylsarcosine 10% : 0,5%.

Cette solution stock se garde 3 mois a température ambiante.
Avant emploi, ajouter 350 ml de 2-mercaptoéthanol par 50 ml de solution stock.
Cette solution peut étre gardée 1 mois a température ambiante.

Solution 2 M acétate de sodium : -eau-DEPC : 40 ml.
-acétate (anhydre) : 1642 ¢g.

-acide acétique glacial : 35 ml.
-ajuster le pH a 4.
-porter a 100 ml avec de 1'eau-DEPC.

11.3.2, LA REACTION DE TRANSCRIPTION INVERSE

La synthese in wvitro d’ADN a partir d’ARN-template (Reverse
Transcription ou Transcription Inverse) est rendue possible grace a certaines
enzymes (Reverse Transcriptases ; Figure I1.2.) dérivées de rétrovirus tels que
“avian myoblastosis virus” (AMV) ou “Moloney murine leukemia virus”
(MMLYV) ; c'est cette derniére que nous avons utilisée dans le cadre de ce travail.
Ces rétrovirus utilisent de telles enzymes pour produire des copies de leur ARN
génomique sous forme d’ADN. L’ADN synthétisé a partir d’ARN est appelé
“ADN complémentaire” (ADNCc).
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En pratique:

1) Traiter le RNA ala DN Ase.

-placer dans un tube :

RNA total : 2 ug.

tampon DNAse 10x : 1 pl

DNAse I (Gibco-BRL) : 1 pul (1 unité).
eau-DEPC : ad 10 pl.

-incuber 30 minutes a température ambiante.
-ajouter 1 ul d'EDTA 25 mM.
-incuber 10 minutes a 70°C.

-mettre en glace pour inactiver la DNAse et dénaturer le RNA.

Tampon DNAse 10x (Gibco-BRL) :  -Tris-HCl pH 8,3 : 200 mM.

-KCl:

-MgCl2 :

2) Synthése du premier brin.

-réaliser le mix suivant :

first strand buffer 5x (Gibco-BRL) :

DTT (Gibco-BRL) :
dNTP :

random hexamers (Boerhinger) :

SuperScript II (Gibco-BRL) :
-ajouter 9 pul de ce mix dans le tube de RNA.

500 mM.
25 mM.

4 pl.
2 ul
1 ul
1pul
1 ul

-incuber 30 minutes a 37°C, 30 minutes a 42°C et 5 minutes a 95°C.

-mettre en glace.
-amener a 100 pl avec de 'eau.
-stocker a - 70°C.
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First strand buffer 5x (Gibco-BRL) :  -Tris-HCl pH 8,3 : 250 mM.
-KCl: 375 mM.
-MgClp : 15 mM.

Enzyme SuperScript I (Gibco-BRL) : ou “RNAse H~ Reverse Transcriptase”, est
une DNA Polymérase dérivée du MMLV qui synthétise de I’ADNc a partir

d’ARN simple-brin. Cette enzyme posséde une mutation au niveau de l’activité
RNAse H qui supprime la dégradation des molécules d’ARN lors de la synthese
du premier brin d’ADNCc sans altérer I'activité polymérase.

11 LA REACTION DE POLYMERISATION EN CHAINE (P

La PCR est une technique utilisée in vitro pour amplifier un segment
d’ADN compris entre deux régions de séquences connues. Deux oligonucléotides
complémentaires de ces séquences sont utilisés comme “ amorces” de la réaction
de polymérisation catalysée par une ADN Polymérase. Ces amorces bordent la
séquence a amplifier et doivent donc étre spécifiques a ces régions.

La réaction implique un certain nombre de cycles qui se définissent en trois
étapes :
- 'ADN a amplifier (ADN template) est d’abord dénaturé thermiquement (choc
thermique a 92°C) en présence d’un large excés molaire de chacun des deux
oligonucléotides et des quatre dNTPs ; c'est I'étape de dénaturation.

- le mélange réactionnel est ensuite refroidi a une température qui permet aux
amorces de s’hybrider sur leur séquence cible; c'est 'étape d'hybridation.

- le mélange est ensuite amené a une température propice a la réaction de
polymérisation ; cette température est en regle générale située aux alentours de
72°C ; cest 'étape d'élongation .
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Figure I1.3 : Schéma d'une amplification PCR




Ces étapes (Figure IL3.) de dénaturation, d’hybridation et de synthese de
’ADN sont répétées une trentaine de fois. De cette fagon, les produits d’un cycle
d’amplification servent de matrices aux amplifications suivantes.

Le produit majeur de cette réaction exponentielle est un segment d’ADN double
brin dont les extrémités sont définies par les extrémités 5 des deux amorces et
dont la longueur est définie par la distance séparant ces deux amorces.

Cette "Polymerase Chain Reaction" étant exponentielle, il est trés important
d’éviter toute contamination des réactifs par de I’ADN étranger qui pourrait étre
amplifié.

Les oligonucléotides

Ceux-ci doivent étre d'une longeur minimale de 16 nucléotides afin de
permettre une hybridation correcte a la matrice. Une concentration en primers de
1 mM est généralement utilisée. Il est a noter qu'une trop forte concentration peut
entrainer un amorgage erroné de la polymérisation a des sites non spécifiques.

L'enzyme utilisée

L'enzyme, la Taq DNA Polymerase, a une activité de polymérisation 5-3’
mais ne posséde pas d’activité exonucléase 3’-5'. Cette enzyme n’a donc pas
d’activité “ proof reading ” exonucléasique.

Son temps de 1/2 vie est : -supérieur a 2 h a une température de 92,5°C.
-de 40 minutes a une température de 95°C.
-de 5 minutes a une température de 97°C.
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Les dANTPs:

Les concentrations des 4 dNTPs doivent étre équivalentes et relativement
basses (2 mM), ce qui permet d’augmenter la fidélité de la polymérisation. En
effet, une augmentation de la concentration en dNTPs favorise 1’élongation au
détriment du systéme correcteur. Cela semble vrai en tout cas pour des
concentrations > TmM.

Le tampon: -KCl: 50 mM.
-Tris-HCl : 10 mM.
-MgCl» . 1,5-2 mM.

Le KCl facilite I'hybridation de la sonde. Quant au magnésium, sa concentration
est critique et peut affecter l'activité et la fidélité de l’enzyme assurant la
polymérisation.

L’'hybridation des amorces:

La température et la durée requise pour I’hybridation des amorces
dépendent de leur composition nucléotidique, de leur longueur et de leur
concentration. Pratiquement, on applique une température d’hybridation (ou
d'annealing) de 5°C inférieure a la température de melting (Tm) des amorces. La
température de melting se calcule en regle générale par la formule :

Tm (°C) = (2 x nombre de nucléotides A et T)+(4 x le nombre de nucléotides G et C)

Notons que l'amplification est plus efficiente si 1’annealing se déroule a basse
température (37°C). Mais a cette température, le taux d’hybridation erronée est
important. Le choix d’une température d’annealing égale a Tm - 5°C est donc un
compromis entre l’efficience et la spécificité.
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Le nombre de cycles:

Le nombre de cycles d’amplification, lui, dépend de la concentration en
ADN template dans le mélange réactionnel. Le nombre de molécules cibles doit
atre de l'ordre de 10° 2 106 molécules. Le nombre de cycles sera donc choisi en
fonction du nombre de molécules cibles présentes:

5
3.10 molécules : 25 a 30 cycles
4
1,5.10 molécules : 30 a 35 cycles
4
1.10 molécules : 35 a 40 cycles
50 molécules : 40 a 45 cycles

En pratique:

-placer dans un tube PCR:

Tampon PCR 10x : 2,5 Wl
Mix dNTPs 2mM) : 2,5 pl.
Primer 5’ (1 mM) : 2,5 pl.
Primer 3’ (1 mM) : 2.5 pl
ADN matrice: 20 ng.
Taq Polymerase (1 Unité) : 0,5 pl.

-porter a un volume de 20 pl avec de l'eau stérile.

-ajouter environ 20 pl d’huile minérale dans le tube.

-réaliser le cycle suivant :1°-Dénaturation 4 minutes a 94°C.
2°-Dénaturation 1 minute a 94°C.
3°-Hybridation 1 minute (température = Tm-5).
4°-Elongation 1 minutes (ou plus) a 72°C.
5°-Répéter les étapes 2°, 3° et 4° : 30 fois.
6°-Terminaison 10 minutes a 72°C.
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Figure I1.4 : Le principe de PCR-Vectorette.




11.3.4. LA PCR-V RETT
(adapté de Riley et al., 1990 et de Green et al., 1993)

Lorsque l'information génétique la plus proche du promoteur n’est autre
que I'extrémité 5 de ’ARNm, la technique de PCR-Vectorette est sans doute la
plus appropriée pour obtenir les premiers renseignements sur ce promoteur. Cette
technique, illustrée a la Figure I1.4, permet d’amplifier des fragments spécifiques
d’ADN alors que seule la séquence d’une seule amorce est connue.

La PCR-Vectorette nécessite 3 étapes essentielles:

- Premiérement, la digestion de I’ADN avec une enzyme de restriction appropriée.
L’ADN utilisé ici est de ’ADN total de YAC AAT-C6 digéré par Hincll. L'intérét
d’utiliser cet ADN se comprend aisément. En effet, les produits amplifiés par cette
méthodes sont généralement sous-clonés puis séquencés. Il n’est pas rare de
constater lors de l’analyse de ces séquences que le produit obtenu est issu d’une
amplification non spécifique. Dans notre cas, si une amplification non spécifique a
eu lieu sur ADN de levure, elle sera directement révélée lorsque nous
soumetterons sa séquence dans le programme de Blast par exemple. De plus, nous
essayons ici d’étudier le promoteur de reeler contenu seulement dans le YAC
AAT-Cé6.

- La deuxiéme étape est la ligation sur I"ADN digéré d’oligonucléotides
synthétiques trés particuliers appelés vectorettes ou bulles. La vectorette est
formée de deux oligonucléotides complémentaires a chaques extrémités, mais
non complémentaires entre-eux au centre.

- La derniére étape consiste a réaliser la PCR en utilisant une amorce spécifique
connue, issue dans notre cas de l'extrémité 5 de reeler, et une amorce issue
directement des oligonucléotides synthétiques. Une fois amplifié, analysé sur gel
d’agarose et purifié, le fragment peut étre séquencé.

La technique de PCR nichée est souvent utilisée afin d’éviter la sélection de
produit d’amplification non spécifique. A cette fin, une amorce située a proximité
de celle utilisée lors de la premiere amplification et dont la séquence connue se
trouve bien str dans le produit déja une fois amplifié, est utilisée. L’autre amorce
est toujours celle utilisée lors de la premiére PCR et spécifique aux
oligonucléotides synthétiques.
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Les conditions de la premiére PCR sont par cycle: -1 min a 92°C
-2 min a 62°C
-2min a72°C ====>20 cycles.

Les conditions pour la PCR nichée sont par cucle: -1 min a 92°C
-1 min a 62°C
-2min a 72°C ====> 30 cycles.

I RI D'ADN L E WISAR

Cette technique a été utilisée dans notre travail pour purifier des fragments
d’ADN obtenus par PCR. Le Kit utilisé était le Wizard PCR Preps System, de
Promega. Il constitue une voie fiable de purification de double brins d’ADN
amplifié par PCR. Le procédé de purification est rapide, simple et performent. Les
produits PCR purifiés par cette méthode se voient exempt de tous le sdéchets
issus de I’amplification tels que les amorces restantes, les nucléotides isolés ou les
enzymes nécessaires a la PCR.

Le produit de PCR est transféré dans un tube et son volume est porté a
100ul avec de lI’eau déionisée. L'échantillon est alors mélangé a un 1 ml de résine
appropriée. Aprés avoir été vortexé, ce mélange est transféré dans une seringue au
bout de laquelle est placée un colonne de purification. Ensuite, 1 ml d’isopropanol
80% est versé dans la seringue et traverse la colonne. Cette opération est répétée
une deuxiéme fois. La colonne est centrifugée 20 secondes a 14000 rpm et laissée
reposée 3 minutes. Enfin,50 pl d’eau déionisée sont rajoutés dans la colonne et a
nouveau centrifugés. L’ADN purifié se retrouve dans cette eau.

11 IFICATION DEL'ADN

Le bromure d'éthidium est une substance qui s'intercale entre les bases de
I'ADN (Figure IL5.).Une fois excité par un rayonnement UV, il devient
fluorescent.
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La technique utilisée ici consiste a comparer la fluorescence de l'échantillon dont
la concentration en ADN est inconnue avec la fluorescence d'un étalon constitué
de 5 solutions contenant chacune une concentration connue d'ADN.

En pratique:

- sur un papier Glad, déposer 2ul de chaque dilution de la solution de DNA
carrier.

- ajouter 2 pl de bromure d'éthidium a chaque goutte de DNA carrier

- faire la méme chose avec différentes dilutions d’ADN dont on désire connaitre
la concentration (1/10, 1/50, 1/100, ...).

- exposer aux UV et comparer l'intensité des dilutions de ' ADN de concentration
inconnue a la courbe standard de DNA carrier.

Exemple: Le spot de la dilution 1/100 de I'échantillon a la méme intensité que le
point 20 ng de la courbe d'étalonage; on peut donc estimer la concentration de
notre échantillon a 20 x 100 = 2000 ng/ml (ou 2 pg/ml).

Solution de DNA carrier :a1,2,5,10 et 20 ng/ml.

Solution de bromure d'éthidium :a 1 mg/ml (diluer 10.000 x le stock a 1 % dans
de I'eau).

I1.3.7. EXTRACTION D'ADN AU PHENOL-CHLOROFORME

L’extraction d’ADN au phénol-chloroforme a pour but d’éliminer les sels et
les protéines. C'est donc une étape de purification souvent réalisée apres une
réaction de restriction afin d’éliminer le ou les enzyme(s) ainsi que les sels
contenus dans le tampon. L’emploi conjoint de phénol et de chloroforme permet
la dénaturation de toutes les protéines.
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En pratique:

-porter le volume de la solution contenant I’ADN a 400 pl.

-ajouter 200 pl de solution de phénol et 200 pul de CIAA (chloroforme + alcool
isoamylique).

-vortexer 30 secondes.

-centrifuger 5 minutes pour séparer les phases organique et aqueuse (centrifuge
5415 Q).

-récupérer la phase aqueuse (phase supérieure) --> environ 400 pl.

Solution de phénol: -phénol : 50 ml.

-8-hydroxyquinoline:  0,1%.
La 8-hydroxyquinoline est un anti-oxydant qui donne a la solution une teinte
jaune permettant d'identifier les deux phases.

Solution de CIAA : -chloroforme : 48 ml.
-alcool isoamylique : 2 ml

L’alcool isoamylique facilite la séparation entre le chloroforme et la phase
aqueuse.

Solution de phénol-chloroforme:

-mélanger les solutions décrites ci-dessus vol. par vol.

-saturer avec 100 ml de tampon TE pHS.

-centrifuger 5 minutes a 5000 rpm (Rotor GSA Sorvall).

-éliminer le TE.

-recommencer la saturation jusqu’a ce que le pH du phénol soit égal a 8.

Tampon TE: -Tris-HCl pH 8-7,6 ou 7,4 : 10 mM.
-EDTApH 8-760u74: 1 mM.
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I ECIPITATION A L’ETHANOL

Cette opération consiste a concentrer une solution d’ADN, elle est
classiquement réalisée aprés une extraction au phénol.

En pratique:

-ajouter a la solution d’ADN a concentrer 1/10 du volume total de NaAc 3M
pHS5,2.

-ajouter 1 volume d’éthanol absolu.

-mélanger et incuber 1-2 heures a -20°C.

-centrifuger 15 minutes a 14000 rpm en chambre froide pour culotter I’ADN
(centrifuge 5415C).

-laver le culot a I’éthanol 70% pour éliminer les solutés piégés dans le culot.
-centrifuger 1 minute a 14000 rpm (centrifuge 5415C).

-éliminer le surnageant, sécher brievement sous vide et resuspendre dans le
volume désiré d’eau stérile.

11 PREPARATION D'ADN _GENOMIQUE DE HAUT POIDS MOLECULAIR
EN BL D'AGAROSE (adapté de Herman et al., 1987 et Birren et Lai, 1993

Aprés avoir tué la souris par dislocation cervicale et aspergé généreusement

la peau d'alcool dénaturé, la rate de I'animal est prélevée a l'aide d'instruments
stériles.
Les tissus sont homogénéisés délicatement dans un homogénéiseur de Dounce
contenant 10 ml de PBS glacé, le tout sur glace. L'homogénat est transféré dans un
falcon de 50 ml. Le Dounce est rincé avec du PBS glacé qui est récupéré ensuite
dans ce méme falcon. Le volume de PBS est ensuite porté a 50 ml et on laisse
décanter, toujours sur glace, les débris cellulaires durant approximativement 10
minutes. Apres centrifugation du surnageant pendant 10 minutes, a 4°C, a 2000
rpm, les cellules sont reprises dans 50 ml de PBS glacé.
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On détermine le nombre total de cellules présentes dans la suspension (pour la
rate, on déduit 40 % du nombre final pour le nombre de globules rouges). Apres
avoir recentrifugé dans les mémes conditions les cellules, on reprend ces
derniéres dans un volume de PBS de sorte que la concentration soit de 106 cellules
par bloc de 100 ml (correspondant a environ 5-10 mg d'ADN). Les cellules sont
mélangées a un volume égal d'agarose Seaplaque GTG 1,5% (préparé dans du PBS
et concervé a 50°C) et le mélange est coulé dans des moules. Ayant durgis environ
20 minutes, les blocs sont soumis pendant 48 heures a 50°C, sous agitation
modérée, a une solution contenant 0.4 M EDTA, 1% Sarkosyl et 2 mg/ml de
protéinase K afin de lyser les cellules. Apres digestion, les blocs sont rincés
pendant 30 minutes dans du TE (1X) a 50°C, puis dans une solution de TE
contenant 0.040 mg/ml de PMSF (2 X 30 minutes a 50°C) pour inactiver la
protéinase K. Les blocs sont encore rincés 2 fois dans du TE (1X) a 50°C et
finalement concervés a 4°C dans 10 mM Tris pH 7.5, 50mM EDTA pH 7.5.

11.3.10. LES TECNIQUES D'ELE PHORESE

11.3.10.1. L'électrophorése d'ADN en gel d'agarose

Cette méthode de séparation des fragments d'ADN permet l'évaluation de
la taille et de la qualité des fragments. Les groupements phosphates conférent a
I'ADN une charge globale négative. L'ADN migre donc vers 1'électrode positive
dans un champ électrique. La vitesse de migration des acides nucléiques dans le
gel dépend des quatres facteurs suivants:

- Le voltage appliqué. A faible voltage, la vitesse de migration de I'ADN
linéaire est proportionnelle au voltage appliqué. En cas de voltage trop important,
la résolution diminue.

- La concentration en agarose. Les gels a forte concentration (1,5 - 2 %)
permettent de séparer des molécules d'ADN de petite taille (100 a 1500 bp). Les gels
a faible concentration (0,8 - 1%) permettent de séparer des molécules de taille
supérieure (500 bp a plus de 10 kb).
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Figure I1.6 : Les trois conformations de ' ADN plasmidique:

(A).laforme CCC
(B).la forme OC
(C).l1a forme OL




- Le poids moléculaire des fragments d'ADN. Les molécules d'ADN double
brins linéaires migrent a une vitesse inversément proportionnelle a leur poids
moléculaire.

- La conformation de ' ADN (Figure IL6.). Les formes plasmidiques super
enroulées ou CCC (Completely Closed Circular), circulaires cassées sur un seul
brin (nick) ou OC (Open Circular) et OL (Open Linear) migrent a des vitesses
différentes. La mobilité relative de ces bandes dépend de différents facteurs et
notamment des tours de superhélicité de la forme CCC; I'ordre de migration sera
CCCS>OL>0C,

La visualisation des bandes se fera sous UV. Le bromure d'éthidium a la capacité
de s'intercaler entre les bases de ' ADN et permet de repérer les bandes d'ADN car
il fluoresce en rose-orange sous UV.

En pratique :

- Ajouter l'agarose a du TAE et porter le tout a ébullition puis laisser refroidir a
50°C. Le gel, encore liquide a cette température, est coulé dans un moule en
plexiglas.

- Ajouter du bromure d'éthidium a une concentration finale de 0,5 mg/ml.

- Placer un peigne sur le moule en plexiglas permettant de former des puits dans
le gel refroidi et solidifié. La taille des dents du peigne est choisie selon le volume
des échantillons a déposer sur gel, le plus souvent 15 a 20 pul. Apres solidification,
retirer le peigne et placer le gel dans une cuve a électrophorése remplie de TAE.

