
 
 



 
 

Université de Montréal 

 

 

 

Étude du polymorphisme du gène majeur d’histocompatibilité de classe IIβ (MHIIβ) 

chez l’omble de fontaine (Salvelinus fontinalis)  

 

 

 

 

par 

Sébastien Croisetière 

 

 

 

Département de Microbiologie et Immunologie 

Faculté de Médecine 

 

 

 

Thèse présentée à la Faculté des études supérieures 

en vue de l’obtention du grade de  

Philosophiæ Doctor (Ph.D.) 

en microbiologie et immunologie 

 

 

 

 

Octobre, 2009 

 

 

 

© Sébastien Croisetière, 2009 

Université de Montréal  



 ii 
 

Université de Montréal 

Faculté des études supérieures 

 

 

 

 

Cette thèse intitulée : 

Étude du polymorphisme du gène majeur d’histocompatibilité de classe IIβ (MHIIβ) 

chez l’omble de fontaine (Salvelinus fontinalis)  

 

 

 

 

présentée par : 

Sébastien Croisetière 

 

 

 

 

a été évaluée par un jury composé des personnes suivantes : 

 

Président-rapporteur  ............................................... Dr Marc Drolet 

Directeur de recherche  ............................................ Dr Pierre Belhumeur 

Co-directeur de recherche  ....................................... Dr Louis Bernatchez 

Membre du jury  ...................................................... Dr Jacques Thibodeau 

Examinatrice externe  .............................................. Dre Céline Audet 

Représentant du doyen de la FES  ........................... Dr Louis de Repentigny 

 
  



 iii 
 

RÉSUMÉ  

 Les molécules classiques du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMHII) sont 

des glycoprotéines de surface spécialisées dans la présentation de peptides, principalement dérivés de 

pathogènes extracellulaires, aux récepteurs des lymphocytes T CD4+ afin d’initier la réponse 

immunitaire adaptative.  Elles sont encodées, avec celles du CMH de classe I, par les gènes les plus 

polymorphiques identifiés jusqu’à maintenant, avec plusieurs loci et une grande diversité allélique à 

chacun d’eux. De plus, le polymorphisme des gènes du CMHII n’est pas limité qu’aux séquences 

codantes.  Il est également observé dans les promoteurs où on a démontré ses effets sur le niveau 

d’expression des gènes.  La variation de la régulation d’un gène est considérée comme un facteur 

important et pour laquelle des modifications morphologiques, physiologiques et comportementales 

sont observées chez tous les organismes. Des séquences d’ADN répétées impliquées dans cette 

régulation ont été identifiées dans les régions non-codantes des génomes.  D’un autre côté, la sélection 

par les pathogènes permettrait l’évolution et le maintien du polymorphisme des gènes du CMH chez 

les vertébrés.  À ce sujet, plusieurs études ont montré l’implication de différents allèles du CMH dans 

la résistance ou la susceptibilité aux maladies.  Cette étude avait pour objectifs de caractériser le 

polymorphisme du gène MHIIβ chez l’omble de fontaine (Salvelinus fontinalis) et de documenter ses 

effets au niveau de la survie conférée par des allèles et/ou génotypes particuliers lors d’une infection, 

ainsi que sur la variation du niveau d’expression du gène dans différentes conditions.     

Dans une première partie, nous avons identifié un total de 6 allèles du gène MHIIβ, désignés 

Safo-DAB*0101 à Safo-DAB*0601, qui montrent une grande similarité avec les séquences codantes 

provenant de poissons téléostéens et de l’humain.  L’analyse des séquences du domaine β1 a permis de 

détecter l’effet d’une pression sélective positive pour maintenir le polymorphisme dans cette région de 

la molécule.  Quatre de ces allèles ont été testés lors d’une expérience d’infection avec le pathogène 

Aeromonas salmonicida afin d’évaluer l’effet qu’ils pouvaient avoir sur la survie des poissons.  Nous 

avons trouvé que l’allèle DAB*0101 était significativement associé à la résistance à la furonculose.  En 

plus d’avoir été identifié chez les individus homozygotes pour cet allèle, l’effet a également été 
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remarqué au niveau de la survie les poissons de génotype DAB*0101/*0201.  À l’opposé, les facteurs 

de risque élevé obtenus pour les génotypes DAB*0201/*0301 et DAB*0301/*0401 suggèrent plutôt 

une association à la susceptibilité.  Étant donné la faible fréquence à laquelle l’allèle DAB*0101 a été 

retrouvé dans la population, le modèle de la sélection dépendante de la fréquence pourrait expliquer 

l’avantage conféré par ce dernier et souligne l’importance de ce mécanisme pour le maintien du 

polymorphisme du gène MHIIβ chez l’omble de fontaine.  

Dans une seconde partie, nous avons rapporté la présence d’un minisatellite polymorphique 

formé d’un motif de 32 nucléotides dans le second intron du gène MHIIβ, et pour lequel un nombre 

exclusif de répétitions du motif  a été associé à chaque allèle (69, 27, 20, 40, 19 et 25 répétitions pour 

les allèles DAB*0101 à DAB*0601 respectivement). L’expression relative de quatre allèles a été 

évaluée dans des poissons hétérozygotes aux températures de 6 °C et 18 °C.  Les résultats indiquent 

que les allèles possédant un long minisatellite montrent une réduction de l’expression du gène d’un 

facteur 1,67 à 2,56 par rapport aux allèles qui en contiennent un court. De même, des allèles qui 

incluent des minisatellites de tailles similaires n’affichent pas de différence significative au niveau de 

l’abondance du transcrit aux deux températures.  De plus, l’effet répressif associé aux longs 

minisatellites est amplifié à la température de 18 °C dans des poissons de trois génotypes différents.  

Nous avons finalement observé une augmentation significative par un facteur 2,08 de l’expression 

totale du gène MHIIβ à la température de 6 °C.  Ces résultats appuient l’implication des séquences 

d’ADN répétées dans la régulation de l’activité transcriptionnelle d’un gène et suggèrent qu’un 

minisatellite sensible aux différences de températures pourrait être soumis aux forces sélectives et jouer 

un rôle important dans l’expression de gènes et l’évolution des organismes poïkilothermes. 

 

Mots clés : Complexe majeur d’histocompatibilité; antigène d’histocompatibilité de classe II; 

polymorphisme; séquences d’ADN répétitives; régulation de l’expression génique; résistance aux 

maladies; infection bactérienne; sélection; évolution; salmonidés.  
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SUMMARY 

Classical major histocompatibility complex class II (MHCII) molecules are cell-surface 

glycoproteins specialized in the presentation of peptides, mainly derived from extracellular pathogens, 

to the antigen receptors of CD4+ T cells in the adaptive immune system.  They are encoded, with those 

of the MHC class I, by the most polymorphic genes known to date, with multiple loci and high allelic 

diversity at each one.  Moreover, the polymorphism within MHCII genes is not restricted to coding 

sequences.  It has also been observed in promoters where it was shown to affect the expression level of 

the genes.  Variation in gene regulation is believed to be an important factor from which modification 

in morphology, physiology or behaviour can be observed in all organisms. Repeated DNA sequences 

with functional roles in this regulation have been identified within the non-coding parts of the 

genomes.  On the other hand, pathogen-driven selection is also believed to be important in the 

evolution and maintenance of the polymorphism of the MHC genes in vertebrates.  Studies have shown 

the implication of different MHC alleles in disease resistance or susceptibility.  In this study, our aims 

were to characterize the polymorphism of the MHIIβ gene in brook charr (Salvelinus fontinalis), to 

document its effects on the survival conferred by specific alleles and/or genotypes following an 

infection and on the variation of the expression level of the gene in different environmental conditions.     

 In a first part, we identified a total of 6 MHIIβ alleles, designated Safo-DAB*0101 to Safo-

DAB*0601, showing a high similarity to coding sequences from teleost fish and human.  Analysis of 

the β1 domain sequences indicates the effect of a positive selection pressure to select polymorphic 

mutations in that region of the molecule.  Four of these alleles were tested in a challenge experiment 

against the pathogen Aeromonas salmonicida to evaluate their effect on fish survival.  We found that 

one allele, DAB*0101, was significantly associated with resistance to furonculosis.  In addition to 

homozygotes for this allele, its resistance effect was also detected in the heterozygote individuals of the 

DAB*0101/*0201 genotype.  In contrast, other allelic combinations, namely heterozygous genotypes 

DAB*0201/*0301 and DAB*0301/*0401 were significantly associated with increased susceptibility.  
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Given that its frequency was relatively low in the population, the negative frequency dependant 

selection hypothesis could explain the advantage associated with the allele DAB*0101 over the other 

alleles and highlight the importance of this mechanism to sustain variation at the MHC in brook charr.    

 In a second part, we reported the identification of a polymorphic minisatellite formed of a 32 

nucleotides motif in the second intron of MHIIβ gene, and for which distinctive repeat numbers of the 

motif were associated to each alleles (69, 27, 20, 40, 19 and 25 repeats for the DAB*0101 to 

DAB*0601 alleles respectively). Relative expression levels of four alleles were determined in 

heterozygous fish at temperature of 18 ºC and 6 ºC.  Results indicate that alleles carrying the longest 

minisatellite showed a 1.67 to 2.56-fold reduction in the transcript expression relatively to the shortest 

one.  In contrast, no significant differences were seen in the expression levels between alleles with 

comparable minisatellite length at both temperatures.  Furthermore, the repressive activity associated to 

the longest minisatellite was more effective at temperature of 18 ºC in fish from three different 

genotypes.  We finally observed a significant 2.08-fold up-regulation of the total MHIIβ transcript 

amount at 6 ºC.  The results support the implication of repeated DNA sequences in the regulation of the 

gene transcriptional activity and suggest that a temperature-sensitive minisatellite could potentially be 

submitted to selective forces and therefore play an important role in gene expression and evolution in 

ectothermic organisms. 

 

Keywords : Major histocompatibility complex; Histocompatibility antigens class II; polymorphism; 

repetitive DNA sequences; gene expression regulation; disease resistance; bacterial infection; 

selection; evolution; salmonids. 
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The Road Not Taken 
   

Two roads diverged in a yellow wood,   

And sorry I could not travel both   

And be one traveler, long I stood   

And looked down one as far as I could   

To where it bent in the undergrowth; 

   

Then took the other, as just as fair,   

And having perhaps the better claim,   

Because it was grassy and wanted wear;   

Though as for that the passing there   

Had worn them really about the same, 

   

And both that morning equally lay   

In leaves no step had trodden black.   

Oh, I kept the first for another day!   

Yet knowing how way leads on to way,   

I doubted if I should ever come back. 

   

I shall be telling this with a sigh   

Somewhere ages and ages hence:   

Two roads diverged in a wood, and I—   

I took the one less traveled by,   

And that has made all the difference. 

