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I-LE SUJET

A) BUT DE LA RECHERCHE

Ce sujet m'a été proposé par Roland Ouazana,
maitre de conférences a l'université Claude Bernard Lyon 1.
C'est celui d'un cours qu'il donne & des médecins en voie de
spécialisation dans le cadre du C.E.S. (certificat d'études
spéciales) de génétique du Pr J.M.Robert.

I1 souhaite le mettre & jour, et c'est dans
cette optique que j'ai réalisé pour lui ce travail.

Quant a moi, j'ai accepté avec intérét, ayant
une formation initiale scientifique.

B) INTRODUCTION DU SUJET

Le tissu conjonctif est trés répandu dans le
corps humain, il forme l'essentiel de la peau et des structures
articulaires comme les tendons, les ligaments, le cartilage;
c'est aussi un constituant de la cornée de 1l'oeil, des os, des
vaisseaux et de nombreuses enveloppes d'organes.

Or le composant principal de ce tissu est une
protéine, ou plutdét une famille de protéines: les collagénes.

Des anomalies a différents niveaux de la
synthése de ces protéines pourront donc avoir des conséquences
multiples pour tout l'organisme, qui se traduiront par des
maladies trés nombreuses et variées.

Dans ce cadre, notre sujet se limite aux études
sur la structure, la localisation chromosomique et 1'évolution
des génes des différents types de collagéne ainsi qu'a
l'identification de défauts au niveau de ces génes, et de leur
responsabilité dans certaines maladies héréditaires du tissu
conjonctif comme 1l'ostéogénése imparfaite.



Ces dix derniéres années, les progrés de la
recherche et des techniques en biochimie, en biologie
cellulaire et moléculaire, ont permis de faire avancer
considérablement les connaissances dans ce domaine.

C) PRECISION DU SUJET.

Une premiére approche m'a été nécessaire pour
mieux comprendre le sujet, et en particulier pour distinguer
les 4 maladies ou, actuellement, un défaut génétique du
collagéne est en cause.Ill s'agit de:

- Le syndrome d'Ehlers danlos type IV et VIIB.
L'ostéogénése imparfaite.

- La maladie de Marfan.

Le collagenome cutané familial.

Ceci a été possible d'abord grace aux
explications du Pr Ouazana lors de notre premiére entrevue, et
a la lecture de quelques articles qu'il m'a procuré.J'ai pu
aussi assister a son cours.

Ensuite, en salle de lecture de la bibliothéque
universitaire de médecine de Lyon Rockefeller, la consultation
de quelgques dictionnaires :

- MANUILA et collab.Dictionnaire frangais de
médecine et de biologie.Masson, 1970-72.4 volumes.

- Dictionnaire de médecine .Flammarion, 1987.

- JABLONSKI S.Illustrated dictionnary of
éponymic diseases and syndromes and their
synonyms.Saunders, 1969.

m'a permis:

- De traduire le sujet en anglais.

- D'éliminer les synonymes rencontrés. En effet
deux maladies étant connues depuis fort longtemps (le
syndrome d'ehlers-Danlos, par exemple, a été décrit
pour la premiére fois en 1682!) de nombreux synonymes
ont été utilisés au cours de leurs descriptions
successives.N'effectuant pas une recherche
rétrospective, j'ai dd éliminer ceux qui ne sont plus
usités actuellement.Ainsi j'utiliserai:

Ostéogenese imparfaite pour:
Syndrome de Lobstein
Syndrome de Vrolick
Ostéopsathyrosis
Maladie des os de verre



Syndrome d'Ehlers danlos pour:
Cutis laxa
Syndrome de Meekrin
Fibrodysplasie élastique généralisée

II-METHODE DE RECHERCHE

A) CHOIX DES INSTRUMENTS

Plusieurs considérations,liées au sujet,ont
guidé mon choix.

Ce sujet, je 1l'ai dit, est 1l'objet de nombreux
travaux depuis une dizaine d'années.Je m'attends a trouver de
nombreux articles récents, actualisant le cours.Certaines
caractéristiques communes aux domaines scientifiques font que
les périodiques et les congrés sont les supports principaux des
informations.L'anglais est la langue la plus couramment
utilisée dans ces communications.

I1 s'agira donc de rechercher surtout des
articles de périodiques ou des rapports de congrés, publiés
aprés 1980 et non seulement en frangais mais en anglais.

M.OQuazana nous confirme son intérét pour ce type
de documents et nous indique plus particuliérement les
publications de certains chercheurs (PROCKOP D.J.,CHU M.-L...)
sa préférence va & une recherche tendant & é&tre exhaustive
guitte a obtenir de nombreuses références.Tout ceci nous

oriente vers une recherche documentaire informatisée.

B)LA RECHERCHE MANUELLE

1.BIBLIOGRAPHIE DE DEPART

Nous recherchons en premier lieu quelques
documents faisant le point sur certains aspects de la question
et contenant une bibliographie de base:en anglais "review".De
tels articles se trouvent:



-Dans 1'E.M.C. (encyclopédie médico-chirurgicale).
-Dans l'index medicus (forme papier correspondant a
la base de données MEDLINE.décrite au par.IICl2a)
partie "bibliography of medical review"

2.BIBLIOGRAPHIES COURANTES.

La recherche dans les bibliographies courantes
spécialisées (par ex. l'index medicus cf Bl) présente
l'avantage d'étre gratuite mais je n'ai pas persévéré dans leur

~

consultation a8 cause de certains inconvénients:

-La perte de temps que cela occasionne, en
particulier, pour l'année en cours, il faut éplucher
chaque volume mensuel.

~-L'impossibilité de croiser plusieurs termes (ex. ici
collagene et géne)

C) LA RECHERCHE AUTOMATISEE

1 DEFINITION DES MOTS-CLEFS ET EQUATION DE RECHERCHE

Aprés avoir choisi avec M.QOuazana les mots et
concepts principaux du sujet, j'ai défini une premiére équation
de recherche en anglais:

COLLAGEN? OU PROCOLLAGEN?
1 ET GENE+
2 ET >1980
ET EHLERS-DANLOS SYNDROME
ET OSTEOGENESIS IMPERFECTA
3 0U 4 OU 5

1
2
3
4 3
53
6

En utilisant:

-?- comme signe de troncature limitée:remplace une
lettre quelconque.

-+- comme signe de troncature illimitée:remplace un
nombre quelconque de lettres.

-ET-OU~-SAUF~

Mais chaque base de données ayant sa structure
propre et étant interrogeable par l'intermédiaire de serveurs
différents ayant eux aussi leur propre langage d'interrogation,
cette équation générale a du étre reformulée pour chaque
interrogation.



D'autre part, lors d'une premiére interrogation
le nombre de références étant trop important,(de 1l'ordre de
10 000 pour la question 2) j'ai été amenée 3 introduire des
limitations supplémentaires:

- GENE+ devient GENE?

- Limitation aux résultats concernant le genre
humain.

- Limitation aux articles publiés en frangais ou
en anglais.

- Pondération des termes GENE et COLLAGEN qui
seront ainsi les sujets principaux des articles
retrouvés.

2 INTERROGATION DES BASES DE DONNEES

Trois bases de données ont é&té selectionnées
d'aprés leur importance et les domaines couverts.

2A MEDLINE

- Présentation de la base

MEDLINE = MEDical litterature analysis and retrieval system on-
LINE.

PRODUCTEUR:National library of medicine (N.L.M.), Bethesda,
U.S.A.avec la coopération de 1'IMA-INSERM pour la France.

DOMAINES:Biomédical et en particulier biologie, génétique,
biochimie qui sont intéressants pour le sujet.

DONNEES: Les articles de 3200 périodiques sont indexés, dont
100 frangais;69% des références sont en anglais.

NOMBRE DE DOCUMENT: 5,3 millions+300 000 par an.

DEBUT: 1966.

AIDE A LA RECHERCHE: La recherche des descripteurs se fait dans
le thésaurus MeSH ( medical subjects headings ).

-Interrogation

J'ai interrogé MEDLINE & la B.U. médecine de lyon
avec Melle Seguin, sur le serveur DATA-STAR.Nous avons
interrogé une partie seulement de la base: MEYY, qui contient
les références depuis 1977.



2B BIOSIS

-Présentation de la base
BIOSIS=BioSciences Information Service
PRODUCTEUR:BIOSIS, Philadelphie, U.S.A.

DOMAINES:Biologie, médecine, en particulier biologie
moléculaire, génétique qui sont intéressants pour le sujet.

DONNEES:9000 périodiques sont indexés ainsi que des actes de
congrés, rapports de recherche, ouvrages et brevets américains.