- Introduire a la micropipette 1'échantillon d'ADN, alourdi par l'adjonction de
1/10 du volume final de solution d'alourdisseur, dans un des puits. Le bleu de
bromophénol qui migre a la méme vitesse que les plus petits fragments visible
sur le gel permet de contrdler la migration.

- Appliquer une différence de potentiel de 40 a 100 volts aux extrémités de la cuve.
- Le gel est ensuite placé sur un transilluminateur UV (I1=302 nm) pour visualiser
les bandes d'ADN et photographié.
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Figure 11.7 : Marqueur 100 bp DNA Ladder (Gibco-BRL)

Figure 11.8 : Marqueur 1 Kb DNA Ladder (Gibco-BRL)




Deux évaluations peuvent étre réalisées:

- La taille des fragments

Dans un des puits du gel, on place un marqueur de taille qui est une molécule
d'ADN coupée par un enzyme de restriction générant des fragments de taille
connue.

Les marqueurs utilisés dans ce travail sont:

- le 100 bp DNA Ladder (Gibco-BRL) (Figure IL.7.).

- le 1 Kb DNA Ladder (Gibco-BRL) (Figure IL.8.).

- La quantité d'ADN dans une bande

La fluorescence étant proportionnelle a la quantité de bromure d'éthidium
intercalée dans I'ADN, elle sera d'autant plus intense que les fragments d'ADN
d'une bandes sont grands et nombreux. La quantité du marqueur étant connue, il
sera facile d'estimer par simple comparaison la quantité d'ADN de 1'échantillon
étudié.

-Solutions_stocks :

- Tampon TAE:  Tris: 40 mM
EDTA: 1 mM
Acétate glacial: 40 mM
porter a pH8
- Solution d'alourdisseur (pour 10 ml): Bleu de bromophénol 25 mg
Glycérol 5 ml
EDTA (1IM) 0,5 ml

porter a volume avec de l'eau.

- solution de bromure d'éthidium : 10 mg/ml maintenue a I'abri de la lumiere.
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11.3.10.2. L'électrophore n cham 1sé (PFGE

Nous utilisons I'appareil CHEF DR II (Biorad) qui produit un champ
électrique homogene a partir d'un dispositif hexagonal de 24 électrodes. Les
électrodes sont activée de maniere a générés en alternance deux champs
électriques dont les vecteurs de courant forment un angle de 120° I'un par rapport
a l'autre (Figure IL8 bis). La concentration en agarose, la concentration et la
température du tampon, le voltage, le temps de pulse et la durée totale de
I'électrophoreése sont les facteurs affectant 1'électrophorese.

En pratique, les électrophoréses sont réalisées dans de l'agarose Seakem
GTG a une concentration de 1%, dans 0.5 TBE. La température du tampon est de
6.5°C, le voltage est de 180 V, le temps de pulse va graduellement de 10 a 110
secondes et la durée totale de I'électrophoreése est de 27 heures.
Nous utilisons comme marqueur de poids moléculaire une échelle de
concatémeéres de phages Lambda allant de 50 Kb a 1000 Kb ( Lambda Ladder PFG
marker,SIGMA).

Pour l'analyse en Southern, I'ADN est transféré sur membrane Hybond-N+
de la maniére suivante: aprés coloration au bromure d'éthidium, I'ADN est
dépuriné dans du HCI 0.25 N pendant 8 minutes, puis neutralisé 30 minutes dans
0.5 M Tris HCl pH 7. Le transfert sur membrane est réalisé dans 1.5 M NaCl, 0.5 M
NaOH. Apreés le transfert, la membrane est neutralisée dans du Tris-HCI 0.5 M, pH
7, puis rincée dans 2X SSC (0.33 M NaCl, 0.03 M Na3citrate.2H20).

I1.3.11. ANALYSE EN THERN

Les marquages radioactifs des sondes au Phosphore-32 sont réalisés en
utilisant le Kit RadPrimer DNA Labelling System (Life technologie). Pour chaque
marquage, 60 ng de sonde ADN, portés a 21 ml avec de l'eau stérile, est
préalablement dénaturé a 100°C pendant 10 minutes.
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Figure I1.8 bis : le systéme d'électrophorése CHEF-DRII.




Sont alors rajoutés a la sonde: 1 pul de dATP
1 ul de dGTP
1 pl de dTTP
20 pl de RadPrimer
1 pl d'enzyme Klenow
5 ul de dCTP radioactif.

Le volume total de 50 ml est soumis pendant 30 minutes a une
température de 37°C. Aprés marquage, les sondes sont purifiées sur "spin
colonne" (Current Protocols in Molecular Genetics, 3.4.).Les hybridations sont
réalisées a 68°C dans une solution de blocage dans laquelle les membranes a
hybrider ont été placées 3 heures au paravant.

Solution de blocage: 1.5 SSPE (3.6 M NaCl, 0.2 M Na2HPO4, 0.2 M EDTA)
1% SDS, 0.5% BLOTTO
500 mg/ml D'ADN dénaturé de sperme de saumon.

Les lavages sont réalisés a 68°C dans du 2 a 0.1X SSPE, 0.1% SDS. Les
membranes sont placées en cassette avec un film KODAK BioMax MS apres
séchage sur papier Watman et mise sous plastique SARAN. Aprés un séjour a -
70°C, le film est développé.

11.3.12. PURIFICATION SUR GEL D'ADN DE YA

Ce protocole combine les avantages de ne pas exposer ' ADN du gel aux UV
et de concentrer ' ADN dans un minimum d'agarose, tout en prenant garde de
travailler dans des conditions les plus stériles possibles (Maule, Porteous, &
Brookes, 1994).

Les blocs d'agarose contenant I'ADN de YAC sont premiérement ringés
dans du tampon TBE 0.5X stérile. Ils sont ensuite placés dans un gel Seakem GTG
0.5 % préparé dans du TBE 0,5X stérile.
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Figure I1.9a : Séparation, par électrophorése a champs pulsés, des
chromosomes de la levure AB1380 contenant le YAC AAT-C6 et
localisation de ce dernier.

Figure I1.9b :
Concentration du YAC AAT-C6 dans le gel NuSieve




L'électrophorése a champs pulsés est lancée avec un temps de pulse de 60
secondes pendant 15 heures passant ensuite a 90 secondes pendant 8 heures. La
température du tampon est de 6,5°C et le voltage de 200V. Ces conditions
permettent une bonne séparation du YAC des autres chromosomes de levure.

Lorsque I'électrophorése est finie, les bords du gel sont découpés avec une

lame stérile et colorés au bromure d'éthidium. La position de la bande
correspondant au YAC est repérée sous UV, le gel est reconstitué et la bande de
YAC est coupée dans la partie non colorée a l'aide d'une lame stérile de fagon a
avoir une largeur de bande égale tout le long de celle-ci (Figure I1.9a).
La bande de YAC est sectionnée afin d'obtenir des morceaux d'égales longueurs
ayant 3 a 4 centimetres. Le restant du gel est coloré pour s'assurer que la découpe a
été correcte. Une bande de chromosome de levure est prélevée au hasard et
servira de contrdle pour la seconde migration.

Aprés avoir lavé soigneusement un appareil d'électrophorése pour
minigel, les bandes de YAC sont placées sur le support parallelement au sens du
courant électrique de méme que la bande de chromosome controle. Un gel
NuSieve GTG 4% (FMC) en TBE 0,5 X stérile est coulé autour des bandes et mis a
migrer toute une nuit a 57 V dans du TBE 0,5 X a 4°C. L'ADN migre ainsi le long
des bandes et se concentre dans un faible volume de NuSieve au bout de celles-ci.
Ayant coupé la bande controle avec le gel NuSieve l'entourant, on peut repérer
sous UV la qualité de la migration de méme que la distance parcourue par I'ADN
dans le NuSieve. L'ADN concentré de YAC est alors excisé du gel NuSieve
(Figure I1.9b).

Le bloc de NuSieve contenant le YAC est rincé dans une solution 100mM
NaCl (2 fois 30 min a température ambiante (RT). Le bloc est pesé et placé dans un
tube de 5ml. Cependant, si le bloc fait plus de 500 mg, il vaut mieux répartir la
masse de gel dans 2 tubes plutét qu'un. le bloc est fondu a 67°C jusqu'a dissolution
totale de l'agarose. La température du bain est ensuite abaissée a 40°C et on laisse
le tube s'équilibrer acette température pendant 10 minutes.
La fi-agarase 1 de Calbiochem (0,2 U/pl) est ajoutée a raison de 10 U par ml de gel
et le tout mis a incuber toute la nuit a 40°C.
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Figure I1.10 : Sites de restriction des enzymes EcoRI et Haelll : le premier génere des "bouts cohésifs"
alors que le second géneére des "bouts francs".




A la fin de ce traitement, le tube est premiérement placé 10 min sur glace et
deuxiémement centrifugé 15 min a la chambre froide pour culoter d'éventuels
restants d'agarose. Le surnageant est récupéré. L'ADN de YAC est précipité en
rajoutant au surnageant 2 volumes d'alcool absolu ainsi qu'un diziéme de
volume de NaAc 3M. L'ADN est lavé a 1'éthanol 70 %, seché, resuspendu dans 30
pl de TE 1X et conservé a 4°C.

I A DE RESTRI

Les endonucléases de restriction clivent I'ADN au niveau d'une
courte séquence qui leur est spécifique et que l'on nomme "site de
restriction". Les extrémités des fragments ainsi générés peuvent étre de deux
types (Figure 10):

-quand I'ADN est coupé de fagon asymétrique, par I'enzyme EcoRI par
exemple, on parle de “ bouts collants”” ou * bouts cohésifs”.

-quand I'ADN est coupé de fagon symétrique, par Haelll par exemple,
on parle de ‘bouts francs”.

Quoiqu'il en soit, ' ADN possede toujours, aprés restriction, un groupement
phosphate du c6té 5'-terminal et un groupement hydroxyle du coté 3'-
terminal.

11.3.13.1. Di ion d'ADN en solution

-la réaction s'effectue dans un volume de 50 ul contenant :
- 'ADN a restreindre.
- le tampon de restriction 10x.
- 'enzyme de restriction : 1 unités par pg d'ADN a restreindre.
- porter a volume avec de l'eau stérile.
-incuber une heure a la température optimale de I'endonucléase utilisée.
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-stopper la réaction de restriction soit en chauffant 10 minutes pour les
enzymes thermosensibles, soit en ajoutant un agent chélatant les ions Mg*+
indispensables a la réaction (EDTA par exemple), soit par une extraction au
phénol-chloroforme.

Tampons et enzymes de restriction utilisés dans ce travail:

- BamHI (Gibco-BRL): 5'..G/GATC C...3'
3..C CTAG/G..5

a utiliser avec le tampon n°3 (Gibco-BRL) : Tris-HCl: 50 mM, pH 8.
MgClp : 10 mM.

NaCl : 100mM.

- Mbol (Gibco-BRL) : 5'.../GATC ..3'
3.« CTAG/..5B'

a utiliser avec le tampon n°2 (Gibco-BRL) : - Tris HCl: 50 mM, pH 8.
-MgCl: 10 mM.

- NaCl : 50 mM.

Ces deux enzymes sont des isoschizomeres; leurs bouts collants respectifs
pouvant étre aisément ligués les uns avec les autres.

11.3.13.2, Di ion locs génomiqu

La digestion de blocs génomiques nécesite 3 étapes essentielles.

- Les lavage des blocs

Ils sont réalisés 4 x 30 minutes dans du TE 1X (ou TEN 1X en fonction de
I'enzyme a utiliser).
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- L'équilibrage des blocs

Chaque bloc est équilibré pendant une heure dans le tampon de restriction (1X)
spécifique a I'enzyme utilisée lors de la digestion.

- La digestion proprement dite

Chaque bloc est digéré, a la température adéquate, dans 300 pl de solution de
restriction.
Cette solution de restriction varie d'une enzyme a l'autre.
Elle est composée: - du tampon adéquat (1X).
- de DDT (ImM).
- de spermidine (si nécessaire).
- de BSA (500 pg/ml) (si nécessaire).
- de I'enzyme de restriction (12 unités/bloc).
- porter a 300 pl avec de l'eau déionisée.

Remarque:

La concentration de spermidine varie en fonction de la concentration en sels du
tampon:

- si la concentration en sels est supérieure a 100 mM, la concentration en
spermidine nécessaire est de 10 mM.

- si la concentration en sels est inférieure a 100 mM, la concentration en

spermidine nécessaire est de 5 mM.

Avant de lancer la digestion, les blocs soumis a leur solution de restriction, sont
placés une heure dans la glace. Cette étape permet une diffusion préalable de
l'enzyme dans le bloc d'agarose. La digestion est effectuée a la température
adéquate (souvent 37 ou 50°C).
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Tampons et enzymes de restriction utilisés dans ce travail:

- BssHII (Gibco-BRL):  5'..G/CGCG C...3'
3L GCGL/G..B

a utiliser avec le tampon n°2 (Gibco-BRL) : - Tris HCl :

-MgCla:
- NaCl:
- Eagl (Biolabs) : 5CIeGCC G.8'
3G CCOG/C.5
a utiliser avec le tampon n°3 (Biolabs) : - Tris HCl :
-MgClp :
- NaCl:
-DTT ¢
- Mlul (Biolabs) : 5..AICGCG T..5
3..T GCGC/A...B
a utiliser avec le tampon n°3 (Biolabs) : - Tris HCl :
-MgClp:
- NaCl:
-DYET :

- Sall (Biolabs) : 5..G/TCGA C..3'
3.C AGCT/C..5

50 mM, pH 8.
10 mM.

100 mM.

50 mM, pH 7,9.
10 mM.

100 mM.

1 mM.

50 mM, pH 7,9.
10 mM.

100 mM.
1 mM.

a utiliser avec le tampon U (Biolabs) spécifique a cette enzyme auquel il faut

rajouter du BSA (100pg/ml).
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Figure 11.11 : Hydrolyse des groupements phosphates de ' ADN.



- Sfil (Gibco-BRL) : 5..GGCC N NNN/N GGCC..3'
3'..CCGG N/NNN N CCGG...5'

a utiliser avec le tampon n°2 (Gibco-BRL) : - Tris HCl: 50 mM, pH 8.
-MgCl2: 10 mM.

- NaCl: 100 mM.

1.3.14. L HORYLAT .

Apres restriction, un vecteur linéarisé posséde a ses extrémités des
groupements 5'-phosphate et 3'-hydroxyle qui pourront trés facilement, en
présence de ligase, reformer les liens phosphodiesters que la linéarisation avait
rompus. L'hydrolyse des groupements phosphates (ou déphosphorylation)
permet d'éviter cette réaction (Figure II.11.). La seule possibilité de recirculariser le
plasmide linéaire est alors l'insertion d’un fragment non déphosphorylé.

En pratique:

-dans un volume de 100 pl, on place :
-I'ADN restreint a déphosphoryler.
-le tampon 10x.
-1 unité de CIAP (ou Calf Intestinal Alkaline Phosphatase, Boerhinger)
-porter a volume avec de l’eau distillée.
-incuber 1 heure a 37°C.
-stopper la réaction avec 3 pl d’EDTA 500 mM.
-incuber 10 minutes a 68°C pour inactiver completement la phosphatase alcaline.
-faire une extraction au phénol et une précipitation a 1’éthanol pour purifier la
préparation.
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Example:

3' 5' , 4 3 3 3 N 3
5 m—— ———
3 ———— VT——— Q@ﬁ .
v @ ARCARCERCERCERCEG) I 5
(T4, T7 ligase) | (E. coli ligase) <)

ATP NAD -

U e e ——— 2 )
e —————

Figure I1.12 : Activité de la DNA Ligase sur les "bouts cohésifs".



Tampon de déphosphorylation : -Tris pH8: 200 mM.
-MgClz: 10 mM.

-ZnClp : 10 mM.

I.3.1 REACTION DE LIGATI

La construction de molécules d'ADN recombinant nécessite de lier de
manieére covalente les extrémités des fragments d'intérét. L'enzyme T4 DNA
Ligase permet cette réaction en catalysant la formation d'un lien phosphodiester
entre I'hydroxyle 3' et le phosphate 5' des extrémités de ' ADN bicaténaire (Figure
11.12.).

En pratique:

-dans un volume de 20 a 50 pl, on place :

- le vecteur linéarisé et déphosphorylé.

- le fragment a insérer.

- le tampon de ligation.

- 1 unité de Ligase (Gibco-BRL) par pg d'ADN a liguer.

- porter a volume avec de I'eau distillée si nécessaire.
- pour la ligation de deux molécules a “ bouts collants”” (la faible température
favorise la formation de ponts hydrogene), incuber a 14°C pendant 10 a 15 heures.

Remarque : Il s'agit ici de cloner un produit de digestion partielle; le rapport
vecteur/insert doit, dés lors, étre au moins égal a 1:1 et peut aller jusqu'a 3:1.

Tampon de ligation 5x (Gibco-BRL) : -Tris pH7,6 : 250 mM.
-MgCl2: 50 mM.
-DTT: 5 mM.
-ATP : 5 mM.
-PEG-8000 : 25%.
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C’est 1'étape qui permet l'introduction de molécules d'ADN exogénes dans
un micro-organisme. Parmi les nombreuses techniques de transformation
existantes, celle que nous avons utilisée ici est 1'électroporation.

La compression qu'engendre un champ électrique appliqué a une
membrane biologique favorise la perméabilisation momentanée de celle-ci,
permettant ainsi le passage d'un plasmide si le voltage et la durée du choc sont
suffisants. Il est trés important de réduire la force ionique de la suspension
cellulaire soumise a l'électroporation. On doit donc procéder a des lavages
successifs de la culture avec un tampon de faible salinité ou simplement avec de
I'eau. Apres cette étape préliminaire, les cellules sont dites “ compétentes”. La
phase de croissance a laquelle les cellules sont récoltées et la concentration
cellulaire finale sont également en rapport avec la compétence a 1'électroporation.
Cette technique de transformation permet d'obtenir 109 2 1010 transformants par
pug d'ADN.

Nous utilisons, au laboratoire, 1'électroporateur ‘“ Gene Pulser”” couplé au ** Pulse
Controller” de Bio-Rad.

11.3.16.1, Préparation cellules électro-compéten

-réaliser une préculture dans 5-10 ml de milieu LB.

-incuber une nuit a 37°C.

-inoculer 1 litre de LB avec 2 ml de la préculture.

-incuber a 37°C avec agitation jusqu’a une DO comprise entre 0,5 et 0,8 (mesurée a
600 nm).

-refroidir la culture sur glace pendant 15 a 30 minutes.

attention: a partir de cette étape, il est nécessaire de garder les cellules au
maximum sur glace.

-centrifuger 10 minutes a 5000 rpm a froid (rotor Sorvall GSA).

-retirer le plus possible de surnageant.
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-resuspendre le culot dans 1 volume d’eau froide stérile.
-centrifuger 10 minutes a 5000 rpm a froid (rotor Sorvall GSA).
-resuspendre le culot dans 1/2 volume d’eau froide stérile.
-centrifuger 10 minutes a 5000 rpm a froid (rotor Sorvall GSA).
-resuspendre dans 20 ml de glycérol 10% froid.

-centrifuger 10 minutes a 5000 rpm a froid (rotor Sorvall GSA).
-resuspendre le culot dans 2 ml de glycérol 10% froid.
-aliquoter par 100 ml et stocker a -70°C.

-laisser dégeler un aliquot de cellules du stock a -70°C sur glace.

-placer les cuvettes d’électroporation sur glace.

-mélanger dans un Eppendorf 40 pul de cellules avec 4 pl d’ADN plasmidique.
-transférer le mélange dans la cuvette d’électroporation et laisser sur glace.
-régler l'appareil (Gene Pulser) sur 25 mF ; 2,5 kV et 200 Ohmes.

-placer la cuvette dans la chambre d’électroporation et électroporer.

-ajouter immédiatement 1 ml de milieu SOC ou de LB.

-transférer dans un Eppendorf et incuber 1 h a 37°C.

-étaler sur milieu sélectif et placer une nuit a 37°C.

Milieu SOC : -Extrait de levure : 0,5%.
-Bactotryptone : 2%.
-NaCl : 10 mM.
-KCl : 2,5 mM.
-MgClp : 10 mM.
-MgSO4 : 10 mM.
-Glucose : 20 mM.
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Quelques précisions sur le réglage de I"appareil a électroporation:

-la capacitance: 25 mF. C’est la valeur maximum que peut prendre
'appareil. La durée du choc électrique étant proportionnelle a la capacitance, on
régle donc l'appareil pour avoir un choc aussi long que possible.

-le voltage: 2,5 kV. 1l s’agit d'une valeur qui est un compromis entre la
nécessité de créer des pores dans la membrane et la survie du plus grand nombre
de cellules possible.

-la résistance: 200 Ohms. Cela correspond a la résistance de la solution
contenue dans la cuvette d’électroporation.

