Theme 1/Partie A : Expression, stabilité et variation du patrimoine génétique
Chap 2: variabilité génétique et mutations de I'ADN

TP n°6 | Mutations et réparation de ['ADN

Le xeroderma pigmentosum (XP) est une maladie génétique héréditaire

rare responsable d’une sensibilité extréme aux rayons UV (ultraviolets).
S’ils ne sont pas totalement protégés de la lumiére du soleil, les malades
subissent un vieillissement accéléré de la peau et développent
inévitablement des Iésions des yeux et de la peau pouvant conduire a de
multiples cancers. La maladie multiplie en effet par 1000 le risque de
développer un cancer cutané.

Association des Enfants de la Lune

- On cherche a comprendre I’origine et le mécanisme de cette maladie, afin de mettre en
évidence des systémes de réparation de I'ADN.
Matériel & votre disposition Capacités et attitudes
< Ordinateur Exploiter des documents, mettre
+ Documents en relation des informations
% Logiciel Anagene + Fiche technique d’Anagéne Utiliser un logiciel de
% Logiciel Rastop + Fiche technique de Rastop modélisation de molécules
< Les fichiers enregistrés dans "Public—>SVT_Ficheux": Utiliser un logiciel de
¢ Données moléculaires pour RASTOP : fichier "adnmut.pdb" comparaison de séquences
et fichier "1vas.pdb" Extraire des informations
 Données moléculaires pour ANAGENE : fichier "Xpf.edi" Appliquer une démarche
explicative

de pour la démarche :

ek Ai
1

2.

4.

5.

Décrire a 'aide du doc 1 le phénotype (= caractéristiques d'un individu) d'un enfant de la lune

Exploiter les données moléculaires fournies pour identifier I'action des UV sur la molécule
d'ADN

- données : fichier "adnmu.pdb” : portion d'une molécule d’ADN apres action des UV.
Fichier a ouvrir dans le logiciel RASTOP

- l. aide pour traitement des données : utiliser les fonctionnalités du logiciel pour
colorer les différents nucléotides de ['ADN et pour afficher les liaisons hydrogenes

. Exploiter le document 2 pour comparer l'effet des UV sur les cellules de sujets sains et sur

celles de sujets atteints de Xeroderma pigmentosum et en déduire une hypothése sur
'origine de la maladie a 'échelle cellulaire.

Exploiter le document 3 et les données moléculaires fournies pour préciser votre hypothése
sur l'origine de la maladie.
- données : fichier "1vas.pdb” : modele moléculaire de la molécule Xpf fixée sur une
portion d'’ADN (fichier pour RASTOP)

- I aide pour traitement des données : utiliser les fonctionnalités du logiciel pour
colorer le modele moléculaire par chaines et pour modifier le mode de représentation de
['ADN.

Exploiter le document 4 et les données fournies pour tester votre hypothése.

- données : fichier "xpf.edi" : séquences nucléotidiques du géne Xpf chez un sujet normal Xpf norm et
chez des sujets malades xpf 1 a xpf 6. Fichier pour ANAGENE

6.

Synthése : classer les informations récoltées dans le tableau bilan et rédiger une synthése
organisée expliquant l'origine de cette maladie.



Document 1:

Le Xeroderma pigmentosum est une maladie génétique rare qui se manifeste par
une trés grande sensibilité aux rayons UV provoquant des dommages cutanés et
oculaires avec souvent I'apparition de cancers.

Elle se caractérise par I'apparition, des les premiers mois de vie, de rougeurs
séveres (de type coup de soleil) aprés une exposition, méme minime, au soleil. Ces
bralures ne cicatrisent pas bien et peuvent persister plusieurs semaines. La peau est
généralement trés seche et fine, d’'ou le nom de la maladie « xeroderma », qui
signifie « peau séche ». Le terme « pigmentosum » fait référence a I'aspect tres
pigmenté de la peau exposée au soleil. Chez les enfants atteints de XP, I'apparition
de cancers cutanés peut survenir dés I’age de 2 ans (et généralement avant 10 ans).
En I'absence de protection figl, la fréquence d’apparition de tumeurs cutanées est
en effet 4000 fois plus élevée chez les personnes atteintes de XP que dans la
population générale.

Document 2:

Des cellules non exposées aux UV sont prélevées chez des individus sains et des individus atteints de Xeroderma
pigmentosum puis soumises a différentes doses d’UV. Le nombre de diméres de thymine dans les cellules est alors
déterminé (graphique 1) ainsi que I'évolution du % de diméres dans les cellules au cours du temps (graphique 2).
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Document 3: Comparaison de la capacité de réparation de I'ADN chez des cellules de peau d'un individu sain et
d'un individu xérodermique.

