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Objectif :
Mise en évidence des alléles du groupe Rhésus chez les Néandertaliens
et relation avec la maladie hémolytique du feetus et du nouveau-né

1 Introduction

Nous allons rechercher ici si le systtme Rhésus d’Homo neanderthalensis pourrait
étre a l'origine d’'une incompatibilité biologique entre des méres néandertaliennes et
des péres sapiens.

Le systeme RH
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Nous ciblerons notre étude sur le géne RHCE. De nos jours I'antigéne RH18, codé par
RHCE est présent a une fréquence élevée dans les populations humaines
modernes. Il existe néanmoins un variant RHCE*ceEK qui, a I'état homozygote,
entraine une absence d’antigene, notée RH :-18. Lorsqu’une mére RH :-18 porte un
enfant d’'un pére exprimant I'antigéne RH18, elle peut produire des anticorps anti-
RH18. Ces anticorps sont connus pour étre a I'origine de la maladie hémolytique du
foetus et du nouveau-né.

Principe : L’activité se présente sous la forme d’un test de d’identification des alléles
du géne RHCE présents chez les néandertaliens comparés a ceux d’humains actuels
non africains. Les résultats seront obtenus par électrophorése de fragments d’ADN
amplifiés par PCR.

L’ADN néandertalien n’étant pas disponible, le fragment d’ADN d’Homo
neanderthalensis a été synthétisé a partir de la séquence du gene RHCE de
Néandertal, connue grace au séquencage du génome de cette espéce fossile. Les
séquences sont définies & partir des 3 génomes séquencés : Altai , Vindja et
Chagyrskaya.

L’analyse comparative du systeme Rhésus des 3 génomes, a montré que le géne
RHCE néandertalien présentait une trés faible variabilité, tous présentent le
variant phénotypique RHce EK (RHCE*01*05).

Ce variant est plus rare chez 'lhomme moderne.
Les variants des génes RHCE sont relativement peu fréquents dans les populations
d’Europe de I'Ouest.

Pour I'expérience, de test d’identification des alléles Rh, on dispose de 2 séquences
« néandertaliennes » de référence
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Exon 1 -> mutation en position 48 G>C ¥

Exon5 : mutations 712 A>G® /787® A>G /800 T>A* correspond au variant
phénotypique (RHce EK)

A partir de cellules prélevées sur 3 personnes de type caucasiens, (Europe de

I'ouest) nous allons rechercher simultanément par PCR les 2 formes alléliques

Les ADN utilisés dans ce pour ces séquences sauvages et mutées.

kit pédagogique sont tous

d’origine synthétique. Il Principe recherche de mutation (SNV) par PCR :

s’agit d’une reconstitution. A l'aide de jeux d’amorces spécifiques, il est possible d’amplifier une séquence ADN
se différenciant par une seule paire de base (SNV single nucléotide variant). Ici on

cible une mutation sur exonl et 3 mutations sur exon5
Par électrophorese, la présence du fragment amplifié indique la présence du variant
recherché.

Résultats attendus

Séquence Produit | Néandertal | Europe | Europe | Europe
de 1 2 3
PCR
Exon1:48G 1200 - Oui Oui Oui
Exonl: 48G>C® 850 Oui - - Oui
Exon5:712 A /787 A | 530 - Oui Oui Oui
/800 T
Exon5: 712 A>G® 330 Oui - - -
[787® A>G /800 T>AW

1: G remplacé par C

2 : position 712 A remplacé G
3 : position 787 A remplacé G
4 : position 800 T remplacé A

% Le principe de I’électrophorése d’ADN en gel

En milieu 1égerement basique, I'’ADN se comporte comme une chaine polyanionique
(groupements phosphates ionisés). Placés dans un gel d’agarose et soumis a un
champ électrique, des fragments d’ADN de tailles différentes migrent plus ou moins
rapidement suivant leur masse moléculaire. La charge relative des fragments étant la
méme, c’est essentiellement I'effet de maillage exercé par le gel qui influe sur la
migration. La vitesse de déplacement diminue donc avec la taille des fragments, celle-
ci étant exprimée en nombre de paires de bases (pb) ou en kb (1 kb = 1000 pb).

Le kit se présente sous la forme de solutions d’ADN prét a déposer dans le gel. Les
solutions d’ADN sont calibrées et ne nécessitent aucune préparation.
Ces solutions contiennent le tampon de charge et les colorants témoins de migration.