 

Robert Frost (1920) 
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1.1. Le complexe majeur d’histocompatibilité 

  Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH), originalement identifié pour ses effets sur le 

système immunitaire lors de transplantation tissulaire, est une région du génome où l’on retrouve une 

concentration importante de gènes dont les produits sont impliqués dans la reconnaissance du soi et du 

non-soi.  Les CMH qui sont les mieux caractérisés sont ceux retrouvés chez l’homme et la souris.  

L’organisation génétique du CMH comprend trois régions. Les deux premières régions contiennent 

plusieurs gènes codant pour les récepteurs glycoprotéiques de classe I et de classe II qui sont 

structurellement et fonctionnellement différents.  Leur fonction principale est de lier et présenter à la 

surface cellulaire les peptides antigéniques dérivés de pathogènes afin de permettre leur reconnaissance 

par les récepteurs des lymphocytes T appropriés (TCR, T cell receptors) (Klein et Sato 2000; Janeway 

et al. 2001).  Des gènes du CMH ont également été identifiés chez d’autres vertébrés; depuis les 

poissons cartilagineux (ex. les requins) en passant par les poissons osseux (bony fish), les amphibiens, 

les reptiles, les oiseaux et différents mammifères (Trowsdale 1995).  Étant donné l’importance cruciale 

du CMH dans le fonctionnement du système immunitaire, une forte pression sélective favorise 

l’émergence de pathogènes possédant de nouveaux moyens pour éviter leur reconnaissance et leur 

élimination.  Ainsi, certains gènes du CMH ont évolué en tirant profit de différentes stratégies de 

défense (Trowsdale et Parham 2004).  Dans le même ordre d’idée, il n’est pas surprenant de constater 

que le CMH joue un rôle primordial dans la résistance ou la susceptibilité à plusieurs infections de 

même que dans la plupart des maladies auto-immunes (Blackwell et al. 2009; Caillat-Zucman 2009). 

 

1.1.1.  Les régions du CMH 

Découvertes à la surface des lymphocytes, les premières molécules produites par les gènes du 

CMH humain ont été désignées comme antigènes lymphocytaires.  Cette appellation fut conservée 

pour désigner le CMH humain en tant que complexe HLA, ou Human Leukocyte Antigen complex.  Les 

CMH les mieux caractérisés incluent celui retrouvé sur le bras court du chromosome 6 chez l’humain 
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et celui retrouvé sur le chromosome 17 chez la souris, nommé complexe H-2.  Chez l’humain, la 

première séquence du complexe HLA obtenue en 1999 couvrait 3,6 X 106 paires de bases (pb) (MHC 

Sequencing Consortium 1999).  On a identifié dans cette région 224 loci, desquels seulement 128 

seraient exprimés et où 40 % de ces derniers auraient une fonction associée au système immunitaire.  

Depuis, le séquençage complet du chromosome 6 humain en 2003 a permis d’étendre jusqu’à 7,6 X 106 

pb cette région, qu’on appelle le CMH étendu (extended MHC, Mungall et al. 2003).  Le complexe 

HLA est divisé en trois régions : la région de classe I télomérique, la région de classe II centromérique 

et la région de classe III centrale aux deux précédentes.  L’organisation générale des gènes du CMH 

humain est présentée en Figure 1.1.  La prochaine section décrit le contenu et les molécules produites 

par ces régions du complexe HLA.  

 

1.1.1.1. La région du CMH de classe I  

1.1.1.1.1. Les gènes de la région du CMH de classe I 

Il y a dans la région du CMH de classe I des gènes de type classique (de classe Ia) et d’autres 

de type non-classique (de classe Ib).  Les gènes classiques codent pour les molécules présentatrices 

d’antigènes.  On retrouve donc dans cette région les trois gènes qui forment en association avec la β2-

microglobuline (β2m) les molécules présentatrices d’antigènes du CMH de classe I.  Les trois gènes 

classiques, appelés HLA-A, HLA-B et HLA-C, codent pour la chaîne alpha (α) des molécules 

hétérodimériques du CMH de classe I.  Le gène codant pour la chaîne bêta (β) de la molécule, la β2m, 

n’est pas retrouvé à l’intérieur du complexe HLA, mais plutôt sur le chromosome 15.  Les gènes non-

classiques diffèrent des gènes classiques à plusieurs niveaux : leur expression est irrégulière, plusieurs 

sont des pseudogènes, leur degré de polymorphisme est plus faible et la nature de leur fonction est 

différente (Klein et O'hUigin 1994; Janeway et al. 2001).   

Les gènes codant pour la molécule du CMH de classe I sont généralement très conservés dans 

leur structure. Le gène type du CMH de classe I est composé de huit exons et de sept introns (Figure 1.2).   
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Figure 1.1. Localisation et organisation génétique du complexe majeur d’histocompatibilité chez 

l’humain (HLA).  Le complexe HLA situé sur le bras court du chromosome 6 est divisé en trois 

régions: le CMH de classe II (bleu), le CMH de classe III (vert) et le CMH de classe I (jaune). Chaque 

région renferme plusieurs gènes (loci) et seulement quelques-uns sont indiqués (Traduit de Klein et 

Sato 2000).  

 

 



 5 
 

La séquence 5’UTR et celle codant pour le peptide signal sont retrouvées dans l’exon 1.  Les exons 2, 

3 et 4 codent respectivement pour les domaines α1, α2 et α3.  Le peptide de connexion ainsi que le 

domaine transmembranaire sont encodés par l’exon 5, alors que les exons 6 et 7 contiennent le 

domaine cytoplasmique.  On retrouve dans le dernier exon l’extrémité C-terminale de la queue 

cytoplasmique ainsi que sa séquence 3’UTR.  Il est à noter que le troisième intron est le plus long avec 

une longueur pouvant atteindre 2 kb et que tout les introns sont de phase 1; le codon est coupé entre le 

premier et le second nucléotide (Klein 1986).    

 

1.1.1.1.2. La molécule présentatrice d’antigènes du CMH de classe I 

La molécule du CMH de classe I est une glycoprotéine hétérodimérique retrouvée à la surface 

cellulaire.  La chaîne α comporte cinq domaines distincts : deux domaines pour la liaison au peptide 

(α1 et α2), un domaine immunoglobuline-like (α3), la région transmembranaire et la queue 

cytoplasmique.  La chaîne β de la molécule, la β2m, consiste en un seul domaine associé de manière 

non-covalente au domaine α3 de la chaîne α (Figure 1.3).  La fonction de cette molécule est de 

présenter des peptides antigéniques produits dans le cytoplasme aux TCR des lymphocytes T 

cytotoxiques CD8+.  Les molécules du CMH de classe I sont exprimées à la surface de toutes les 

cellules somatiques nucléées  (Klein et Sato 2000; Janeway et al. 2001).   

 

1.1.1.2. La région du CMH de classe II 

1.1.1.2.1. Les gènes de la région du CMH de classe II 

La région du CMH de classe II contient les gènes classiques codant pour les chaînes α et les 

chaînes β de trois familles de molécules hétérodimériques du CMH de classe II appelées : HLA-DR, 

HLA-DP et HLA-DQ.  Comme dans la région du CMH de classe I, on retrouve également des gènes 

non-classiques. Les gènes HLA-DMα et HLA-DMβ codent pour une molécule dont la fonction est de 

catalyser la liaison du peptide aux molécules présentatrices d’antigènes du CMH de classe II. 
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Figure 1.2. Structure des gènes du CMH retrouvés chez les mammifères. La légende indique quel 

exon (ou partie d’exon) code pour les domaines protéiques ou régions non-traduites. La figure n’est pas 

construite à l’échelle  (Adapté de Dixon et al. 1995).   
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Figure 1.3. Structure des molécules du CMH de classe I et de classe II. La Bêta2-microglobuline 

(β2m) complète la molécule du CMH de classe I. La chaîne α du CMH de classe I a deux domaines de 

liaison au peptide (α1 et α2), un domaine immunoglobuline-like (α3), une région transmembranaire 

(TM) et une queue cytoplasmique. Chaque chaîne du CMH de classe II a un domaine de liaison au 

peptide (α1 ou β1), un domaine immunoglobuline-like (α2 ou β2), une région transmembranaire et une 

queue cytoplasmique. La niche peptidique des molécules du CMH est formée par les deux domaines 

les plus éloignés de la membrane plasmique (Traduit de Klein et Sato 2000).  
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L’activité de cette dernière est modulée par un régulateur négatif, la molécule HLA-DO, qui est encodé 

par deux autres gènes non-classiques retrouvés dans cette région : HLA-DOα/HLA-DNα et HLA-

DOβ.  De plus, on y retrouve plusieurs gènes codant pour des molécules impliquées dans l’apprêtement 

et la présentation antigénique par les molécules du CMH de classe I.  Notons la présence des gènes 

pour les sous-unités du protéasome (LMP2 et LMP7), les sous-unités du transporteur de peptides TAP 

au réticulum endoplasmique (transporters associated with antigen processing, TAP1 et TAP2) et de la 

tapasine (TAPBP)  (Janeway et al. 2001).       

La structure des gènes du CMH de classe II est variable chez les mammifères.  Ils peuvent être 

formés de quatre, cinq ou six exons séparés respectivement par trois, quatre ou cinq introns (Figure 

1.2).  Il y a une certaine similarité avec les gènes du CMH de classe I.  La séquence 5’UTR ainsi que le 

peptide signal sont retrouvés sur l’exon 1.  Dans le cas des gènes codant pour la chaîne β, on y retrouve 

en plus la séquence pour les quatre premiers acides aminés du domaine β1.  Dépendant du gène, le 

deuxième exon contient les séquences codantes pour les domaines α1 et β1 alors que les domaines α2 

et β2 sont encodés par les séquences d’un troisième exon.  La variabilité de structure des gènes du 

CMH de classe II se retrouve au niveau du peptide de connexion, du domaine transmembranaire, de la 

queue cytoplasmique et du domaine 3’UTR.  Pour les gènes du CMH de classe IIα, ces éléments sont 

encodés par un ou deux exons (quatrième et cinquième).  Dans les situations où deux exons sont 

retrouvés, un intron sépare la séquence codante du reste de la molécule juste avant ou en plein cœur du 

domaine cytoplasmique.  Ces structures sont également retrouvées pour les gènes du CMH de classe 

IIβ.  Pour ces gènes, il y a en plus une structure à trois exons où le peptide de connexion et le domaine 

transmembranaire sont encodés par un quatrième exon, une partie du domaine cytoplasmique par un 

cinquième exon et la fin de ce domaine et la séquence 3’UTR par un sixième exon.  Pour les gènes du 

CMH de classe IIα, le premier intron est le plus long avec généralement plus de 1 kb, alors que pour 

les gènes du CMH de classe IIβ les premier et deuxième introns sont les plus longs et leur longueur 
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peut varier de 1 à 5 kb.  Finalement, les introns des gènes du CMH de classe II sont également de 

phase 1 (Klein 1986).        