Principe : On sait que les principaux dommages Cellules de peau normale
des UV au niveau de I'ADN sont des altérations (X100)

au niveau de deux nucléotides consécutifs T-T
(dimere T-T). Lors de la réparation, le dimere T-
T est remplacé par deux nucléotides séparés T et
T. La cellule utilise donc des nucléotides T
qu'elle puise dans le milieu.

Cellules de peau XP (X100)

Technique : On expose des cellules de peau d'un
individu sain et d'un individu xérodermique
mises en culture & un rayonnement Ultra Violet.

On introduit ensuite dans le milieu de culture des | o5 cellules sont équipées de systéme de réparation capables de
nucléotides T radioactifs (thymidine tritiée). On yatecter et de corriger des anomalies dans I'ADN. Ces systémes
évalue I'mc_orporatl_on de ce precurse'ur radioactif sont constitués d'enzymes appelées endonucléases. On en connait
pgr aqtoradlogrgphle. Les Zfones dg I,',A‘DN 130 chez I'Homme. Ces systémes enzymatiques sont indispensables
reparées apparaissent sous forme de “grains car certaines anomalies empéchent la réplication de I'ADN et

sombres au niveau des noyauix. On peut avoir entrainent rapidement la mort de la cellule touchée. La molécule
une idée de I'importance en quantité des ! pi u u . u

réparations effectuées en estimant le nombre de  Xpf est une enzyme de réparation de I'ADN.
grains par noyau.



Document 4:
Le gene Xpf est responsable de la synthése de la protéine XPF qui intervient dans la réparation des dimeéres de
thymine présents dans ’ADN. Le gene qui code I'enzyme XPf est porté par le chromosome 16 et posséde divers
alléles. Les personnes qui possédent I'allele xpf Norm ne sont pas malades alors que celles qui possedent |'un des
alleles xpfl a xpf6 en double exemplaire sont atteintes de Xeroderma pigmentosum a des degrés divers selon la
nature de l'allele gqu'elles portent.
On étudie différents alléles de ce gene.
» Lancer le logiciel Anagéne.
» Cliquer sur Fichier puis Ouvrir. Choisir "Xpf.edi". || apparait alors la séquence normale du géne Xpf et 4 alléles
de ce géne.
» Sélectionner les séquences que vous souhaitez comparer
» Cliquer sur traiter puis comparer les séquences et choisir alignement avec discontinuité.
» Avec les fonctionnalités du logiciel vous pouvez également si vous le souhaitez comparer les différentes
protéines synthétisées a partir des différents alleles...

%% % Attention !!! Quand vous fermez le fichier correspondant a une molécule, n'enregistrez pas les
modifications. !!!

Document 5: La thérapie génique : un espoir pour les enfants de la lune ?

Malheureusement, il n'existe aucun traitement, seules des mesures de prévention permettent de réduire les risques
et la gravité des cancers de la peau.

Mesures de précaution. Pour éviter ces cancers de la peau les enfants de la lune utilisent des écrans solaires en
grande quantité, soit un tube de créme par jour. Depuis juin 2007, quarante tubes sont remboursés par I'Assurance
maladie, les autres restant a la charge des parents.

Et la recherche ? Le seul espoir réside dans la thérapie génique. Le principe consiste a remplacer le géne |ésé par un
autre sain. Mais cette technique est difficile a mettre au point car il faut pouvoir reproduire des cellules de peau, les
modifier génétiquement et les greffer sur les malades sans qu'il y ait de rejet.

Cette technique a été testée avec succes sur les souris mais pour le moment aucun essai n’est prévu sur I'étre
humain.

Survie des cellules (appréciée a travers leur capacité a se multiplier) aprés exposition aux UV
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Aides a l'utilisation du logiciel Rastop

%% % Attention !!! Quand vous fermez le fichier correspondant a une molécule, n'enregistrez pas les
modifications. !!!

Colorer des nucléotides

- Cliquer sur I'icbne bleue « boules et batonnets »

- Dans la fenétre « Eléments » cliquer sur A (pour sélectionner les nucléotides contenant de I'adénine), puis sur le
bouton « Nouvelle sélection ».

- Cliquer alors sur l'icone de la palette de couleur et sélectionner la couleur VERTE.

- Recommencer les mémes opérations pour:

Le nucléotide T (pour sélectionner les nucléotides contenant de la Thymine) en JAUNE

Le nucléotide C (pour sélectionner les nucléotides contenant de la Cytosine) en ROUGE

Le nucléotide G (pour sélectionner les nucléotides contenant de la Guanine) en ORANGE

Afficher des liaisons hydrogénes

- Cliquer sur « Editer » « Sélectionner Tout ».