Format 40 éléves (20 bindmes) :
20 tests complets soit 80 dépbts a analyser
1 test correspond a :
- 1 dépdt ADN Néandertal reconstitué
- 1 dépdt ADN Caucasien 1
- 1 dépdt ADN Caucasien 2
- 1 dépdt ADN Caucasien 3

+ 10 dépbts Echelle de poids moléculaire (jusqu’a 10 gels)
1 dépbt échelle de poids moléculaire par gel électrophorése

Durée globale de la séance 30 a 40 minutes
Dont migration électrophorese : 15 - 20 minutes

FRANCAIS 2
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2 Matériels et produits nécessaires

Composition du kit :
Tube 1 ADN Néandertal reconstitué 175 pL

Tube 2 ADN Caucasien 1 175 uL
e Tube 3 ADN Caucasien 2 175 uL
e Tube 4 ADN Caucasien 3 175 uL
e Marqueur de taille 90 L

Consommables nécessaires (non fournis)
e Agarose
e Tampon TAE
e Colorant ADN

Pour réaliser 10 mini gels d’agarose> Réf. 107646

Consommables pour systeme électrophorése compact avec fluorescence
e 4 g Agarose
e 200 mL TAE 10X
o 30 pl colorant GelGreen

Systeme compact avec fluorescence PhorEasy Jeulin (ou MiniOne ).
Matériels complémentaires :

e Cuve a électrophorése ADN
¢ Micropipettes 2-20 pl

3 Mode opératoire

3.1Préparation des solutions

% Préparation du tampon TAE 1X:

p h Or a Sy e Le volume de tampon nécessaire par cuve est d’environ 150 mL

o  Exemple de préparation pour 1 L de tampona 1l X :

e Versez 100 ml de TAE 10X dans 900 ml d’eau distillée, bien mélanger

* En fonction du nombre de gel et du nombre de systéme électrophorése utilisés au
cours du TP, le volume de TAE 1 X a préparer doit étre adapté.

« Préparation et coulage d’un gel d'agarose a 1,7 % (optimale) :

e Verser 15 mL de tampon TAE 1X dans un erlenmeyer de 50 mL.

- Peser 0,25 g d'agarose dans une capsule et le verser en pluie fine dans le
Dispositif électrophorése tampon TAE.

touten un Mettre l'erlenmeyer contenant le TAE et I'agarose au micro-onde pendant 20 &
30 secondes — stopper a l'apparition de I'ébullition - (ou sur un agitateur
magnétique chauffant avec un turbulent jusqu'a dissolution compléte).

e  S'assurer que la solution est parfaitement translucide.
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Ajouter 2 ul de colorant GelGreen a l'aide de la micropipette, bien agiter
'erlenmeyer.

Laisser I'erlenmeyer refroidir quelques instants sur la paillasse 2 a 3 min, puis
verser dans le moule équipé du peigne a petites dents.

* La concentration en agarose a 1,7 % permet d’avoir une résolution optimale
de la séparation des fragments d’ADN. Vous pouvez réalisez un gel a 2 % (cup)
et obtenir également des trés bons résultats.

Préparation de I'ADN

Les solutions sont directement prétes a I'emploi, il convient a I'enseignant de
faire des aliquots de chaque échantillon avant la séance.

Avant la séance, décongeler les tubes Eppendorf.

Idéalement décongeler les contenants environ 5 minutes sous l'eau chaude,
puis les plonger dans l'eau glacée pendant deux minutes. Cela permet, par
chocs thermiques, de séparer les fragments qui auraient pu s'associer a
nouveau et d'autre part d'éviter la nouvelle formation de bouts collés.

Le produit supporte aisément une succession de plusieurs alternances de
congélation-décongélation sans perdre ses propriétés. Mais il faut réduire au
minimum la durée de décongélation pendant laquelle une dégradation
occasionnelle par des micro-organismes est possible.

3.2 Dépobtde I'ADN

A l'aide d'une micropipette, déposer :

8 uL d'ADN Tubes patients a déposer

8 ul pour I'échelle de poids moléculaire

Durée de migration 15 a 20 minutes pour les systémes compacts

3.3 Révélation

- Transilluminateur intégré = révélation en temps réel

JeuLin
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4 Résultats et exploitations

Interprétation.

les profils génétiques

Néandertal montre

une bande a 850pb - I'exon 1 muté
une bande a 330pb = I'exon 5 muté.