11.3.17 HIQUE DE MINI-PRE

Cette technique est utilisée pour préparer de petites quantité d'ADN. Dans
ce travail, nous l'avons utilisée afin d'obtenir des plasmides pCRTMII contenant
la sonde Cdk5.

- Une simple colonie est mise en culture toute une nuit dans 5 ml de milieu de
culture LB (1X) contenant de l'ampicilline.

- A partir de cette culture, 1,5 ml de cellules sont prélevées et centrifugées 10
minutes a 4°C et a 2800 rpm.

- Le culot est resuspendu dans 200 pl de GTE froid et vortexé.

- Rajouter ensuite 400 pul de NaOH 0,2N - SDS 1% fraichement préparé en faisant
attention de ne pas réaliser cette manipulation sur la glace.

- Mélanger en inversant doucement.

- Rajouter 400 pul de KAc - HAC et centrifuger 15 min a4°C et a 2800 rpm.

- Transférer 700 pl du surnageant dans un nouvel eppendorf et rajouter 350 ul de
Phénol et 350 pl de CIAA.

- Agiter et centrifuger 5 min.

- Transférer 700 pl de la phase aqueusse dans un nouvel eppendorf, rajouter 700
ul d'Isopropanol (100 %) et laisser au moins 30 min a -20°C.

- Centrifuger 15 min a 4°C; ' ADN précipite et colle au fond de 1'eppendorf.

- Evacuer 1'Isopropanol, laver le culot a I'Ethanol 70 %,sécher, resuspendre dans
20ul de TE (1X) et traiter a la RNase 30 min a 37 °C.
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Figure I1.13 : Réaction de "cycle sequencing”.
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Le séquencage automatique, comme le séquengage manuel, est basé sur la
méthode des terminateurs de chaine décrite par Sanger (Sanger et al., 1977). Cette
méthode repose sur l'utilisation de 2’-3" didésoxyribonucléotides triphosphates ou
ddNTPS. Ceux-ci se distinguent des précurseurs désoxynucléotidiques classiques
par la substitution du groupe 3’ hydroxyle par un hydrogene. Si ces ddNTPS sont
parfaitement reconnus par ’ADN polymérase et donc incorporés dans la chaine
en croissance, ils agissent comme terminateurs de chaine puisque l’absence
d’hydroxyle empéche la création du lien phosphodiester suivant. En incorporant
de tels monomeéres a la réaction, la terminaison se produira statistiquement au
moins une fois a chaque nucléotide de la séquence. On obtient en fin de compte
une population de fragments variables dont la taille permet de déterminer la
position a laquelle le ddNTP a été incorporé.

Dans le cas du séquencage automatique, ces terminateurs de chaine (ou
 dye-terminators’’) sont marqués par des molécules fluorescentes qui émettent a
une longueur d'onde précise lorsqu'on les excite avec un rayon laser. Chacune
des quatre bases (A, C, G, T) est marquée par une molécule différente.

Le principe de la réaction de séquengage est montré a la Figure IL13. Il s'agit
de réaliser une réaction PCR (“ Cycle sequencing’’), avec un seul primer, pour
l'incorporation des dye-terminators. Les étapes successives de dénaturation,
d’hybridation et d’extension ont pour résultat ’amplification linéaire (et non
exponentielle, comme cC'est le cas lorsqu’on utilise deux primers) des produits
d’extension. Ces produits sont ensuite purifiés (par précipitation a 1'éthanol) afin
d'éliminer les terminateurs en exces, puis chargés sur un gel de polyacrylamide.
La lecture de ce gel est ensuite exécutée par un logiciel afin de détecter les quatre
couleurs correspondant a chaque base.
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Remarque : alors que le séquencage manuel nécessite que la réaction se
fasse dans quatre tubes différents, le séquengage automatique, lui, ne requiert
qu’un seul tube. Les quatre couleurs (et donc les quatre bases) sont donc détectées
dans une seule piste de gel.

Le séquenceur de notre laboratoire est un produit de la firme Perkin-Elmer
(ABI PRISMTM 377 DNA Sequencer) ; il permet de lire en moyenne 500
nucléotides avec une précision supérieure a 95%.

En pratique:

1) La réaction_de Cycle Sequencing :

-la réaction se fait dans un volume de 10 pl :
Terminator Ready Reaction Mix : 4 pl
Primer (1 mM) : 1,6 pl.
DNA Template (PCR product de 10 - 30 ng/ul) : 3 pl.
porter a 10 pl avec de l'eau stérile.
-ajouter environ 20 pl d'huile minérale dans le tube.
-placer le tube dans un appareil PCR et réaliser les cycles suivants :

1°) 96°C pendant 30 secondes.

2°) 50°C pendant 15 secondes.

3°) 60°C pendant 4 minutes.

4°) répéter 25 fois les 3 premieres étapes.

5°) conserver le produit de la réaction a 4°C.
Terminator Ready Reaction Mix: -A-dye terminator.

-T-dye terminator.

-C-dye terminator.

-G-dye terminator.

-dITP, dATP, dCTP, dTTP.
-Tris-HCl1 pH 9.

-MgClz.

-Pyrophosphatase thermostable.
-AmpliTAq DNA Polymérase, FS.
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2) Purification des produits de la réaction :

-a chaque réaction, ajouter 1 ul d'acétate de sodium 3M pH 4,6 et 25 ul d'éthanol

95%.
-vortexer et mettre sur glace pendant 10 minutes.

-centrifuger pendant 30 minutes a 14.000 rpm (centrifuge 5415C).
-éliminer l'éthanol puis laver le culot avec 125 pl d'éthanol 70%.

-éliminer 1'éthanol puis sécher le culot sous vide.
-resuspendre ce culot dans 4 pl de tampon de chargement.
-dénaturer cet échantillon pendant 2 minutes a 90°C.
-déposer 1,5 ul de cet échantillon sur le gel de polyacrylamide.

Tampon de chargement : -formamide désionisé : 250 pl.
-EDTA-Bleu dextran : 50 pl.

Solution EDTA-Bleu dextran: -EDTA : 25 mM.
-Bleu dextran : 50 mg/ml.

11.3.19. MISE EN QOLLE N DE CLONES D'INTERET

Il s'agit de faire une culture de 5 ml d'une colonie isolée (dans du milieu
LB-Amp). On incube a 37°C pendant 12 heures et on préléve ensuite 500 pl de la
culture que I'on mélange a 500 pul de LB-Glycérol 40%. Ce mélange est ensuite

stocké a -70°C.
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Limites de conflance pourp N = 300—600
N = nomhre d'esnls, x =~ nombre de succds, etc., 100 pp < 100 x/N .
Les limites en italigme sont exsctes: les sutres résultent de I'spproximation de Farraan et Tuxer. Pour I'interpolatic n, voir la page 189

Distribution binomiale

N = 300 N = 400 N = 500 N — 600
i i I . imi - 2a) limites
- 100 (1 - 2 &) limites 100 (1 - 2a) limires 100 (1 - 2a) limites lll(l-(l
100p, 95% 99% 100, 95% 99% 100, 95% 929% 100, 95% 99%

100, 1004|100, 1004 100p, 100p4| 1005, 100pa 1005, 1004|1005, 1004 100 p, 100 pg [100p, 100p4
[} 000| 000- 122 000- 1.75| 000 | 000- 092 000- 1.32 000 | 0.00- a,7¢| o000- 1.05| 000 | 000- 061)| 000- 04388
v | o33 o0r- 18¢ | 0oo- 245| 025 | 001- 138 | 000- 18¢| o020 001- 141| 000- 1.48]| 0147 | 000- 093| 0.00- 1,23
2 067 | o008- 29 003~ )08 0.50 0.06- 1,79 003~ 230 0,40 0ns- 144 0.02- 1484 0.3 0.0¢- 1,20 0.02- 1,34
3 1.00| 021~ 289 | 011- 361 | 03| 016- 218 | 008- 272 06n | 002- 1.7¢| o0n7- 218| 030 | 010- 1.45| 006- 1482
4 195| 036~ 338 | 023- «1e| 100 | 0.27- 23¢ | 007- 212 | om0 | 022- 20¢| 00¢- 230| 067 | 018~ 170| 011- 2.08
s| 167 053. 388 | 0.0- 459 | 1,25 | 0.40- 292 | 023- 346 | 100 | 032- 2.34| 0.18- 2.77| 0.83 | 0.26- 1.95| 0.15- 231
6| 2000] 073- 433 | 045~ 508 | 1.5 | 054~ 3.26 [ 0.34- 383 | 1.20 [ 043~ 2,61 | 0,27- 3.07| 1.00 | 0,36- 2,18 | 0.23- 2.5
7| 233| 093- 477 | 062- 556 | 1.75 | 0.70- 3159 | 046~ 419 | 1.40 [ 056- 2:88 | 0.37- 336 1.17 | 0.46- 240 | 0.31- 2.80
8| 2067| 115- 521 | 080- 6.03 | 2000 | 0B6- 392 [ 060- 454 | 1.60 | 069- 314 | 048- 364| 133 | 057- 2.62| 0.40- 3.04
9| 300| 1737- 564 [ 099- 649 | 2025 | 1.03- 425 | 074, 4R9 | 180 | 0R2- 340 | 059- 392 130 | 06R- 2.R4 | 049- 327
10 333 160- 607 | 1.19- 694 | 25 | 1,L20- 457 | ORY. 523 200 | 096 366| 071- 420| 167 | 080- 306| 0,59- 3.5
1] 367 184- 649 | 1.39- 739 | 275 | 1.37- 488 | 104 557 | 220 1:10- 392 0183- 4.47| 183 | 0.91- 3:27| 0.69- 3.73
12| 400 208- 6.90 | 1.60- 7:83 | 300 [ 1:55- S.20 | 1,20 590 | 240 | 124 417 | 096~ 4.74| 2.00 | 1.03- 348 | 0.79- 3,95
13| 433 2032- 732 | 182- 827 325 | 1.74- 551 | 136~ 6.23 | 260 | 1.39. 442| 18- S00| 217 | 1.15- 369 | 0.90- 418
14| 467| 257- 273 | 204- 870 | 350 | 192- 582 | 1.52- 656 | 280 | 1.54- 467 1.22- 526| 233 | 1.28- 389 1.05- 439
15 | soo| 2:82- 813 | 2:26- 9.3 | 375 [ 201 612 | 1.69- 688 | 300 [ 169- 491 [ 1.35- 552 250 | 1.40- 410 [ 1.12- 461
16| 533 3008- 853 | 2.49- 955 | 4.0 | 230- 6.43 | 1186- 7.20 | 30| 1.84- Si06 | 149. 58| 267 | 153 430 | 1.24- 483
17| 567 3.33- 894 | 2.72- 998 | 4.25 | 249- 6.73 | 2.03- 752 | 340 | 199- 540 | 162 6.04| 283 | 1.66- 451 | 1.35- S04
18] 600 359- 933 | 296- 1039 | 450 | 2:69- 7.03 | 2:21- 784 | 30 | 2014 864 | 1.76- 6.29| 300 [ 1.78- 471 | 1.47- 5.2
19| 6.33) 385- 973 | 3.20- 1081 | 475 | 2,88~ 7,33 | 2.39- B.US| 380 | 230- SAB| 191- 655 347 | 1.91- 491 | 159- 547
20| 6.67| 4.02- 1012 | 3.44- 1122 | 500 | 3.08- 7.63 | 2.57- B.47 | 4.00| 2.46- 6.12| 2.05- 6.80| 3.33 | 2.05- S.M1| 1.71- $.68
21| 7.00| 438- 10,52 | 3.69- 1163 | 5.25 | 3.28- 7,93 | 2.75- 878 | 420 | 2.62- 6.36 | 2.20- 7.05| 3.50 | 2018~ 531 | 1.83- 589
22| 7.33| 4.65- 1091 | 3.93- 12,04 | 550 | 3.48- 822 | 2.94- 909 | 440 [ 2.78- 6.60 | 2.34- 7.30| 367 | 2.31- 551 [ 1795- 6.09
23| 7.67) 492- 1130 | 18- 12045 | 575 | 368- 851 | 3012. 939 | 460 | 294~ 6.8) | 249 7.54| 3By | 244- S0 | 2.07- 6.30
24| 800| 519- 1168 | 4.43- 1285 | 6.00 | 3:88- 881 [ 3.31. 90| 480 310. 707 | 264. 7.79| 400 | 258. 50| 2019- 6.51
25| 833 5.47- 1207 | 469- 1325 | 6.25 | 4.08- 910 | 3.50- 10w [ 500 | 3:26- 730 | 2.79- 83| 447 | 271 60| 2.32- 671
26| 867| 5.74- 1245 | 4.94- 1365 | 650 | 4.29- 939 | 3.69- 1031 | 5.20 | 342- 754 | 2094~ 828| 433 | 285 6.29| 2.45- 692
27| 900| 6.02- 12.84 | 5.20- 1405 | 6.75 | 4.49- 9.68 | 3.88- 10,61 | 5.40 | 3:59- 7.77 | 3.09- 8.52| 450 | 299- 649 | 2.57- 7.2
28| 9.33| 6.29- 13.22 | 5.46- 1445 | 7.00 | 4.70- 997 | 4.07- 1091 | 560 | 375 800 | 3.25- 876 | 4.67 | 3.12- 6.68| 2.70- 7.32
29| 967 6,57- 13,60 | S.72- 1484 | 7.25 | 4.91- 10,26 | 4,27~ 1121 | SB0 [ 3/92- 823 | 340. 91| 483 | 3.26. 688 | 2.83- 7.5)
30| 1000 | 6.85- 1398 | 5.98- 1524 | 7,50 | 5.12- 1054 | 4.46- 1151 | 600 [ 408- B46| 3.56- 9.25| 5.00 ! 340. 707| 296- 7.73
31| 1033 | 7:43- 1436 | 6.25- 1563 | 7.75 | 5.33- 108 | 4.66- 1181 | 620 | 425 869 | 3.71- 949 547 | 354- 7.26| 309- 1,93
32| 1067 | 7.41- 1474 | 6.51- 1602 | 800 | 5.54- 11,12 | 4:85- 12,10 [ 6,40 | 4742. 892 3:87- 9.72| 533 | 3.68- 7.45| 3.22- 813
33| 1100 | 7.70- 1541 | 6.78- 16,41 | 825 | 5.75- 11.40 | 5.05- 12.40 [ 6.60 [ 4:59- 915 | 4.03- 996 | 550 | 3.82- 7.64 | 3.35- 833
34| 11,33 | 7.98- 1549 | 7.05- 16.80 | 850 | 5.96- 11.69 | 5.25- 1269 | 6.80 [ 4.76- 9.38 | 4.19- 10.20| 5.67 | 3.96- 7.84 | 3.48- 852
35| 11,67 | 8.27- 1586 | 7.32- 1718 | 8,75 | 6.17- 11,97 | 5.45- 1299 | 7.00 | 4.92- 9.61 [ 4.35- 10,44 | 583 | 4.10- 803 | 3.61- 872
36 | 1200 | 8155~ 16.24 | 7.59- 17.57 | 900 | 6.38- 1225 | 5.65- 13.28 | 7.20 | SU9- 9.84 | 4:51- 1067 | 6.00 | 4.24- 822 3.75- 892
3701233 | 8.R4- 1661 | 7.86- 1795 | 9.25 | 6.60- 12,53 | 5.86- 13.57 [ 7.40 [ 526 10,06 | 4.67- 1091 | 617 | 4.38- 8.41 | 388 9.12
38| 1267 | 9.13- 1698 | 8.13- 18,34 | 950 | 6.81- 12.82 | 6.06- 13,86 | 7.60 | 5.43- 1029 | 4183 1104 | 6,33 | 4:52- 860 | 401- 931
39| 1300 | 9.42- 17035 | B.41- 1872 | 9,75 | 7.03- 1310 | 6.26- 1445 [ 7.80 [ 5.61- 1052 | 499 11.38| 650 | 4.66- 879 | 4.15- 951
40| 1333 9.71- 17.72 | 8.68- 19.10 | 10.00 | 7.24- 13,38 | 6.47- 14.44 | 800 | 578- 1074 | 5.45- 11.61| 6,67 | 4.81- 897 4.28- 9.7
41 | 13767 | 10,00~ 1809 | 8.96- 19.48 | 1025 | 7.46- 13.66 | 6.67- 14.73 | 8.20 | 595- 1097 | 5.32- 1184 6.83 | 4.95- 9116 | 4.42- 9.%
42 | 14,00 | 10,29- 1846 | 9.23- 19.86 | 10,50 | 7.68- 1394 | 6.88 . 15.02 | 8.40 | G.12- 11,19 | 5.48- 12.08| 7.00 | 5.09- 9.35| 4.55. 10,10
43 | 1433 1058 1883 | 9.51- 20:24 | 10,75 | 7.89- 14:21 | 7.08- 1531 [ 860 | 6:30. 1142 | S.64- 1231 | 7.17 | 5.24. 954 | 469- 10,29
44 | 14367 | 1087~ 19:20 | 9.79- 2062 | 11,00 | 811 - 14,49 [ 7:29. 1559 | B.BO & 6.47- 11,64 | 581 1254 7.33 | 5.38. 9,73 | 4.83- 1048
48 | 1500 | 11.16- 19.56 [1007- 2099 | 1125 | 833 1477 | 7.50- 1588 | 9w | 6.64- 11,86 | 5.97. 1277 7.50 | 552 9191 | 4.96. 10.68
46 | 15,33 [ 11,46~ 19.93 [10.35- 21.37 | 11,50 | 8.55- 1505 | 7.71- 16,17 | 9.20 | 6.82- 1209 | 6.14- 130 | 7.67 | 5.67- 10,10 | 5.10- 10,87
47 | 15.67 | 1175~ 20.29 [10.63- 21.74 | 13,75 | 8.77- 15.33 | 7.92- 1645 | 9.40 | 6.99- 12.31 | 6.31- 1323 7.83 | S.B1- 1029 | 5.24- 11.06
48 | 16.00 | 12105~ 20066 |10,92- 2212 | 12,00 | 8.99- 15.60 | 8.13- 16,74 | 9.00 | 7.17- 12.53 | 6.47- 13.46| 8.00 | 5.96- 10,47 | 5.38- 11.26
49 | 16,33 [12.34- 21,02 [11,20- 2249 | 1225 | 9.21- 1588 | 8.34- 17,02 | 9.80 | 7.34- 12,76 | 6.64- 13.69| 8.17 | 6.10- 10,66 | 5.52- 11.45
50 | 16,67 [12.64- 21,39 |11.48- 22,86 | 12,50 | 9.43- 16,15 | 8.55 17,30 | 10.00 [ 7.52- 12,98 | 6,81- 1392| 833 | 6.25- 10.84 | 5.66- 11.64
60 | 20,00 [15:63- 24.99 |14.37- 2655 [ 15.00 | 1165 . 1889 | 10.68. 20.11 | 12,00 | 9.29. 15.18 | 8,50 16.18 | 1000 | 7,72 12,69 | 7.06- 1354
70 | 23,33 .68 28,55 117,32 30.1 17,50 [ 13,91 21,59 |1286 22,87 | 1400 [ 11,08 17,36 |10.23 1842|1067 | 9.21 1451 8.50 1541
80 | 26.67 76~ 32,06 L32- 33,73 | 20,00 | 16,20 24,27 | 1508~ 2560 | 16,00 | 1290 19,52 [ 11.99. 20,62 | 13,33 |10.72 16,32 | 9.,95- 17.26
90 | 30,00 24,89~ 35,54 |23.37- 37.25 | 2250 [18.51- 26,92 [17.33- 2830 | 18,00 | 1474 21,66 | 13.77- 2280 | 15,00 [12.24- 18,12 | 11,43 19,09
100 | 33,33 (28,04~ 38,99 |26.46- 40,73 | 25,00 |20.84- 29.55 |19.61- 30,96 | 20,00 | 16,59 - 23,78 | 15,58 24,97 | 16.67 [13.78- 19,90 | 12,92 20,91
110 | 36,67 | 31.22- 42,40 |29.59- 44.17 | 27.50 | 23,19~ 32.16 [21.91- 33.61 | 22.00 | 1845 25:9 | 17.40- 27,11 [ 1833 |15.32- 21,67 | 14.43- 22,71
120 | 40,00 |34,44- 45,79 (32,76 47.57 | 30,00 [25.56- 34.76 |24.23- 36,23 | 24.00 [20.33- 28,00 | 19.23- 29,24 | 20.00 | 16.87- 23.43 | 15.95- 24.51
130 | 43.33 |37.67- 49.15 |35:97- 50.93 | 3250 |27.94- 37.34 [26.57- 38.83 | 26.00 |22.21- 3008 | 21.08- 31.35 | 21,67 | 18.44- 25.19 | 17.47-. 26.28
140 | 4667 [40.94- $2.49 [39.20- 54.27 | 35.00 | 30:34- 39.90 (28,94 - 41,41 | 2800 | 24.11- 32116 | 22,95~ 33.45 | 23.33 | 20,01~ 26.93 | 19.01- 28.05
180 | 5000 | 44.21- 55.79 [42.45- 57.55 | 37.50 [32.75- 42.45 |31.32- 4398 | J0.00 |26.02- 34.2) | 24.82- 35.54 21.59- 28.67 - 2981
160 | 53,33 | 47,51 59,06 | 45.73- 60, 40.00 | 35,18 44,99 133.72. 46,52 | 32,00 [27,94- 36,29 | 2671 37.62 | 26,67 |23.17- 3040 [ 22.12- 31.%
170 | 56.67 | 50.85- 62,33 [49.07- 64.03 | 42;50 |37.62- 47.51 [36.14- 49.05 | 34.00 |29.86- 38.34 | 28.61- 39,68 | 28.33 |24.76- 32.13 [ 23.69- 33.31
180 | 60.00 |54.2)- 65.56 |52.43- 67.24 | 45.00 [40.07- 50.03 |38.57- $1.57 | 36.00 | 31.80- 40.38 | 30.52- 41.74 26.36- 33.84 | 25.26- 35.04
190 | 63,33 [57,60- 68,78 |55:83- 70,41 | 47,50 [42.5)- 52,52 |41.02- 54,06 | 38.00 [33.74- 42042 | 32,45 43.78 | 31.67 |27,97- 35.56 | 26.85- 36.17
209 | 66.67 | 61,01 71.96 |59.27- 73,54 | 50.00 |45.00- 55.00 [43.47- S6. 40,00 |35.69- 44,45 | 34,38 45,82 [ 33,33 |29.58- 37.27 [ 28.44- 38,49
210 | 70,00 | 64.46- 75,11 [62.75- 76.63 | 5250 |47.48 . 57.47 | 45.94- SB.98 | 42.00 [37.64 - 46.47 | 36.32 47.84 | 35.00 |[31.19- 38,97 | 30.03- 40,20
220 | 73,33 [67.94- 78.24 66.27- 79.68 | 55.00 [49.97- 59.93 [48.43- 61,43 | 44°00 |39.61- 48.48 [ 38.27. 4986 | 36.67 | 32.81- 40,67 | 31.64- 41.%0
20 | 76,67 | 71,45 81.32 |69.84- 82.68 | 57.50 |52.49- 62.38 | 50.95- 6386 | 46.00 [41.58- 50,48 | 40.23- S1.86 | 38.33 [34.43 . 42,36 | 33.25- 4360
240 | 80,00 | 75.01- 84,37 | 73.45- 85.63 | 60.00 | 55.01- 64.82 [53.4B- 66.28 | 48,00 | 43.56-- 52.48 | 42.20- 5386 | 40.00 | 36.06- 44.05 | 34.86- 45.30
259 | 83,33 (78.61- 87.36 (77,14 88,52 [ 62.50 | 57.55- 67.25 [356.02- 68.68 | 50.00 | 4554~ 54.46 | 44.17- 55.83 | 41.67 |37.70- 45.73 | 36.49- 46,98
260 | 86,67 182,28~ 90.29 |80,90- 91.32 | 65.00 | 60.10- 69.66 | 58.59- 71.06 | 52.00 |47.52- 56.44 | 46.14- 57.80 | 43.33 [39.34- 47.41 | 38.11- 48.66
270 | 90,00 186,02 93,15 |84,76- 94,02 | 67.50 |62.66- 72,06 |61.17- 73.43 | 54.00 [49.52- 38,42 | 48.14- 59.77 | 45.00 |40.98- 49.08 | 39.75- 50,34
280 | 93,33 |89.88- 95.88 |88.78- 96.56 | 70.00 | 65.24- 74.44 |63.77- 75.77 | 56.00 [51.52- 60.39 | S0.14- 61.73 | 46.67 [42.63- 50.75 | 41.39- 52101
290 | 96,67 [93,93- 98,40 |93.06- 9881 | 72.50 |67.84- 76.81 |66.39- 7R.09 | S8.00 | 53.53- 6236 | 52.16- 63.6R | 48]33 |44.2R- 52,42 | 43.03- 5367
309 | 100,00 | 98,78-100,00 | 98,25-100.00 | 75.00 |70.45- 79.16 |69.04 - 80.39 | 60.00 |55.55- 64,31 | 54.18- 65.62 | 50.00 | 45.93- $4.07 | 44.08- $5.32
310 77.50 |73.08- 81.49 71,70 82,67 | 62,00 | 57.58- 66.26 | 56.22- 67.55 | 51.67 47,58 . 55.72 | 46.33- $6.97
3% 80,00 | 75.73- 83.80 [74.40- 84.92 | 64.00 |59.62- 68,20 | 58.26- 6948 | 53.33 [49.25 57.37 | 47,99 58.61
3%0 82,50 | 78.41- 86,09 [77.13- 87.14 | 66.00 |61.66- 70.14 | 60.32- 71.39 50.92- 59.02 | 49.66- 60.25
340 85.00 |81.11- 88.35 |79.89- 89.32 | 68.00 [63.71- 72.06 | 62.38. 73.29 | 56.67 |52.59- 60.66 | 51.34- 61.89
35 87.50 [83.85- 90.57 [82.70- 91.45 | 70.00 |65.77- 73.98 | 64.46- 75.18 | 58.33 |54.27- 62.30 | 53.02- 6351
360 90,00 |86.62- 92.76 [85.56- 93.53 | 72.00 |67.84- 75.89 | 66.55- 77.05 55.95- 63.94 | 54.70- 65,14
n 92,50 |89.46- 94.88 |88.49- 95.54 | 74.00 |69.92- 77,79 | 68.65- 78.92 | 61.67 |57.64- 65.57 | 56.40- €6.75
3%0 95.00 |92.37- 96.92 [91.53- 97.43 | 76,00 | 72,00~ 79.67 | 70.76- 80.77 | 63.33 |59.33- 67.19 | 58.10- 68.3%
3% 97.50 | 95,43~ 98,80 |94.77- 99,11 | 78,00 | 74.10- 81,55 | 72,89 82.60 | 65.00 |61.03- 68.81 | 59,80~ 69.97
:W 100,00 | 99,08-100,00 |98.68-100,00 | 80,00 | 76,22~ 83,41 | 75.03- 84,42 | 66,67 | 62,73~ 70.42 | 61,51~ 71.%