NOMBRE DE DOCUMENTS:5,7 millions+480 000 par an.
DEBUT(sur DATA-STAR):1970.
AIDE A LA RECHERCHE:BIOSIS search guide

-interrogation

J'ai interrogé BIOSIS au cours d'un stage de
formation & 1'URFIST de Lyon (service interuniversitaire de
formation 8 l1l'interrogation de banques de données).Une
possibilité intéressante: 1l'utilisation de "concepts codes",
qui recouvrent un sujet large, et permettent d'obtenir les
références appartenant & ce domaine.Ici j'ai utilisé CC03502:
genetics and cytogenetics general,et CC03508:genetics and
cytogenetics human, & la place de GENE?.

2C PASCAL

-Présentation de la base.

PRODUCTEUR:INIST~-CNRS, Centre de documentation scientifique et
technique, Paris, France.

DOMAINES:Sciences et techniques, en particulier sciences de la
vie et médecine qui correspondent au sujet.

DONNEES:Articles de périodiques, ainsi que de rapports
scientifiques, théses, comptes rendus de congrés.Interrogation
possible en frangais, anglais et espagnol( & partir de 1987 )
NOMBRE DE DOCUMENTS:6,5 millions + 430 000 par an.

DEBUT: 1973.

AIDE A LA RECHERCHE: Thésaurus bilingue frangais-anglais.



-Interrogation.

J'ai interrogé PASCAL & L'E.N.S.B. avec C.ANDRE, sur
le serveur TELESYSTEMES/QUESTEL.

3.EVALUATION DES RESULTATS.

Voici les résultats de ces interrogations:

MEDLINE BIOSIS PASCAL

1 COLLAGEN? OU PROCOLLAGEN?

2 1 ET GENE? MJ

3 2 ET LIMITATIONS 25 4 130
4 3 ET EHLERS-DANLOS 5 20 3
5 3 ET OSTEOGENESIS IMPERFECTA 19 16 17
6 30U 4 0U5 44 27 33

Comme il était & prévoir un certain nombre de
recoupements ont eu lieu entre mes différentes sources .

J'ai choisi les références pertinentes en
collaboration avec M.OUAZANA. En considérant unigquement les
références obtenues par les interrogation de bases de données,
le taux de pertinence obtenu est:

documents pertinents retenus 56

documents trouvés 104

En fait, la plupart des documents retrouvés
étaient en rapport avec le sujet, mais nous ne les avons pas
retenus car ils n'apportaient que des informations dépassées ou
redondantes. Le taux de pertinence est donc en réalité
supérieur a 53%, ce qui est normal compte tenu des nombreuses
limitations que j'ai été obligée de faire .

III-OBTENTION DES DOCUMENTS PRIMAIRES.

C'est cette derniére étape qui s'est avérée étre
la plus longue.



Pour la localisation des périodiques:

~J'ai utilisé le CCN sur CDROM.

~J'ai consulté les fichiers de périodiques des
B.U. médecine et B.U. sciences de Lyon, la plupart
des périodiques s'y trouvaient.

Pour l1l'obtention des documents:

~La plupart ont été photocopiés dans les
bibliothéques et centres de documentation de Lyon
suivants:
.BU médecine et BU sciences
.laboratoire de biologie cellulaire, Lyon I.
.Service de génétique de 1'Hotel Dieu.
-Les autres ont été demandés par le prét inter.

CONCLUSION

A l'issue de cette premiére partie de mon
travail, la recherche bibliographique, je peux déja tirer
quelques conclusions.

J'ai obtenu de nombreuses références qui sont
pour la plupart en anglais et qui font appel & des
connaissances que je maitrise peu, aussi ai-je choisi, en
accord avec M.OUAZANA et compte tenu de 1'objectif de ce
travail qui est la mise & jour de son cours, de réaliser une
synthése assez courte, et d'autre part de privilégier les
informations nouvelles par rapport au cours déja existant.

La liste de références est ordonnée selon un classement
systématique correspondant aux différentes parties du sujet,
avec un sous classement alphabétique par auteurs.Ceci pour plus
de clarté d'une part, et pour étre plus utile, d'autre part. En
effet, sous cette forme, il sera plus facile, pour moi lors de
la rédaction et pour M.OUAZANA par la suite, de s'y reporter ou
de la compléter.
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I - BREF RAPPEL DE LA STRUCTURE DU COLLAGENE

Le collagéne (Co) est la plus abondante des protéines
du corps humain, Cette molécule est composée de trois chaines alpha
associées en triple hélice, chacune d'une longueur approximative
de 1000 acides aminés (AA).

A / DIFFERENTS TYPES DE COLLAGENES

Actuellement, une vingtaine de chaines alpha ont été
identifiées, qui forment plus de 11 types de Co.

Ces types sont habituellement classés en 3 groupes:

~ Le groupe 1, de chaine Mr},95000, avec une triple hé-
lice de 300 nm { types I, II, III, V, K ).

- Le groupe 2, de chaine Mr;;95000, mais dont la triple
hélice est interrompue par des segments non hélicoidaux ( types IV,
vi, VII, VIII ).

- Le groupe 3, de chaine Mr<:95000 (types IX, X).

B / STRUCTURE ET SYNTHESE DU COLLAGENE

Une molécule de collagéne eat donc constituée de 3 chaines
alpha, Sauf pour les telopeptides, courtes régions des extrémités
d'une vingtaine d 'AA chacune, la structure polypeptidique de ces
chaines est caractéristique ¢ c'est la répétition d'un triplet Gly-
XY, Gly étant la glycine, X et Y étant le plus souvent de la pro-

line, de 1'hydroxyproline, de l'alanine,

Lors de la synthése du Co, les génes donnent d'abord nais-
sance 2 des chaines pro-alpha, qui sont de longs polypeptides de 1500
AA environ., Puis ces chaines pro-alpha vont s'assembler par 3 pour
former la molécule de procollageéne, celle-¢i comprend aux deux extré-
mités de la triple hélice de 297 nm de long sur 1,5 nm de diametre, deux
propeptides

- Le propeptide N-terminal comporte successivement un do-
maine globulaire, une triple hélice et un autre domaine globulaire.

- Le propeptide C-terminal, plus court, comporte seulement
un domaine globulaire,

Pour finir, le procollagéne a aussi un peptide signal,

La molécule de Co est obtenue par perte du peptide signal
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Grour 2 COLLAGEN MOLECULES

TERMINOLOGY USED FOR COLLAGENS®

12

Current Number of
terminology Older terminology unique chains
Type 1 Collagen 2
Type If Cartilage collagen 1
Type 1 " Embryonic collagen 1
Type IV Basement membrane collagen 2
Type V A-B collagen 3
Type VI SC collagen 3
[ntima collagen
Type VII LC collagen 1
Type VI EC collagen !
Type IX Type M collagen 3
HMW-LMW collagen
Type X G collagen 1

SC cartilage collagen
Tyvpe K (XD) la, 2a, 3a collagen

3

« SC. short chain; LC, long chain; EC. endothelial ceil; HMW,

hmh molecular weight; LMW, low molecular weight.

Chain M,
Collagen Cﬁuins Procollagen Collagen Molecular species
Type IV al(lV) 185,000 185.000 {a IV ha2(TV)
a2(1V) 170,000 170,000 [at{IV)];
[2(IV)]x
Type VI al{VD) 140,000 [ VDAV Da3(VH]
’ . a2(V]) (240,000} 140,000 [al(V1}];
al(Vh 140.000
Type VI al{VID K >170.000 laltVID]
Type VI 2 (180,000)  (180.000) ?
Groupr | CoLLAGEN MOLECULES
Chain M,
Collagen Chains Procollagen Collagen Molecular species
Type | al{l) 140.000 95.000 [alD]a2(D)
a2(h 125.000 95.000 [alth,
Type 11 al{ll) 140.000 95,000 laitiD];
Tvpe il al(Ii]) 140,000 95.000-110,000 {al{IID],
Type V al{V) 240,000 115.000 lalV1]La2(V)
a(V) 160,000 125,000 fa V),
al(V) ? ? fal{V)aZ{V)a3(V}}
Type K la 2 ? 2
2o ? ?
? ?

Ja
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Figure 5. Comme toutes les protéines, le collagéne est fabriqué a Vintérieur des celtules par traduction du message géneétique sur les

ribosomes.