Europeen A (H.spiens) montre
une bande a 1200pb - I'exon 1 non muté
une bande a 330pb - I'exon 5 non muté.

Europeen B (H.spiens) montre
une bande & 1200pb - I'exon 1 non muté
une bande a 330pb - I'exon 5 non muté

Europeen C (H.spiens) montre

une bande a 1200pb - I'exon 1 non muté
une bande a 850pb - I'exon 1 muté

une bande a 330pb > I'exon 5 non muté

JeuLin
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Européen A et B sont non mutés et homozygote / européen C est hétérozygote pour

exon 1

Interprétation détaillée dans le dossier pédagogique ci-joint

5 Assistance Technique

Contacter le Support Technique au 09 69 32 02 10 (prix d’un appel local, non

surtaxe).
JEULIN

468 rue Jacques Monod, CS 21900

27019 EVREUX CEDEX France
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Dossier pédagogique

LE GENOME DES NEANDERTALIENS A UORIGINE DE LEUR EXTINCTION ?
Mise en évidence des alléles du groupe Rhésus chez les Néandertaliens et relation avec la
maladie hémolytique du foetus et du nouveau-né

LE CONTEXTE SCIENTIFIQUE

Dans son roman graphique « Vo’Houna, une légende préhistorique » publié en 2002 aux
éditions Soleil, puis en 2013 par Errance, Emmanuel Roudier nous décrit I'histoire d’amour
entre une jeune « femme ours », comprenez une néandertalienne, et un « homme long »,
un Homo sapiens. De leur union naitront des enfants hybrides (figure 1).

CE SONT DEUX JUMEAUX : CE SONT NOS ENFANTS / y L~
Y UNE PETITE FEMME ET NOUS LES AVONS CONGUS AU :
UN PETIT HOMME. CAMP D'OURZOSBRAUGO, DANS
: LA GROTTE DE LA FERTILITE,
LA PREMIERE FOIS GUE NOUS
NOUS SOMMES AIMES.
REGARDE LEURS MENTONS |
VO'HOUNA A DONNE LA VIE
A DEUX ENFANTS AU SANG
MELE ! ET C’EST BIEN TOI
LEUR PERE, CHEVAL-
CABRE !

Figure 1 : vignettes extraites de Vo’Houna,
une légende préhistorique, Emmanuel
Roudier, éditions Errance, 2013

Cette prémonition artistique a depuis été validée par les découvertes scientifiques. En
octobre 2022, le paléogénéticien suédois, Svante Paabo a recu le prix Nobel de Médecine
et Physiologie pour ses travaux qui ont abouti au séquencage complet du génome de
Néandertal.

Les résultats des recherches menées en génomique ont montré que le génome des
humains non-africains actuels contient de 1 a 4% d’ADN néandertalien!. Les humains
actuels, en dehors de I'Afrique, sont le fruit d’'une hybridation entre Homo neanderthalensis
et Homo sapiens. Il y a environ 100 000 ans, Homo sapiens quitte le berceau africain? et
rencontre Néandertal en Europe et au Proche-Orient. Ces deux humanités se sont
cOtoyees et accouplées et Homo neanderthalensis a transmis a ses descendants une
partie de son patrimoine génétique. De cette lointaine ascendance, les Homo sapiens non
africains ont hérité d’une certaine sensibilité au COVID19%, mais aussi, comme I'ont montré
des études récentes, de la forme de leur nez® ou d’une prédisposition a la maladie du viking
(encore appelée maladie de Dupuytren)?.

FRANCAIS 1
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Séquencer le génome de Néandertal®
Alors quen 2003 on annonce le
séquencage complet du génome humain,
des 2004 Svante Paabo et ses équipes
s’attaquent a la reconstitution des génomes
d’humains fossiles. Cing ans plus tard,
Svante Paabo annoncait avoir déchiffré

Néandertal et sapiens en Europe
Les plus anciens fossiles de morphologie
néandertalienne presque complete ont des
ages compris entre - 250 000 et - 110 000 ans.
Les Néandertaliens les plus typiques ont des
ages compris entre —-100 000 et —30 000 ans,
date de leur disparition. Parmi eux, les fossiles

JeuLin
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plus de trois milliards des paires de bases
qui composent le génome nucléaire des
néandertaliens. Ce séquencage a été
rendu possible grace a la Solexa, une
machine capable de traiter 40 millions de

les plus complets sont datés de -42 000 ans et
ont été découverts dans le Sud-Ouest de la
France ou a Spy en Belgique.