4{3 82,00 | 78,34~ 85.26 | 77.20- 86.2) | 68.33 |G4.44- 7203 | 63.23- 73
P 84.00 |80.48- 87.10 | 79.38- 88.01 | 70,00 | 66.16- 73.64 | 64.96- 74.74
4 86,00 |82.64- 88,92 | 81,58 89,77 | 71.67 |67.87- 75.24 | 66.69- n,u

: 88,00 |84.82- 90.71 | 8382 91.50 | 73.33 | 69.60- 76.83 | 68,44 77

80 90.00 | 87.02- 92,48 | 86.08- 93.19 | 75.00 | 71.33- 78.41 | 70.19- 79,
:W 92.00 |89.26- 94,22 | 83.39- 94.85 | 76.67 | 73.07- 79.99 | 71.95- 80,99
Jg 94.00 [91.54- 95.92 | 90,75~ 96.44 | 78.33 |74.81- 8156 | 73.72- 82,83
p 96,00 |93:88- 97.54 | 93.20- 97,95 76.57- 83.13 | 75.49- 8408
98,00 |96,34- 99,04 | 95,80- 99,29 | 81,67 | 78,33 84,68 | 77.29- 85,57
500 100,00 | 99,26-100,00 | 92,95-100,00 | 83,33 | 80,10 .22 [ 79.09- 87.08
310 85.00 |B1.88- 87.76 | 80.91- 8857
gg 86.67 (83.68- 89.28 | 82.74- 9003
% 88.33 |85.49- 90.79 | 84.59- 91.%0
5” 90,00 |87.31- 92.28 | 86.46- 92.94
$ 91,67_189,16- 93,75 | 88,36~ 94,34

Table II.1 : Distribution binomiale (Tables scientifiques de Geisy)




I1.4. ETABLISSEMENT D'UNE CARTE GENETIQUE

14.1 LCULD RCENTAGE DE RECOMBIAISON

Le pourcentage de recombinaison r est la proportion d'animaux recombinants (n)
parmi N méioses analysées de sorte que r = (n /N ) x 100.

D'un point de vue statistique, le calcul des pourcentages de recombinaison est
décrit comme une variable binomiale. Pour les valeurs de r
basses,l'approximation normale n'est pas valable pour le calcul des intervalles de
confiance. L'intervalle de confiance a 95% est calculé par interpolation a partir des
tables scientifiques de Geigy (Table II.1) en appliquant les formules suivantes.

100pg = 100p*g + N-N1 (100p**g - 100p*g)
N2-N1

100pd = 100p*d +N-N1 (100p**d - 100p*d)
N2-N1

Avec N, le nombre de méioses analysées, N1 et N2 les valeurs les plus proches
dans les tables scientifiques. Les valeurs notées * sont celles trouvées dans les
tables scientifiques pour N1, et celles notées ** pour N2.

100pd correspond a la limite supérieur de l'intervalle de confiance a 95% et 100pg
correspond a la limite inférieure de cet intervalle; c'est-a-dire que le pourcentage
de recombinaison observé a 95% de chance de se retrouver entre ces deux valeurs.
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III. RESULTATS ET DISCUSSION

L'allele Albany 1 fut induit par mutagenése au chlorambucil. Cet agent
mutageéne induit des réarrangements chromosomiques caractérisés le plus
souvent par des délétions relativement importantes. Afin de définir la mutation
chez cet allele, notre premiére démarche est de la localiser.

I11.1. ANALYSE PAR RT-PCR DE L'ADNc DE RelnAlbl

Des analyses par Northern effectuées précédemment montrent que
I'ARNm de la reelin chez le mutant RelnAlb1 est exprimé en trop faible quantité
pour étre décelable. Cependant, grace a la technique de RT-PCR, il s'avere possible
d'amplifier suffisamment de fragments de cet ARNm pour le rendre analysable.
Une étude comparative de I'ADNc de l'allele muté et de l'allele sauvage
permettra de localiser la mutation sur le messager si, bien sir, elle s'y trouve.

L’amplification de ’ADNc de RelnAlbT ainsi que de l'allele sauvage, a été
réalisée en deux étapes.
-Une transcription reverse (RT) sur les ARNs messagers totaux.
-Une amplification par PCR de ’ADNc grace a 'utilisation de paires d’amorces
spécifiques.

II1.1.1 IX DES AMOR

Les amorces utilisées lors de I’amplification PCR ont été déterminées sur
base de la séquence de I’ADNc de Reelin disponible dans la banque de séquences
nucléotidiques (Genbank #U24703) (Annexe 1). Leur fiabilité a été vérifiée lors de
I'analyse, par cette méme technique, du mutant RelnAlb2,
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Elles sont généralement distantes de 120 a 600 bp et leur taille varie de 18 a 30 bp
(Annexe 2). L’addition de ’ensemble des produits d’amplification obtenus permet
de couvrir l'entiereté de la séquence de Reelin.

I EL’

L'ADNCc de ces deux alleles a été obtenu par une RT-PCR sur de 'ARN de
cellules de cerveau de souris. Cet ARN a été extrait, pour les souris homozygotes
normales, au stade Po (c'est-a-dire au premier jour apreés la naissance) et chez les
souris homozygotes Albany 1, environ une quinzaine de jours aprés la naissance,
au moment ol le phénotype reeler devient détectable.

I11.1.3. AMPLIFICA PAR PCR DEL'ADN

L’analyse de ’ADNc de mutants souris Albany 1 est réalisée en parallele
avec celle de 'ADNc de souris normales. Chaque amplification est toujours
effectuée avec une concentration constante d'’ADNc, de l'ordre de 20 ng/ul. La
taille de 'ADNc a analyser est d'environ 12 Kb. Aprés migration sur gel d'agarose
1%, le produit d'amplification de chacun des alléles est révélé par coloration au
bromure d'éthidium. Une différence de migration, ou Il'absence du produit
d'amplification de l'allele muté, peut révéler l'existence de la mutation a cet
endroit. L'ensemble de 'ADNc de Reelin a été étudié par la technique de RT-PCR.

La premiére étape de cette approche consistait a analyser ' ADNc dans sa
quasi-totalité en délaissant toutefois les 600 premieres paires de bases de la
séquence. En effet, la partie 5' du messager étant riche en nucléotides G et C, les
conditions classiques de dénaturation, lors de la PCR, se sont révélées
insuffisantes.
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M Normal test (-) Alb1l

Figure II1.1 : La différence d'intensité entre la bande de I'allele sauvage (normal) et celle de la bande

mutante (Alb1) montre que I'expression du géne est diminuée chez le mutant.

Normal test (-) Alb1 M

Figure I11.2: Amplification du fragment UPA-Signal 2 (350 bp)

La bande attendue semble apparaitre chez l'alléle sauvage(normal)
mais pas chez l'allele mutant (Alb 1).




Discussion

Aucune anomalie chez le mutant RelnAlPT n'a été détectée dans cette zone.
Il est cependant intéressant de constater que la quantité du produit d'amplification
de l'allele Albany 1 est beaucoup plus faible que la quantité de l'allele sauvage
(Figure IIL1). Ces résultats, en parfaite corrélation avec les analyses par Northen
ou I'ARNm est indétectable, nous permettent d'affirmer que l'expression du géne
est fortement atténuée chez le mutant RelnAlb1,

I11.1.4. MODIFICATION D NDITIONS PCR

Lors de nos premiéres manipulations, réalisées aux conditions classiques de
PCR, des amorgages vraisemblablement non spécifiques rendaient impossible
I'analyse du messager en sa partie 5'. Caractérisée par la présence d'un ilot CpG
s'étendant jusqu'au premier exon inclus, cette zone soumise a une température
de dénaturation plus élevée, passant de 94 a 98°C, s'est certainement déhybridée
avec plus de facilité rendant les sites spécifiques d'hybridation accessibles aux
amorces L'analyse sur gel d'agarose (1%) de chaque RT-PCR nous a permis de
détecter, dans la majeure partie des cas, un produit de la taille attendue.
Cependant, une absence d'amplification de l'extrémité 5' de I'ADNc mutant,
appelé fragment UPA-Signal 2 (350 bp), pourrait évoquer une délétion éventuelle
(Figure I11.2).

Discussion

Les résultats obtenus sont encourageants mais nous émettons toutefois
certaines réserves.
- Premiérement, le produit amplifié chez l'allele sauvage est de faible
concentration. Or, si 'on tient compte que.I'"ARNm reeler est, a 'origine, exprimé
en plus faible quantité que I'ARNm sauvage, il est probable que le produit Albany
1 ne soit pas suffisament amplifié pour étre détectable sur gel.
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—
-+
l Signal 2
Fragments UPA-Signal 2 (350 bp)
soit les amorces UPA et UPB
ou soit les amorces UPC-Signal 2
UPA UPC
—P —

-

-
'/ UPB Signal 2

Fragments UPA- UPB (230 bp)

Fragments UPA-Signal 2 (120 bp)

cDNA

Figure II1.3 : Amplification du fragment UPA-Signal 2 par PCR nichée.




- Deuxiémement, la présence de "smears" laisse présager que l'hybridation n'est
pas encore compleétement spécifique. Par conséquence, si les amorces peuvent
s'hybrider ailleurs, 'obtention du produit attendu sera plus délicate et nécessitera,
pour étre visible sur gel, beaucoup plus de cycles d'amplification.

Une "sur-amplification" de ce produit PCR mutant et sauvage, par la technique de
PCR nichée, nous permettra de vérifier ces résultats.

IL1 PAR P

L'approche effectuée nous permet de vérifier si 1'absence sur gel de la bande
attendue chez le mutant est due a une trop faible concentration du produit
d'amplification ou bien, a I'absence pure et simple d'amplification. Le produit
PCR "UPA-Signal 2", préalablement dilué 200 X, sert de matrice a la PCR suivante.
Des amorces internes a ce produit sont définies et appelées UPB et UPC. A partir
de ces nouvelles amorces et des amorces UPA et Signal 2, deux nouveaux
fragments peuvent étre amplifiés. Nous les nommerons "UPA-UPB" et "UPC-
Signal 2" (figure II1.3) ayant respectivement comme taille 230 bp et 120 bp.

Discussion

Comme attendu, aprés migration sur gel, les bandes, de taille correcte ,
apparaissent chez 1'alléle sauvage mais nous constatons qu'aucune amplification
ne s'est effectuée chez le mutant (Figure IIl.4a et IIL4b). Ces résultats confirment
bien que I'amplification, a partir de ' ADNc mutant, du fragment "UPA-Signal 2"
ne s'est pas déroulée lors de la PCR précédente.

Cependant, ces résultats se sont avérés ultérieurement non reproductibles.
En effet, d'autres RT-PCR effectuées avec ces mémes amorces ont permis, dans les
mémes conditions PCR, d'amplifier les fragments de taille attendue aussi bien
chez I'alléle mutant que chez I'alléle sauvage (Figure III.5a et IIL.5b).
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Normal test (-) Alb1l M

<@—2072bp

<@—600bp

320 bp

Figure [11.4 a : Amplification par PCR nichée du fragment UPA-UPB (230 bp).
Aucune bande n'apparait chez l'alléle mutant (Alb 1) !

Normal test(-) Albl M

Figure 1114 b : Amplification par PCR nichée du fragment UPC-Signal 2 (120 bp).
Aucune bande n'apparait chez I'allele mutant (Alb 1) !




De plus, lorsqu'une partie de la séquence du promoteur fut établie suite a
une PCR-Vectorette, technique discutée plus loin, une amorce, appelée CplUPF,
spécifique de ce promoteur fut définie. Grace a cette amorce, une PCR sur ADN
génomique normal et Albany 1 a été réalisée. Cette PCR a permis d'amplifier un
fragment appelé "CplUPF-Signal 2", d'une taille d'environ 400 bp. Ce produit PCR
s'est révélé identique chez les deux alleles étudiés (Figure IIL.6).

La technique de RT-PCR est trés simple d'utilisation mais nécessite
néanmoins des conditions treés strictes. Les difficultés rencontrées lors de l'analyse
de l'extrémité 5' de ' ADNc reeler sont certainement dues a la présence massive
de nucléotides G et C dans cette zone rendant la dénaturation des deux brins
d'ADN tres ardue.

Nous n'avons pas mis en évidence, lors de l'analyse complete par RT-PCR
du messager reeler, une quelconque anomalie. Il nous semble donc que la
mutation chez RelnAlbl n'affecte pas le messager. Toutefois, méme si cela s'avere
trés peu probable, nous ne pouvons pas affirmer qu'il n'existe pas de mutation
ponctuelle au sein de ce message. La technique de SSCP ( Orita et al., 1989)
permettrait sans doute de le vérifier.

I11.2. ANALYSE DU GENE RelnAlbl SUR ADN GENOMIQUE

N'ayant pu localiser la mutation dans le messager reeler, nous avons émis
I'hypotheése que celle-ci pourrait affecter un site nécessaire a l'expression correcte
du geéne. En effet, la transcription d'un geéne est régie par une multitude de
protéines ayant chacune une fonction bien établie et un site d'action spécifique; la
disparition d'un de ces sites pouvant étre suffisante pour faire apparaitre le
phénotype reeler.
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Figure IIL.5 a : Amplification par PCR nichée du fragment UPA-UPB (230 bp).
Une bande apparait chez I'alléle mutant (Alb 1) !

Normal test(-) Albl M

Figure [11.5 b : Amplification par PCR nichée du fragment UPC-Signal 2 (120 bp).
Une bande apparait chez I'allele mutant (Alb 1) !




Pareille recherche est relativement ardue car les connaissances actuelles que
nous avons de ces zones activatrices, appelée "enhancer", sont excessivement
limitées. Par exemple, aucun renseignement sur le promoteur du geéne n'est
disponible et les zones introniques, susceptibles de contenir des sites d'activation,
sont a peine déterminées.

Toujours par comparaison avec l'allele sauvage, notre approche a été
d'analyser, par Southern sur de 'ADN génomique digéré, des zones susceptibles
de contenir une délétion produite par le chlorambucil

II1.21. PR RATI D'ADN GENOMI EN BL D'AGAR

La préparation d'ADN génomique en bloc d'agarose a été réalisée a partir de
souris adultes BALBc et de souris homozygotes Albany 1 agées d'une quinzaine de
jours. La rate des animaux est prélevée et les tissus homogénéisés. Apres
décantation, les cellules en suspension sont récupérées et leur nombre estimé afin
de pouvoir ultérieurement préparer des blocs d'agarose ayant une méme
concentration d'ADN. Le nombre total de cellules est déterminé sur une cellule
de Biirker (pour la rate, on déduit 40 % de ce nombre total; ces 40 % correspondant
au nombre de globules rouges).