 

1.1.1.2.2. La molécule présentatrice d’antigènes du CMH de classe II 

Les molécules du CMH de classe II sont des glycoprotéines hétérodimériques, constituées 

d’une chaîne α et d’une chaîne β, retrouvées à la surface cellulaire.  Chaque chaîne du CMH de classe 

IIα et de classe IIβ est composée de quatre domaines : le domaine de liaison au peptide (α1 ou β1), le 

domaine immunoglobuline-like (α2 ou β2), la région transmembranaire et la queue cytoplasmique 

(Figure 1.3).  La fonction des molécules hétérodimériques du CMH de classe II est de présenter des 

peptides antigéniques, provenant principalement d’antigènes exogènes, aux TCR des lymphocytes T 

auxiliaire CD4+.  Leur reconnaissance provoque l’activation et la prolifération des lymphocytes T 

CD4+ spécifiques, initiant ainsi une réponse immunitaire dirigée contre l’antigène à partir duquel était 

dérivé le peptide antigénique.  Les molécules du CMH de classe II ont un profil d’expression beaucoup 

plus limité que celles du CMH de classe I.  Elles sont exprimées constitutivement à la surface des 

cellules spécialisées dans la capture et la présentation d’antigènes extracellulaires.  Ces dernières sont 

appelées cellules présentatrices d’antigènes (APC, antigen-presenting cells) et incluent les cellules 

dendritiques (DC, dendritics cell), les lymphocytes B et les macrophages (MΦ).  L’expression est 

également retrouvée à la surface et les cellules épithéliales thymiques (TEC, thymic epithelial cells) et 

des lymphocytes T activés humains.  De plus, comme nous le verrons dans la section suivante, 

l’expression du CMH de classe II peut être modulée par différents stimuli, notamment l’INF-γ, dans 

plusieurs types cellulaires (Klein et Sato 2000; Janeway et al. 2001).    

 

1.1.1.3. La région du CMH de classe III 

 En position centrale par rapport aux deux régions précédentes, on retrouve la région du CMH 

de classe III.  On peut noter dans cette région la présence de certains gènes codants pour des protéines 
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sécrétées aux fonctions immunitaires tels que des composantes du complément (ex : C2, C4 et le 

facteur B) ou des cytokines (TNF-α et lymphotoxines) (Janeway et al. 2001). 

 

1.1.2. Le contrôle de l’expression des gènes du CMH de classe II  

Les molécules du CMH de classe II ont un rôle primordial à jouer dans l’initiation de la 

réponse immunitaire adaptative en présentant les peptides antigéniques pouvant induire l’activation des 

lymphocytes T auxiliaire CD4+.  Cependant, l’expression des gènes codant pour ces molécules est 

restreinte à certains types cellulaires et peut être modulée quantitativement.  Le contrôle de 

l’expression des gènes du CMH de classe II est principalement transcriptionnel et repose sur 

l’interaction de plusieurs protéines au niveau du promoteur des gènes.  Le plus important de ces 

facteurs est le transactivateur des gènes de classe II (CIITA, class II transactivator) encodé par le gène 

MHC2TA.  La vaste majorité des signaux qui activent ou répriment l’expression des gènes du CMH de 

classe II convergent vers un ou plusieurs des trois promoteurs alternatifs qui contrôlent l’expression du 

CIITA (Revue par Ting et Trowsdale 2002; LeibundGut-Landmann et al. 2004). 

 

1.1.2.1. Le promoteur des gènes du CMH de classe II 

L’expression des gènes du CMH de classe II est régulée principalement au niveau de la 

transcription.  Un promoteur spécifique aux gènes du CMH de classe II est caractérisé par la présence 

de quatre motifs appelées les boîtes S (ou W), X, X2 et Y (Figure 1.4A).  Il y a de fortes contraintes au 

niveau de l’ordre, de l’orientation et de l’espacement de ces boîtes qu’on appelle aussi le module S(W)-

X-X2-Y.  Un promoteur ayant ces caractéristiques est  retrouvé sur les gènes codant pour les chaînes α 

et les chaînes β chez tous les vertébrés étudiés.  On le retrouve également sur le gène du CMH de 

classe I, de la chaîne invariante (Ii), de même que sur les gènes non-classiques du CMH de classe II 

HLA-DM et HLA-DO.  Les boîtes du promoteur des gènes du CMH de classe II lient plusieurs 

facteurs de transcription ubiquitaires.  La boîte X permet la liaison du complexe hétérotrimérique RFX  
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Figure 1.4. Régulation de la transcription des gènes du CMH de classe II. A. Liaison des facteurs 

de transcription au promoteur des gènes du CMH de classe II. Le promoteur des gènes du CMH de 

classe II ainsi que celui du gène HLA-DM, HLA-DO, de la chaîne invariante (Ii) et du CMH de classe 

I contiennent le module S(W)-X-X2-Y. Les facteurs de transcription ubiquitaires RFX, CREB, NF-Y 

et un autre non-identifié se lient aux différents motifs du promoteur pour former l’enhanceosome du 

CMH de classe II. B. Liaison du CIITA à l’enhanceosome du CMH de classe II. La liaison du 

cofacteur CIITA  aux gènes du CMH de classe II s’effectue au niveau de l’enhanceosome par des 

interactions protéines-protéines, sans liaison directe avec l’ADN. Le CIITA coordonne ensuite le 

recrutement de la machinerie transcriptionnelle de base pour initier la transcription des gènes (Adapté 

de Reith et al. 2005).      
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(regulatory factor X) composé des protéines RFX5, RFXAP et RFXANK.  La boîte X2 est reconnue 

par le facteur CREB (cyclic-AMP-responsive-element-binding-protein) alors que la boîte Y lie le 

complexe hétérotrimérique NF-Y (nuclear transcription factor Y) composé de NF-YA, NF-YB et NF-

YC.  Plusieurs facteurs ont montré une interaction avec la boîte S (ou W) in vitro, mais aucun n’a pu 

être démontré comme étant fonctionnel in vivo.  Ce complexe multiprotéique, appelé l’enhanceosome 

du CMH de classe II constitue le plateau de liaison pour le CIITA (Ting et Trowsdale 2002; 

LeibundGut-Landmann et al. 2004). 

       
1.1.2.2. Le transactivateur des gènes de classe II 

1.1.2.2.1. Le CIITA : sa structure et son mode d’action 

 Le CIITA ne se lie pas directement avec l’ADN mais démontre plusieurs interactions 

protéines-protéines avec différents partenaires (Figure 1.4B).  L’extrémité N-terminale de la protéine 

renferme une région riche en acides aminés acides formant un domaine d’activation de la transcription.  

Ce domaine permet l’interaction avec des composantes de la machinerie transcriptionnelle de base et 

autres coactivateurs, ainsi qu’avec des protéines  impliquées dans le remodelage de la chromatine.  Les 

deux-tiers de la partie C-terminale du CIITA renferme des motifs riches en leucines (LRR, leucine-rich 

repeats).  Cette extrémité de la protéine est responsable de l’association avec elle-même, de sa 

localisation nucléaire et des interactions avec les partenaires de l’enhanceosome.  De plus, l’activité 

transcriptionnelle du CIITA est modifiée par la phosphorylation et l’ubiquitylation de certains acides 

aminés (Tosi et al. 2002; Greer et al. 2003; 2004).  Contrairement aux composantes de l’enhanceosome 

qui sont exprimées ubiquitairement, l’expression du CIITA est fortement régulée par quatre 

promoteurs distincts qui contrôlent l’expression du gène MHC2TA.  Ultimement, c’est l’expression du 

CIITA qui dictera dans quelles cellules et à quels niveaux seront exprimés les gènes du CMH de classe II.  
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1.1.2.2.2. Les régions régulatrices du gène MHC2TA 

La transcription du gène codant pour le CIITA est contrôlée par une large région régulatrice 

qui renferme quatre promoteurs différents (pI à pIV) (Muhlethaler-Mottet et al. 1997) (Figure 1.5).  

L’expression du gène dans un type cellulaire spécifique, de manière inductible par les cytokines et 

selon son stade de différentiation, repose sur l’activité différentielle au niveau des trois promoteurs pI, 

pIII et pIV, l’activité du promoteur pII étant moins bien définie.  L’utilisation alternative de ces 

promoteurs permet l’incorporation d’un premier exon variable menant à la production de protéines de 

poids moléculaire différents : 121 kDa (pI, pIII et pIV), 124 kDa (pIII) et 132 kDa (pI).  Le promoteur 

pI est actif dans les cellules présentatrices d’antigènes d’origine myéloïde, comme les cellules 

dendritiques conventionnelles et les macrophages.  Le promoteur III est plutôt utilisé dans les cellules 

d’origine lymphoïde telles que les lymphocytes B, les lymphocytes T activés humains et les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes.  Le promoteur IV est responsable de l’expression constitutive dans les 

cellules épithéliales thymiques et inductible par l’INF-γ dans les cellules qui ne sont pas d’origine 

hématopoïétique (épithéliales, endothéliales, fibroblastes, astrocytes).  C’est la présence des motifs 

GAS (INF-γ-activated site), boîte E (E-box) et IRF-E (INF-regulatory factor element) dans ce 

promoteur qui permet l’induction de ce dernier par l’INF-γ (Muhlethaler-Mottet et al. 1997). Il a été 

démontré que l’activité transcriptionnelle de l’isoforme de 132 kDa était supérieure à celle de 

l’isoforme de 124 kDa pour l’induction d’un gène du CMH de classe II (Nickerson et al. 2001).   