{A). Ce schéma montre une cellule avec ses différentes organites: le collagéne étant destiné a 'exportation est sécrété dans des cavités de
réticulum endoplasmique qui vontdonner des vacuoles. Celles-cl se sontensuite déversées a la surface de la cellule, APintérieur d’'une cavité du
réticulum endoplasmique, chacune des chaines polypeptidiques de la triple hélice est synthétisée surun ribosome, puis s’associe pourformer ta
molécule définitive. En réalité, la chaine polypeptidique qui sort du ribosome estune pro-chaine «a, plus longue que la chaine définitive, etqul sera
coupée. L'assemblage dans la cavité des pro-chaines « donne une molécule de procollageéne.

(B). Ces schémas détaillent la structure des molécules de procollagéne et de collagéne, organisée en différentes portions. On remarquera que
tes peptides terminaux contiennent des petits domaines organisés en tripie hélice. inversement, ia molécule de collagéne a ses parties
terminales libres: ce sont les télopeptides. Gic et Gal représentent les sucres glucose et galactpse, qui sont liés aux hydroxylysines de {a triple
hélice. Man et GicNac représentent les sucres mannose et N-acétylglucosamine, qui ne figurentque sur fes peptides terminaux. (D'aprés Prockop
et aly



et clivage des deux propeptides.

A l'extérieur du fibroblaste, les molécules de Co vont

s'organiser en fibrilles puis en fibres et faisceaux de fibres.

On comprend qu'au cours de cette biosynthése complexe,

de nombreuses anomalies puissent arriver.

II - LES GENES CODANT POUR LES CHAINES PRO-ALPHA

A / LOCALISATION

On connait maintenant la situation d'un certain nombre
de ces génes : sept d'entre eux sont situés sur cing chromosomes.

Ils sont donc relativement dispersés dans le génome,

Pour les Co de type I, les génes codant pour les chaines
pro-alphal(I) et.pro-alphaZ(I) sont situés respectivement sur le
bras long du chromosome 17 et du chromosome 7.

Pour le Co de type II, les génescodant pour la chaine
pro-alphal(II) est situé sur le chromosome 12.

Pour les Co type III et type V, les génes codant pour
les chaines pro-alphal(III) et pro-alpha2(V) sont situés sur le long
bras du chromosome 2,

Pour le Co type IV, les génes codant pour les chaines pro-

alphat(IV ) et pro-alpha2(IV) si2gent sur le chromosome 13.

B / STRUCTURE

Chez 1'homme certains syndromes gemblent &tre liés a des
dysfonctionnements des génes du Co ou de leurs produits. L'analyse
de cette famille de génes au niveau moléculaire est donc importante

pour comprendre le mécanisme de ces états pathologiques.

Des portions de plusieurs geénes du Co dans différentes
éspéces ont été identifides. 90 % du Co des vertébrés est du type I
ce qui explique que les génes codant pour les chaines pro-alphai(I)
et pro-alpha2(I) furent les premiers & &tre identifiés, d'abord chez

le pouleég puis chez 1'homme,
4
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LOCALISATION DES GENES

A6

CHROMOSOME | REGION GENE
17 q21.3 —) q22 alphal(I) (coL1a1)
7 q21.3 —>q22 alpha2(I) (coL14a2)
12 q13.1 —>q13.2 alphal(II) (COL2A1)
q (Ou q14.3)
2 q24.3 —5q31 alphal(III) (COL3A1 et COLSA2)
(ou q23) et alpha2(V)
13 933 ——> a4 alphal(Iv)  (COL4A1 et COL4A2)
et alpha2(IV)

71

a1 (IV)
a2 (IV)
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Ces geénes sont caractérisés par leur longueur ( 18 000
paires de bases pour la chaine pro-alpha1(I) humaine et 38 000 pour
la chaine pro-alpha2(I) ) et surtout, l'existence d'un trés grand

nombre d'introns, alternant avec les régions codantes: les exons.

Nous allons décrire la structure du géne codant pour la
chaine pro-alpha?(I) du poulet:

Ce géne est long de 38 kb, et composé d'au moins 571 exons,
qui représentent seulement 10 % de la taille du géne. La taille des
exons varie de 48 paires de bases & 327 paires de bases, la taille
des introns varie de 81 & 2200 paires de bases, Si on divise ce gene
en régions codant pour les 6 domaines de la molécule de proCo voici

sa structure:

Région codant pour 1l'extrémité N-terminale

Six exons codent pour cette région, d'une longueur de 400bp
Elle contient les séquences (TATAAATA box et CCATT box ) éssentielles
4 1'initiation de la transcription. De courtes séquences ont été
remarquées, dont la structure pourrait expliquer la formation de
structures en épingle & cheveux,

Plus de 75 % du propeptide consiste en triplets de Gly-X-Y
formant une triple hélice, cette région étant entourée de 4 et 8

résidus non hélicoldaux, le peptide-signal étant formé de 26 résidus,

Région codant pour La triple hélice

41 exons codent pour cette partie. Leur structure est trés
homogéne, chacun étant un multiple des 9 paires de bases qui codent
pour le triplet Gly-X-Y. La moitié au moins de ces exons est long
de 54 paires de bases, soit 6 fois les 9 paires de bases correspon-

dant & 18 AA.

Région codant pour l'extrémité C-terminale

4 exons codent pour cette partie.L'exon 1 est 1e plus long,
1'exon 4 code aussi pour les 15 derniers résidus de la triple hélice,
les 15 résidus du telopeptidg,et le début du propeptide C-terminal.
Ils correspondent & 4 domaines fonctionnels du propeptidel les ré-
sidus de cystéine impliqués dans les liaisons entre et intra-—chaines
le site de clivage par la carboxypeptidase, le site de fixation
du carbohydrate.
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511] Geve pu Co pro-Q2(T)

Les AR cumclamtb o Pa );Ec'(,umu_,(yﬂDl\/ Ao

PRO®UTER
~4D6 . - . - ¢ . 1 . . -
CCCCC;;I‘:('C!CCC‘CKCC}!C&‘C');!C‘C‘CX‘lct‘zc‘c[c‘%goc‘oc;sc3352‘36&“[:‘["(:““]](:“['!lC.(Cl;BGll&l!!lllGllﬂa‘c&xt:“t‘
~286 . . - - - . - . - . . .
a;tca;-ttllc:tcctxana;celcnangt‘tccncg(cctc;nu;cn;gaac:talt!aégcc;ccgcc;ﬁ:ticctctt:cc(cccltcctccctcccxcgcccccccctcﬁ|n
166 . . - . . . . . . . . .

DU (] - [ SS—
ccccgca;:cgagcn;c;ccg;actg;gaccg;tgggcACQ(gltmgcgctg;ga]cogc;cgggcCc‘.cacgscgccscgcg@gct;clégccgccg;tgsftcgcagcc;t:5
- . . -

;;nccc!cctlnggcg;lgc;;;gcttglttalttt .

EXON 49

1 S. . - - - . . . . - . -

Agc:tccc‘gg;cn;cngsttxctgc(&a;tttggag!llctcctcgtn:ctg@cct50:gtcctgclgsteotngcca;ccacgtccgggg;ctctgcnacucu\;gng(cl;@
. - . . - . - )

- . - .

-46

121
ctagceegtagacATGCTCAGCTTIGTGGATACGCGGATTTIGTTGCTGLTCG CAGTAACTTCATACCTAGCAACAAG CCAAC
MetlenSerPhoValAspThrArgtlclenleulenlcoAlaValTbrSerTyrleuAlaThrSerGlnHis

1 . - . . . - .

gt !ct‘lcg,c!t3!165(3gcatg;;!g;cagcegglggtxgc{;tcctc;ctcclgcgcgcrc:g;&an

(~0.56 XB INCLUDING EXON 48 7 )
S A .