- Cliquer sur « Liaisons » « Liaisons hydrogéne » « Afficher ». Pour rendre les liaisons hydrogenes plus visibles, dans
la palette choisissez Liaisons hydrogéene et la couleur blanche.

Colorer différentes chaines

- Affichez la protéine XPf et la molécule d’ADN endommagée sur laquelle elle agit en sélectionnant le fichier 1vas
- Bien distinguer les deux brins de la molécule d’ADN de la protéine XPf.

Pourcela:

AbL

- Sélectionner le bouton Expression
Dans la fenétre, écrire : *b (pour selectlonner le brin B de la molécule d’ADN) et OK.
Choisissez la représentation boules et batonnets, colorez la en en sélectionnant Atome, Colorer par, Chaine.

AbL

- Sélectionner le bouton Expression
Dans la fenétre, écrire : *c (pour selectlonner le brin C de la molécule d’ADN) et OK.
Choisissez la représentation boules et batonnets, colorez la en en sélectionnant Atome, Colorer par, Chaine..

AbL

- Sélectionner le bouton Expression
Dans la fenétre, écrire : *a (pour selectlonner la protéine XPf) et OK. Choisissez la représentation sphéres, colorez la
en en sélectionnant Atome, Colorer par, Chaine.

- Faire ressortir I'anomalie de la molécule adnmut en choisissant un mode d’affichage approprié.
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- Ouvrir un fichier

[ 1|
- Sélectionner la palette de couleurs

- Dans le menu, remplacer « Atomes » par « Fond »
- Choisir la « couleur » blanche
- Remplacer « Fond » par « Atomes » et fermer la palette de couleurs



| 1érespé |

COMPTE RENDU T®

| Théeme 1 |

TABLEAU BILAN

Macroscopique

Phénotype
des enfants '
de lalune Cellulaire
Moléculaire
(réle de la protéine
impliquée)
Nom du géne touché
et localisation
chromosomique
Génotype
des enfants
de lalune Type de mutation

possible provoquant
la maladie

Espoir de traitement




Etape de la démarche
compétences mobilisées

Critéres de réussite

Evaluation

©

1) Décrire le phénotype
macroscopique d'un individu
atteint

- I’'ensemble des caractéristiques observables au niveau de
I’organisme. (--> signes cliniques) sont décrites.

2) identifier I'action des UV sur
I'ADN

Extraire des informations
Utiliser un logiciel de
modélisation de molécules

- traitement de l'image permettant de
visualiser les anomalies dans I'ADN :

- action des UV clairement identifiée

3) comparaison des effets chez
sujets sains et atteints de
Xeroderma conduisant a la
proposition d'une hypotheése
explicative

Extraire des informations
Raisonner
Formuler une hypothése

- les deux documents sont exploités

- analyse méthodique des graphiques : distinction claire entre sujets
sains et sujets atteints de Xeroderma /

- utilisation de valeurs pertinentes

- présence d'une déduction en lien avec la sensibilité aux UV pour le
premier graphique

- présence d'une hypothése explicative adaptée et cohérente avec
les données.

- Hypotheése portant sur un mécanisme cellulaire

4) préciser I'hypothése a l'aide
de données moléculaires

Utiliser un logiciel de
modélisation de molécules
extraire des informations
formuler une hypothése

- traitement de I'image permettant de comprendre quelles sont les
molécules associées

- le rGle de la molécule Xpf est compris.

- hypothese explicative précisée en
établissant une relation entre mécanisme et
molécule

5) valider I'hypothése a I'aide
des données génétique

Utiliser un logiciel de
comparaison de séquences
extraire des informations
raisonner, argumenter

- traitement adapté des séquences nucléotidiques, séquence de
référence correctement choisie.

- résultats décrits, pertinence (pas de données inutiles)

- les arguments en faveur de I'hypothése explicative sont donnés

6) synthése

organiser des informations dans
un but explicatif

- organisation logique des éléments de réponse : de la mutation du
gene Xpf a la sensibilité aux UV (ou l'inverse).

- les relations de conséquence (ou de cause) sont exactes

- tous les niveaux successifs d'explication sont présents

- les relations de conséquence (ou de cause) sont clairement
formulées : utilisation adaptée de connecteurs logiques : donc, ainsi,
par conséquent (ou parce que ..... )

- vocabulaire adapté

- texte grammaticalement correct et orthographe convenable