Des recherches menées de 1999 a 2005 dans
séquences en une semaine et par une la grotte de Gorham a Gibraltar suggerent que
méthode d’analyse consistant a séquencer | | !es Néandertaliens y ont vécu jusqu'a
de maniére aléatoire l'ensemble du -28 000 ans. lls auraient donc longuement
génome. Les séquences obtenues sont cohabité avec les Homo sapiens, présents dans
ensuite assemblées par un algorithme. la région depuis 34 000 ans. Ces résultats sont
toutefois fortement critiqués, par exemple par
le paléoanthropologue Joao Zilhdo, de
l'université de Bristol'®>. Des découvertes
récentes de fossiles suggérent que les
Néandertaliens et les Homo sapiens pourraient
en fait avoir coexisté en Europe pendant 5 a
6000 ans®.

Pourtant, malgré quelques milliers d’années de cohabitation entre sapiens et Neandertal®,
la situation décrite par Roudier dans Vo’Houna, d’enfants nés de méres néandertaliennes
et de péres sapiens n’est pas observée aujourd’hui chez les humains modernes. Les
sapiens non africains actuels descendent tous d’un métissage lointain entre des péres
néandertaliens et des meéres sapiens. En effet, seul le génome nucléaire des sapiens
actuels non africains contient de 'ADN néandertalien. Chez tous les humains actuels,
ADN mitochondrial transmis par hérédité cytoplasmique maternelle provient
exclusivement de méres sapiens’.

Bien entendu, la question de cet « accouplement a sens unique » se pose et plusieurs hypothéses
peuvent étre envisagées. La possibilité d’'un « choix culturel » n’est pas a exclure. On connait dans
les populations humaines actuelles des exemples de « mariages a sens unique ». C'est le cas entre
les populations pygmées d’Afrique centrale avec des populations non-pygmées vivant a proximité.
Méme si le terme « pygmée » regroupe différentes ethnies, ces populations partagent entre elles
un mode de vie chasseur-cueilleur qui exploite les ressources forestieres. Les femmes pygmées
sont réputées fertiles et sont trés « recherchées » par les hommes agriculteurs non-pygmées et
voisins des populations pygmées. A I'inverse les unions entre hommes pygmées et femmes non-
pygmées sont proscrites et nont jamais lieu>. Malgré cela, I'analyse génétique d’une mandibule
retrouvée en 1957 et exposée au muséum d'histoire naturelle de Vérone contredit cette hypothese
« d’une reproduction orientée ». La mandibule est datée de 35 000 ans. Son ADN mitochondrial
présente une séquence propre aux néandertaliens. La morphologie de la mandibule porte, elle
aussi, toutes les caractéristiques de Neandertal, mais elle posséde... un menton | Ce néandertalien
tardif serait donc issu d'un métissage entre une mére néandertalienne et un pére sapiens® ce qui
permet de rejeter I’hypothese d’un choix culturel (figure 2).

FRANCAIS 2
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Figure 2 : Mandibule du néandertlien de Mezzena. Vue frontale : A, vue interne : B, vue latérale
: C, vue supérieure : D, vue inférieure : E.

Possible Interbreeding in Late Italian Neanderthals? New Data from the Mezzena Jaw (Monti Lessini, Verona,
Italy), Silvana Condemi et al. Mars 2013°

Une autre hypothése évoquée est celle d’'une incompatibilité biologique entre les femmes
néandertalienne et les hommes sapiens. Dans une étude publiée en 2021'!, des
scientifiques du CNRS, d’Aix-Marseille Université et de I'Etablissement francgais du sang
ont examiné les génomes de trois femmes néandertaliennes (Altai, Vindija 33.19 et Chagyrskaya
8) afin de déterminer leurs groupes sanguins. Ces trois individus sont considérés comme
représentatifs des populations néandertaliennes. Sur la quarantaine de systemes qui
déterminent les groupes sanguins, les scientifigues se sont concentrés sur les sept
géneéralement considérés pour les transfusions sanguines, notamment les systemes ABO
et rhésus.