1 i -« . f . § . . - - . . . .
ccc‘l‘;:ga;‘c‘c:cl(cl(cgcccggccttcc;;ccg(5c;ceclcuu;gn;c;ctgccc(',ldcc‘cccccgcttc;ta(lanct;cttl]ci-tl;;;xgclggclgcg(llccc
1 SR . : : . b . . . : X
2

c;ac;l:tcccccaccg‘;cl‘ccct"égccgcc;s3gggc(cc;a‘cc;(g;gc.gcccc;tg;ccll;gcccga'u3cc‘c“c‘5gatc;lgccc‘;Aglglggtcctsgln f2r88
41 . * . . hd . T

oo A J
ceccggaggetgreccgececogaccoctotcctecccctagrgaoggoggcgyloggagegcctocgecgagelc
(~0.45 KH INCLUDING EXON 48 7 )
RION 48 04 *
ATGTGAGTGAG

isValSerGly

(~0.45 ki1 INCLUDING EXON 48 7 )

(S ks XDCL(:B@D MJ&J{\V@O) —_—
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3 - - - - - - - . . . - -

;gggt;.ug-((;cc-‘tclgccu;uctnnllttc-x(gcacg;ung;a!tllq.;-g-nctcnx;:glg-ltL{cnl!lntgc(-t.ttt;lagiclttlnlangtllnan:l(gcccc
l:! - - - . - . . A d “ 4 - *

:tttc&-cngltg;tcluttgtggltcn(alll:t(c-clntutanxacnctc(tcnccl‘;cxngt-e(tla«.g-gcuc-aggcnlgc(tzngt:tugslxgclgacns-lnxt;lcg
241 hd . . . . - N

ggl(stllg(lsllingllltln:;:(tsllcnl(3(:tlllllttn.n.n.ctga(at(((glncc(!lttLttcctnnltct:tgccx{ltclcltccux

. » v

EXON 47 2158 . R
GCATCTGCAGGG OGGAAG
AlaSerAiaGliyArglys

1 . - - - - . . . . . . .
;lungc-gctgcgl(tltctl3(g(;;ugn(g(ls-!;sc-t:t-:ntlt&cclg-:cagngtn;tut1Lt5(55.;{;(!ggalgac;a-g\;gucinnagttgttnxllcccn;tgct
122 - - - - - . - - - - . -
c.ct;ugaxgi;t:n;.:(gut-;g;n;agslccntggxgtgc:ttlgcttagctanacggt‘sntgc-ugctlnggltttangctgctx&atccnngsacngaa:leagcuttctgagn
241 - - - . - - L3 . B - . -
.ccc--c{g:l!conglllgazttcttgtt:llc-sg!gltLcttt;;ut;ggt:tggxg;gxtgaecag(acagcnglnlccltncAgn(ctgtagsgnlllgtngutAICClctltxt
361 . . . . . . . - . - . .
x(:glﬂll;:gtc!c:gt::nu(nlcng:c;;ttntcntgg-gcncn‘sacaunctgcc¢gag(ncltc(gtgcuglgntxgtlcagctgutgc-gxggtgacagtnﬁctaat::alt‘c
481 - . . - . . . . . . . -
(.gtugcAtntcguggc(Ant;n(lclccgtggtc.utlaslgllgsnccta1cct(gc|glcxxctlLtc:xt:ctcalglnc.ccnltqnttc:tc;ttttcctgtl(c:tcctlgtt
601 . . .
tetgtgatascteagttotgttttcticcanceg

EXON 46 233 . . .
T GGCCCTAGAGGAGACAAAGGG CCACAGGEAGAAAGG
GlyProArgGlyAsplysGlyProGinGlyGluArg

1 - . - L] - - - - - .

gtc:agtugta;att;tcntttnttt;tttgtggtctttgllcugt(gttggicsgtcngtn;ggnnangcxangt!xngctltt-atutgt((gszstactcgt

(~0.52 KB)
1 - - - - 4 . - - - . . -
gassgtttctteggtettagtatgetgacas
- . *

cntgttcttuzctglgtg:tgtg!;;ttltg!ntt:(tttggtnttgtcttctgaqattgsnl-Lgcctgltéct;nzagg-lgctnll

121 - . - - » . - -

lcnc‘at;lgnlctlctl;;gl;Agtgtttclntntggtcazctggltatt&gctrtgsncz:ccncx;c:tasntcl;ltlau(;cguxg-gnLgc;tlclttgttctgnngacngcsu
-+ . 3 . . “ . . . ) . .

241
;c;ttaltctscscltttganltctctllgltttcnunt;tgsntttcatc:agn(cnngtcatctgnaalsctgtgnLngc-xacctLgaccn;ctttgtgclttglgzglgnclgu;c

381 . ‘
gtaasggcasstattygcc -0 .45 XB)

1 . . - . . - - . . - . -

ucggcggnc;ggcasggcngl!Lsnac:c-ggctatgclcntt:tctgn
121 . ) - - -

1cxctgcagglttcazangct-ctttxtntsttcac(ttalnktccicgtittg‘c‘clag

catlagCCl(alulglgl{al!&CacalnIﬂgcagtgcllcaglﬁtutgclgttggtecclgntlglctcn
.

EXON 45 269 ¢ . . . . . - . .

GGTCLACCAGGTCCACCAGG CAGAGATGGTGAAGACGGCCCACCAGGTCCTCCAG S CCCCCCTOGTCCTCCAGGTCTTGGCGGA

GlyProProGlyPtoPrOGlyArgAspGlyGluAspGlyProProGIyProProGlyProPrnGlyProProGlchuGlyGly

1 - - - - . . . . . . . -
;t:lgncat;cnuucx(x1Lutllctgun&((gataattt\lgctttgtgltgnczaangncxgnutglnt-l((nctggcacgctgucut(c..ctggagngtagzgcnngcnatcttg

121 L - . . . . .

tgtcnttggcutc:gnltngtgg!ctcusltccaglgcuactctcc(tnggatctgtalcttcctcngcaacttLg;at

(~0.48% ¥RH)

1 . . . . . - . . - . - .

l!‘clc(CICCIQClgtglgelKlgClllalltllltt(lgtllllgc.nnccccnlclg(t(l(nll!gl‘!l!Clll‘ltlBlCt(gcllnlnlll{laltcllgtglgl‘llgglX(
. - . . .

‘2x - - - L4 » . *
t(clut(gtgttgcntgztnc(tctt(:cal(t(lg!g;lsluggctugl(gtgtgt(-gtc(ut-nggclllcattgattauuugg(gunnnn(cc‘xtgc-uLgcctzculgctcxnc
241 hd
agtccttatty «
{(~0.25 &)
1 - - - A - - * . . * . -

uccct!cc\nc!gualcanglc(tXclgg:sccagc(gautAgaa-l;xu(ltgta-uc;gg(cn{gtg(uctgagtttt:agtalg(tgcLxc.;c¢t=c(gtctugcn-alga;gt:n
121 L . . . - . - - N
1;gl(lcllgll;l!(xllsx(‘l!C!gt‘C(t(Ctgllg(ﬁ&gll‘lg‘lstglcl{llAll(ctnllllllglcllctlcag

© . .

EXON 44 {(JUNCTION AA# —16/3}) 383 . .
AATTITGCTGCTCAGTATGATCCATCTAAAGCGG CTGACTTTGGCCCCGGACCTATG
AsnPheAlnAlaGlnTyrAspProSerLysAleAlaAspPheGlyProGlyProMet

1 . - . . -
;(--gtuttlgl(!lg.cac[tggt--c(lgcntu:acatgtl((l:ag(gluctcczg {~1.35 ¥}
1 - - - A4 - * s - A - - -

Altcl&lgﬁgcl(xlgcugcu(ngltgnll‘allclglgCnggnnca&gtt(guatlugll(ntlgacta(a&l‘nglglnlnctlcll!asclatlgcctlttncngclllascll!(c

20
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121 . . + » « - . - . - - -«
an;at;-zgtgt;uacct:ccxgltcclngl:c;uc\gacnl!(llgcnc-lctctlztccxttcttlcchtlcttlll!lltthCtttCtlc(:ntnctc;tctt(;..g‘gt.“.
241 . . 3 . - - . - L] . - .
tB‘S“‘iac‘llcccc“l“'C‘|c°3‘1‘&‘“1‘l‘BXC':l“BICCKttllug!ctbgna‘tca(tcdclu;llﬂ[cl5lxlgllchlgglatgqgcclccglglg;ln‘ctct
363 . . . . - - . - . . . .
c::xg;t;-gct:ctai:gantgtgutzcc:sntcacz:g;!lclcgnccnc:x(gicqc.ttct:nntun(cic:cxg’:llcactszC¢tcngutct:ttunc:tcctcanattt;sl

- - L4 - - - - - . - . -

4351
11‘.‘(nttgcuc-ccxtn:gtt:ccattlitACCAg-&tlila;g--cs(c:ggxuca;‘lutnncngat;-gtttllsl!gtlglx!ltxxggt(lltltttt.allnltlcccl(tc

603

ttescotag
EION 43 (AA# 4/13) 23 0% - . . .
Ghl:lAAYGGGACLTAGAGGCCCACCTGGAGCATCTGGAC(TCCT -
GlyleouMciGlyProArgGlyProProGlyAl aSerGlyPro?co
1 . - - ° » - * » - .

stgggtlcugtcaltlttaslcxglasalsg-ttt(t!lc-(:cctgtc;.gtcxcezn-t¢gcttngcnuacnct-Acunxalcxcccttcltglctlg

455 . . o . *
GGTCCTCCTQGGTTTCAAGGTGTTCCTUGTGAGCCTGGTGAACCTGGTCAAACA
Gly?ro?:oﬁly?th!nGly?:lPrcGlyGluchGZyGlu?toGIyGlnTbr

€ION 42 (AAF 18/387

l - - - L4 : - L4 . - . - - -
gtaastncngatt!c:cutgt¢;Lc'ctlcllgcnttlgl:l&llu:t;t;-n;n'u;zctt;t-atxct!l;gcc!;ctlctcccl:cclttt;cttgctcttgnntxtttgltttggl
21 - - £ L L4 - . - . » - -

:«Ltcctgtt-ca;nllcasu;az;uucsttcntg!tclc(ccttcsg.
241 . - * -
:ltuct!lzgtc«gs1.cclg§;lngaanczcaccttgcl:;uctxantnctcun1ctgln!ttglcc;

‘lxgnncctc-c;¢¢g(gcnnlg;c:gl!a;t;tctl.xslccttgagtxg‘ttcn;xclcctgctxtgcc
. .