Discussion

La principale difficulté de cette manipulation réside dans cette estimation
cellulaire. En effet, une différence de concentration en ADN au sein des blocs
pourrait se traduire sur gel par une différence de migration.
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Figure III. 6 : Amplification par PCR du fragment CplUPF-Signal 2 (400 bp).
Une bande apparait chez I'allele mutant (Alb 1)

BssHII Eagl
4> 4>
N Albl M' N Albl

3

Figure III. 7: Digestion de blocs génomiques d'alléle sauvage (N) et d'alléle muté (Alb1)par
BssHII (mauvaise digestion) et Eagl (digestion correcte).
M' = marqueur 50Kb (Lambda Ladder PFG marker, SIGMA)




111.2.2, DIGESTION DE L'ADN GENOMI

La majeure partie du génome des eucaryotes est caractérisé par la
méthylation de la cytosine en 5' dans la plupart des doublets CpG (Lindsay et Bird,
1987). Toutefois, il existe dans le génome, et souvent a proximité des geénes, des
régions d'ADN de 500 bp a 2 Kb qui ont un pourcentage de guanines et de
cytosines beaucoup plus élevé qu'ailleurs (plus de 50 %) et une grande quantité de
doublets CpG non méthylés. Ces régions sont appelées ilots CpG.

Afin de pouvoir utiliser comme support les renseignements fournis par la
carte de restriction de la région génomique contenant reeler établie par Bar et al.,
(1995), nous avons utilisé des enzymes de restriction sensibles a la méthylation de
la cytosine et contenant le dinucléotide CpG dans leur séquence.

Les blocs d'ADN des deux alleles sauvage et mutant ont été digérés
successivement par les enzymes BssHII, Eagl, Mlul, Sall et Sfil.
Les blocs digérés sont placés sur gel et soumis a une électrophorese a champ pulsé.
Apres cela, le gel est coloré au bromure d'éthidium afin de vérifier la qualité de la
digestion.
Les produits de digestion sont ensuite transférés sur membrane Nylon.

Discussion

Toutes les digestions se sont bien réalisées (Figure IIL7) mais on peut
néanmoins constater que les restrictions BssHII sur ' ADN normal et mutant ne
paraissent pas similaires; ' ADN mutant est vraisemblablement plus digéré. Lors
des étapes ultérieures, nous ne tiendrons plus compte de la digestion BssHII.
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Figure II1.8 : Définition et localisation des sondes Sand1-Sand2 et AAT/S respectivement sur et en amont du géne reelin

E = Eag], Sa = Sacll, B = BssHII, M = Mlul, N = Notl



1.2 D R

En tenant compte des propriété du chlorambucil, on s'attend a découvrir
une importante délétion. Les zones ol une telle mutation pourrait avoir lieu sont
relativement limitées.

Des études effectuée dans notre laboratoire ont permis de caractériser un
intron de trés grande taille (= 70 Kb) situé entre le premier et deuxiéme exon. Si
l'on sait qu'il n'est pas rare de rencontrer dans les premiers introns des séquences
"enhancer”, nous pouvons supposer qu'une mutation a cet endroit affecterait
I'expression du géne. Une sonde pouvant s’hybrider sur l'extrémité 5' du gene
nous permettrait de vérifier cette hypothese.

La taille des autres introns est maintenant connue mais aucune ne nous parait
suffisament importante pour accueillir une grande délétion.

Un autre site pouvant accueillir une importante délétion est bien entendu
le promoteur du géne. Si la mutation affecte ce dernier, elle pourrait étre détectée
par l'utilisation d'une sonde s'hybridant en amont du geéne, c'est-a-dire, avant
I'ilot CpG s'étendant entre le promoteur du géne reeler et le premier exon.

I11.2.3.1. Définition ndes (Fi 111

I11.2.3.1.1. La sonde Sand1-Sand?2

Cette sonde a été réalisée par amplification PCR sur ADNc a partir des
amorces Sand1 (ler exon) et Sand2 (5éme exon). Sa taille est de 450 bp.
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111.2.3.1.2. La sonde AAT/S

Les seuls renseignements en notre possession nous permettant de réaliser
une sonde pouvant s'hybrider en amont du gene est l'extrémité distale du YAC
AAT-Cé6. D'apres la carte de restriction existante, cette séquence, nommée AAT/S,
est située a environ 100 Kb en amont du gene reeler. Nous avons préparé cette
sonde par amplification PCR sur ADN total a partir des amorces spécifiques AAT1
et AAT2. Sa taille est de 371 bp.

L.2 idation propremen

L'hybridation des membranes est réalisée a 68°C. Suite a cela, les
membranes sont lavées dans du SSPE-SDS. Ce lavage nous permet d'éliminer les
sondes qui ne se sont pas hybridées a ' ADN de fagon spécifique afin de diminuer
le "bruit de fond". Une succession de lavages au SSPE-SDS est généralement
nécessaire. Apres chaque lavage, une mesure de la radioactivité des membranes
est effectuée. Si cette derniere est trop élevée, les membranes sont relavées avec
une solution de stringence accrue ol le SSPE est en plus faible concentration.

L'obtention d'hybridations de bonne qualité, effectuées a I'aide des sondes
mentionnées précédemment, s'est révélée difficile.
- Lors des premiers essais, aucune des deux sondes ne s'hybridait sur les
membranes. Ce probleme a été partiellement résolu en diminuant la stingence
des lavages mais seules, les hybridations sur ADN génomique digéré par Eagl et
Sfil se sont parfois effectuées correctement.
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Eag1

normal Alb1

600 Kb

Figure I11.9 : Hybridation de la sonde Sand 1-Sand 2 sur ADN génomique digéré pae Eagl.
Mise en évidence - d'un fragment de 600 Kb (taille attendue) pour I'allele sauvage (normal)
- d'un fragment de +/- 570 Kb pour l'alléle mutant (Alb1).

Eagl Sfil
4> >
normal Alb1 normal Alb1

550 Kb

Figure I11.10 : Hybridation de la sonde AAT/S sur ADN génomique digéré par (A) Eagl et (B) Sfil.
Mise en évidence d'une variation de taille d'environ 50 Kb entre I' alléle sauvage et l'allele mutant.



II1.2.3.2.1. Hybridation de la sonde Sand1-Sand2

Les résultats obtenus pour cette hybridation sont visibles sur digestion par
Eagl (Figure IIL9).
Comme attendu, sur base de la carte de restriction, la sonde révele chez l'allele
sauvage un fragment de 600 Kb. Cependant, le fragment marqué chez Albany 1
semble étre de plus petite taille, soit environ 570 Kb.

111.2.3.2.2. Hybridation de la sonde AAT/S

Deux hybridations ont bien fonctionné avec la sonde AAT/S. 1l s'agit des
digestions Eagl et Sfil (Figure II1.10).
- Le fragment révélé sur Eagl a une taille de 250 Kb pour l'allele sauvage mais
nous constatons également que le fragment mutant est 50 Kb plus petit avec une
taille de l'ordre de 200 Kb.
- Chose étonnante, pour une enzyme sensée couper souvent, le fragment révélé
sur Sfil est de plus grande taille (environ 550 Kb). Il est important de remarquer
aussi pour cette digestion que le fragment Albany 1 est également plus court de 50
Kb.

Discussion

Les résultats qui ont été otenus ici sont assez surprenants. En effet, ils
semblent indiquer qu'il existe chez le mutant RelnAlbl deux délétions, a la fois
dans le géne et en amont du gene, ce qui est peu vraisemblable.

Les résultats obtenus sur la digestion Eagl ne nous semblent pas tres fiables
car les deux hybridations, Sand1-Sand2 et AAT/S, ont été effectuées sur la méme
membrane. Aussi, une différence de migration électrophorétique pourrait
expliquer cette variation de taille entre les deux alleles.

Résultats et discussion 64




ADN génomique

<c:entromere télomere .
250 Kb
>
550 Kb
- s ¥ o
E M E ? ?
N N M
E SaB BMSa S F M SaFF E F
7111 LIl L LI | l /
/ 3l_ 51 7

T T

D5MIT61 D5MIT72

- — — — — — = —- - — - @® AATCeé

Figure II1.11 : Localisation des deux nouveaux sites de restrictions Eagl et Sfil marqués d'un point d'interrogation.
E = Eagl, Sa = Sacll, B = BssHII, M = Mlul, N = Notl, F = Sfil




Bien que nous ne pouvons pas montrer qu'il n'y a pas de mutation au sein du
gene, l'analyse de I'hybridation sur Sfil par la sonde AAT/S suggere qu'il existe
une délétion en amont de celui-ci.

Pour demontrer cela, il serait tout d'abord important de vérifier la fiabilité

de la migration pour cette digestion. Nous avons utilisé pour toutes nos
digestions des blocs génomiques d'une méme préparation.
Si, par exemple, une erreur d'estimation, sur cellule de Biirker, du nombre de
cellules présentes dans la solution d'extraction a été effectuée, les blocs d'agarose
n'auront pas la méme concentration d'ADN. Le manque de temps ne nous a pas
permis de reprendre une nouvelle séries de préparations.

Si rien de certain ne peut étre établi sur la mutation de RelnAlb1, les

digestions effectuées nous permettent cependant de confirmer et de tenter de
completer légerement la carte de restriction existante (Figure II1.11).
Deux sites de restrictions complémentaires ont été localisés. Il s'agit d'un site Eagl
situé a 250 Kb en amont de 1'llot CpG de 'extrémité distale du geéne reeler et d'un
site Sfil situé vraisemblablement a 550 Kb de ce méme ilot. L'existence de ces sites
peut se traduire par la présence d'autres ilots CpG pouvant nous renseigner sur
une localisation potentielle d'autres genes.

111 LONAGE DE L'EXTREMITE DISTALE DU YAC AAT-

Méme s'ils nous orientent vers la zone promotrice du gene, les résultats
obtenus par Southern ne nous permettent pas d'affirmer avec certitude que la
mutation s'y trouve. Toutefois, des informations supplémentaires sur l'extrémité
distale du YAC AAT-C6 (environ 100 Kb) seraient utiles pour, par exemple, établir
I'existence de séquences activatrices de reeler ou voire méme d'autres genes
encore inconnus situés a proximité de reeler.
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[11.3.1, PURIFICATION DU YAC AAT-Cé6

Le protocole utilisé (matériel et méthodes I1.3.11) combine les avantages de
ne pas exposer 'ADN du gel aux UV et de le concentrer dans un minimum
d'agarose, en prenant garde de travailler dans des conditions les plus stériles
possibles. Apres purification, le YAC est précipité, lavé a 1'éthanol et resuspendu
dans du TE 1X. Sa concentration est mesurée par quantification au bromure
d'éthidium.

Discussion

La masse de YAC AAT-C6 purifié est de 600 ng. Cette quantité d'ADN est
assez faible. L'utilisation, pour le sous-clonage, de l'entiéreté de ce produit sera
nécessaire surtout lorsque l'on prend en considération que, malgré les qualités de
cette technique, le YAC n'est pas totalement pur et que le clonage d'ADN de
levure est inévitable.

I111.3.2 -CLONAGE DU YAC AAT-C6 PURIFIE

Apres digestion partielle, les fragments du YAC ont été clonés au site
BamHI du vecteur pBlueScript II SK (-).

I11.3.2.1, Restrictions

Le vecteur pBS II SK (-) a été linéarisé par une restriction BamHI et ensuite
déphosphorisé. D'autre part, 'ADN de YAC a été digéré partiellement par Mbol,
une enzyme connue pour son taux élevé de sites de restriction. Le facteur limitant
de cette derniere digestion est le temps ( 20 min) .
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L'électrophorése en gel d'agarose (1 %) d'un échantillon de chaque
restriction montre le profil attendu a savoir un fragment de 3 Kb correspondant
au vecteur pBS II SK(-) et a un "smear" recouvrant toute la surface de migration
correspondant a I'ADN de YAC et attestant que la digestion de ce dernier est de
bonne qualité. La taille moyenne des fragments du YAC est de 1,5 Kb.

11.3.2.2, Li

Une quantité équivalente a 500 ng du produit de digestion de YAC et 1,5 ug
du vecteur pBS II SK(-) linéarisé ont été mis en présence dans un tampon de
ligation contenant 2 unités de T4 DNA ligase. La ligation a été réalisée pendant la
nuit a 14°C. En parallele un test négatif de ligation, ne contenant que le vecteur
linéarisé, a également été effectué.

111.3.2.3, Transformation nal lones recombinan

Les cellules DH11a électrocompétentes ont été transformées par le produit
de ligation puis étalées sur le milieu sélectif LB + ampicilline. Le milieu contient
également de 1'X-gal et de I'IPTG car le vecteur posséde le geéne de la fB-
galactosidase qui permet le test blanc/bleu. La transformation réalisée a partir du
produit "négatif" de ligation permet le contrdle de la déphosphorylation du
vecteur.

Seulement 65 colonies ayant le phénotype blanc ont été produites. Le
nombre attendu de colonies, suite a ce sous-clonage, étant infiniment plus élevé,
la probabilité d'obtenir un clone d'intérét est presque nulle. Malgré leur nombre
excessivement faible ne pouvant représenter l'ensemble du YAC AAT-C6, ces
colonies ont été quand méme soumises, pour vérification, a une amplification
PCR utilisant deux amorces de la zone 5' du gene reeler (UPC e t RNASpl1; toutes
deux spécifiques du premier exon) ainsi que les amorces AAT1 et AAT2
spécifiques de l'extrémité distale du YAC.
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Figure I11.12 : Une premiére analyse du promoteur de reelin montre 7séquences consensus du facteur

de transcription SP-1 et 2 séquences consensus AP-2.




Aucun fragment n'a été amplifié par ces PCR. Aucune de ces colonies ne contient
donc l'extrémité distale du YAC ou le premier exon du gene reeler. Nous ne
sommes pas parvenus a sous cloner l'extrémité distale du YAC AAT-Cé.

11.4 I TION PAR PCR-VECTORETTE E NCAGE
DU PROMOTEUR REELER

La PCR-vectorette (Riley et al., 1990; Gibson et al., 1993; Tiimer et al., 1995)
permet le clonage des séquences inconnues (ici, le promoteur reeler) flanquant la
séquence connue de l'extrémité 5' de I'ARNm.

L'amplification, par cette méthode, d'un fragment d'ADN génomique
contenant une partie du promoteur a été réalisée. Apres purification sur colonne
Wizard, la séquence de ce produit a été déterminée par cycle sequencing a l'aide
des mémes amorces que pour la PCR. Les renseignements obtenus de la sorte
permettent d'amplifier, toujours par PCR-Vectorette, un fragment un peu plus
lointain et ainsi de suite.

La technique de PCR-vectorette nous a permis de définir une séquence
promotrice du gene reeler de 494 pb.

Discussion

L'analyse de cette région 5' (Figure IIL12) montre qu'une séquence de 6
paires de bases , la boite (G/C)GGCGG, connue comme séquence consensus du
facteur de transcription SP-1, est répétée 7 fois aux positions 23, 57, 69, 101, 119, 176,
et 192, bp en amont de la phase ouverte de lecture du gene reeler.

Deux séquences consensus AP-2, CCCG, ont également été localisées aux positions
128 et 183 bp toujours en amont de la phase ouverte de lecture.
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Comme beaucoup de géne dont I'extrémité 5' est caractérisée par un flot CpG, le
promoteur de la reelin ne présente pas de boite TATA ou CAAT.

I D E T
LOCUS REELERET CDK5

Les souris knock-out pour le géne cdk5 ont un phénotype similaire aux
souris reeler. Les raisons exactes de ce phénomeéne ne sont pas encore bien
connues mais une interaction entre ces deux génes n'est pas exclue. La localisation
chromosomique du geéne cdk5 établie par Ohshima et al.(1995) montre que ce géne
est relativement proche du gene reeler mappé par Beckers et al.(1994). Dans ces
conditions, il est possible que la réalisation du knock-out pour cdk5 ait affecté le
geéne reeler ou modifié la conformation de la chromatine rendant l'expression du
gene reeler impossible.La premiére étape, en vue de soutenir cette hypothese, est
d'établir, sur le chromosome 5, la distance génétique entre les geénes reeler et cdk5.

Lors d'études précédentes, 367 recombinants (133 issus de backcross et 234
d'intercross) ont été obtenus par Beckers et al.,(1994) en croisant deux souches de
souris:

- Une souche normale B6 (C57BL/6) dont une partie du chromosome 5 (reeler
compris) est de génotype S (Mus spretus).
- Une souris de phénotype reeler , homozygote, issue de la souche C (BALB/¢).

Nous avons réalisé, en utilisant une sonde s'hybridant spécifiquement au
géne cdk5, une analyse par Southern des animaux informatifs de ces croisements,
a savoir les ADN qui montraient des recombinaisons entre les marqueurs Hgf, en
position centromérique, et D5Mit66 en position distale. Le nombre de
recombinants que nous obtiendrons nous informera sur la distance séparant
reeler et cdk5.
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Figure II1.13: Production de la sonde Cdk5 ( 1100 bp)par RT-PCR



I1L.5.1. PREPARATION DELA D

La sonde a été produite par RT-PCR sur de ' ADNc de souris au stade E15
(15éme jour du développement embryonnaire). a l'aide des primers Cdk5-1 et
Cdk5-2. Comme attendu, le produit obtenu est un fragment de 1100 pb, détecté sur
gel d'agarose 1% (Figure IIL.13), correspondant a la séquence codante de Cdk5. Ce
produit a été cloné, par TA-Cloning, dans le vecteur pCRTMIL. Dix colonies
blanches ont été obtenues et controlées par PCR. Le plasmide contenant Cdk5 a été
purifié par miniprep et sa concentration mesurée par quantification au bromure
d'éthidium. Nous avons obtenu entre 0,8 et 1 ug/pul d'ADN plasmidique. Apres
digestion par I'enzyme de restriction EcoRI, une bande de 700 bp a été obtenue. La
diminution de la taille de notre insert est probablement due a la présence d'un
site de restriction EcoRI dans la séquence. La sonde purifiée par Wizard a une
concentration de 80 ng/pl.

III THERN ET ANALYSE

La sonde marquée au [32P] a été hybridée sur les membranes réalisées par
Beckers et al., (1994). Apres incubation et lavages appropriés, les membranes ont
été analysées. Les résultats montrent qu'il existe 3 recombinants sur les 367
méioses informatives. L'expérience a été répétée sur d'autres membranes pour
confirmer ces résultats.

Discussion

La distance génétique entre le géne cdk5 et le gene reeler,
calculée pour 3 recombinants parmi 367 méioses, est donc 0,8 ctM (0,2-2,4 pour
l'intervalle de confiance a 95%). Ces résultats nous indiquent que cdk5 est le géne
connu le plus proche de reeler.
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IV. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

| IV.1, CONCLUSION

Le geéne reeler est un gene clé du développement cérébral. Son action se
manifeste a la fin de la migration neuronale, lorsque les premiers patterns
architectoniques se mettent en place. Le phénotype reeler se marque
principalement au niveau du cortex cérébral et cerébelleux méme si, de maniere
moins prononcée, presque toutes les structures du systémes nerveux central sont
atteintes. La mutation de ce géne affecte une étape importante et est donc un
excellent modele d'étude du développement cérébral.

Bien qu'il soit maintenant cloné et presque complétement caractérisé,
reeler reste encore énigmatique sur bien des points. La protéine ayant une taille

extrémement importante, aucune information sur sa conformation n'est
disponible si ce n'est par comparaison d'homologie avec des protéines déja
étudiées. Notre connaissance de sa fonction exacte se limite encore a de simples
hypothéses et son mécanisme d'action est totalement inconnu.

Les observations morphologiques ont conduit a I'hypotheése selon laquelle
la protéine Reelin défectueuse ne permettrait pas aux neurones de se stabiliser en
fin de migration (Goffinet et al., 1984) expliquant ainsi les structures neurales
abérrantes rencontrées au niveau du systéme nerveux central des souris reeler.

L'obtention d'alleles reeler mutants a été un événement essentiel
permettant la localisation et le clonage du gene. Mais l'intérét de disposer d'alleles
variés est plus important encore. En effet, la localisation sur le gene d'une
mutation permet souvent de déterminer des zones importantes pour la protéine.

Sur base de ces connaissances, une approche de la fonction de cette derniere peut
étre réalisée.
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Les analyses présentées dans ce mémoire avaient pour but de localiser la
mutation affectant l'allele Albany 1; seul allele reeler toujours inconnu parmi les
cinq existant.