Les résultats ont montré qu’en ce qui concerne le systétme ABO, Homo neanderthalensis
posséde un polymorphisme équivalent a celui d’Homo sapiens. En revanche pour le
systeme rhésus, les néandertaliens sont porteurs de variants alléliques codant pour des
antigénes incomplets par rapport a ceux des humains modernes. Ces antigénes partiels
(RhD, Rhc et Rhe) sont a 'origine d’'une réponse immunitaire lorsque l'individu porteur est
exposé a des antigenes complets. De plus, les néandertaliens étudiés sont porteurs du
variant RHCE*ceEK a I'’état homozygote. Cet allele code pour un phénotype défini par
absence d'un Antigene Rh nommé RH :-18 (figure 3). De nos jours cet antigéne est
présent a une fréequence élevée dans les populations humaines modernes. Ainsi, les méres

FRANCAIS 3
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néandertaliennes avec des phénotypes RhD, Rhc et Rhe partiels et RH :-18, portant des
foetus de peres sapiens exprimant les formes completes des antigenes RhD, Rhc et Rhe
et exprimant I'antigene RH18, ont d( développer une immunité contre ces antigénes et ont
synthétisé des anticorps anti-RhD, anti-Rhc, anti-Rhe ou encore anti-RH18. Ces anticorps
sont connus pour étre a l'origine de la maladie hémolytique du feetus et du nouveau-né qui
peut aboutir a la mort des foetus ou des nourrissons.

Les populations néandertaliennes n'ont jamais été importantes, structurées en petits
groupes interconnectés d’une vingtaine d'individus qui n'ont jamais dépassé les 70 000
individus au moment de leur « age d'or » vers -120 000 ans'!. Les données génétiques ont
également mis en évidence la faible diversité génétique des néandertaliens (le fossile d’'un
individu tres consanguin a été retrouvé dans I'Altai). Cette faible variabilité est également
visible dans la morphologie des néandertaliens, qui est restée la méme durant les 100 000
dernieres années de leur existence. Une faible variabilité génétique couplée a une
incompatibilité biologique lors des métissages avec sapiens ont pu contribuer a affaiblir la
descendance néandertalienne au point de conduire a la disparition de Néandertal.

1 2 3 4 ””";0'0"56 7 8 9 10 1 2 3 4’7"55 '—‘“’"; 7 8 9 10
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Figure 3: représentation des différents génotypes RHD et RHCE chez Néandertal. Les carrés
représentent les exons. Police noire, alléles inconnus chez 'homme moderne ; police bleue, alléles
connus chez I'homme moderne ; ombre grise, arriére-plan alléle trouvé chez I'homme moderne.
D’apres Blood groups of Neandertals and Denisova decrypted, Silvana Condemi et al. Plos One, juillet
20214

La maladie hémolytique du nouveau-né*?
La maladie hémolytique du fcetus et du nouveau-né survient lorsqu’'une femme enceinte
sécrete des anticorps circulants dirigés contre des antigénes hérités du pére, présentés a la
surface des globules rouges foetaux. De nhombreux anticorps dirigés contre des antigénes
des hématies peuvent causer la maladie hémolytique du foetus et du nouveau-né,
notamment ceux du systeme ABO, du systeme Rhésus et d’autres systemes de groupes
sanguins. Les femmes peuvent développer des anticorps en raison d’'une grossesse
antérieure ou d’'une transfusion. Les anticorps maternels peuvent traverser le placenta pour
se lier aux antigénes érythrocytaires du foetus et déclencher leur destruction ou la
suppression de I'érythropoiése dans la moelle osseuse du fcetus. La maladie hémolytique
du feetus et du nouveau-né peut étre asymptomatique ou se manifester par un ictére, de
'anémie et, dans la pire éventualité, elle peut causer la mort du foetus ou du nouveau-né.

FRANCAIS 4
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On peut déceler le risque de maladie hémolytique du feetus et du nouveau-né en soumettant
la mére a une épreuve de groupage sanguin et de recherche d’anticorps pendant la
grossesse. |l est possible de prévenir la maladie hémolytique du feetus et du nouveau-né
due a l'antigéne RhD en administrant a la mere des anticorps anti-RhD afin d’inhiber sa
réponse immunitaire aux antigénes RhD du feetus.