 

1.1.2.2.3. La modulation de l’expression du CIITA 

Il a été clairement établi que  le profil d’expression du CIITA corrèle avec celui des gènes du 

CMH de classe II.  En plus de l’expression constitutive du CIITA dans les cellules ci-haut mentionnées 

ou induite par l’INF-γ dans la plupart des cellules, l’expression de ce dernier peut être réprimée par 

différents mécanismes (Figure 1.6).  L’expression du CIITA induite par l’INF-γ peut être inhibée par le 

TGF-β dans des lignées cellulaires d’astrogliomes et de fibrosarcomes humains (Lee et al. 1997),  par   



 14 
 

 

 

 

Figure 1.5. Région régulatrice du gène CIITA. Trois promoteurs indépendants contrôlent 

l’expression du CIITA (pI, pIII et pIV). pI est actif dans les cellules présentatrices d’antigènes 

d’origine myéloïdes et pIII dans celles d’origine lymphoïdes. pIV est essentiel pour l’induction à 

l’INF-γ dans les cellules qui ne sont pas d’origine hématopoïétiques et pour l’expression constitutive 

dans les cellules épithéliales thymiques. CD, cellule dendritique; MΦ, macrophages; hu., humain; act., 

activés. Trois types d’ARN messagers du CIITA  (bandes blanches) sont initiés au pI, pIII et pIV pour 

encoder trois isoformes de la protéine (bandes noires) (Traduit de LeibundGut-Landmann et al. 2004).   
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Figure 1.6. Activation et inhibition de l’expression du gène CIITA. Les effets positifs ou négatifs 

sur la transcription sont indiqués en rouge et vert respectivement. Les CD (cellules dendritiques), MΦ 

(macrophages), Lympho. B (lymphocytes B), Lympho T hu. (humain) Act. (activé) et TEC expriment 

le CIITA constitutivement. L’induction de l’expression par l’INF-γ peut être inhibée par plusieurs 

facteurs. L’expression du CIITA est réprimée lors de la différentiation terminale des lymphocytes B en 

plasmocytes et des CD immatures en CD matures. L’expression constitutive du CIITA ou induite par 

l’INF-γ est fréquemment inhibée par des tumeurs de différentes origines (Traduit de LeibundGut-

Landmann et al. 2004).    
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l’IL-1 dans des astrocytes humains (Rohn et al. 1999), par l’IL-4 et l’IL-10 sur des cellules de la 

microglie chez la souris (O’Keefe et al. 1999), par les statines dans une lignée primaire de cellules 

endothéliales humaines (Kwak et al. 2000), par la protéine SOCS-1 qui est un régulateur négatif de la 

voie d’activation par l’INF-γ (O’Keefe et al. 2001) et par l’oxyde nitrique (NO, nitric oxide) produit 

lors de l’activation des macrophages (Kielar et al. 2000).  Plusieurs pathogènes ont également 

développé des mécanismes pour inhiber l’expression du CIITA, principalement en interférant avec la 

voie d’induction par l’INF-γ (Pai et al. 2003; Abendroth et al. 2000).  Des mécanismes de modification 

de la chromatine sont aussi impliqués dans la répression du CIITA.  La région régulatrice du gène est 

retrouvée hyperméthylée au niveau des dinucléotides CpG dans plusieurs types de tumeurs (van den 

Elsen et al. 2003) et dans les cellules trophoblastiques fœtales (van den Elsen et al. 2000), ce qui les 

rend également insensibles à l’induction par l’INF-γ.  De plus, il a été démontré que l’inhibition de la 

synthèse des gènes de classe II lors de la maturation des cellules dendritiques est causée par la 

déacétylation des histones sur un large domaine couvrant la région régulatrice du CIITA (Landmann et 

al. 2001).  Finalement, un mécanisme impliquant le facteur PRDI-BF1/Blimp-1 (human positive 

regulatory domain I binding factor-1/B-lymphocyte-induced maturation protein-1) au niveau du 

promoteur pIII du CIITA a été proposé pour expliquer son inhibition lors de la différentiation des 

lymphocytes B en cellules plasmatiques (Piskurich et al. 2000).    

 

1.1.3. La présentation antigénique 

La présentation antigénique par les molécules du CMH est un élément crucial dans l’initiation 

de la réponse immunitaire permettant la reconnaissance de peptides antigéniques dérivés de pathogènes 

viraux, bactériens ou parasitaires.  Cette conversion de protéines endogènes ou exogènes en peptides 

reconnus par les récepteurs des lymphocytes T appropriés nécessite une série d’évènements qui mènent 

à la formation d’un complexe immun formé d’un peptide antigénique et d’une molécule du CMH de 

classe I ou de classe II.  La molécule du CMH de classe I présente à la surface de toutes les cellules 
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nucléées pourra, par exemple, présenter un peptide dérivé d’une protéine virale aux TCR des 

lymphocytes T CD8+ cytotoxiques, ce qui mènera à la destruction de la cellule présentatrice infectée.  

De plus, des études récentes indiquent que les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques sont également 

impliqués dans la réponse immunitaire face à plusieurs bactéries intracellulaires par les mécanismes de 

présentation croisée (cross presentation) et d’amorçage croisé (cross priming) (Kaufmann et Schaible 

2005).  La présentation d’antigènes exogènes, d’origine bactérienne ou de tumeurs, par la molécule du 

CMH de classe II aux TCR des lymphocytes T CD4+ auxiliaires aura pour conséquence leur 

prolifération et différentiation afin d’induire une immunité à médiation cellulaire ou humorale.  La 

présentation antigénique par les molécules du CMH de classe II est essentielle à plusieurs autres 

niveaux.  Elle permet également le processus de sélection positive et négative qui forme la spécificité 

du répertoire des TCR de la population de lymphocytes T CD4+ lors de leur développement dans le 

thymus.  Elle est finalement impliquée dans l’homéostasie de la population de lymphocytes T CD4+ 

matures en périphérie, la maintenance de la tolérance au soi de même que dans le bris de tolérance dans 

les maladies auto-immunes.  Dans la prochaine section nous aborderons plus en détails les mécanismes 

de présentation antigénique pour les deux classes de molécules du CMH.  Dans un premier temps, nous 

allons nous intéresser aux caractéristiques des cellules présentatrices d’antigènes (Klein et Sato 2000; 

LeibundGut-Landmann et al. 2004). 

      

1.1.3.1. Les cellules présentatrices d’antigènes  

L’apprêtement et la présentation des peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4+ 

auxiliaires par différents types cellulaires exprimant le CMH de classe II se font avec une efficacité 

variable (Schneider et Sercarz 1997).  Ceci a mené à l’appellation “professionnel” pour un certain 

groupe de cellules présentatrices d’antigènes (APC) qui inclue les macrophages (MΦ), les cellules 

dendritiques (CD) et les lymphocytes B.  L’autre groupe de cellules dites “non-professionnelles” 

exprime généralement un niveau plus faible ou variable des molécules du CMH de classe II, des 
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molécules co-stimulatrices et des molécules accessoires.  Ceci mène à des capacités hétérogènes 

d’apprêtement et de présentation antigénique qui conduisent ensuite à une présentation plus restreinte 

de peptides (Muntasell et al. 2004).   

 Le macrophage a une capacité extraordinaire pour l’endocytose, ce qui lui permet d’internaliser 

jusqu’à 50 % de sa surface cellulaire en un seul évènement de phagocytose (Steinman et al. 1983).  Il 

peut internaliser tout types d’antigènes, soluble ou cellulaire, de manière non-spécifique ou par des 

récepteurs spécifiques.  Le MΦ exprime les molécules du CMH de classe I, du CMH de classe II ainsi 

que les molécules co-stimulatrices B7 (CD80 et CD86) dont il augmente les niveaux d’expression 

lorsqu’il est activé par des cytokines inflammatoires ou des produits bactériens.  Comparativement aux 

cellules dendritiques et aux lymphocytes B, les niveaux d’expression de ces molécules demeurent 

cependant plus bas, ce qui expliquerait pourquoi les MΦ sont généralement considérés comme des 

APC moins efficaces (Mellman et al. 1998).  Ils sont néanmoins présents en grand nombre aux sites 

d’infection et d’inflammation chronique pour y présenter les peptides antigéniques. 

 Contrairement aux MΦ et aux lymphocytes B, la fonction primaire des cellules dendritiques 

semble être la présentation antigénique.  Tout comme les MΦ, les CD complètent leur différentiation 

en quittant la circulation sanguine pour s’établir en périphérie.  Les CD sont aussi très efficaces au 

niveau de l’endocytose et peuvent présenter les peptides antigéniques sur les molécules du CMH de 

classe I ou de classe II, qu’elles expriment d’ailleurs à un niveau très élevé lorsqu’elles atteignent leur 

maturité.  Elles ont la propriété de pouvoir transporter un antigène capturé en périphérie vers les 

organes lymphoïdes secondaires, ou de l’internaliser directement de la lymphe (Itano et al. 2003).  

Dans les organes lymphoïdes, on les retrouve plus nombreuses dans des régions où les lymphocytes T 

naïfs sont activés; dans une position qui permet un flot continu de lymphocytes T à la recherche du 

complexe peptide-CMH apparenté (Itano et Jenkins 2003).  Elles sont significativement plus efficaces 

que les MΦ pour stimuler les lymphocytes T (Mellman et al. 1998) et pour présenter des peptides 
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exogènes sur les molécules du CMH de classe I par le mécanisme de présentation croisée (cross 

presentation) (Delamarre et al. 2003).       

 Les lymphocytes B ne sont pas très efficaces pour internaliser des antigènes, à l’exception de 

ceux reconnus par les récepteurs immunoglobulines spécifiques à la surface.  De cette manière, leur 

activité se concentre sur la présentation d’antigènes capables de stimuler les lymphocytes T CD4+ 

auxiliaires qui vont en retour les activer pour la sécrétion d’anticorps.  Les lymphocytes B expriment 

constitutivement un niveau élevé de la molécule du CMH de classe II ainsi que les molécules HLA-

DM et HLA-DO qui contribuent au chargement du peptide sur la molécule du CMH de classe II.  

Malgré leur faible capacité pour l’endocytose, la liaison d’antigènes aux immunoglobulines induit 

l’internalisation des récepteurs et accélère la livraison aux compartiments du CMH de classe II (MIIC, 

MHC class II compartment) où ils sont dégradés (West et al. 1994). 

 

1.1.3.2. Les mécanismes de présentation antigénique 

 Le caractère distinctif des mécanismes de présentation antigénique du CMH de classe I et du 

CMH de classe II a depuis longtemps été lié à la source des peptides.  Les ligands du CMH de classe I 

sont généralement dérivés de protéines cytosoliques et ceux du CMH de classe II proviennent d’une 

source exogénique.  On sait maintenant que l’inverse est également possible.  La présentation par la 

molécule du CMH de classe I d’antigènes provenant de bactéries présentes dans le phagosome donne 

lieu à deux voies différentes : la présentation croisée (cross presentation) (Pfeifer et al. 1993; Canaday 

et al. 1999) et l’amorçage croisé (cross priming) (Yrlid et Wick 2000; Schaible et al. 2003).  La 

présentation d’antigènes intracellulaires par la molécule du CMH de classe II a également été rapportée 

(Rudensky et al. 1991; Dongre et al. 2001).  La Figure 1.7 illustre les deux voies classiques pour la 

présentation antigénique (Klein et Sato 2000).        
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Figure 1.7. Voies de présentation antigénique. A. Voie de présentation par les molécules du CMH de 

classe I. Les protéines cytoplasmiques, du soi ou du non-soi, sont dégradées en peptides par le 

protéasome. Ceux-ci sont ensuite chargés sur la molécule du CMH de classe I au niveau du réticulum 

endoplasmique (RE) pour former un complexe peptide-CMH classe I. Ce dernier passe par le Golgi 

pour y être glycosylé avant d’être dirigé à la surface pour présentation aux lymphocytes T CD8+ 

cytotoxiques. B. Voie de présentation par les molécules du CMH de classe II. Une protéine exogène est 

endocytée (ou phagocytée) et dirigée par la voie endosomale vers le compartiment du CMH de classe 