EXON 41 (AA#37/543 509 ¢ * A h - .
GGTCCCCAGGGTCCTCG]GGTCCCCCTGGTCCTCCAGGAAAGGCTGGTGAAGAT
GIyProGInGIyProAngIyPtoProGintoProGlyLyxAllGlyGlnA:p

- - E - . - -

1 - = - . .

;(Axgtcn!(algttt:zcl:ttcttt:agg;c:;tgltlcnlttxtngccttn«;t&;ttgt
- . . . -

tncgctnngc:!tctattggct:zc:cttl!acntl;ztct;tuat-tttx;tlg-n
. - . . . . .

ttautux;cccct;anxxAntttc&tluluzz:cnaunggtgc(3\ct(t(ggggusnAnalggltlal
. . . . .

tttun-n1ctctcc5sutlcntl|tttgxtttcctsluln:‘;ggqanug(
- . . ) . . .

241
1a€c(ncc:x|=tclc£scllx!tLanAgana!c: :cctant-:n:zltctttt1xa:aaana3ctttulglltltcl‘itlcss“&"““CCC‘c“‘5“““"“°t"c'
341
(vetteag
BXCH 40 (AA# $3/74) 563 - ° °
hd k]
e .
SGTCACCCTGGCA ACCTOGAAG AL TG TOAL AHGG TR TTOTGGTCCTCAS
GlyBisProGlylyeFrollyArgProGiyGluargGlyValAlsGlyProGln
1 . . - . .

dtragtagtgatctactgtotattacstgrants
gctctcatatcaritsaacctet {(~6.9 B IN
. CLUDING EXONS 39 TO 35)

1 .
x . R . .
. -
. .

gRFcceattetgigattet t s §8¢
19 ctgtgtgattatantgticaggclantgasgitactotgcasttgocctancactotggatactgatacagagetttat
.
EXON 34 (AA# 175/207) I
923 . . . - - - .
GGTGAAATCGGACCTGCTGE o .
GlyctuxlGGlvpraAl‘Glj:tzg?:gsC;CTACKGGTCCTGCTGGTCCAAGAGGAGAGATTVGACTTCCIbGTTCCAGTUGTCCTéTTGGCCCTF-
¥ 31y ProThrGlyProAlaGlyProAzgGlyGlolleGlyleuProGlySerSexGlyProValGlyP ;CC
ova yProPro
1 . . D) -
. -
t t < . .
gtgngtacctigccegtettistctatigloegatggatgcattitgagactgaattascenglatanttottttetgectecat
atag
EXON 33 (AA# 208/222) 1022 . hd
2 . .
QGCAACCCTGGTCCTAATCGTCTTCCTUGCGCTAAAGGTVCAGCT
GlyAsoProGlyAlsdsnGlyLeoProGlyAlelyaGlyAladls
1 . . .
!Ilstl(:§CC!CIt(ClClC!lIllll:1[lllgl;t:l . : : . . . .
121 sasdsestascascuscacaccacatticagttantggatcacaan .
dgatastgaacttacagtagactitctet
Bttt

gpracay

EXON 32 (AA# 123/15%5)
1067 . . . .
. . . .
. .

GGTCITC GG CTCGTG CTCCTGGTCTGCCTGLG COC(Y TATTC C T 66T T
TCTTLCTY TG TG COGTGGTA CTGG
: - : : , CCTCCTGGCCCTGCTGGTCCAAGTGG TG CT AGGGGACTTG
lyLeuf ro(}lchlA!.nyAl«ProGl,LouPro‘al)’PtoArg(:lyIlcProGlyProProGlyProAl-GlyProSer(:lyAl A ly Val
aArgGlyleuVa

1 . . -
gtasgtgsctetgtttactgcatytettentut . . : . : : : :
121 : s . gassactggatacageatccatcatigtaasatatttcttetagatatgtt .
. . M . 1] : gtteccttcattigantgeagacactttitgtigetteagts
. . .
.

tastteasgoattigrgagotigtttctgtotete agec a ca¢ ac ctattssgetc cce
<
o 8 gtctcotesglgagactgaagaggttcactitgtactcocctitggotygcaagaact
: 3 < ttesgctctyga tcttgatggtatcancagagatyt
. - . . o - . - .
2 .

gacrgcagtctcacaatcagaaccicaayg

) gEglatccccaglagnggances
361 . : 4 g2 gcccagageglttcttaattcasttactgtesn
Tttt
. . s . .g ct:lucu!cltc:.\cl!gt!lgtlttcnlgcct
-

altxaacclassgtgcagttacatiasctgact
£ atatcssantagaglcagrostgacactggatgatiagagatggtigtgattcatgatantygityt
g N sacaggtagasgasagatcigt
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O - SO

o
481 - - Y -
ngat&g(!gct!aalzclcgattc(ct(l!z:tgilg(cctctug
EXON 31 (AA# 256/273) 1166 he . * . hd
GGX"(?.—\ACCAGGCCCTG(_TGGNCCAAGGGAGMAGTGGTMCAAGGGTGAGCCT
GlyﬂluPrOGlyProA5.GlyAX:LylGlyGluSerGlyA:nLyaGlyGlnPro
1 . - . . . . . . .
‘(ungtzzggcnttttg\gtglattgtttcan:gaetnllglctc:!agtncctagtﬁgc1cxgctct;etttnttcttttcctctlg;czg:ggal;
EXON 30 {AA# 274/309) )
1220 - » .o . . - . . @ .
GCTGCTG CTGG CCCCCCTGG CCC’X‘CCX‘GGTCCAAGTGG'E‘GA\EGA&GGCAAG.‘\GAC—GCAGC.A.ATGGTGMCCTGGCTC'Z'GCTGGT(’CCCCTGGCCCI‘GCI‘GGTCTMGA
GlyAlnAlaGlyProP:oﬁiy?ro?rcGlyProSchlyGluG!uGlyLysA:gGinerAsuGXyGluPrcGlySCrAladlyProP: GlyProAlsGlyleudryg
1 « . . . . - . . - . - .
gtxag;[ttttltlcntgtIccngnaxa:n:an-cncaaxggnuagsagnanta:ugct|t4zc:gc;sngxgnlnttlnallcttatnaalgnctncltttgtgtt-utgcnacl&ggc
1:1 - L] - * < * . - - - . -
gaagpicatt

:tgctsltc!;tgcct((tgutttgc!gsgsccnaccct-t!:t:5&:{(@:&
» -

. @

ttsxtgnigct!nttatcttltccctgcattlltt!
24t . - -

aaggttgetttgtgttateca
) . .

)
ctgn(!!t'.'a\tttgigntn:ng«:ﬁc!
. s

anc:(lxcts!gxlgct:gaga:ntu-gtgc:csaaagsgxtag:tg;clcnc:(gt-qt;tztgg;ngng;l(laAg:!clgtgccttcglg
361 - 2 - . . .
g;tnlc(;(na!-c;ctx.!::;n;;;cga;g-nacnnc-&a.xglcittca;geggcncsz:gct(tsagcaggtgcaggtg(nggnn
(~0.45 )
1 EY .

- - .

S2CEEERACIRAZ LT I

1l!c:gsi::a::t‘gia:tcnc(tgcﬁg

EXCN 29 (Aa# 310/327) 1323 » “ . - . .

GEOGAGCCTGGATCICOTCE TCT CCCTCG AGCTG ATGGCAGAGCTGGTGTCATG
GlyGiuProGl;SchrgﬂlchuProGlyAlsA:pGlyArgAlaGlyanMct
1 @ « . . - . .