Le systeme Rhésus
Le systéme Rhésus est un des principaux systémes antigéniques érythrocytaires. Il doit son
nom a un singe d'Asie du Sud-Est, Macaque rhésus (Macaca mulatta), qui servit d'animal
d'expérience a la fin des années 1930 dans les recherches sur le sang. L'association
du systéme antigénique érythrocytaire ABO et du systeme Rhésus définit les groupes
sanguins.
Les protéines du systéeme Rhésus sont codées par deux genes, RHD et RHCE, étroitement
liés, située sur le chromosome 1. Ces deux génes possédent de nombreux variants. 54
antigénes différents du systéme Rhésus sont ainsi homologués par la Société internationale
de transfusion sanguine.
Les deux protéines RHD et RHCE, de 417 acides aminés chacune, sont localisées dans la
membrane de hématies qu'elles traversent a douze reprises®.

L’analyse du systtme Rhésus des néandertaliens a fait apparaitre que pour le géne RHD
du systéme Néandertal présente une séquence unique, jamais rencontrée chez les humains
modernes, hormis chez deux individus : un aborigéne australien et un indigeéne papou®’.
Peut-étre les lointains descendants d’'un métissage entre néandertaliens et humains
modernes avant la migration de ces derniers vers I'Asie du Sud-Est...

LA SITUATION PEDAGOGIQUE

Les humains actuels non africains portent 1 a 4% d’ADN néandertalien dans leur génome
nucléaire et sont donc les descendants d’une lointaine hybridation entre sapiens et
Néandertal. Pourtant aucune trace de ce métissage n’apparait dans le génome des
mitochondries, ces organites cytoplasmiques qui servent a produire I'énergie des cellules
et qui sont exclusivement transmises par les meres lors de la fécondation. Les
mitochondries que I'on trouve chez les humains actuels contiennent toutes un génome
mitochondrial exclusivement sapiens.

Dit autrement, cela signifie que les descendants actuels de ce métissage resultent
uniquement d’unions entre des péres néandertaliens et des méres sapiens. On cherche a
comprendre cette reproduction apparemment « a sens unigue ».

L’'une des explications proposées aujourd’hui par les scientifiques est celle d’'une
incompatibilité biologique entre les meres néandertaliennes et les péres sapiens. La
maladie hémolytique du feetus et du nouveau-né est une maladie qui résulte d’une
incompatibilité entre le systeme rhésus des groupes sanguins de la mére et du pere. Cette
maladie peut entrainer le mort des foetus ou des nourrissons et diminue donc
considérablement les chances de succeés de la reproduction.

Les deux genes RHD et RHCE du systeme Rhésus codent des protéines localisées dans
la membrane plasmique des globules rouges. lls possédent de nombreux alléles et les
protéines paternelles portées par les globules rouges du feetus peuvent étre incompatibles
avec celles de la mere : elles sont reconnues comme étant des antigénes. L’organisme de
la maman produit alors des anticorps qui vont passer la barriére placentaire et s’attaquer
aux globules rouges du foetus, provoquant possiblement la mort de ce dernier.

Nous ciblerons notre étude sur le géne RHCE. Ce gene code la protéine antigénique RH18
gui est un marqueur du systeme rhésus présent a la surface des globules rouges. Parmi
les alléles du gene RHCE, on connait de nos jours les variants RHCE*ceEK qui, a I'état
homozygotes, entrainent une absence d’antigéne, notée RH :-18. Lorsqu’'une mére RH :-
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18 porte un enfant d’'un pére exprimant I'antigéne RH18, elle peut produire des anticorps
anti-RH18. Ces anticorps sont connus pour étre a l'origine de la maladie hémolytique du
foetus et du nouveau-né (figure 4). L’alléle RHCE*ceEK est rare dans les populations
humaines actuelles.

X w$
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Hématies foetales porteuses de RH18 + anticorps maternels anti-RH18 2 agglutination + hémolyse
Figure 4 : mécanisme de destruction des hématies lors de la maladie hémolytique du nouveau-né.

Objectif : nous allons rechercher ici si le systtme Rhésus d’Homo neanderthalensis peut
étre a l'origine d’'une incompatibilité biologique entre des méres néandertaliennes et des
peres sapiens.

Principe : L'activité se présente sous la forme d’un test d’identification des alléles du géne
RHCE présents chez les néandertaliens comparés a ceux d’humains actuels non africains.
Les résultats seront obtenus par électrophorése de fragments d’ADN amplifiés par PCR.
L’ADN néandertalien n’étant pas disponible, les fragments d’ADN dHomo
neanderthalensis ont été synthétisés a partir de la séquence du géne RHCE de Néandertal,
connue grace au séquencage du génome de cette espece fossile. Les ségquences sont
définies a partir du génome de trois femmes néandertaliennes : Altai, Vindja et
Chagyrskaya, considérées comme représentatives des populations néandertaliennes.