II pour y être dégradée en peptides. La molécule du CMH de classe II, glycosylée au niveau du Golgi, 

se retrouve également dans ce compartiment où le chargement du peptide est catalysé par la molécule 

HLA-DM. Le complexe peptide-CMH classe II est ensuite dirigé à la surface cellulaire pour 

présentation aux lymphocytes T CD4+ auxiliaires (Traduit de Klein et Sato 2000).    
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1.1.3.2.1. La présentation antigénique par le CMH de classe I 

Dans la cellule, il y a un renouvellement constant des protéines au cours duquel elles sont 

fragmentées en courts fragments peptidiques par un complexe protéolytique présent dans le cytoplasme 

et qui est appelé le protéasome (Glickman et Ciechanover 2002).  La présentation antigénique par le 

CMH de classe I débute justement à ce niveau (Figure 1.7A) (Pamer et Cresswell 1998).  L’élimination 

des protéines du soi défectueuses et leur recyclage constitue la fonction première de ce système.  Les 

protéines retrouvées dans le cytoplasme peuvent également être d’origine virale, bactérienne ou 

fongique suite à une infection.  Dans le cas d’une infection virale par exemple, l’ADN ou l’ARN du 

virus sera répliqué dans le noyau pour ensuite être traduit en protéines dans le cytoplasme.  Les 

fragments peptidiques générés par le protéasome sont ensuite transportés dans la lumière du réticulum 

endoplasmique (RE) par le transporteur de peptides TAP formé des protéines TAP1 et TAP2 

(Androlewicz et al. 1993).  Dans le RE, les peptides sont chargés sur la molécule du CMH de classe I 

nouvellement synthétisée avec l’aide des chaperonnes moléculaires calnexine et calreticuline ainsi que 

les protéines ERp57 et tapasine.  Le complexe peptide-CMH de classe I est finalement transporté au 

travers du Golgi vers la surface cellulaire pour être présenté aux TCR des lymphocytes T DC8+ 

cytotoxiques (Groothuis et al. 2005). 

 

1.1.3.2.2. La présentation antigénique par le CMH de classe II 

Les antigènes extracellulaires présentés par la voie du CMH de classe II sont d’abord 

internalisés par la cellule présentatrice d’antigènes par les mécanismes de phagocytose ou 

d’endocytose (Figure 1.7B).  Ils sont acheminés dans la voie endosomale où ils sont dégradés par une 

série de protéases de la famille des cathepsines, ce qui permet de générer différents peptides 

antigéniques (Villadangos et al. 1999).  De leur côté, les chaînes α et β du CMH de classe II sont 

produites au niveau du RE où elles sont assemblées avec la chaîne invariante (Ii) dans un complexe 

nanomérique (αβIi)3 orienté vers la lumière du RE.  Le complexe, associé aux membranes de 
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vésicules, est ensuite acheminé au travers du Golgi vers une région du cytoplasme pour rencontrer son 

cargo qui est contenu dans les endosomes tardifs.  Les deux types de vésicules fusionnent pour former 

ce qui est appelé le compartiment du CMH de classe II (MHC class II compartment) (Stern et al. 

2006).  Les peptides antigéniques sont alors chargés sur la molécule du CMH de classe II avec l’aide 

de la chaperonne HLA-DM, avant d’être transportés à la membrane plasmique pour présentation aux 

TCR des lymphocytes T CD4+ auxiliaires.     

 

1.1.4. La structure de la molécule du CMH de classe II 

Plus d’une vingtaine de structures tridimensionnelles de la molécule du CMH de classe II 

humaine ont été obtenues par cristallographie depuis la toute première publiée par Brown et 

collaborateurs (1993) pour l’allèle HLA-DR1 (Stern et al. 1994; Dessen et al. 1997; Smith et al. 1998).  

En comparant ces structures tridimensionnelles à celles connues pour les molécules du CMH de classe 

I, on se rend compte que malgré les différences au niveau de leur fonction et composition en sous 

unités, l’aspect général des deux types de molécules est conservé (Batalia et Collins 1997).  La 

molécule du CMH de classe II est formée par deux chaînes, α et β, traversant la membrane plasmique 

et qui sont assemblées sans liaison covalente.  Les domaines en position N-terminale de chaque chaîne, 

α1 et β1, sont repliés de manière à ce que chacun forme la moitié de la niche peptidique située à 

l’extrémité de la molécule la plus distale de la membrane cellulaire (Figure 1.8A).  Ces domaines 

forment une structure qui consiste en deux hélices-α segmentées qui reposent sur une base de huit 

feuillets-β antiparallèles.  Le repliement de ces domaines crée entre les deux hélices-α un long sillon, 

la niche peptidique, qui constitue le site de liaison du peptide à la molécule du CMH de classe II 

(Figure 1.8B).  Les deux autres domaines, α2 et β2, sont situés en position proximale de la membrane 

et adoptent une structure en sandwich-β qui est homologue à celles de la superfamille des 

immunoglobulines.  La molécule est finalement ancrée à la membrane plasmique par la région suivante  
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Figure 1.8. Structure tridimensionnelle de la molécule du CMH de classe II, HLA-DR1. A. Les 

chaînes α (vert) et β (rouge) s’associent au peptide (bleu) pour former le complexe ternaire. Les 

domaines à l’extrémité N-terminale de chaque chaîne (α1 et β1) forment la niche peptidique. Les 

domaines α2 et β2 se replient en domaines immunoglobulines. B. Vue en plongée de la niche 

peptidique, les domaines α1 (vert), β1 (rouge) et le peptide (bleu) sont représentés. Les chaînes 

latérales des acides aminés du peptide ainsi que celles de la molécule du CMH de classe II en contact 

avec le peptide sont illustrées (Adapté de Batalia et Collins 1997, Stern et al. 1994).  
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constituée de 25 acides aminés, pour laisser ensuite une courte queue cytoplasmique formée de 8 à 15 

acides aminés en position C-terminale des chaînes.        

 

1.1.4.1 L’interaction du peptide avec la molécule du CMH de classe II 

 Contrairement à la molécule du CMH de classe I qui présente des peptides qui ont en général 9 

acides aminés de longueur, celle des peptides présentés par la molécule du CMH de classe II peut 

varier considérablement, entre 11 et 17 acides aminés (Rammensee et al. 1995).  L’explication de cette 

différence repose sur la position des deux hélices-α ainsi que sur la présence d’acides aminés avec des 

plus petites chaînes latérales qui laissent ouvertes les deux extrémités de la niche peptidique (Brown et 

al. 1993).  L’obtention de la structure tridimensionnelle de l’allèle HLA-DR1 de la molécule du CMH 

de classe II complexé au peptide antigénique de l’hémagglutinine (HA) du virus de l’influenza a 

permis de montrer la nature des interactions entre le peptide et la niche peptidique (Stern et al. 1994).  

Le peptide est retrouvé dans une conformation linéaire étendue pour les positions P1 à P9. Ceci lui 

permet de diriger certaines chaînes latérales vers le fond de la niche peptidique pour stabiliser 

l’interaction avec la molécule du CMH de classe II alors que d’autres sont dirigées vers la surface du 

complexe vers le récepteur des lymphocytes T (Figure 1.9A, B).  Des interactions à deux niveaux 

stabilisent le peptide dans la niche peptidique.  Des ponts hydrogènes sont formés entre les atomes de 

la chaîne principale du peptide et d’autres retrouvés à des positions conservées sur les hélices-α et les 

feuillets-β formant la niche peptidique afin de stabiliser l’interaction indépendamment de la séquence 

du peptide (Figure 1.9C).  Les acides aminés aux positions P1, P4, P6 et P9 du peptide sont appelés 

résidus d’ancrage (anchor residues) parce que l’interaction de leurs chaînes latérales avec des poches 

(pockets) distinctives au fond de la niche peptidique stabilise davantage le complexe.  La plupart des 

positions polymorphiques sont orientées vers l’intérieur de la niche peptidique pour interagir avec le 

peptide.  La Figure 1.10A illustre différentes poches retrouvées au fond de la niche peptidique de la 

molécule HLA-DR1.  Les chaînes latérales du peptide dirigées vers le fond de la niche peptidique  
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Figure 1.9. Le peptide antigénique en conformation étendue. A. Vue de côté du peptide HA (306-

318) de l’hémagglutinine du virus de l’influenza. Les positions P1 à P9 du peptide sont indiquées en 

rouge. La coloration des atomes du peptide illustre l’interaction avec HLA-DR1. Les atomes en noir 

sont camouflés dans le complexe peptide HA/HLA-DR1; les atomes en gris sont en contact avec HLA-

DR1 et accessibles au solvant; les atomes en blanc ne sont pas en contact avec HLA-DR1. B. Vue de 

côté de la surface moléculaire de la niche peptidique de HLA-DR1 (en bleu) en contact avec le peptide 

HA.  Les chaînes latérales sont identifiées  par le code à une lettre. C. Représentation schématique du 

réseau de ponts hydrogènes entre la molécule HLA-DR1 et la chaîne principale du peptide. Les ponts 

hydrogènes conservés sont indiqués par un pointillé rouge et numérotés de 1 à 12 à partir de 

l’extrémité N-terminale. Les acides aminés des chaînes α et β de la molécule HLA-DR1 sont illustrés 

(Adapté de Stern et al. 1994, Stratikos et al. 2004).  
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Figure 1.10. Modélisation tridimensionnelle de la niche peptidique de la molécule HLA-DR1. A. 

Les poches de liaison au peptide.  Les poches de liaison au peptide (1, 3, 4, 6, 7, et 9) de la niche 

peptidique sont numérotées en jaune. Le potentiel électrostatique positif (bleu) et négatif (rouge) est 

illustré. B. Interaction des poches de liaison au peptide avec les chaines latérales du peptide HA (306-

318) de l’hémagglutinine du virus de l’influenza. Les détails du positionnement des chaînes latérales 

du peptide sont illustrés pour les poches: P1 qui reçoit la Tyr 308, P4 (Gln 311), P6 (Thr 313), P7 (Leu 

314) et P9 (Leu 316). Les atomes des chaînes latérales sont représentés par le modèle CPK; atome de 

carbone (jaune), d’azote (bleu) et d’oxygène (rouge). Les chaînes latérales de la molécule HLA-DR1 

sont indiquées par des bâtonnets blancs (Batalia et al. 1997, Stern et al. 1994).  
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sont accueillies par ces poches formées des chaînes latérales d’acides aminés situées à des positions 

polymorphiques (Figure 1.10B).  Les propriétés de ces poches (taille, potentiel électrostatique et 

hydrophobicité), dépendant de la nature des acides aminés qu’on y retrouve, déterminent la spécificité 

du peptide pour différentes molécules du CMH de classe II.   