- .
;(&nggclt;tct:tg;stc&!(ltttcl:a:ccn:cztct:tta::11:1.1(;:;{

-
gcixctt(ttgctuccta(tcctunttttntztnll!cttttzt!gl!nx
EXON Z8 (AA# 328/360)
1382 - . . . . .
GGRCCTCCTGGTAACCGTCGTUCTACTGGACC!VTTGGTGCTAAGGGTECTAATGGTCATGCTGGFCGTCCTGGTCAACCTGGTCTTATGGGTCCAAGA
GlyProAlnGIyAlnAr;GlyAlASchIyProV¢iGZyA!nLysGlyProAsnGlyAspAlaG27AzgPtoGlyGlnPron}LenMetGlyProArg

- . a .

-
. - -
. . . . . . ttagactgttiictatcagcCcacigaaness
! : . t (!tgtx;tn.ntt‘tcnxaun(ccnnttgcngglagttctltlcilgcc‘cn. 3
‘ -
xlcng(stz;:-ct;:gca.nat;nu:ct:ctt; s ¢ ¢ .
. «

catccgtygs antzattea cn;culcllns(gttttt!gnlnt!cntttcltltgl:ilcxsgtgxcntcl‘nttscc(( ccat
gtgegagantgat 8 E31 (%3

(~0.93 B INCLUDING EXON 27}

EXON 26 (AAH 379/411)

GGTTTCC AGCAGATGGTAGGGTTGGG CCAATOGGTCCAGE 3 3GCAACATTGGATT CCAAAAGG A
CTGO WG CCAATCGGTCCAG CUGTAATAGAGGTGAACCTGG CAAC CCCTGGA TCCCACT

SlvAlaAspGlyArgV 1yP el GlyAsn GlyGlaProGlyAsalleGlyPheProGlyProLlysGlyProThr
eProilyAl ProAlaGly ArgGl Th
L ArgVelGlyProll ¥ ¥ y ¥ b4

GlyPh b pGly

(~0.8 ¥B)

-
AAL . . - .
BR3¢ waran 163‘GGIEAGCCTGGCAAACCTGGTUAAAAAGGCAATCTCGGTCTTGCTGGCCCACGG
GlyGinProGlyLylPtoG1yGlnLy:GlyAnnVnlﬂlyLeuAlnGlyProArg

(~1.1 £B INCLUDING EIONS 24 AND 23}

EION 22 (AA# 481/513) . L. . . . ) i GTGCTGTTOGTCCET
1841 . CTCCATORTOATTE ,G-,mx:CCI‘GGTCCPGC“‘GC':C*"-GG“{CW"““WCT“’i"g‘l’rz‘;‘zgi%y“.v.lf.:zy."roMa
GGCGMGG(; LovR1sGlyGluPheGly¥siProGiyProAlslilyProArgGlyGluAegGlyLouProtly
GlyGleArgulylen * !

- . hd

(~0.8 €3}

. . .
Y - 194G . * . . ]

BION 21 (An# sid75I J(CTCCTATTGG\}CCCGTSGTCCATCTQGCCCALCAG&CCCTGATVGTAACAAG

- s s i .

lePrc!lcGlecrArgG}yPruS:tGlyPro?roG1yProA:pGx,A-uL51

(~5.4 EB INCLUDING EXONS 20 TO 16)

.
.
. .
. - . .

.

.

1 ¢ *

tctece
2 C cttgattcatergietotitctac
tclttll(slbdK(‘lG'R‘c‘!XiCCCCCLluCt&(cCCtll;alClgg!u(!(5Lt £
taeslsacanazcrttgtt
sttettcagglaxng?
121
crcatag

22
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EXON 15 (AA# 676/693) 2426 . . . . .
GGTCCCGTTGGTCCTGCTGG TCCTGCTGG CCCTCGTGGTGATGCTGG TCCTCCT
ﬂlyProV-lClyAlnAl-GlyProAIAGly?roArgGlyAspA]nGlnyoPro

1 L] L] L) -
glergtoctoaggotittaccatitgoactgtigetttecatigantt (~2.0 XB INCLUDING EXONS 14 AND 13)

EXON 12 (AA¥ 766/801)

2694 . . . . . . . . . .
.
g(;'[:;aCCCGG '{j\CCCCAGGTFCr(:‘AGGGTAn‘m‘GGN CTCCTGGTATCCTTGGTCTGCCTGG CTCTCOGGG AGAACGTGGTCTTCCAGGCATTL CTGCAGCAACA
¥ roPrvG!yfhrP:oGly?rubILGIyllcLeuGlyAllProGIyIlchcGlchuProGlyScrArgGlyGluArgGlyLouProGlyIlohlnGIyAia?ﬁx

{~0.43 ¥B)

BIGN 11 (AMAF 802/837)
230‘ - » - - - - * - - - -
GGETGAACCTGETCCT CTGOE T T TCTGG TCCT CCTGE TG CT COTGG TCCCTCTGG TCCTCIGGETTCT CCTGGTCCTAATGGTGCTCCTGGTCAAGCTGGTCGTGAT
GlyGluPtoGlyPrcLeuGlyVnlSetGlnyoPtoGlyAluAr;GlyPtuSstGIyPtoV:lGlySe:ProGlyProA!nGlyAIt?roGlyGluAlnGlyArgAsy

{~1.1 k8)

EXON 10 (AA# 838/853) 2912 . - . . .
GGCAATCLTGGAAATGATGGTCCTCCAGG CCGTGATGG TG CTCCTGG CTTCAAG
GlyAsnl’roGlyAmAspGIeroProGlyl\rgAs;»ClyAluProGlyPhoLyt

.
1 * . * - . . - .

g:z;acltcttcttcc:ttttcttc:ttttt-talllg:unutt!ccatlt;tgt;xatstctglcctsctclctt;cltccct!gitclcag

ZXON 9 (AA# 856/891)
2 906 - . - - . L - - - - -
GGIGAGCRTGG TG LTCCTGGTAACCC:\G‘;TCCCAGmeCTmGGTGCTCmTC(.TCATC(?CCMG'ITGGTCL"[TG’GGMAG CCTGGAAACCGTGGTGATCCT
GlyhlnArghlyAlaProGlyAsnProGlyProSctGlyAqucuGlyAllProGly?ro"isClyGInV:lGlyProS:rGlyLy:ProGlyAanrgGlvAsﬂPro

. . . .
1 . . . . . . . .

gt-a;tlg:t;ugntlttlcttxxtll:tltttttt!gnttgctacﬁgguctatc:tt:stcct:ca:acnlxcatal;tgcnt(t!attatngggt{ttgatnctlntetxcxlnlntg
© L - . L .

- . .

121
lsaatnntclcxttgctttcig:agnsututg(ttlxc‘lgguncctt(atlugglatgal-l;c:tcnul;acutgclLtttf!ttcctgtzcceg

- - - -

EXON 8 (AA4 8%2/909) 674 -
’ g GGTCCTGTIGGTCCTGTIGCTCCTGCTGG LG CTITIGGCCCAAGAGGTCICGCT
GlyProVu\Gly?rth\GlyProAluGlyAX:PbeGlyProArgGlchuAin
(~0.33 KB}
S YON /
EXON T (AA# 910/945) . . . . . . . .

3128 * * . ) o
GGCCCACAAGGTCCACGTCETGAGAAAGGTGAACCTGGTG ATAAGGGACATAGAGGTCTG CCTGG CCTGAAGGGACACAATCGATTGCAGGGTCITCCTGGTCTIGET

GlyProGln(}lyProArg(?ly(Hul,ysGlyGluI‘xoGly,\spLnyIylHxArgGlyLouProGlchuLyy.GlyHisA:nGlchu(;lnGlchnPro(ilthuAln

(~0.35 K8}

. . . . . . . . . - . .

55-:-ccc\nxpn':call-c-g-gncttcl:tn;n\ltcctncu-nnnc\ttlt\llc\ctctttcctcccaccn'.u(utcccn
- . . . .

. - . -

aattetgtotettattiitesaggetittet
- - .
actccnctl:tgccu;ttgccctngntLtc1,t:clc(glncccnéltlcgtctgct;u(ctccltcg::cca:g(c-:c;clltgtglggx-tcg:-tltttt;ntgagtacgcn(:Lc
241 .
tttttececnatag
- . .