C'est en tenant compte de l'origine de RelnAlbl que nous avons orienté
nos recherches. En effet, comme il est issu d'une mutagenése chimique au
chlorambucil, nous nous attendions a découvrir chez cet allele, une délétion
importante dans le géne reeler. Afin de mettre a jour cette mutation, les
différentes analyses effectuées ont consisté en une analyse comparative entre
l'allele muté et 1'allele sauvage.

Notre premiére hypothese fut que la mutation affectait un ou plusieurs
exons du geéne causant ainsi une anomalie au sein méme de la protéine, la
rendant inapte a effectuer son roéle. Pour le vérifier, une analyse du messager de
RelnAlbT 3 été réalisée. La technique de RT-PCR nous a paru la plus appropriée et
certainement la plus simple d'utilisation; l'obtention d'une différence de
migration, détectée sur gel d'agarose, entre les produits d'amplification d'ADNc
mutant et sauvage ou l'absence d'amplification de I'ADNc mutant, étant
suffisante pour révéler l'existence d'une l'anomalie.

Toute le message de Reelin (normal et mutant) a été amplifié par une série
de réactions de RT-PCR. A chaque réaction, un seul produit a été généré, excluant
la possibilité de formes alternatives du message conduisant au phénotype reeler.
Sauf si la mutation est ponctuelle, et dans ce cas nous n'aurions pu la détecter par
RT-PCR, il apparait que le message chez Albany 1 ne présente aucune anomalie.

La seule information que nous apporte ces résultats est de confirmer que
I'expression du gene chez le mutant RelnAlbl, comme chez les autres mutants,
est excessivement restreinte.
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Lorsque l'on sait que les 12 Kb correspondant au message de reeler représentent
seulement,dans des conditions normales, 10 % de I'ADN transcript, on peut se
rendre compte que le temps nécessaire a la transcription du géne est relativement
long et que de ce fait, la quantité d'ARNm reeler dans les cellules est faible.

Si le message n'est pas affecté, I'intérét que nous portions a cette mutation,
pour nous informer sur l'existence d'une zone primordiale a la protéine, se voit
fortement atténué. Néanmoins, de nouvelles questions se posent: "Y a-t-il chez
RelnAlbl une anomalie au sein d'une zone d'activation de la transcription ?" ou
bien, "La diminution de l'expression du gene chez RelnAlbT est-elle suffisante a
elle seule pour faire apparaitre la pathologie ?" ou encore " Existe-t-il une limite
au dela de laquelle la protéine est en quantité insuffisante pour remplir son role
correctement ?"

Afin d'analyser la zone promotrice de reeler ainsi que d'autres zones
pouvant contenir des séquences "enhancer" nous avons réaliser une analyse par
Southern d'ADN génomique digéré. Deux sondes, I'une recouvrant l'extrémité 5'
du géne et 'autre la partie plus en amont du géne comprenant le promoteur, ont
été produites. Le nombre d'hybridations réussies est faible et les résultats obtenus
sont difficilement analysable. Toutefois ces derniers semblent indiquer qu'une
délétion de l'ordre de 50 Kb existe tout au plus 200 Kb en amont du gene.
Cependant, avant de tirer une conclusion trop hative, il parait indispensable de
confirmer ces premiers résultats en effectuant d'autres Southerns avec d'autres
sondes ou sur de I'ADN digéré avec d'autres enzymes.

Comme aucun renseignement n'est disponible pour cette zone, 1'obtention
d'informations de séquence en amont du géne nous aurait permis de produire de
nouvelles sondes et de localiser ainsi plus efficacement la mutation.

Pour cela, nous avons premiérement tenté de sous-cloner le YAC AAT-C6
ayant a son extrémité 5' une séquence d'ADN, en amont de reeler, de 100 Kb.
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Seulement 65 colonies candidates ont été obtenues apres transformation. Ceci
n'est absolument pas représentatif du sous-clonage effectué surtout si l'on tient
compte qu'il est inévitable, par la méthode que nous avons utilisée, de sous-
cloner de I'ADN de levure

Notre deuxieme approche a été de séquencer des produits obtenus par PCR-
Vectorette et correspondant au promoteur du géne reelin. Une séquence de 496
paires de bases a été déterminée et analysée brievement. Comme la plupart des
génes pourvus d'un ilot CpG a son extrémité 5, le promoteur de reelin ne
contient pas de boites TATA et CAAT mais bien 7 séquences consensus du facteur
de transcription Sp1 et 2 séquences consensus pour AP2.

La derniére partie de notre travail consistait a définir la distance génétique
entre le géne reeler et celui codant pour la protéine Cdk5. Lorsque l'on s'est aperqu
qu'une souris knock-out pour le géne cdk5, produite par Ohshima et al., (1996),
présentait un phénotype similaire a reeler, certaines questions se sont posées.
Certains pensent que Cdk5 pourrait interagir avec Reelin mais d'autres estiment
qu'il est vraisemblable que le knock-out affecte l'expression du géne. Cette
seconde hypothese est d'autant plus plausible que la distance séparant les deux
genes est faible. La distance mesurée est de 0,8 cM (0,2-2,4 pour l'intervalle de
confiance a 95 %) ce qui nous permet de dire que cdk5 est le gene connu le plus
proche de reelin.
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IV.2. PERSPECTIVES

La mutation Albany 1

Les analyses effectuées dans ce travail tendent a montrer que la mutation
Albany 1 se localise en amont du géne affectant peut étre un site d’activation de la
transcription de reelin. La confirmation de ces résultats est bien entendu la
premiere étape a franchir. A cette fin, il nous semble nécessaire de recommencer
les analyses par Southern afin de conforter les résultats obtenus précédemment.
Une augmentation la diversité des digestions nous parait également
indispensable pour compléter la carte de restriction de I'ADN génomique
contenant le géne reeler. Pareille analyse n’est toutefois pas des plus aisée car
I'obtention de souris RelnAlbl homozygotes toujours vivantes, au moment ou le
phénotype reeler apparait, est difficile.

Si la localisation de la mutation Albany 1, suspectée ici, se confirme, cet
allele pourrait étre un excellent modele d’étude des facteurs agissant dans
’expression d’un gene. De plus, s'il s’avere exact que la mutation Albany 1
n’affecte pas le messager, ceci nous pousserait a vérifier 1’hypotheése selon laquelle
une diminution de la Reelin suffit, a elle seule, pour provoquer la pathologie.

Le promoteur de reelin

La détermination compléte de la séquence du promoteur permettrait de
prédire quels sont les facteurs de transcription agissant potentiellement sur
I’expression du géne. Mais plus encore, la caractérisation du promoteur est une
étape trés importante car elle ouvre la porte a une étude permettant de confirmer
de maniere irrévocable que le phénotype de reeler est bien d a une anomalie de

la Reelin.
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En effet, 'obtention d’animaux transgéniques reeler ayant intégrés une copie du
geéne reelin fonctionnel, devrait permettre de restaurer le phénotype sauvage. Le
transgéne pourra étre construit a partir de 'ADNc complet de reelin, du
promoteur de ce géne et généralement du premier intron de la globine inséré
entre le premier et le second exon de reelin. Cet intron est connu pour faciliter,
apres insertion du transgene, la transcription de ce dernier (Behringer et al., 1987;
Brinster et al., 1988; Palmiter et al., 1991).

Les interactions de Reelin

Pour jouer son role de stabilisation de la structure architectonique, il
faudrait que la Reelin interagisse avec les neurones soit directement via un
récepteur, soit indirectement via d'autres protéines. Dans l'hypotheése la plus
simple, Reelin transmettrait son message d'organisation directement en se liant a
un récepteur qui lui est spécifique a la surface des neurones. En 1991, une
nouvelle mutation de phénotype proche de reeler est apparue spontanément.
Baptisée Scrambler, la mutation supposée affecter le produit d'interaction avec la
Reelin a été cartographiée sur le chromosome 4 de souris. Le clonage de ce geéne
est maintenant une priorité et permettrait sans doute de mieux comprendre les
mécanismes de la migration cellulaire neurale lors du développement
embryonnaire.

De maniere tout aussi surprenante, une souris knock-out cdk5 reproduit,
parmi d’autres, les mémes symptdmes que les souris reeler. Le géne a été mappé a
environ 0,8 cM de reelin, ce qui permet de penser que la construction trangénique
aurait pu affecter, 2 plus ou moins grande distance, l'expression du gene
reelin.Cependant, une autre hypothése a vérifier, serait l'implication de la
protéine Cdk5 dans une cascade de réactions impliquant la protéine reelin.
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ANNEXE 1 : Séquence de la reelin