 

1.1.5. Le CMH chez les vertébrés non-mammaliens 

Nos connaissances actuelles sur le CMH proviennent en très grande partie d’études réalisées 

chez l’homme et la souris depuis les soixante-dix dernières années (Gorer 1937).  Depuis ce temps, des 

gènes du CMH de classe I ou de classe II ont été identifiés chez tous les vertébrés à mâchoire 

(gnathostomes) étudiés, les poissons cartilagineux (ex : les requins) étant le plus ancien groupe 

(Kasahara et al. 1992).  La prochaine section décrit les propriétés associées au CMH pour différents 

groupes d’animaux non-mammaliens à partir des oiseaux, en passant par les reptiles et les amphibiens 

jusqu’aux poissons osseux et poissons cartilagineux.  Les études montrent que l’organisation des gènes 

du CMH diffère parmi ces groupes.  On peut cependant distinguer deux caractéristiques qui semblent 

propres aux groupes des non-mammaliens par rapport aux mammifères.  Premièrement, chez les 

oiseaux, les poissons osseux et possiblement les amphibiens et les poissons cartilagineux, on retrouve 

les gènes codants pour les sous-unités du protéasome (LMP) ou ceux pour le transporteur TAP en 

association avec les gènes classiques du CMH de classe I, et non avec ceux du CMH de classe II.  Ceci 

indique que chez ces animaux, ces gènes ont vraisemblablement évolué de façon concertée étant donné 

les fonctions qui leur sont associées.  Deuxièmement, la région du CMH de classe III n’est pas présente 

dans tous ces groupes d’animaux; elle est retrouvée chez les amphibiens mais est absente chez les 

poissons osseux et un seul gène est toujours présent chez les oiseaux (Flajnik et Kasahara 2001).        
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1.1.5.1. Le CMH chez les oiseaux (poulet) 

Le CMH du poulet, auquel on réfère aussi en tant que locus B, est une région du génome de 92 

kb qui contient 19 gènes (Kaufman et al. 1999).  Des gènes orthologues à ceux des mammifères y sont 

retrouvés pour chacune des trois régions, mais plusieurs sont absents.  Deux gènes du CMH de classe I, 

dont un seul semble exprimé à un niveau permettant la présence de la molécule à la surface cellulaire, 

sont situés de part et d’autre des gènes TAP1 et TAP2 codant pour le transporteur TAP.  On ne 

retrouve cependant pas les gènes des sous-unités du protéasome (LMP2 et LMP7) qui ont 

probablement été supprimés du génome (Kandil et al. 1996).  Les gènes codant pour la chaîne β du 

CMH de classe II et les chaînes α et β (DMα et DMβ) de la molécule accessoire DM sont présents, 

alors que ceux codant pour la chaîne α du CMH de classe II et les deux chaînes de l’autre molécule 

accessoire, DO (DN/DZα et DOβ), sont absents.  En fait, un seul gène non-polymorphique codant pour 

la chaîne α du CMH de classe II est situé à 5 centimorgans (cM) du locus B, ce qui laisse la chaîne β 

responsable du polymorphisme de cette molécule chez le poulet.  Seul un gène d’histone et le gène C4 

constitue la région du CMH de classe III, les autres étant retrouvés dans des régions différentes du 

génome.  Cette région compacte du génome a amené Kaufmann et collaborateurs (1995) à qualifier le 

poulet comme ayant un “CMH minimal et essentiel”, dans lequel les gènes non essentiels à la 

présentation antigénique ont été éliminés.  Finalement, on retrouve chez d’autres oiseaux tels que la 

caille et le moineau un CMH dont le contenu et l’organisation des gènes sont similaires au poulet, cette 

région a cependant doublé en taille et en nombre de gènes suite à des duplications géniques (Freeman-

Gallant et al. 2002; Shiina et al, 2004).      

 

1.1.5.2. Le CMH chez les reptiles 

L’information disponible sur le CMH des reptiles est limitée, mis a part la présence de gènes 

du CMH de classe I chez un serpent (Nerodia sipedon) et un lézard (Amieva amieva), et de classe II 

chez un alligator (Alligator mississippiensis) et un lézard (Sphenodon punctatus) (Grossberger et 
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Parham, 1992; Edwards et al. 1995; Miller et al. 2005).  Chez le lézard Amieva amieva, cinq cDNA 

distincts ont été isolés d’un même individu, ce qui indique l’expression d’au moins trois loci du CMH 

de classe I.    

 

1.1.5.3. Le CMH chez les amphibiens  

Les CMH de deux espèces d’amphibiens ont été étudiés, chez la grenouille (Xenopus laevis) et 

l’axolotl (Ambystoma mexicanum), et chaque espèce montre des propriétés uniques.  Chez la 

grenouille, on retrouve les régions du CMH de classe I, de classe II et de classe III; la région de classe I 

se trouvant entre les deux autres comme chez les oiseaux.  Comme chez le poulet, il n’y a également 

qu’un seul locus du CMH de classe I exprimé à un niveau détectable (Shum et al. 1993), auquel on 

retrouve fortement associé les gènes TAP1, TAP2 et LMP7 (Nonaka et al. 1997).  On retrouve dans la 

région du CMH de classe II trois gènes codant pour la chaîne β (Sato et al. 1993), alors que seulement 

deux des trois gènes codant pour la chaîne α semblent exprimés (Liu et al. 2002).  Comme chez les 

mammifères, il y a dans la région du CMH de classe III les gènes C4, HSP70 et Bf en étroite 

association (Flajnik et al. 1999).  Même si le génome de la grenouille est tétraploïde, son CMH est 

diploïde (Sato et al. 1993) et toutes les copies de gènes qui ont été dupliquées ont été rendues 

silencieuses, à l’exception de chez Xenopus ruwenzoriensis (Sammut et al. 2002).  Chez l’axolotl, 

contrairement au CMH de la grenouille, on retrouve plusieurs loci exprimés du CMH de classe I 

auxquels est associé un seul locus du CMH de classe II (Sammut et al. 1999). 

 

1.1.5.4. Le CMH chez les poissons osseux (les téléostéens)  

Le groupe des poissons osseux inclut plus de 20 000 espèces dont plusieurs ont été étudiées au 

niveau du CMH dans des études d’association de gènes (linkage studies) : le poisson zèbre (zebrafish, 

Danio rerio; Bingulac-Popovic et al. 1997), la carpe (Cyprinus carpio; Wiegertjes et al. 1997), le 

saumon atlantique (Salmo salar; Grimholt et al. 2002), la truite arc-en-ciel (Oncorhynchus 
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mykiss; Hansen et al. 1999), le médaka (Oryzias latipes; Naruse et al. 2000) et le pufferfish Japonais 

(Takifugu rubripes; Sambrook et al. 2002).  Le séquençage de cette dernière espèce est complété 

(Aparicio et al. 2002) alors que celui du poisson zèbre est toujours en cours.  De ces études 

d’association, il en ressort que l’organisation des gènes du CMH des téléostéens se distingue 

clairement de celle des mammifères à plusieurs niveaux.  Premièrement, les gènes codants pour la 

chaîne α du CMH de classe I ne sont pas liés à ceux pour les chaînes α et β du CMH de classe II chez 

les poissons mentionnés ci-haut.  Comme les gènes du CMH de classe I et de classe II sont situés sur 

des chromosomes différents, on devrait plutôt y faire  référence comme étant des gènes majeurs 

d’histocompatibilité puisque l’utilisation du terme “complexe” n’a ici aucun sens (Dixon et Stet 2001).  

Deuxièmement, les gènes du CMH de classe II son encodés à plus d’un locus chez le poisson zèbre, la 

carpe et le médaka.  Troisièmement, on retrouve chez le poisson zèbre et le médaka deux gènes codant 

pour la chaîne α du CMH de classe I qui sont, comme chez la grenouille, liés aux gènes LMP2, LMP7 

et TAP2 (Takami et al. 1997; Naruse et al. 2000).  Finalement, il ne semble pas y avoir de région du 

CMH de classe III renfermant certains gènes codant pour des protéines du complément. 

 

1.1.5.4.1. Les gènes majeurs d’histocompatibilité chez les salmonidés 

Les gènes classiques du CMH de classe I et de classe II ont été identifiés chez plusieurs 

espèces de salmonidés.  Les séquences de plusieurs molécules du CMH de classe I ont été obtenues 

chez le saumon atlantique (Grimholt et al. 1993), la truite arc-en-ciel (Hansen et al. 1996) et plusieurs 

espèces de saumon du Pacifique du genre Oncorhynchus (Miller et Withler 1997).  Un seul locus du 

CMH de classe I est exprimé chez le saumon atlantique (Grimholt et al. 2002) alors que la molécule 

TAP est encodée par des loci polymorphiques, plus particulièrement les deux gènes identifiés pour 

TAP2 (Grimholt 1997).  Comme observé chez le rat, la présence d’une molécule TAP polymorphique, 

dont les gènes codants sont ici étroitement liés à celui du CMH de classe I, permet probablement de 

produire différents peptides qui peuvent être présentés par un seul type de molécules du CMH de classe 
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I (Powis et al. 1996).  Les séquences pour la chaîne α du CMH de classe II (Hordvik et al. 1993; 

Glamann 1995) et celles pour la chaîne β ont été également été obtenues chez le saumon atlantique et 

la truite arc-en-ciel (Grimholt et al. 2000).  Des séquences partielles des domaines β1 et β2 ont aussi 

été obtenues pour sept espèces de saumon du Pacifique (Oncorhynchus) (Miller et Withler 1996).  On a 

confirmé chez le saumon atlantique que ces deux gènes codant pour la molécule du CMH de classe II 

ségrégaient sous un même haplotype et qu’un seul locus pour chacune des chaînes était exprimé (Stet 

et al. 2002).  De plus, l’isolement des promoteurs de ces deux gènes montre qu’ils sont fonctionnels et 

que les boîtes X, X2 et Y sont conservées, suggérant ainsi que l’expression des gènes est régulée d’une 

manière similaire à celle retrouvée chez l’humain (Syed et al. 2003).   

Chez les salmonidés, l’expression des gènes du CMH de classe II est observée dans les tissus 

lymphoïdes primaires (rein et thymus) aussi bien que dans les tissus lymphoïdes secondaires (rate, 

branchies, intestin) et les lymphocytes du sang périphérique (Juul-Madsen et al. 1992; Koppang et al. 

1998; Nath et al. 2006).  Il a été rapporté chez l’humain que la densité des molécules du CMH de 

classe II à la surface cellulaire a un effet sur la réponse immunitaire et dépend également du niveau 

d’expression des gènes (Maffei et al. 1989; Glimcher et Kara 1992).  De plus, la régulation du gène 

s’effectue aux niveaux transcriptionnel et post-transcriptionnel (Rosa et Fellous 1988; Cullel-Young et 

al. 2001).  Des études chez les salmonidés ont montré que durant une infection, le lipopolysaccharide 

(LPS) stimulait l’expression du CMH de classe II et que l’effet pouvait être accentué par la présence de 

TNF-α (Koppang et al. 1998; Knight et al. 1998).   

