Origine génétique de pathologies humaines et tests de diagnostic moléculaires

[bookmark: _GoBack]Exercice 1
1- D’après le document 1, quel est le mode de transmission de cette maladie ?
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Document 1 : arbre généalogique d’une famille atteinte de mucoviscidose

2- Le document 2 nous informe sur la nature de la mutation qui est responsable de la mucoviscidose dans cette famille. De quel type de mutation s’agit-il ?
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Document 2 : nature de la mutation affectant le gène CF

3- Un test  génétique pouvant être pratiqué à partir d’un prélèvement sanguin permet d’établir un diagnostic moléculaire. Le résultat de test pratiqué sur les membres d’une autre famille constituée du père (P), de la mère (M), et de leurs 3 enfants (E1-E3) est présenté dans le document 3. En quoi consiste ce test et quelles en sont les différentes étapes?
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Document 3 : résultat du test de diagnostic pratiqué sur la famille F
Quel est le sens de migration de l’électrophorèse correspondant à la figure ci-dessus ?

4- A quoi correspondent les bandes marquées par les deux flèches ?
5- A quoi correspondent les bandes correspondant aux deux étoiles ? 
6- Expliquez l’origine des bandes correspondant aux deux étoiles ?
7- Quel est le génotype des différents membres de cette famille ? 
8- Le document 4 montre le résultat du séquençage d’une portion du gène CF de 2 enfants d’une même famille (non apparentées à la famille précédente) qui ont un frère aîné atteint de mucoviscidose. Qu’indique la flèche ? Quelle est la nature de la mutation dans ce cas ? Quelle peut être la conséquence au niveau de la protéine CFTR ?
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Document 4 : séquence partielle du gène CF de deux enfants d’une même fratrie

Exercice 2
Exploitation de documents   Comment l'utilisation des enzymes de restriction permet d'établir un diagnostic prénatal ? 
Un couple sain ayant un premier enfant atteint de drépanocytose voudrait savoir si leur futur bébé sera également atteint de cette maladie.
Document 1 : La drépanocytose est une maladie génétique due à une mutation du gène codant pour la chaîne  de l’hémoglobine.  On connaît une partie de la séquence de l’allèle non muté de ce gène :
-ACGTGGACTGAGGACTCCTCT -
Dans la séquence de l’allèle muté le triplet GAG est remplacé par le triplet GTG.

Document 2 : Réalisation d’un électrophorégramme 
Lorsque l’ADN codant pour la -globine est digérée par la Mst II, enzyme de restriction coupant l’ADN au niveau de la séquence CTGAGG, deux fragments de 1,1 kb et 0,2 kb sont produits, et sont facilement mis en évidence par électrophorèse.
Après prélèvement de l’ADN des quatre membres de cette famille, on le fait digérer par la Mst II. 
Les fragments d’ADN obtenus sont déposés sur un gel d’électrophorèse et migrent dans un champ électrique. On hybride ensuite avec une sonde caractéristique du gène de la -globine. On observe les résultats suivants : 

[image: untitled]

Question  : 
A l’aide des documents montrez comment on peut obtenir deux types de fragments d’ADN à partir d’un même gène, puis expliquez comment le résultat obtenu permet de répondre aux interrogations du couple.
D’après http://svt.prepabac.s.free.fr/specialite/oral_spe.htm
Exercice 3
Autre exemple d’exploitation d’une approche de RFLP dans le cas d’une pathologie héréditaire
Voici l’arbre généalogique d’une famille dans laquelle plusieurs cas d’une pathologie ont été diagnostiqués.

[image: Fig8_4]
Précisez en le justifiant quel est le mode de transmission le plus probable de cette maladie.
Un test génétique prénatal basé sur l’utilisation de la PCR a été mis au point pour établir le génotype des personnes susceptibles d’être atteintes ou de transmettre cette pathologie. Il tire parti du fait que la mutation la plus fréquente correspond au remplacement d’une proline par une sérine en position 126 de la protéine concernée. La séquence peptidique de la protéine normale au niveau des acides aminés 124 à 126 est la suivante : GNP
[image: ]
Le test utilise l’enzyme de restriction EcoRI dont le site de reconnaissance est G/AATTC. En vous aidant du code génétique ci-dessus, déduisez la séquence du gène dans cette région (donnez la séquence de l’allèle sauvage et celle de l’allèle muté).
Montrez sur un schéma quel pourrait être le résultat du test appliqué aux personnes II.1 et II.2 après l’électrophorèse.


Exercice 4
D’après un contrôle terminal GMI, partie « génétique » (durée conseillée : 40 min max)
Voici l’extrait d’une publication trouvée sur le site ORPHANET, un portail dédié aux maladies rares ou orphelines :
[…]La bêta-thalassémie (ou thalassémie bêta) est une maladie génétique de l’hémoglobine, substance contenue dans les globules rouges du sang qui permet de transporter l’oxygène à travers le corps. La bêta-thalassémie atteint surtout les personnes originaires du pourtour méditerranéen, du Moyen-Orient, d’Asie et d’Afrique noire. Elle atteint autant les femmes que les hommes. […]
La bêta-thalassémie est due à une anomalie de l’hémoglobine, une protéine contenue dans les globules rouges circulant dans le sang. Elle permet de transporter l’oxygène et de le redistribuer à tout l’organisme […]. L’hémoglobine est constituée de quatre « briques », appelées chaînes, assemblées entre elles : deux briques de type alpha et deux briques de type bêta. En cas de bêta-thalassémie, les chaînes bêta de l’hémoglobine sont produites en quantité insuffisante ou nulle, ce qui provoque une production insuffisante d’hémoglobine globale. […] Source : http://www.orpha.net

1- D’après les deux pedigrees présentés ci-dessous, précisez en justifiant votre réponse, quel peut être le mode de transmission de cette maladie héréditaire.
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Dans un article publié par John M. Old dans The Nucleic Acid Protocols Handbook 2000, VIII, 723-727, DOI: 10.1385/1-59259-038-1:723, ce chercheur spécialisé dans cette maladie présente la méthode qualifiée de « Amplification Refractory Mutation System » (ARMS), une méthode décrite initialement par Newton et collaborateurs en 1989.


Le schéma ci-dessous explique le principe de ce test de diagnostic :

[image: ]

Cette illustration représente de façon schématique la région chromosomique qui contient le gène de la -globine, la position de la mutation IVS1-5 (G>C) présente dans l’intron 1 (IVS1), la position des amorces utilisées ici, et la taille attendue des produits PCR correspondants.

2- A quoi sert le couple d’amorces B+M ?

3- En quoi le couple d’amorces E+D sert-il de contrôle ?

4- Décrivez les différentes étapes de la manipulation que vous effectueriez pour faire un test de diagnostic sur des échantillons sanguins d’individus différents

La figure ci-dessous montre le profil électrophorétique obtenu lorsque ce test a été appliqué à 15 personnes atteintes de -thalassémie : 
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5- A quoi correspondent les deux types de profil observables sur le résultat de cette électrophorèse ?

6- Comment expliquez-vous que bien que tous ces individus soient -thalassémiques, ils ne présentent pas le même profil ?

L’enzyme de restriction SmaI reconnaît la séquence CCCGGG. La mutation IVS1-5 (G>C) concerne la base indiquée en italique et soulignée. 

7- Précisez comment vous pourriez également utiliser le couple d’amorces B+D (dont la position définit un intervalle de 1700 pb) pour développer un autre test permettant de diagnostiquer cette mutation. Faites un schéma montrant les résultats attendus pour une personne hétérozygote pour la mutation IVS1-5 (G>C), et pour une personne ne portant pas cette mutation.
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