10 20 30 40 50 60 70
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 12345
GGGGCGTCGC GTGCACACCG GCGGCGGCGG CGCTCGGAGG CGGACGACGC GCTCTCGGCG CCCGCGGCCC CGGTT -208
CCCCCCGCGC TCTCGCTCCG GCGGCCCAAA GTAACTTCGG GAGCCTCGGT CTCCCGCTAA CTTCCCCCCG CGGGC  -133
TCGGTTGCCC GGACCCGCTC GGCTCGAGCC CGCCGCCGGC TCGCCTTCCC CGCACGCGGC TCCTCCGTGC CGGTG -58
CCTCCGAAAG TGGATGAGAG AGCGCGCGGG GCGCGCGGCG GCACGGAGCG CGGCGGCATG GAGCGCGGCT GCTGG 18
M E R G C W
GCGCCGCGGG CTCTCGTCCT GGCCGTGCTG CTGCTGCTGG CGACGCTGAG GGCGCGCGCG GCCACCGGCT ACTAC 93
A P R A L V L A V L L L L A T L R A R A A T G Y Y
CCGCGCTTCT CGCCTTTCTT TTTCCTGTGC ACCCACCACG GGGAGCTGGA AGGGGATGGG GAGCAGGGCG AGGTG 168
P R F S P F F F L C T H H G E L E G D G E Q G E \Y
CTCATTTCCC TGCACATTGC GGGCAACCCC ACCTACTACG TACCGGGACA GGAATACCAT GTTACAATTT CAACA 243
L I § L H I A G N P T Y ¥ V P G Q E Y H v T I S T
AGCACCTTCT TTGATGGCTT GCTGGTGACG GGACTCTATA CCTCGACAAG CATCCAGTCT TCTCAGAGCA TTGGA 318
S T F F D G L L VvV T G L Y T s T S I Q s S Q § 1 G
GGCTCCAGCG CCTTTGGATT CGGGATCATG TCCGACCACC AGTTTGGTAA CCAGTTTATG TGCAGTGTGG TGGCC 393
G S S A F G F G I M S D H Q F G N Q F M c s VvV vV A
TCTCATGTGA GTCACCTGCC TACAACCAAC CTCAGCTTTG TCTGGATTGC CCCACCAGCT GGCACAGGCT GTGTG 468
S H VvV s H L P T T N L § F V W I A P P A G T G C \Y
AATTTCATGG CTACTGCAAC ACATAGGGGC CAGGTGATTT TCAAAGACGC ACTGGCCCAG CAGCTGTGTG AACAA 543
N F M A T A T H R G Q vV 1 F K D A L A Q Q L C E Q
GGAGCTCCCA CAGAGGCCAC TGCTTACTCG CACCTTGCTG AAATACACAG TGACAGTGTG ATCCTACGAG ATGAC 618
G A P T E A T A Y S H L A E I H S D § V I L R D D
TTTGACTCCT ACCAGCAACT GGAATTGACC CCCAACATAT GGGTTGAATG CAGCAACTGT GAGATGGGAG AGCAG 693
F D s Y Q Q L E L T P N I W v E C S N C E M G E Q
TGTGGCACCA TCATGCATGG CAATGCTGTC ACCTTCTGTG AGCCGTACGG CCCTCGAGAG CTGACCACCA CATGC 768
C G T 1 M H G N A V T F C E P Y G P R E L T T T (=
CTGAACACAN CAACAGCATC TGTCCTCCAG TTTTCCATTG GGTCAGGATC ATGTCGATTT AGTTACTCTG ACCCC 843
L N T T T A S vV L Q F § I G S G S C R F S Y S D P
AGCATCACTG TGTCATACGC CAAGAACAAT ACCGCTGATT GGATTCAGCT GGAGAAAATT AGAGCCCCTT CCAAT 918
S II'T V¥ S Y A K N N T A D W I Q L E K I R A P S N
GTGAGCACAG TCATCCACAT CCTGTACCTC CCCGAGGAAG CCAAAGGGGA GAGCGTGCAG TTCCAGTGGA AACAG 993
v s T V I H 1 L Y L P E E A K G E S V Q F Q W K Q
GACAGCCTGC GAGTGGGTGA GGTGTATGAG GCCTGCTGGG CCCTGGATAA CATCCTGGTC ATCAATTCAG CCCAC 1068
D § L R vV G E vV Y E A C W A L D N I L V I N S A H
AGAGAAGTCG TTCTGGAGGA CAACCTCGAC CCGGTCGACA CGGGCAACTG GCTCTTCTTC CCTGGAGCAA CGGTC 1143
R E VvV V L E D N L D P V D T G N W L F F P G A T \Y%
AAGCATAGCT GTCAGTCAGA TGGGAACTCC ATTTATTTCC ATGGAAATGA AGGCAGCGAG TTCAATTTTG CCACC 1218
K H § C Q S D G N S I Y F H G N E G S E F N F A T
ACCCGGGATG TAGATCTTTC TACAGAGGAT ATTCAAGAGC AGTGGTCAGA AGAATTTGAG AGCCAGCCCA CAGGA 1293
T R D V D L S T E D I Q E Q W S E E F E S Q P T G
TGGGATATCT TGGGAGCAGT AGTTGGTGCA GACTGTGGAA CCGTAGAATC AGGACTATCA CTGGTGTTCC TCAAA 1368
W D I L G AV V G A D C G T vV E S G L s L V F L K
GATGGAGAGA GGAAGCTTTG CACCCCCTAC ATGGATACAA CTGGTTATGG CAACCTGAGG TTCTACTTCG TTATG 1443
D G E R K L C T P Y M D T T G Y G N L R F Y F V M
GGAGGAATCT GTGACCCTGG AGTCTCTCAT GAAAACGATA TCATCTTATA TGCAAAGATT GAAGGAAGAA AAGAA 1518
G G I C D P G vV § H E N D 1 I L Y A K 1 E G R K E
CACATTGCAC TGGACACTCT TACCTATTCT TCCTATAAGG TTCCGTCTTT GGTTTCTGTG GTCATCAACC CTGAA 1593
H I A L D T L T Y S S Y K V P S L vV s Vv vV I N P E
CTTCAGACAC CTGCCACCAA ATTTTGTCTC AGGCAAAAGA GCCACCAAGG GTATAATCGG AATGTCTGGG CTGTG 1668
L QT P A T K F C L R Q K S H Q G Y N R N V W A \Y
GACTTCTTCC ATGTGCTGCC CGTTCTCCCT TCAACAATGT CTCACATGAT CCAGTTTTCT ATTAATTTGG GATGC 1743
D F F H vV L P vV L P S T M S H M I Q F S I N L G (@
GGCACACACC AGCCTGGGAA CAGCGTCAGC TTGGAGTTTT CTACTAACCA TGGACGGTCC TGGTCCCTAC TCCAC 1818
G T|H Q P G N s VvV s L E F S T N H G R S W S L L H
ACTGAGTGCT TGCCGGAGAT CTGTGCAGGC CCCCACCTCC CCCACAGCAC TGTCTACTCC TCAGAAAACT ACAGC 1893
T E C L P E 1 C A G P H L P R S T vV Y S S E N Y S
GGGTGGAACC GAATCACGAT TCCTCTCCCT AATGCAGCAC TCACCCGAGA CACCAGGATT CGCTGGAGAC AAACA 1968
G W N R I 7T 1 P L P N A A L T R D T R I R W R Q T
GGCCCAATCC TGGGAAATAT GTGGGCAATT GATAATGTTT ATATAGGTCC TTCGTGTCTC AAATTCTGTT CTGGC 2043
G P I L G N M W A I D N V Y 1 G P S C L K F C s G
AGAGGACAAT GCACTCGGCA TGGCTGCAAG TGTGACCCAG GATTTTCTGG CCCAGCTTGT GAGATGGCAT CTCAG 2118
R G Q C T R H G C K cC D P G F § G P A C E M A S Q
ACATTCCCAA TGTTTATTTC GGAAAGCTTT GGCAGTGCCA GACTTTCCTC TTACCATAAC TTTTACTCTA TCCGT 2193
T F P M F I S E S F G § A R L S S Y H N F Y § 1 R
GGTGCTGAAG TCAGCTTTGG TTGTGGTGTC TTAGCCAGTG GTAAGGCTCT GGTTTTCAAC AAAGATGGGA GGCGG 2268
G A E V S F G cC G V L A S G K A L vV F N K D G R R
CAGCTAATCA CGTCCTTTCT GGACAGCTCG CAGTCCAGGT TTCTTCAGTT TACACTGAGG CTGGGGAGCA AGTCT 2343
Q L I T S F L D S S Q S R F L Q F T L R L G S K S
GTGCTGAGCA CGTGCAGAGC CCCTGACCAA CCGGGGGAGG GAGTCCTGCT GCACTATTCA TATGACAACG GGATA 2418
vV L s T C R A P D Q P G E G vV L L H Y S Y D N G I
ACATGGAAAC TCCTGGAGCA CTATTCCTAC GTCAACTACC ACGAGCCCAG AATAATCTCT GTAGAGCTAC CGGAT 2493
T W K L L E H Y 8 Y vV N Y H E P R 1 1 S8 vV E L P D
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GATGCAAGAC AGTTTGGAAT CCAGTTCAGA TGGTGGCAGC CTTACCATTC TTCCCAAGGA GAAGACGTGT GGGCC 2568
D A R Q F G 1 Q F R W W Q P Y H S S Q G E D V W A
ATTGATGAGA TTGTCATGAC CTCAGTCCTG TTCAACAGCA TCAGTCTCGA CTTTACCAAT CTTGTGGAAG TCACT 2643
1 D E 1 vV M T S V L F N s 1 S L D F T N L V E V T
CAATCCCTGG GATTCTACCT TGGCAATGTT CAACCATACT GTGGCCATGA CTGGACGCTT TGTTTTACGG GAGAT 2718
Q S L G F Y L G N V Q P Y C G H D W T L C F T G D
TCTAAACTTG CCTCAAGCAT GCGCTATGTG GAAACACAGT CCATGCAGAT CGGAGCATCC TATATGATTC AGTTC 2793
S K L A S S M R Y V E T Q S M Q I G A S Y M I Q F
AGCCTAGTGA TGGGATGTGG CCAGAAATAC ACTCCTCACA TGGACAACCA GGTGAAGCTG GAGTACTCAG CCAAC 2868
S L V M G C G Q K Y T P H M D N Q V K L E Y S A N
CACGGCCTTA CATGGCACCT TGTACAAGAA GAATGCCTTC CCAGTATGCC AAGCTGCCAG GAATTTACAT CTGCC 2943
H G L T W H L vV Q E E C L P S M P s C Q E F T S A
AGCATTTACC ATGCCAGCGA GTTCACACAG TGGAGAAGAG TCACTGTTGT TCTTCCCCAG AAAACATGGT CCGGT 3018
S I Y H A S E E T 0 W R R V T V V L P Q K T W S G
GCCACCCGCT TCCGTTGGAG TCAGAGCTAT TACACAGCCC AGGATGAGTG GGCTTTAGAC AACATTTACA TTGGG 3093
A T R F R W S Q s Y Y T A Q D E W A L D N I Y I G
CAGCAGTGCC CCAACATGTG CAGTGGGCAT GGCTCATGTG ACCATGGCGT GTGCAGGTGT GACCAGGGAT ACCAG 3168
Q Q € P N M C S G H G s C D H G V cC R C D Q G Y Q
GGCACTGAAT GCCACCCAGA AGCTGCACTT CCTTCCACGA TTATGTCAGA TTTTGAGAAC CCGAGCAGTT GGGAA 3243
G T E C H P E A A L P § T 1 M S D F E N P S S§ W E
TCAGACTGGC AGGAAGTTAT TGGGGGAGAA GTTGTAAAGC CTGAGCAAGG CTGTGGAGTC GTGTCTTCTG GATCT 3318
S D W Q E V I G G E v vV K P E Q G e 6 V VvV § S G S
TCTCTGTACT TCAGCAAGGC TGGGAAGAGG CAGCTGGTGA GCTGGGACCT GGACACATCC TGGGTGGACT TTGTC 3393
S L Y F S K A G K R Q L VvV s W D L D T S W V D F \Y
CAGTTCTACA TCCAGATAGG AGGAGAGAGT GCTGCATGCA ACAAGCCTGA CAGCAGAGAG GAGGGCATTC TGCTC 3468
Q F Y I Q I G G E S A A C N K P D S R E E G I L L
CAGTATAGCA ACAACGGGGG CATCCAGTGG CACCTGCTGG CAGAGATGTA CTTCTCAGAC TTCAGCAAAC CCAGA 3543
Q Y S N N G G I Q W H L L A E M Y F s§ D F S K P R
TTTGTCTACC TGGAGCTCCC AGCTGCTGGG AAGACCCCTT GTACCAGGTT CCGCTGGTGG AAGCCTGTGT TCTCG 3618
F VvV Y L E L P A A G K T P € T R F R W W K P V F S
GGGGAGGACT ATGACCAGTG GGCCGTTGAT GATATCATCA TTCTGTCAGA GAAGCAGAAG CAGGTTATCC CAGTT 3693
G E D Y D Q W A V D D I I 1 L S E K Q K Q vV I P \Y
GTCAACCCAA CTTTGCCCCA GAACTTCTAT GAGAAGCCAG CTTTCGATTA CCCTATGAAC CAAATGAGTG TGTGG 3768
V N P T L P Q N F Y E K P A F D Y P M N Q M s V W
CTAATGTTGG CCAATGAAGG CATGGCTAAA AACGACAGCT TCTGTGCGAC CACGCCGTCA GCCATGGTGT TTGGA 3843
L M L A N E G M A K N D S F C AT T P S A M V F G
AAGTCAGATG GAGACCGGTT TGCAGTAACT CGAGATCTGA CCCTGAAACC TGGATATGTG CTGCAGTTCA AGCTA 3918
K § D G D R F AV T R D L T L K P G Y V L Q F K L
AACATAGGCT GCACCAGCCA GTTCAGCAGC ACTGCCCCGG TTCTCCTGCA GTATTCACAT GATGCCGGCA TGTCG 3993
N I G C T § Q F § S T A P V L L Q Y § H D A G M S
TGGTTTCTGT TGAAGGAAGG ATGCTTCCCA GCGTCAGCAG CCAAAGGATG TGAAGGGAAC TCCAGGGAAT TGAGT 4068
W F L L K E G cC F P A S A A K G C E G N S R E L S
GAGCCTACTG TCTATTATAC TGGGGACTTC GAAGAATGGA CTAGAATCAC CATTGCCATT CCAAGGTCCC TTGCA 4143
E P'T V Y ¥ T G D F E E W T R I T I A I P R § L A
TCCAGCAAGA CCAGATTCCG ATGGATCCAA GAGAGCAGCT CTCAGAAGAA TGTGCCCCCG TTTGGCTTAG ATGGG 4218
S § K T R F R W I Q E s s s Q K N v P P F G L D G
GTGTACATAT CTGAGCCTTG TCCCAGTTAC TGCAGTGGCC ATGGAGACTG CATCTCGGGG GTGTGTTTTT GTGAC 4293
v Y I S E P C P S Y C s G H G D C I s G VvV C P C D
CTGGGGTACA CAGCTGCACA AGGAACCTGT GTGTCAAACA CCCCTAACCA CAGTGAGATG TTCGACAGGT TTGAG 4368
L G1YX T A A Q G T C V § N T P N H S E M F D R F E
GGGAAGCTAA GCCCACTGTG GTACAAAATC ACCGGGGGTC AGGTTGGCAC GGGCTGTGGC ACCCTCAATG ACGGC 4443
G K L s P L W Y K I T G G Q V G T G C G T L N D G
AGGTCCCTCT ACTTTAATGG CCTTGGGAAA AGGGAAGCCA GGACAGTCCC ACTGGACACC AGGAATATCA GTCTT 4518
R 8§ L Y F N G L G K R E A R T ¥ P L D T R N I s L
GTTCAGTTTT ATATACAAAT TGGAAGTAAA ACATCAGGGA TTACGTACAT CACCCCACGG GCTAGATATG AGGGG 4593
vV QIF X I Q I G S K T 8§ G 1 T ¥ 1 T P R A R Y E G
CTTGTTGTTC AGTATTCCAA TGATAATGGG ATACTTTGGC ATTTGCTGAG AGAGTTGGAT TTCATGTCAT TCCTG 4668
L vV VvV Q Y S N D N G I L W H L L R E L D F M S F L
GAGCCACAGA TCATTTCCAT TGACCTGCCC CGGGAAGCAA AGACACCTGC CACAGCTTTC CGGTGGTGGC AGCCG 4743
E P Q1 I § 1 D L P R E A K T P A T A& F R W W Q P
CAGCATGGGA AGCATTCGGC CCAGTGGGCT TTGGGTGATG TCCTTATAGG AGTGAATGAC AGCTCTCAAA CTGGA 4818
Q H G K H S A Q W A L G D V L I G V N D S § QT G
TTTCAAGATA AATTGGATGG CTCCATAGAC TTGCAAGCCA ACTGGTATCG AATCCAGGGA GGCCAAGTTG ATATC 4893
F Q D K L D G S I D L Q A N W Y R I Q G G Q VvV D I
GACTGCCTCT CTATGGACAC TGCCCTTATA TTCACTGAAA ACATAGGAAA CCCTCGCTAT GCTGAGACCT GGGAC 4968
D C L s M D T A L 1 F T E N I G N P R Y A E T W D
TTCCATGTGT CAGAGTCAAG CTTCTTACAG TGGGAAATGA ACATGGGCTG CAGCAAGCCT TTCAGTGGTG CCCAC 5043
F H V s E 8§ S F L Q W E M N M G C S K P F § G A H
GGCATACAGC TCCAGTACTC TCTGAACAAC GGCAAGGACT GGCAGCTTGT CACCGAAGAG TGTGTCCCTC CAACC 5118
G I Q L Y S L N N G K D W Q L V T E E cC VvV P P T
ATTGGGTGCG TGCACTACAC AGAGAGTTCA ACTTACACAT CAGAAAGATT CCAGAACTGG AGGCGGGTCA CGGTC 5193
I G Cc vV H Y T E S S T ¥ T 8 E R F Q N W R R V. T \Y
TACCTGCCAC TCGCCACCAA TTCTCCCAGG ACTCGGTTCA GATGGATTCA GACCAACTAT ACTGTTGGAG CAGAT 5268
Y L P L A T N S P R T R F R W I Q T N Y T V G A D
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TCCTGGGCTA TTGATAATGT CATCCTGGCC TCGGGCTGTC CTTGGATGTG CTCAGGACGA GGGATCTGTG ATTCG 5343
S W A I D N V I L A $ G C P W M C S G R G I C D S
GGGCGCTGTG TGTGTGACCG GGGCTTCGGT GGACCCTTCT GTGTTCCTGT TGTTCCTCTT CCCTCCATTC TAAAA 5418
G R C V cC D R G F G G P F C v P V vV P L P s I L K
GATGATTTCA ATGGGAACTT ACATCCTGAC CTTTGGCCTG AAGTGTACGG GGCAGAGAGG GGCAATCTGA ATGGC 5493
D D F N G N L H P D L W P E vV Y G A E R G N L N G
GAAACCATCA AATCCGGAAC ATGTCTGATC TTTAAAGGGG AGGGACTAAG AATGCTTATT TCCAGAGATC TAGAT 5568
E T I K S G T C L I F K G E G L R M L I S R D L D
TGCACCAATA CTATGTATGT CCAGTTCTCT CTCCGATTTA TAGCGAAAGG TACCCCAGAG AGGTCTCACT CCATC 5643
C T N T M Y V Q F S L R F 1 A K G T P E R S H S I
CTTCTACAGT TCTCTGTCAG TGGAGGAGTC ACCTGGCACC TGATGGATGA ATTCTACTTC CCTCAAACGA CCAGG 5718
L L Q F s VvV S§ G G V T W H L M D E F Y F P Q T T R
ATACTTTTCA TCAATGTTCC CTTACCATAC GGTGCCCAAA CCAACGCTAC AAGATTCAGA CTCTGGCAAC CGTAC 5793
I L F 1 N V P L P Y G A QT N A T R F R L W Q P Y
AATAATGGTA AGAAAGAAGA AATCTGGATC ATTGATGACT TTATTATTGA TGGAAACAAT TTGAACAACC CCGTG 5868
N N G K K E E I W I I D D F I 1 D G N N L N N P v
CTGCTGCTGG ACACGTTCGA CTTTGGGCCC AGGGAAGACA ATTGGTTTTT CTATCCGGGT GGTAATATCG GACTT 5943
L L L D T F D F G P R E D N W F F Y P G G N I G L
TACTGCCCGT ATTCTTCAAA GGGAGCTCCT GAGGAGGATT CGGCCATGGT GTTTGTTTCA AACGAAGTTG GAGAA 6018
Y C P Y S § K G A P E E D S A M V F V s N E V G E
CACTCCATTA CCACACGAGA CCTAAGTGTG AACGAGAACA CCATCATTCA ATTTGAGATC AATGTTGGCT GCTCC 6093
H § 1 T T R D L s V N E N T I I Q F E 1 N V G C S
ACTGATAGTT CTTCTGCTGA TCCGGTCAGA CTGGAATTCT CAAGGGACTT TGGAGCCACC TGGCACCTGC TGCTG 6168
T D S8 S S A D P V R L E F S R D F G A T W H L L L
CCTCTCTGCT ACCACAGCAG CAGCCTCGTC AGCTCCTTAT GCTCCACTGA GCATCACCCG AGCAGCACCT ACTAC 6243
P 1§ C ¥ H § S S L V S § L C S T E H H P S § T Y . §
GCGGGGACCA CCCAGGGCTG GCGGCGGGAG GTCGTGCACT TCGGAAAGCT GCACCTTTGT GGATCTGTGC GTTTC 6318
A G T T Q G W R R E V V H F G K L H L C G § V R F
CGTTGGTACC AGGGATTTTA TCCTGCTGGC TCTCAGCCGG TCACATGGGC CATTGACAAT GTCTACATTG GTCCC 6393
R W Y Q G F Y P A G S Q PV T W A I D N vV Y I G P
CAGTGTGAAG AGATGTGCTA TGGGCACGGG AGCTGCATCA ATGGAACCAA GTGTATATGT GACCCGGGCT ACTCT 6468
Q C E E M C Y G H G S C I N G T K c 1 ¢ D P G Y S
GGGCCAACCT GTAAAATAAG CACCAAAAAT CCTGATTTTC TCAAAGACGA CTTTGAAGGT CAACTGGAAT CCGAT 6543
G P T C K I s T K N P D F L K D D F E G Q L E s D
CGATTCTTAC TGATGAGCGG TGGGAAGCCG TCTCGTAAGT GTGGCATCCT TTCCAGTGGG AACAACCTCT TCTTC 6618
R F L L M S G G K P S R K C G I L S § G N N L F F
AATGAGGACG GCTTGCGCAT GCTAGTAACA CGGGACCTGG ATTTATCACA TGCAAGGTTT GTGCAGTTCT TCATG 6693
N E D G L R M L VvV T R D L D L S H A R F vV Q F F M
AGACTGGGAT GTGGTAAAGG TGTTCCAGAC CCCAGGAGCC AGCCCGTGCT TCTGCAGTAC TCCCTCAATG GCGGC 6768
R L 6 C G K G Vv P D P R S Q P V L L Q0 Y S L N G G
CTCTCCTGGA GTCTTCTTCA AGAGTTCCTC TTCAGCAACT CCAGCAATGT GGGCAGGTAC ATTGCCCTGG AAATG 6843
L § W S L L Q E F L F 8§ N S S N V G R Y I A L E M
CCCCTGAAAG CCCGTTCTGG TTCGACACGC CTCCGCTGGT GGCAGCCATC TGAAAATGGG CACTTCTATA GCCCC 6918
P L K A R § G S T R L R W W Q P S E N G H F Y S P
TGGGTGATCG ACCAGATTCT TATTGGAGGA AATATCTCTG GTAATACAGT CTTAGAAGAT GATTTCTCAA CTCTG 6993
W V I D Q I L I G G N I S G N T V L E D D F S T L
GACAGCAGAA AGTGGCTGCT TCACCCAGGA GGCACCAAGA TGCCTGTGTG TGGCTCCACA GGCGATGCCC TGGTC 7068
D § R K W L L H P G G T K M P VvV C G § T G D A L \Y
TTTATTGAAA AGGCCAGCAC CCGTTACGTG GTCACGACAG ACATCGCTGT GAATGAGGAC TCATTCCTAC AGATA 7143
F I E K A S T R Y V v T T D I AV N E D S F L Q I
GACTTTGCTG CCTCCTGCTC AGTCACAGAC TCCTGCTATG CTATTGAACT GGAGTACTCG GTGGATCTCG GTCTG 7218
D F A A S C s vV T D s C Y A I E L E Y S V D L G L
TCGTGGCACC CGCTGGTGAG GGACTGCCTG CCTACCAATG TTGAGTGTAG TCGTTACCAC CTGCAGCGGA TCCTG 7293
S W H P L V R B € L P T N V E C s R Y H L Q R I L
GTGTCAGATA CTTTCAACAA GTGGACCAGA ATCACTCTGC CCCTGCCTTC CTACACCAGG TCTCAAGCCA CTCGT 7368
vV § D T F N K W T R I T . P L P S Y T R S Q A T R
TTCCGCTGGC ATCAGCCAGC GCCTTTTGAC AAGCAGCAGA CCTGGGCAAT AGATAATGTC TATATTGGGG ATGGT 7443
F R W H Q P A P F D K Q Q T W A I D N V Y I G D G
TGCCTAGACA TGTGCAGTGG CCACGGGAGA TGCGTCCAGG GAAGCTGTGT CTGTGATGAA CAGTGGGGAG GCCTG 7518
C L D M C 8§ G H G R C V. Q G s C V cC D E Q W G G L
TACTGTGATG AGCCTGAGAC CTCCCTTCCC ACCCAGCTCA AAGACAACTT CAACCGAGCC CCCTCCAACC AGAAC 7593
Y C D E P E T S L P T Q L K D N F N R A P S N Q N
TGGCTGACTG TGAGCGGTGG GAAGCTGAGT ACAGTGTGTG GGGCTGTGGC TTCCGGCCTG GCTCTCCATT TCAGT 7668
W L T V S G G K L S T vV C G A V A S G L A L H F S
GGGGGCTGCA GCCGATTGTT AGTCACTGTG GATCTGAACC TCACCAATGC TGAGTTTATC CAGTTTTACT TTATG 7743
G G C s R L L v T V D L N L T N A E F 1 Q F Y F M
TATGGATGCC TCATTACGCC GAGCAACCGT AACCAGGGAG TCCTGCTGGA GTACTCTGTC AATGGAGGCA TCACC 7818
¥ G C L I T P S N R N Q G V L L E Y S V N G G 1 T
TGGAACTTGC TGATGGAGAT TTTCTATGAC CAGTACAGCA AACCTGGATT TGTGAATATC CTTCTCCCTC CTGAT 7893
W N L L M E 1 F Y D Q Y s K P G F vV N I L L P P D
GCTAARAGAGA TTGCCACTCG CTTCCGATGG TGGCAGCCAC GACATGATGG CCTTGACCAG AATGACTGGG CCATT 7968
A K E 1 A T R F R W W Q P R H D G L D O©Q N D W A 1
GACAATGTCC TCATCTCGGG CTCTGCGGAC CAGAGGACAG TCATGUTGGA CACCTTTAGC AGCGCCCCAG TACCA 8043
D N V L 1 s G S A D Q R T V M L D T F 8 S A PV P
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CAGCATGAGC
Q H E R
TCAGTGAATG
S V N E
CTCTGTGGCA
L C G s
CAGTTCAAGA
Q F K 1
GACTTTGGCG
D F G V
CAACCGTCTG
Q P S V
CCTGTAAGAT
P V R F
TGTTTGGACA
C L D N
AACTGCTACT
N C Y L
TGGATGTCCT
W M s L
GGATCCACTG
G s T V
ATCGGCAGTG
1 G S E
ACGGATGGAG
T D G G
ATCCTCCTGC
I L L P
CTCGTGGTTT
L VvV v s
AGCCAACTGG
S Q L V
AGGACAGCAG
R T A G
GCACTCTCCT
A L S S
ACTTCATGTG
T 8§ C G
CAGACCCAGT
Q T Q C
AATGCTGTCA
N A V N
TTCCGCTGGA
F R W I
TGTCCCAAGC
C P K L
GACGACTGCT
D D C s
GCCAACTGGG
A N W E
TCGCTCTACT
S L Y F
ATGTTTGTCT
M F V L
GACAAAGCAG
D K A V
GACTTCACAC
D F T Q
TGGCAGCCAC
W Q P R
CGCAAACAAA
R K Q N
CTTAGGCGAT
L R R Y
AACACCTCTC

TGTACCCCAC
GCGTCCGTGG
ARAAAACGTT

GGTCACCGAG

20
4
GCTCCCCCGC
S P A
AGAATTGGCT
N W L
GCCATGATGG
H D G
TCTCTGTTGG
S V G
TGAGCTGGAG
S W S
TGTTCTTCCC
F F P
TTAGGTTCTA
R FP Y
ACTGTGGAGG
C G G
TAACTCACAG
T H S
TGGAAGGCGG
E G G
TGAGACAAGC
R Q A
AGAACAACAT
N N M
GAATCACTTG
I T W
CTGAGGGGGC
E G A
CCGGGGTGGG
G V G
TGGACACTTT
D T F
GATTCTGTGG
F C G
CCCGAGAGCT
R E L
GTGACCTTCA
D L H
GCCTACCTTC
L P S
ACAGCTCAAG
S § s
TCCAGAAGGG
Q K G
TCTGCAGCGG
cC § G
CTGTCTTCAG
vV F S
AAACCATCCA
T I Q
TTAATGGTTG
N G C
TGCAAATTGG
I G
TACTGCTGCA
L L Q
AAGCTCAGCG
A Q R
GCCACAATGG
H N G
ATTACATGAT
Y M M
ACCCATGAAG
P

ACTGCATCTG
CTTCCCACAC
AAATTGTGAT
TAAGCACAAA

CTATTTAAGT

30
6789
AGACGCTGGC
D A G
CTTCCATGAT
F H D
ACGAGAGGTG
R E V
ATGCAAAGTG
CcC K V
TTATTTAGTC
Y L V
AACTGAAGGG
T E G
CCAAAAGTAC
K Y
CCACGGAGAC
H G D
CCTGAAGACT
L K T
AAGCACTTGT
S T C
TATTACTCAA
I T Q
GACATCTTGC
T 8§ C
GACCTTGCTT
T L L
CCTCACCAAC
L T N
AGCGTGCGCA
A C A
CGATGACGAA
D D E
CAACCCATCC
N P S
CATTATACAG
I I Q
TTCCGTGATG
S V. M
CTCTTCCAAT
S § N
CTGGAAGAGG
W K R
AGAAGAAACC
E E T
GCATGGCTAC
H G Y
TCACGAGCTT
H E L
GGGTGGAGTG
G G V
TCAGATAAGG
Q I R
GAGCCCAGCC
S P A
GTACAGTGTC
Y § V
GGTGTCTTAC
vV 8§ Y
AACAGGTCAT
T G H
GAATTTTTCA
N F S
AATCCAAGTT

ATATCAGGAA
TGTGAGCTAA
CTGTTGTAAT
CATTTTTAAG

AGACTGTATT

40

7890
CCTGTTGGAA
P V G R
GACTGTACAG
b C T V
TATGCAGTGA
Y A V T
CCTGAAAAAA
P E K 1
CCTCAGTGCT
P Q C L
TGGAAAAGGA
W K R I
TCAGATGTGC
S D V Q
TGCCTAAAGG
C L K E
TTCCTGAAGG
F L K E
ACAGAGTGCG
T E C G
GACTTAGATC
D L D L
CATCGGCCTG
H R P V
CACGAGATGG
H E M D
ACAACTCGAC
T T R L
GTGGGCACTG
V G T G
GGCTCCTCCC
G S S H
TTCCACCTCT
F H L Y
CCAGGATACA
P G Y M
CTGGAGTACA
Iy E ¥ T
AGCATTGGCT
s 1 G C
ATCACCATCC
I T I Q
GAGAAGCAAA
E K Q s
TGCACCACAG
cC T T G
CCTAGTTACA
P § Y 1
ATCGGAAGTG
I G s G
CAAGCTGCCA
Q A A T
CAGACAGACA
Q T D s
AACAATGGCA
N N G 1
CACGTCCCCC
H V P L
GATCAATGGG
D Q W A
CGGCAACATG
R Q R G
TATTTCCCTT