D’autres études ont démontré que l’expression des molécules du CMH était régulée par la 

température.  Chez la carpe exposée à une température de 6 °C, on a noté une réduction sévère de 

l’expression de la β2-microglobuline qui se traduit par une absence de la molécule du CMH de classe I 

à la surface des lymphocytes en périphérie (Rodrigues et al. 1998).  Cet effet de la température n’a 

cependant pu être démontré dans une étude chez des salmonidés, où aucune baisse de la β2m au niveau 

de l’ARN et de l’expression à la surface cellulaire n’a été remarquée après une exposition de 10 jours à 
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2 °C (Kales et al. 2006).  Ces résultats indiquent que parmi les téléostéens, différents moyens sont 

utilisés pour réguler l’activité du système immunitaire.  À cet effet, une étude sur l’expression du CMH 

de classe II réalisée par Nath et al. (2006) démontre une baisse de l’expression des gènes codant pour 

les deux chaînes α et β qui se traduit au niveau protéique.  Deux études montrent finalement la 

régulation par la température de gènes du système immunitaire inné et adaptatif après immunisation 

(Raida et Buchmann 2007; 2008).        

    

1.1.5.5. Le CMH chez les poissons cartilagineux (les chondrichthyens) 

 Le groupe des poissons cartilagineux est le plus ancien des vertébrés à mâchoire (jawed 

vertebrates) à avoir divergé d’un ancêtre commun avec l’homme.  Malgré sa position ancestrale, la 

plupart des gènes typiques du CMH ont été identifiés; celui du CMH de classe I (Bartl et al. 1997) ainsi 

que les gènes codants pour TAP1, TAP2, LMP2, LMP7, HSP70 et Bf (Flajnik et al. 1999).  L’étude 

des gènes du CMH de classe I montre une grande diversité entre les allèles et que des évènements de 

recombinaison entre les allèles et les gènes en seraient grandement responsables.  Les gènes codant 

pour les chaînes α et β du CMH de classe II ont également été identifiés (Kasahara et al. 1992; Bartl et 

Weissman 1994), et il a été montré que c’est la chaîne α qui est polymorphique avec la majorité des 

variations au niveau du domaine de liaison au peptide (Kasahara et al. 1993).  Contrairement à ce que 

l’on retrouve chez les poissons osseux, le CMH des poissons cartilagineux montre une forte liaison des 

gènes de classe I, de classe II et certains gènes de classe III (Ohta et al. 2000, Terado et al. 2003).  Ceci 

suggère que l’ancêtre commun de tous les vertébrés à mâchoire devait posséder un CMH ainsi 

organisé.   
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1.1.6. Les pressions évolutives sur les gènes du CMH 

Face au grand nombre de pathogènes de différentes natures qui développent sans cesse de 

nouveaux moyens pour éviter d’être reconnus et éliminés lors d’infection, les gènes du système 

immunitaire doivent continuellement évoluer afin de s’adapter à ces moyens d’évasion toujours plus 

sophistiqués.  Les gènes du CMH ont un avantage non-négligeable dans cette lutte en étant exprimés 

de manière codominante; chaque copie du gène à un locus particulier sera exprimée dans un individu 

hétérozygote.  Dans la prochaine section, nous verrons comment la polygénie et le polymorphisme ont 

été exploités par les gènes du CMH de classe I et de classe II pour présenter une plus grande variété de 

peptides et ainsi permettre au système immunitaire de se défendre contre ces pathogènes en évolution 

constante. Nous aborderons également les mécanismes responsables du maintien de ce polymorphisme, 

ceux opérés par les pathogènes eux-mêmes et les autres, par le choix du partenaire pour la 

reproduction.  Finalement, des allèles particuliers des gènes du CMH ont été associés à la susceptibilité 

ou résistance face aux pathogènes.  Nous énoncerons brièvement ces résultats pour divers vertébrés 

avant de nous attarder plus particulièrement à ceux obtenus chez les salmonidés.                  

 

1.1.6.1. La polygénie et le polymorphisme des gènes du CMH 

On retrouve dans le CMH de l’humain et de la souris trois gènes codant pour les molécules 

classiques du CMH de classe I; HLA-A, HLA-B, HLA-C et H2-K, H2-D, H2-L respectivement.  Pour 

les molécules classiques CMH de classe II on compte trois paires de gènes chez l’humain, HLA-DR, 

HLA-DP, HLA-DQ et deux paires chez la souris, H2-A et H2-E.  Cette polygénie pour chacune des 

classes de molécules permet la présentation d’une plus grande variété de peptides à la surface cellulaire 

par des molécules qui ont des spécificités de liaison particulière.  L’analyse des gènes retrouvés dans la 

région du CMH de classe I chez l’humain a permis d’établir que des évènements de duplications 

successives et de diversification d’une certaine unité de base ont engendré le CMH tel que nous le 

connaissons aujourd’hui (Shiina et al. 1999).  La duplication d’un gène permet de conserver sa 
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fonction initiale pour une première copie, alors que la seconde a la liberté de muter pour adopter 

possiblement une nouvelle fonction.  Ce processus de “naissance et de mort” est également retrouvé 

dans plusieurs autres familles de gènes impliqués dans la défense immunitaire : les récepteurs Fc, les 

cytokines et les KIR (killer-cell Ig-like receptor) (Trowsdale and Parham 2004). 

Le polymorphisme des gènes du CMH a été étudié plus en détails chez l’humain où plusieurs 

variants (allèles) ont été identifiés à chacun des loci.  La notation de ces différents allèles est donnée 

par un nombre précédé d’un astérisque.  Par exemple, HLA-DRB1*0401 désigne l’allèle 0401 du gène 

1 de la chaîne β de la molécule du CMH de classe II.  Les gènes du CMH sont en fait les plus 

polymorphiques connus à ce jour.  Chez l’humain, il y a jusqu’à maintenant (mai 2009) 2385 allèles 

qui ont été identifiés pour les gènes classiques du CMH de classe I et 1000 pour ceux du CMH de 

classe II (Tableau 1.1) (Robinson et al. 2003).  Le nombre d’allèles, montrant une variation à au moins 

un acide aminé, est variable pour chacun des gènes; le plus grand nombre étant retrouvé pour les gènes 

HLA-B et HLA-DRB1 avec 1178 et 618 allèles respectivement.  À l’opposé, seulement 3 allèles ont 

été identifiés pour le gène HLA-DRA.  De plus, la variabilité des gènes codant pour la chaîne β de 

chacune des trois familles du CMH de classe II est plus grande.  Le polymorphisme des molécules du 

CMH a aussi été observé pour les gènes orthologues du CMH chez d’autres espèces.  

Un tel niveau de variation du CMH a été associé en partie à l’optimisation de la protection 

immunitaire contre les pathogènes.  Ceci se reflète dans la localisation de la variabilité qui se situe plus 

précisément au niveau d’acides aminés de la région de liaison au peptide (PBR, peptide-binding 

region) formée des domaines α1α2 et α1β1 des molécules du CMH de classe I et de classe II (Parham 

1988).  De plus, on remarque que le taux de substitutions non-synonymes (provoquant un changement 

d’acide aminé) est plus grand que le taux de substitutions synonymes (ne provoquant pas de 

changement d’acide aminé) pour les mutations se produisant dans les codons d’acides aminés 

impliqués dans la liaison du peptide (Hughes et Nei 1988; 1989).  Une étude de 2003 établit 

précisément la divergence en acides aminés entre les différents allèles d’un même gène du complexe  
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Nombre d’allèles identifiés (mai 2009) pour les gènes 

classiques du CMH de classe I et de classe II chez l’humain.  

IMGT/HLA Database, http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/stats.html   

(Robinson et al. 2003). 
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HLA, en comparant la protéine entière ou seulement la région pour la liaison au peptide (Tableau 1.2) 

(Reche et Reinherz 2003).  Il faut interpréter les données en gardant à l’esprit que l’analyse a été faite 

avec les allèles connus à cette date.  La variation en acides aminés diffère d’un gène à l’autre.  Ainsi, 

les allèles du locus HLA-DRA ne diffèrent que par un seul acide aminé alors qu’il y a une variation 

d’environ 20 acides aminés en moyenne pour HLA-A.  Ces résultats d’analyse confirment également 

que la majeure partie de la variation se situe dans la région de liaison au peptide.  Ainsi, il y a pour les 

allèles HLA-DRB une variation moyenne de 11,04 acides aminés représentant 4,15 % de la chaîne 

entière, alors que la seule région de liaison au peptide varie en moyenne de 10,40 acides aminés (11,96 %). 

Les différentes molécules du CMH présentent une variabilité distincte, plus particulièrement au 

niveau des acides aminés impliqués dans la liaison au peptide, mais également dans le contact avec le 

récepteur des lymphocytes T.  Cette différence dans la localisation de la variabilité peut être appréciée 

lorsqu’on observe la structure tridimensionnelle des molécules (Reche et Reinherz 2003). La Figure 

1.11 illustre la variabilité à la surface des molécules HLA-DP, HLA-DQ et HLA-DR.  L’analyse de ces 

structures permet de faire ressortir trois caractéristiques.  Premièrement, les positions variables (en 

bleu, Figure 1.11A-C) se retrouvent à différents endroits sur les molécules.  Par exemple, les trois 

positions les plus variables pour les molécules du CMH de classe II sont β9, β57 et β86 pour HLA-DP, 

α44, α50 et β57 pour HLA-DQ, et β11, β13 et β37 pour HLA-DR.  Deuxièmement, puisque la 

majorité de la variabilité se retrouve à des positions où l’acide aminé est en contact avec le peptide, les 

positions variables se retrouvent au niveau des feuillets-β qui forment la base (β9 de HLA-DP; β11, 

β13 et β37 de HLA-DR), et des hélices-α qui constituent les parois latérales de la niche peptidique 

(β57 de HLA-DP et HLA-DQ).  Troisièmement, la variabilité est aussi présente à la surface des 

molécules dans des régions où des acides aminés sont en contact avec le TCR (en bleu, Figure 1.11D-

F).  Cette variabilité est faible pour HLA-DP, intermédiaire pour HLA-DR (β70-71) et plus élevée pour 

HLA-DQ (α50 et β70-71).  Finalement, une autre étude montre que les structures tridimensionnelles 
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obtenues pour les gènes des différentes familles sont superposables, à l’intérieur d’une même ou entre 

les espèces (Figure 1.12) (Jones et al. 2006). 