EXON 6 (AA% 946/983) 3236 . .
GGCCAACATGGTGATCAAGGTCCTCCTGGTAACAACGG TCCTGCTGGCCCAAGG

GlyG‘ln}!isGlyAs;GlnGIyi‘ronoGlyAsnAsnGlyPtoAl-GlyPtoArs

1 - - L] A4 - - - . . . - -
gt;tnguatccu‘;:gta(nt;czuau:HCXCCtAl!ccttnatgg-ctutqttlgﬁ-cnctgtcxlttglnt;ulcccxn(n;ugtgttccc{actgngtlunctg(‘.cg
121 . ‘
egtrtticttctag
EXON 5 {(AAK 9€4/999)
3290¢ . - . - - . . . - -

GGTCCTCCTGLTCCTT CTGGTCCTCCTGGTMGGATGGTCGCAATGGTCTCCCTGGACCCATIGGCCCFCCTGGT‘(}TACGTGGATCTCATGGTACCCMGGCCCI'(;CY
GlyProProGlyProSesClyProProG lyLysAspGlyArgAsaGlyleaProGlyProlleGlyProAlaGlyVs 1ArgGlySertisGlySerGinGlyProAla

1 . . . - . ) . - - . . .
Rt‘Aa[gtllctillg!CClgltgl((lilCe(Sittlgg[lucng{[;nn{gla‘aKClC1ttlllltcltlg[ttl[ggsgazlltlxl[tcttltt tratasgggatitigazacygt
121 . * ,
tggtigttatitancattarecattice {~0.15 ¥B)
- . - .

1 - . . - -
xegacttcagnxggu:nacgc:(;tg(g;sa;(agt:lgclgan;guntrglltllala:l(alllucteuttgtct(1tgg!(ttgntalAc!tll:.
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Gene fro o 2(I) Suite et fiy.

EXON 4 (JUNCTION AAy 1000/1014 + )

3358 e . . .
GGCCCTCCAGGCCCTCCTGGTCCCCCTGGCCCCCCTGGTCCCAAT‘NYWGCUGATATCAA”TTCCCTTTGATCCAGAATACTACCGGGCTCATCAGCCTICTCYCACACCCAAGCATTAT
GlnyoPtoGEyProProGlyProProGlyProPraGXyProAan!)GlyGlyTyrGlanIU!yPhcAspA!IGluTeryrArgAlaAspGlnProSe(LeuArgProLy:AspTyz

- . - - - -« - -

3518 -+ . . « - . . - . . . .

GAAsxAGATGCCACTCTGAAAACATTCAACAACCAAATTGAGACCCTUCTGACCCCAGAAGGCTECAAAAAGAACCCﬁGCYCGCACCTGCCGTUACCTCAGA(TTAGCCACCCAGAATCG
G!:VxlAspAlaThtLeuLynThrLeuAsnAxcﬂln!1cGluThrLauLuuTthr(£luclySerhylLyxAln?rOAlaArgThrCysAr;A:chuArgLeuS:rHixPrDCluTrp

1638 ¢ b . . - .
AGTAGCG ;(agg:gg(ﬂcclLAKg!2!CC{CI:lctguc(c:glnlgtcl(ltiﬂa
SerSersly
{~0.3 &B) .
1 » . - . . - .

gl(llllt‘glCC!cgclgng!lxc!&!n(ca:z(:n(lxﬁltlltl&c(gancgcnnglg!ltclllCClclulg

EION 3
3645 - . . . . . - . . . - -
GTTTCTACTGGATTCATCCCAACCAAGGCTGCACTCCAGATGCCATTAGAGCCTACTGTCACTTTGCTA(HVGTﬂAGACTTECATCCATGCTAGCCTTGAAGATATTCCGACTAAGACCT
lyPheTerrpIleAspProAsnGknGlyCysThrAleAprlalicA:gAlsTery:AxpPhcAleThrGlyG}uThrCysII:HisAlaScthnGluAspIlcProThrLysTth

3765 e - » - . - -
GGTATGTCAGCAAGAACCCCAAGGACAAAAAGCACATATCGTTCGGTGAAACTATCAATGGTGGTACTCAG
rpTer-lSerLysAsnProLy;A:pLysLysHi:I1oTerthlyGluTbrl1cA:nGlyGlyThrGln

i . - - - - - . . . . - -

5{:tgt;tlgcattg;ng;ct;;:lgtttccttcggt;ctltcttlng|at:t;czlcccgclg-clctc-5!33gc;anuctc;tt!ctts:zctcttngn;;:;alltacl:ggagga ~

121
gagc {~1.0 XB) 1 hd
tetttttcag
EXION 2
3335 L - . - e - L] - L] - . -

TTTGAATACAATGGTCAAGGTC]CACCACAAAGGACAIVGCCACCCAACTTCCTTTCATGCGTCFGCTWGCCAACCATCCCTCTCAGAACATCACCTACCACTGCAAGAACAGCATTGCC
PheGlnTyrA:nGlycluGlyanThtT}rLyanpMc(Al:ThrGlnLcuAlsPthctAraLcuLeuAl-AsnﬂixAlaSerGlnA:nllcThrTyrBi;CysLysAsnSctlchln

3956 . - - - - - - - . - - -
TACATGGATGAGGAGACTGGAAACCTTAAAAAGGCTGTTATACTCCAGGGATCCAATGATCTTGAACTACGAGCTGAAGGCAACAGCAGATTCACTTTCAGTCTTCTTGiUGATGCCTGC
TYrMotAlPGInGluThrGiyAtnLcuLysLyxAiaVllIcheuGinG!yScr&snAspV:lGluLcuArgAllGluGlyAancrArngcThercSerVulLcuVslAspGlyCys

1 - . . . - - . - - -
40767CT gtz g{nlClC!{Alcgcl[Lsﬂclﬁ(atgzttgll((&ulclclslKC{:C(((Bl!tClﬁllC(Iél{lllClg]ClﬁlCClilllC!K~ttl(cc.l
N
Ser
1 . . . . “ -
10 t ‘t tgt (~3.32 KB} tgrasccattctcagtictatgagciatacastancanttctastacgictictetigeeg
lgaggataaatagccty .
Fors . . . . . . . . . . .
4

KAAAAGAACAACAAATGGGGCAAAACGATCATTCAGTACACAACAAATAAGCCGTCTCGCTTCCCCATCCTTG&CAI?UCACCTTTGGACATTGGTUGCGCTCACCTA:?A:IC??TIIE
Ly:Ly:AnnA:nLyuTrpGlyLy:ThrlloX!sGluTyrAr;1hrAsuL;:ProSctA:gLeuProl}chcAslecAl:FroLcuAleltGlyGlyAl:A:pG nGluPheGly

.
. . . . - . . .

- - -
‘l99CA”ATTGGCCCAGTCTGTTTCAAAtgnnt;nacl-n:n(!A:cttn1‘3gcccccccclcugtlttaK!ctttgtcntltcttttt;{lut;aglact;sctccttccnttttttttct;

HislleGlyProValCysPholys

.
- . . . . M ° *

. . . ctt
A319ttcutctlct(;ctt;n;c1ct33gcg¢nlglx:a|;-gugnuttult;zllcattgtgc-.tguutttnnllcagcccca-‘nu‘ctt;g.-gtcttlcaagnlluuc:c 1 4

“ R . . . .

4439 ¢ . .
ctttgggesatgtcascctitigtanagaassraanccanansanscraacccanaarastaasntessnaatgatyeasagtity



25

¥ Région codant pour les zones de jonction intron / exon

On a pu établir que presque tous les introns commencent
par GT et se terminent par AG. Ici pour le Co, tous les exons commen-
cent bien par G qui codent pour la triple hélice, et des 10 restants,
4 commencent par A et un cinquiéme par T. Par contre seulement 12

des exons se terminent par G.

X Les introns

Sur les 38,5 kb de ce géne, 34 kb sont des introns !
Ils sont en majorité dans la moitié 5' du géne, Ces introns Contien-
nent 35 % de GC en moyenne,

% Comparaison avec d'autres géness

~Taille des exons

TLa taille des exons dans la région en triple hélice
est relativement conservée, par contre elle varie dans la région
C-terminale,

~Séquence nucléotidique

Les 2/3 des AA de la région en triple hélice sont
de la Glycine, de la proline ou de l'alanine, ils sont codés par
GGX, CCX, GCX, ce qui donne 67 % de GC pour le géne.

C'est dans la région C-~terminale gqu'elle est le mieux
conservée et en particulier, on rencontre dans 1l'exon 2, la plus
longue séquence nucléotidique conservée (56 paires de bases). Il se
peut que cette région joue un role dans 1l'alignement des trois chai-~

nes en triple hélice,

La structure détaillée des différents geénes codant pour les autres
types de collagéne se trouve décrite dans les articles donnés en
référence, et la structure décrite ci-dessus est illustrée par les

schémas joints.