Le géne RHCE est un géne a 10 exons. Les variants RHCE*ceEK sont mutés au niveau
de I'exon 1 et de I'exon 5. Ces variants ne permettent pas la synthese de la protéine RH18.
D’autres variants comme RHCE*C portent la mutation au niveau de I'exon 1, mais pas de
'exon 5 et permettent la synthése de la protéine RH18.

A l'aide de jeux d’amorces spécifiques, il est possible d’amplifier de facon différente des
séquences d’ADN se différenciant par une seule paire de base (SNV single nucléotide
variant). Dans notre cas, les fragments amplifiés par PCR sont situés sur les exons 1 et 5
(figure 5).

Synthése de la
Sl 2l protéine RH18
Alliéle sauvage Nucléptides 48 G 712 A/ 787 A/800T +
Amplicons 1200pb 530ph
Alléle %Létr)‘?tfi%léi;)ns G4>80 712 A>G/ _T_EZ A>G /800
. i ifi =
RHCE*ceEK  amplicons 858pb 330pb
Substitutions 48 Pas de mutations
Allele RHCE*C | identifiées G>C +
Amplicons 858pb 530ph

Figure 5: séquence des exons 1 et 5 du géne RHCE et taille des amplicons (fragments d’ADN
amplifiés par PCR). Seuls ont été représentés les nucléotides différant entre I’alléle sauvage et les
variants.

La PCR est réalisée sur les fragments d’ADN néandertalien ainsi que sur ’ADN de cellules
prélevées chez trois personnes originaires d’Europe. Ce sont ces amplicons que nous vous
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fournissons dans ce kit. La réalisation d’une électrophorése en classe permettra de séparer
les fragments amplifies chez chaque individu et ainsi de déterminer les alléles présents
chez les individus testés (résultat en figure 6).

Néandertal Européen A Européen B Européen C

— 5000
— 3000
— 2000
- 1600

— 1000
- 750

— 500
— 300
- 100

Figure 6 : représentation du gel d’électrophoréese
Interprétation : le profil génétique de Neéandertal montre une bande a 850pb
correspondant a I'exon 1 muté et une bande a 330pb qui correspond a I'exon 5 muté.
Aucune autre bande n’apparait. Néandertal est donc porteur de I'alléle RHCE*ceEK a I'état
homozygote et ne produit donc pas la protéine RH18. Ce profil est considéré comme
représentatif des populations néandertaliennes et cette situation était donc certainement
fréquente chez les néandertaliens qui avaient donc un phénotype RH :-18.
Les européens A et B ont tous deux un profil a deux bandes (1200 et 530pb) correspondant
aux exons 1 et 5 non mutés a I'état homozygote. lls synthétisent donc la protéine RH18.
L’européen C présente trois bandes sur son profil. Deux correspondent aux exons non
mutés et une autre a I'exon 1 muté. L’européen est donc hétérozygote, porteur de I'alléle
sauvage et de l'alléle RHCE*C. Ces deux alleles permettent tous deux la synthese de la
protéine RH18. Les trois européens testés ont donc un phénotype RH18 et ils transmettront
obligatoirement a leurs enfants un allele permettant la syntheése de la protéine RH18.
Il est fort probable que cette situation observée chez les sapiens actuels ait été la méme
chez les sapiens européens qui ont cotoyé Néandertal il y a plus de 30 000 ans. Si c’est le
cas, les meres néandertaliennes RH :-18 qui ont eu des enfants avec des péres sapiens
RH18, ont produit des anticorps anti-RH18 dirigés contre leurs foetus, ce qui a trés
probablement entrainé de nombreux décés chez les enfants issus de telles unions.
A linverse, lorsque des femmes sapiens RH18 ont eu des enfants avec des péres
néandertaliens RH :-18, leur foetus n’étant pas porteur d’antigénes étrangers, elles n’ont
pas produit d’anticorps dirigés contre leurs enfants. Ces derniers ont donc plus facilement
survecu.
L’'incompatibilité génétique entre mere néandertalienne et pere sapiens est donc bien une
explication possible au fait que I'on ne retrouve pas aujourd’hui de mitochondries provenant
de méres néandertaliennes chez 'ensemble des humains actuels issus d’'une hybridation
entre sapiens et Néandertal.
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