ACAAAGATGA
TGATGTGTGG
ATCAGTTACA
ATCTTATGTT

TCAGCTCTGT

50
9
GAATTGCTTT
I A F
TGGAAAGATT
E R F
CTCATGACCT
H D L
TTGCCCAGAA
A Q N
TACCCGCCGA
P A D
TCACCTACCC
T ¥ P
AGTGGGCAAT
W A I
AACAGTGTAT
Q C 1I
AGCGCTTTGA
R F D
GGGTCCTCGC
vV L A
TCAGAGGTGC
R G A
TCTGCCGGAA
C R K
ATTTCCAGAA
F Q K
TTCGCTGGTG
R W W
GACAACATTC
Q H S
ATGAAGAAAA
E E N
ACTGGCCAAA
W P N
TGATGCAATT
M Q F
CCAAGGATGC
K D A
GCTCCCCGTT
s P F
AGCTCCCAGA
L P D
GCTGGGCCAT
W A I
GGGCCGTCTG
A VvV C
TTAAAGATAA
K D N
GCTGTGGCCA
cC G Q
CCAAGCCACT
K P L
GTTGCAACAG
C N S
TCACCTGGCA
T W H
TGGAAGCTCG
E A R
CTTTGGACCA
L D H
GGCTCAGGCA
L R H
TCCAGCGTAC

AGGACTTGGC
TTTCTCTGCA
GTGGCAGTAT
TTAAGTGGCA

CTCTTGTTTA

60
18
TGAAATGTTC
E M F
CTGTGACTCG
cC D s
GACGCCCACT
T P T
TCAAATTCAC
Q I H
CCCAAAGTGT
P K C
GCTTCCTGAA
L P E
TGACAATTTC
D N F
CTGTGACCCA
cC D P
CAGTGAGGAG
S E E
CGAGAACACT
E N T
AAAATTCCTG
K F L
GGAAGGCGTG
E G V
ATACATTTCT
Y I S
GCAGCCTTTT
Q P F
TGATTGGTGG
D W W
CTGGAGTTTT
W S F
TAAAAAGAAG
K K K
TAAAATTGTG
K I V
AAGGTCCGAT
R S D
CCAGTTCCAT
Q F H
CCACGTCTCG
H V s
CGACCACGTG
D H V
CATCTGCGAT
I C D
TTTTGAATCA
F E S
GCTGGCGCCC
L A P
GGACCTCACT
D L T
CGACCTCAGC
D L s
CGTCATCGCT
vV I A
GATGAAAGGA
M K G
TGTGGAGGTC
vV E V
CTTCTACAAC
F Y N
AATGTGTCCC

GAACAGAAAG
CATAAGTAAA
TGAGAATAAG
TTTTAGCACA

ATATGAATAA

70
7

TTAGAAGACA
L E D K
CCAGATGGTG
P D G V
GAGAACTGGA
E N W I
GTGCAGTTTT
vV Q F s
TCTGGAAGCG
S G s V
AGCTTAACGG
S L T G
TACCTTGGCC
Y L G P
GGCTACTCAG
G Y S G
ATCAAGCCTG
I K P D
GCACTCTATT
A L Y F
CAGTACTGGG
Q Y W G
CTGCTGGACT
L L D F
GTGAGGCACG
V R H D
GTCATCAGCA
vV I S N
AGCAGAAATC
S R N H
TACCCTAATG
Y P N A
GACAAGACCC
D K T H
GTGGGTTGTG
vV G C E
TCCTGGCAGC
S W Q L
GAAGCCACCA
E A T 1
TCAAGTGCCA
S §S A T
TACATCGGAG
Y I G E
GAAAGCTTCC
E S F Q
GCAAGAGTCA
A R V T
TATGCCCATG
Y A H G
CGAGCAAGCA
R A S K
GGCCCCCACA
G P H T
CAGCACCAGC
Q H Q P
GTTCTACTGC
V L L R
GTCCTAGTAA
vV L V s
AGAAGACGAA
R R R R
TTCCTGGTTT

CCCTTCGAGA
TGTCTTCACG
AAATAGTTTA
GTATTTAACA

GTTCTCGTCG

AAACT
T
TCATG
M
TCATG
M
CTACT
T
TTTCT

S
GGAAT
N
CTGGA
G
GGCCA
P
ACTTA
L
TTGGG
G
GACGT
R
TCTCT
S
ACTAC
Y
ATGGG
G
ATCCA
P
CAGTA
\Y
ACAAT
N
AAGCC
A
TCGTG
\
TTTAT
Y
CACAG
Q
AGGCT
A
AAGGT
G
CTGAA
E
GAGAT
D
AAATT
I
CCGCG
A
CGAAG
K
GCTGG
W
GCACT
T
GGTCG
S
TTTGA

TCTTG
TCAGT
ACAGG
TTGTT

TTTGT

8118
8193
8268
8343
8418
8493
8568
8643
8718
8793
8868
8943
9018
9093
9168
9243
9318
9393
9468
9543
9618
9693
9768
9843
9918
9993

10068

10143

10218
10293
10368
10443
10518
10593
10668
10743

10818
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CCTTTATGTA
GACTTTGACC
GTCTCCTTAA
TCAGATATTT
TAAAACAATT
GACTTGTAAA
TTCTGATGAG

GCACTCTAGG

20

7890
TTCTTCTCTA
TACTTGTATT
TATGCTCCTT
TCTACTTAAA
TTTTAATGTG
ATGGTGGATG

GTGGAGCCAA

CTGAACCATG

30

4567890
CCGTATAACA
ATGCAGAAAG
AACACGTATG
AAATTGTGGA
TTCTGTGGCC
TTTCCCTCAC
CACCAGCAAA

CTAAAAGCCC

40
4567890

CACTGAAACT
TTAATGCAGA
TTGATGTAGC
TGAACGCCCT
GTTTTACTGA
TGTGTTCTCT
GTATGATGGC

ATGCTTAAAT

50
7890

GTATCTACTT GCTGTGTTGC

TACCTATTCA
ATCATTTTGT
ATCTCCCTCC
CAGTAACTGC
TCGTGGGTTG
CCTGTAGCCT

AAAAAATG

60
456789

AGATGATAAC
GGATAGGAAA
CACAGTGAGT
CATTTCGTGT
TTTCCTTGTG

CTGACTAGTC

70
P

AATATTTTGC
TGTAAAGACA
AAAAATGTTT
CCCCATTACC
CTGTGGTAAC
GGTCATAGTC

CTGAAACAGA

TGCTG
CTGCT
GACCT
TTGTC
AAAGT
ATACC

AGGCT

10893
10968
11043
11118
11193
11268
11343

11391
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Annexe 2

LISTE AMORCES PCR REELIN

PS : lettres en italique si erreur par rapport séquence cDNA

Nom amorce | Séquence amorce (5’ -> 3’°) Size | TM (°C)
(2AT+4GC)

UPF CCT CCG CAC CTT CTT AAA GCC 21 66
CplUPF GGC_TTT AAG AAG GTG CGG AGG 21 66
UPA -> GGC GTC GCG TGC ACA CCG G 19 68
UPD2 <- GCG TCG TCC GCC TCC GAG CG 20 72
UPB <- GGA GGC ACC GGC ACG GAG GAG 21 74
Signall -> CTG CTG CTIG GCG ACG CTC AG 20 68
Signal2 <- CTC AGC GTC GCC AGC AGC AG 20 68
4.14 <- GTG ATG GGT GCA CAG GAA 18 56
Cpl4.14 -> TTC CTG _TGC ACC CAC CAC 18 58
SAND1 -> AAG_AAT TCT GTG CAC CCA CCA CGG G 25 78
RNASPL1 <-| GCA ATG TGC AGG GAA ATG AGC 21 64
4.5 -> GAT GEC TTC OTt GG ACS 18 58
Cpl4.5 <- CCG _TCA CCA GCA AGC CAT C 19 62
IRO7 <- AGA CTG GAT GCT TGT CGA GG 20 62
CplIRO7 -> CCT CGA CAA GCA TCC AGT C 19 60
4.9 <- GGC CAC CAC ACT GCA CAT 18 58
Cpl4.9 -> ATG TGC AGT GTG GTG GCC TC 20 64
4.4 <- AAA ATC ACC TGG CCC CTA 18 54
VDEB1 -> AAG AAT TCA TAG GGG CCA GGT GAT TTT 27
SPOND1 -> | ACG CAC TGG CCC AGC AGC TG 20 68
SPOND2 <- AGC TGC TGG GCC AGT GCG TC 20 68
SAND2 TTT CTA GAT TAA GCA GTG GCC TCT GTG GG 29
CpISAND2 CCA CAG AGG CCA CTG CTT ACT C 22 70
GD4-6 <- GGT CAA TTC CAG TTG CTG 18 54
Cpl4-6 -> TAC CAG CAA CTG GAA TTG ACC 21 62
12E -> CAA CAA CAG CAT CTG TCC 18 54
Cpl12E <- GGA CAG ATG CTG TTG TTG TG 20 60
12F -> CCA TTG GGT CAG GAT CAT G 19 58
12H <- TCT CCA GCT GAA TCC AAT CAG C 22 66
Cpl12H -> GCT GAT TGGC ATT CAG CTG GAG 21 64




12G <- ACT CGC AGG CTG TCC TGT TTC C 22 70
12K -> ATC CTG GTC ATC AAT TCA GCC 21 62
12B <- CTT GAC CGT TGC TCC AGG 18 58
12C -> CCT GGA GCA ACG GTC AAG 18 58
1211C ATA GCT GTC AGT CAG ATG GG 20 60
1211A <- GAA CTC GCT GCC TTC ATT TCC 21 64
1211B -> GGA AAT GAA GGC AGC GAG TTC 21 64
11A -> GTC AGA AGA ATT TGA GAG CCA G 22 60
11B <- CTC TCA AAT TCT TCT GAC 18 50
N11A GTA GTT GGT GCA GAC TGT GG 20 62
2T7.4 GAA CCT CAG GTT GCC ATA ACC 21 64
27A GGA ATC TGT GAC CCT GGA 18 56
VDEB2 AAT CTA GAT TAG ATG ATA TCG TTT TCA TGA GAG A 34

27B ACC TTA TAG GAA GAA TAG G 19 52
N27A <- GGC 'TCT PTT GOC TGA GAC 18 56
N27B GTC TCA GGC AAA AGA GCC 18 56
N27C -> CAA TGT CTC ACA TGA TCC AG 20 58
8E TCT ACT AAC CAT GGA CGG 18 54
CpI8E -> CTA CTA ACC ATG GAC GGT CC 20 62
8A -> TCA CGA TTC CTC TCC CTA 18 54
8D <- TAG GGA GAG GAA TCG TGA 18 54
8B TGG CAG CCA TGC CGA GTG 18 60
8F -> TTA TAT AGG TCC TTC GIG TCT C 22 62
8C -> CAC TCG GCA TGG CTG CAA 18 58
4113A -> GAT GGC ATC TCA GAC ATT CC 20 60
4113B <- GGA ATG TCT GAG ATG CCA TC 20 60
13C <- GAT AGA GTA AAA GTT ATG 18 46
13D -> ACA GCT CGC AGT CCA GGT 18 58
RL22A <- GCT CAG CAC AGA CTT GCT CC 20 60
RL22C -> CCT GCT GCA CTA TTC ATA TG 20 58
SK2 -> CTG GAG CAC TAT TCC TAC 18 54
RL22B -> ACG_TCA ACT ACC ACG AGC C 19 60
SK14 -> GAG CTA CCG GAT GAT GCA 18 56
SK15 -> GOC TTA COR “I'IC TIC UCR 18 54
SK13 <- TGA CTT CCA CAA GAT TGG 18 52
SK16 -> AAT CCC TGG GAT TCT ACC 18 54
SK1 <- GGA AGT TTA GAA TCT CCC 18 52




SK9 <- ATG TAA GGC CGT GGT TGG 18 56
CpISK9 -> GGA ACC ACG GCC TTA CAT GG 20 64
SK8 <- 90 CTG GCA GCT TGG CAT 18 56
CpISK8 -> GTA TGC CAA GCT GCC AG( 18 58
EGF2A -> GTC AGA GCT ATT ACA CAG CC 20 60
EGF2D «<- GCT GTG TAA TAG CTC TGA CTC C 22 66
EGF2F <- TGC ACA CGC CAT GGT CAC ATG 21 66
EGF2B «<- GAA GGA AGT GCA GCT TCT GG 20 62
EGF2C -> CCA GRA GCT GCA CTT CCT TC 20 62
NEGF2C <- | GAC TCC ACA GCC TTG CTC 18 58
NEGF2D -> | TGT GGA GTC GTG TCT TCT GG 20 62
NEGF2A <- | CTG GAC ARA GTC CAC CCA GG 20 64
NEGF2B <- | GTC AGG CTT GTT GCA TGC 18 56
CpIN2B -> GCA TGC AAC AAG CCT GAC AG 20 62
DOM23E <- | AGA AGT ACA TCT CTG CCA GC 20 60
DOM23AB?? | GGG TAA TCG AAA GCT GGC 18 56
DOM23C -> | AGG ACT ATG ACC AGT GGG 18 56
DOM23D <- CCC ACT GGT CAT AGT CCT C 19 60
DOM23AB?? | TTG TCT ACC TGG AGC TCC 18 56
IRO1 -> GAA ACC TGG ATA TGT GCT GC 20 60
IRO12 <- TTC CTT CAA CAG AAA CCA CG 20 58
CplIRO12 ->| GTC GTG GTT TCT GTT GAA GG 20 60
EGF3A -> CAG CTC TCA GAA GAA TGT GC 20 60
EGF3C «<- GCA CAT TCT TCT GAG AGC 18 54
EGF3D <- TCC ATG GCC ACT GCA GTA AC 20 62
EGF3B «<- TGT CGA ACA TCT CAC TGT GG 20 60
LikeOrl -> AAG CCA GGA CAG TCC CAC TG 20 64
42C -> TTG GAA GTA AAA CAT CAG GG 20 56
42B -> GGA TTA CGT GCA TCA AAC CAC (A et CC) 21 62
42A <- GTG GTT TGA TGC ACG TAA TCC (GG et T) 21 62
DOM34A -> | AAG CAA AGA CAC CTG CCA CG  (A) 20 62
DOM34C <- CTG_TGG CAG GTG TCT TTG CTT C 22 68
DOM34B <- | GCA AGT CTA TGG AGC CAT CC 20 62
7.7Gap2 -> CCA AGT TGA TAT CGA CTG CC 20 60
IROS -> GGC ATA CAG CTC CAG TAC 18 56
CplIROS <- | GTA CTG GAG CTG TAT GCC 18 56
EGF4A -> 67 TGG AGC AGA TTC CTIG GG 20 62




EGF4C -> CCT GIT GIT COCT CTT CCC TC 20 62
EGF4E -> GGG AAC TTA CAT CCT GAC C 19 58
7.7Gapl <- AGG TCA GGA TGT AAG TTC CC 20 60
N55A -> CCA GAG ATC TAG ATT GCA CC 20 60
N55B <- 5GT GCA ATC TAG ATC TCT GG 20 60
D12-55B -> GGC ACC TGA TGG ATG AAT TC 20 60
D12-55C <- GAA TTC ATC CAT CAG GTG CC 20 60
D12-55A <- TGT ACG GTT GCC AGA GTC TG 20 62
552A <- GTC ATC AAT GAT CCA GAT TTC 21 58
552B -> GAA ATC TGG ATC ATT GAT GAC 21 58
PIE2B -> ATA TCG GAC TTT ACT GCC CG 20 60
PI1E2A «<- GTG TTC TCG TTC ACA CTT AGG 21 62
P1IE2C -> CCT AAG TGT GAA CGA GAA CAC 21 62
D12-38A -> GAT AGT TCT TCT GCT GAT CCG G 22 64
D12-38B <- | AGC ATA AGG AGC TGA CGA GG 20 62
3ReAl <- 3CT CBG GTC ATC CTC AGT 18 58
N38A <- GTA CCA ACG GAA ACG CAC AG 20 62
N38B -> CTG TGC GTT TCC GTT GGT AC 20 62
53.17 <- CAG CAG GAT AAA ATC CCT 18 52
Cpl53.17 -> | AGG GAT TTT ATC CTG CTG 18 56
VDEB3 -> 2 _AAG AAT _TCC TGA TTT TCT CAA AGA CGA 28

CplVDEB3<- | AGT CGT CTT TGA GAA AAT CAG 21 58
FAKE4B CGA TTC TTA CTG ATG AGC GG 20 60
311A GAA GCC GTC TCG TAA GTG 18 56
FAKE4A CTT GCA TGT CAT ARA TCC AGG 21 58
311H TGC AGT TCT TCA TGA GAC TGG 21 62
7.8Gap2 CCT CTC CTG GAG TCT TCT TC 20 62
311B GCA ATG TAC CTG CCC ACA 18 56
311C TGG AAA TGC CCC TGA AAG 18 54
311D GCA _TCT TGG TGC CTC CTG 18 58
311G CAG ARA GTG GCT GCT TCA CC 20 62
IROS ACG TGG TCA CGA CAG ACA TCG 21 66
311E TGA ACT GGA GTA CTC GGT GG 20 62
Cpl311E TCC ACC GAG TAC TCC AGT TC 20 62
IRO10 CTA CAC TCA ACA TTG GTA GGC 21 62
EGF6A TTG _ACA AGC AGC AGA CCT GG 20 62
7.8Gapl GGC AAC CAT CCC CAA TAT AG 20 60




EGF6D GAC TGT GAG CGG TGG GAA GC 20 66
PTEG.1 CCT GGC TCT CCA TTT CAG TG 20 62
PTE6.2 CAC TGA AAT GGA GAG CCA GG 20 62
Like22D CCT CCA TTG ACA GAG TAC TC 20 60
Like22A AGT ACT CTG TCA ATG GAG GC 20 60
Like22B TTA GCA TCA GGA GGG AGA AG 20 60
53.14 ACT GGG GCG CTG CTA AAG 18 58
43.2 CAG ATG GTG TCA TGC TCT 18 54
Cpl43.2 ACA GAG CAT GAC ACC ATC TGG 21 64
PA7 CTA CTG ACT TTG GCG TGA GC 20 62
53.13 GA AGA ACA CAG ACG GTT 18 54
Cpl53.13 AAC CGT CTG TGT TCT TCC 18 54
EGF7C AAG TAC TCA GAT GTG CAG 18 52
EGF7E TCA GGC TGT GAG TTA AGT AGC 21 62
EGF7D TTT GAC AGT GAG GAG ATC 18 52
53.12 TTC TCA CTG CCG ATA CGT 18 54
Cpl53.12 GAC GTA TCG GCA GTG AGA AC 20 62
43.4 ATG ACA TCT TGC CAT CGT 18 52
53.9 GTG AGG CAC GAC TAC ATC 18 56
Cpl59.9 GGA_TGT AGT CGT GCC TCA CAG 20 66
IR0O6 TCR GAA TET TGT CCA GTG 18 52
VDEBS AAT CTA GAA GCA GAA ATC ATC CAA GCC 27

DOM78 TCC TGC TGT CCT TAC TGC 18 56
CplDOM78 ATG CAG TAA GGA CAG CAG G 19 58
IRO4 GGC TGT ATA ATG AGC TCT 18 52
CplIRO4 AGA GCT CAT TAT ACA GCC AG 20 58
PTES.1 ATT &TC GTC GOTr T6T GAR GC 20 60
PTES.2 CCT TGC ATC CTT GGT GTA 19 58
53.6 CCC GTT CCA GTT CCA TGA AG 20 62
Cpl53.6 TCA TGG AAC_TGG AAC GGG 18 56
Orl5 AGA AGG GAG AAG AAA CCG AG 20 60
CplOrl5 CTC G6T TTC TTC TCC CTIT CT 20 60
46C CTG_GGC TCC CAA TTT GCA AGA C 22 68
Orl3 AGC TTG TCT GBA GTC CIT CG 20 60
CplOrl3 CGA AGG ACT TCA CAC AAG CT 20 60
46B AGC TTG CGT GAA GTC CTT CG 20 62
53.7 CAT TET GEC ET6 GoT GOC 18 60
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53.18 GGG CTT TGG ACC ATG TGG 18 58
CD2A ATC TGC TAC TTA GCG TCC TGC 21 64
CD2B GCA GGA CGC TAA GTA GCA GAT 21 64
1 CD3 GTA AGG CAA CCC AGA TCA AGC ATA AGA CGT 30 /
CD1 GTA AGG CAA CCC AGA TCA AG 20 60
EXONG6PB AGA GTA AGG T 10 28
CplEXONG6PB| ACC TTA CTC T 10 28
PLUS6B TGC GAG TGC TTA _CTA GGA CG 20 62
MOINS6B GTT TGC GAG TGA GGA CGA C 19 60
53.11 CGA AGG TCG CTT AGG CGA 18 58
Cpl53.11 TCG CCT AAG CGA CCT TCG 18 58
VDEB7 AAT CTA GAT CAT GGG TAT CGC CTA AG 26 74
53.5 CTT TCT GTT CGC CAA GTC 18 54
53.1 GTT TTA GAC AAG GTA ATG GG 20 56
P1-E46A ATG TCT GCC TCG CAA ATT GG 20 60