C / EVOLUTION 3 QUELQUES HYPOTHESES ...

A partir des connaissances sur la structure et la locali-
sation de ces génes, certaines hypothéses concernant leur évolution

ont été émises:

Nous avons vu que plus de la moitié des exons ont une



€

taille de 54 bp. Ceci a donné a penser que le gtne ancestral avait
cette longueur de 54 bp, et que les génes actuels seraient apparus

par des recombinaisons multiples & partir de ce géne ancestral,

Nous avons vu aussi, & partir des études comparatives
entre les différents génes appartenant & la famille des Co intersti-
ciels ( types I, II, III ) dans différentes espéces, que la distri-
bution et la taille des exons est bien conservée.Ceci a donné a pen-
ser gue les génes de cette famille de Co ont une origine commune, et se
raient apparus par duplications successives dans 1l'ordre suivant:
pro-alphal(III), pro-alpha2(I), pro-alphal(II) et pro-alphal(I).

En effet, c'est le géne du pro-alphal(III) qui a le moins d'homolo-
gie avec celui du pro-alphatl(I) , alors que c'est le géne du pro-
alpha1(II) qui en est le plus proche. La taille des exons aurait
donc été conservée depuis la divergence, il y a de cela plus de

600 millions d‘'années, Ceci a servi de base pour définir le groupe I

des Co et 1'élargir récemment aux types V et K .

IIT - IES MALADIES HEREDITAIRES DES COLLAGENER

Ces maladies sont toutes transmises par des génes. Des
troubles au cours des étapes de la biosynthése du Co ou des déficits
en enzymes sont aussi a la source de certaines maladiegfmais ne se-
ront pas étudiés ici.

Ces mutations restent assez rares.

A / LE SYNDROME D'EHLERS-DANLOS

Ce syndrome est connu depuis trés longtemps car ses sym-
ptomes ont suscité la curiosité et ont souvent été utilisés comme

phénoménes de cirque..ept types de S.E.D. sont actuellement connus,

S
correspondant 3 des défauts enzymatiques ou moléculaires différents
Ainsi 1'intérét suscité par cette maladie s'est-il déplacé de 1'é-

chelon clinique & 1'échelon moléculaire,

1) EXPRESSION CLINIGUE

Les 4 symptomes caractéristiques sont:
- L'hyperélasticité cutanée
- La fragilité cutanée
- L'hyperlaxité articulaire
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~ La fragilité wvasculaire

Il s'y ajoute des atteintes viscérales multiples qui s'expliquent
par 1l'ubiquité du tissu conjonctif dans l'organisme, La fragilité
vasculaire est surtout redoutée quand elle atteint les gros vaisseaux
oomme dans le type IV, on rencontre aussi des manifestations ocu~
laires, digestives, cardiaques (prolapsus mitral ), pulmonaires,
génitales.

C'est la biopsie cutanée qui permet de confirmer le diag-—-
nostic en montrant l'hypoplasie du tissu collagéne,

Le S.E.D. s'exprime selon des degrés de gravité tr es
différents, ce qui fait que parfois diagnostiqué dés la naissance
il peut aussi passer inapercu et cette affection est donc en réali-

té plus fréquente qu'on ne le croit.

2) LES ANOMALIES RESPONSABLES

Parmi les types de S.E.D. pour lesquels le défaut biochi-
mique a pu &tre mis en évidence, ceux qui sont d'origine génétique

sont les suivants:

a) S,E.D, type IV

C'est la forme 1la plus sévere de S.E.D,

On y a démontré la diminution du collagéne de type IIT,

ce défaut pouvant résulter de plusieurs mécanismes:

- Défaut de synthése, par délétion d'un géne codant
pour le pro Co type I1I

-Défaut de sécrétions & cause d'une modification
de la structure des chaines pro-alphal(III) qui empdcherait la for-
mation de la triple hélice.

- Dégradation trop rapide : certaines chaines auraient
des AA supplémentaires, rendant le pro Co plus sensible aux protéi-

nases,

b) S.E.D. type VIIB

La transmission est récessive autosomique.
Ce type est caracterisé par un défaut de clivage du pro-
peptide N~terminal du pro Co ( Rappelons que lors de la biosynthése

du Co, les chaines alpha sont d'abord synthétisdes sous forme de trés



longues chaines pro-alpha, Elles perdent d'abord leur peptide-signal,
puis sont assemblées en triple hélice aprés hydroxylation et gly-
cosylatioh de certains AA. Aprés la sécrétion, les propeptides ami-
no- et carboxyl-terminal sont coupés par l'action de protéinases
spécifiques ) C'est une altération structurale de la chaine pro-

alpha qui emp&che ce clivage du propeptide N-terminal par 1'enzyme

" procollagéne N-protéinase ": on a trouvé une délétion de 18 résidus
dans la moitié des chaines pro-alpha?(I) du Co type I, dans la région
du N-telopeptidej elle supprime donc le site normal de clivage par

la N-protéinase ainsi qu'un résidu de lysine important pour le " cross—

linking “.
Ces 18 AA correspondent & la zone codée par l'exon 6 du géne.
On atrouvé aussi une délétion de 24 AA dans la chaine pro-
alphal(I) du Co type I. Ils correspondraient & la zone codée par

1l'exon 46.

B / L'OSTEOGENESE IMPARFATITE 0T

1) EXPRESSION CLINIQUE

Lt'incidence de 1'0I est de 1/20 000. Ces principaux symp-
tomes sont $
~fragilité osseuse avec fractures multiples
~gclérotiques bleues
~surdité

Cette affection est trés hétérogéne ( voir tableau pour classification)

a) 0I type II

Il y a une délétion de 500 bases d'un des alléles du géne
codant pour la chaine pro-alphal(I), éliminant les exons 27-28-29,
les points de rupture pourraient avoir été favorisés par la forma-

tion de structures en épingle & cheveux,

La moitié des chaines pro-alphal(I) synthétisées sont rac-
courcies de 80 AA, 1l'sutre moitié étant normale. Ces deux types de

chaines étant incorporées & la triple hélice, un quart seulement des

molécules de collagéne formées sont normales, les autres comportant
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1 ou 2 chaines pro-alphat(I) anormales, sont instables et se dégra-
dent rapidement avant de pouvoir former des fibrilles de Co. Ce

phénoméne a été surnommé phénomene de " protéine-suicide ",

On a trouvé d'autres anomalies:
- Substitution de la glycine en position 391 de la chaine alphal(I)
par de l'arginine,
- Substitution d'une glycine en position 988 de la chaine alphal(I)

par de la cystéine

b) OI type I

Diminution de synth&se de la chaine pro-alphat(I), peut-
étre due 2 une substitution d'un AA en position X ou Y par une cys—

téine,

c) OI type III

I1 existe une délétion de 4 paires de bases de l'exon 1.

Ceci a pour résultat une mutation au niveau du propeptide
C-terminal de la chaine pro-alpha2(I) d'ou synthése de triméres
pro-alphal(I), car les chaines pro-alpha2(I) ne peuvent pas s'inté-

grerdans la triple hélice.

d) oI type IV

La chaine pro-alpha?(I) est trop courte par délétion d'une
dizaine de résidus, ce qui donne des fibrilles de Co anormales, de

diamétre réduit. cette délétion est 3 1'extrémité N-terminale.

Substitution de la dernidre glycine de la région en triple

hélice de la chaine pro-alpha2(I) par une arginine.

C / LE SYNDROME DE ‘MARFAN

Le syndrome\ae Marfan comporte une atteinte des divers
éléments du tissu conjonctif collagene, mais aussi élastine et

fibroblastes.
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En ce qui concerne le collagéne, on a pu montrer la présen—
ce de 2 types de chaines pro-alpha?(I), 1'une normale, l'autre ayant
subi une insertion d'un peptide supplémentai-re d'une vingtaine
d'AA dans sa partie C-terminale, Cette anomalie conduit & la syn-

thése d’un collagéne trop soluble.

CONCLUSION

Nous avons que les anomalies génétiques pouvant &tre &
1l'origine de maladies du collagéne sont trés nombreuses et variées,
mais sans doute sont elles bien plus nombreuses encore & n'avoir

pas été identifides.
Les progrés actuels en ce domaine sont rapides.

Pour 1'instant, ces connaissances n'ont pas encore de com-
séquences thérapeutiques appréciables, mais 1'identification de
ces anomalies pourrait dans 1l'avenir permettre un diagnostic pré-

natal plus fréquent et le conseil génétique.
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