 

1.1.6.2. Le polymorphisme des gènes du CMH en équilibre  

Trois destins sont possibles pour une mutation survenant dans un gène.  La plupart du temps, 

elle sera rapidement éliminée de la population si elle ne procure pas d’avantages aux individus, on dira 

alors qu’elle s’est éteinte.  Dans des rares cas, elle sera distribuée dans la population pour remplacer la 

version précédente du gène, de celle-ci on dira qu’elle s’est fixée.  Un troisième type de mutation sera 

retrouvé en équilibre à une certaine fréquence dans une population et persistera sur une longue période 

de temps avant de s’éteindre ou de se fixer.  La valeur de sélection est un facteur important qui 

influence la destinée de la mutation.  Une mutation avantageuse soumise à la sélection positive pourra 

être fixée (sélection directionnelle) ou rester en équilibre à une certaine fréquence (sélection en 

équilibre, balancing selection).  Ce dernier type de sélection est responsable du maintien du 

polymorphisme au niveau du CMH (Klein et al. 1998).  La prochaine section exposera les différents 

mécanismes qui ont été proposés pour remplir cette tâche, ceux faisant intervenir les pathogènes et les 

autres qui reposent sur le choix du partenaire pour la reproduction (revue par Meyer et Thomson 2001; 

Bernatchez et Landry 2003).          

 

1.1.6.2.1. Les mécanismes de sélection par les pathogènes 

La sélection par les pathogènes opère lorsque qu’un allèle particulier d’un gène du CMH 

procure à l’individu une meilleure protection lors d’une infection.  Trois mécanismes non-exclusifs ont 

été proposés pour expliquer le maintien du polymorphisme des gènes du CMH.  Doherty et 

Zinkernagel (1975) ont proposé le modèle de l’avantage hétérozygote (overdominant selection) dans 

lequel les individus hétérozygotes sont en meilleure forme que les homozygotes lors d’une infection 

parce que les deux allèles qu’ils portent à un locus permettent de présenter une plus grande variété de  
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Figure 1.12. Structures tridimensionnelles montrant la superposition des domaines α1β1 de 

molécules du CMH de classe II. Superposition de niches peptidiques pour certaines molécules du 

CMH de classe II de l’humain (HLA-DQ2, vert; HLA-DQ6.2, orange; HLA-DQ8, bleu) et de la souris 

(H2-IA
b
, rouge; H2-IA

g7
, jaune). Le peptide hypocrétine du complexe hypocrétine-HLA-DQ6.2 est 

illustré (Jones et al. 2006).  
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peptides antigéniques.  Ainsi, ils peuvent également résister à une plus grande variété de pathogènes 

que l’homozygote (voir aussi Hughes et Nei 1988; 1989).  Plusieurs études appuient ce modèle de 

l’avantage hétérozygote chez les humains et les animaux (Thursz et al. 1997; Carrington et al. 1999; 

Arkush et al. 2002; Penn et al. 2002).   

Le second modèle proposé par Clarke et Kirby (1966) est celui de la sélection dépendante de la 

fréquence (negative frequence dependent selection).  Il repose sur la coévolution des pathogènes avec 

les allèles du CMH; les individus possédant un allèle du CMH retrouvé à une faible fréquence (rare ou 

nouveau) dans la population sont avantagés puisque peu de pathogènes y ont été exposés et ont pu s’y 

adapter.  Ainsi, la fréquence de ces allèles va augmenter jusqu’à être commune dans la population.  

Dans cette situation, les pathogènes qui vont s’adapter en exploitant une faille seront sélectionnés, et la 

forme relative des individus possédant cet allèle va décliner.  Un processus cyclique est ainsi créé, où 

les allèles fluctuent en fréquence dans le temps selon l’adaptation des pathogènes (voir aussi Takahata 

et Nei 1990; Slade and McCallum 1992).  En support à ce modèle, l’étude  de Paterson et al. (1998) a 

associé des allèles du CMH et la résistance au parasitisme par des nématodes intestinaux.  Une autre 

étude identifie des allèles de résistance à la malaria qui sont retrouvés à plus haute fréquence dans une 

population d’Afrique de l’ouest que dans d’autres groupes raciaux, possiblement suite à l’exposition au 

pathogène (Hill et al. 1991).   

Le troisième modèle de la sélection fluctuante dans l’espace et le temps (fluctuating selection) 

a été proposé par Hedrick et Thompson en 1987 (voir aussi Hedrick 2002).  Si la fréquence d’un 

pathogène change constamment, des molécules distinctes du CMH seront choisies à différents endroits 

ou moments.  Le polymorphisme du CMH dans une population sera donc le reflet de la variation au 

niveau de la présence ou de la densité des pathogènes.  Ce modèle se distingue du modèle de sélection 

dépendante de la fréquence; la bonne forme des individus varie en fonction de la fréquence des 

pathogènes plutôt qu’en fonction de la fréquence des allèles.  Ce modèle a été validé par plusieurs 
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études qui appuient l’idée d’une variation dans la pression sélective dans le temps et l’espace (Landry 

et Bernatchez 2001; Miller et al. 2001; Charbonnel et Pemberton 2005; Dionne et al. 2007).                

 

1.1.6.2.2 Les mécanismes de sélection par la reproduction 

Des mécanismes de sélection par la reproduction contribuent également à former et maintenir 

le polymorphisme des gènes du CMH (Penn et Potts 1999).  Un premier modèle qu’on appelle le 

croisement non-assorti (disassortative mating) repose sur le choix d’un partenaire sexuel qui possède 

des allèles différents au CMH, ce qui favorise la génération d’individus hétérozygotes.  Des études ont 

observé ce mécanisme de sélection chez des souris en laboratoire, en milieu sauvage ou semi-naturel 

(Yamazaki et al. 1976; Egid et Brown 1989; Potts et al. 1991), chez le saumon atlantique (Landry et al. 

2001) de même que chez l’humain (Ober et al. 1997; Génin et al. 2000).  Deux autres modèles 

s’appuient sur les conséquences négatives provoquées par le croisement de proches parents ou 

l’incompatibilité de certains allèles du CMH : le croisement non-apparenté (inbreeding avoidance 

hypothesis; Potts et Wakeland 1990) ou de l’incompatibilité materno-fœtale (Ober et al. 1998).  

Finalement, des études indiquent que les gènes du CMH influencent l’odeur d’un individu et que la 

souris et l’homme y sont sensibles (Yamazaki et al. 1983; Wedekind et Füry 1997).  Ainsi, l’effet des 

gènes du CMH sur l’odeur pourrait être direct par la liaison de molécules volatiles ou indirect en 

contrôlant la faune bactérienne qui génère ces odeurs (Jordan et Bruford 1998), ce qui pourrait 

influencer le choix du partenaire pour générer la descendance.  

 

1.1.6.3. L’association entre les gènes du CMH et les maladies 

Les gènes du complexe HLA ont été associés à plus d’une centaine de différentes maladies 

incluant la plupart, sinon toutes les maladies auto-immunes chez l’homme (Shiina et al. 2009).  On 

peut mentionner entre autre les maladies communes comme le diabète, l’arthrite rhumatoïde, le 

psoriasis, l’asthme et plusieurs autres.  Le tableau 1.3 dresse un portrait partiel des maladies infectieuses 
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pour lesquelles un grand nombre de publications rapportent des associations positives ou négatives 

pour les différentes familles de gènes classiques du CMH (adapté de Blackwell et al. 2009).  On 

remarque que dans la majorité des familles de gènes, des allèles de résistance et d’autres de 

susceptibilité ont été identifiés pour des infections de différents types : virales (HIV/SIDA, hépatites B 

et C), bactériennes (lèpre et tuberculose) et parasitaire (malaria, leishmaniose, schistosomiase).  Par 

exemple, le gène HLA-B*27 qui reconnait un épitope conservé d’une protéine de la capside du HIV est 

associé à une survie accrue des individus, alors que HLA-B*35 est associé à une progression rapide de 

la maladie (Bailey et al. 2006, Tomiyama et al. 1997).    

Le modèle animal de son côté procure les meilleures évidences d’association entre des allèles 

du CMH et la résistance ou susceptibilité aux maladies puisqu’il a l’avantage de permettre l’utilisation 

de pathogènes spécifiques pour des infections en milieu contrôlé.  C’est chez le poulet qu’on retrouve 

la plus forte association entre le CMH et une maladie, la résistance de l’haplotype B21 aux tumeurs 

causées par le virus MDV (Marek’s disease virus) (Kaufman 2000).  Ces études ont permis entre 

autres, de développer par croisement sélectif des lignées de poulet offrant une meilleure résistance aux 

maladies et donc un meilleur rendement pour les éleveurs (Bacon et al. 2000).  Les études 

d’association entre le CMH et les maladies sont certainement simplifiées par le fait qu’ils ont un 

“CMH minimal et essentiel” (Kaufman et al. 1995).  Dans une population naturelle de moutons, une 

autre étude a montré que certains allèles du CMH étaient associés à une faible probabilité de survie et à 

un niveau élevé de parasitisme ou vice versa (Paterson et al. 1998).   

Chez les poissons osseux, plusieurs études chez le saumon atlantique associent également 

certains allèles du CMH à la résistance ou susceptibilité aux maladies.  Langefors et collaborateurs 

(2001) ont été les premiers à établir une corrélation entre les probabilités de survie et trois allèles 

différents du CMH de classe IIβ après une exposition à Aeromonas salmonicida.  Leurs observations 

ont été confirmées dans une expérience où l’effet des gènes non-associés à ceux d’histocompatibilité 

majeure (MH) était contrôlé (Lohm et al. 2002). Toujours chez le saumon atlantique, deux autres 
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études ont identifié des associations significatives entre des allèles du CMH de classe I et de classe II et 

la résistance à des infections d’origine bactérienne ou virale (Grimholt et al. 2003; Kjøglum et al. 

2008).  Il est intéressant de constater que différents allèles furent associés à la résistance pour chaque 

type de pathogène.  De plus, certaines combinaisons d’allèles du CMH de classe I et de classe II ont 

montré un effet suggérant une communication entre les deux voies (cross-talk).  Une étude avait déjà 

démontré l’effet de telles combinaisons d’allèles qui étaient associées à la résistance ou la susceptibilité 

au virus ISAV (infectious salmon anaemia virus) (Kjøglum et al. 2006).  Finalement, ce qui peut être 

interprété comme une manifestation de la sélection naturelle par les pathogènes dans un milieu sauvage 

a été observé au locus du CMH de classe II (de Eyto et al. 2007; Dionne et al. 2009).                     

 

1.2. Les séquences d’ADN répétitives 

 Le séquençage complet et l’analyse de plusieurs génomes eucaryotes nous procurent 

aujourd’hui une quantité phénoménale d’informations sur les séquences d’ADN, ouvrant ainsi la voie à 

une nouvelle ère en génétique : la génomique.  Curieusement, une dizaine d’années avant le 

développement des méthodes de séquençage de l’ADN vers la fin des années 1970 (Maxam et Gilbert 

1977; Sanger et al. 1977), on avait déjà posé l’hypothèse que des séquences d’ADN répétitives étaient 

présentes par centaines de milliers de copies dans le génome d’organismes supérieurs (Britten et Kohne 

1968).  Ces séquences, représentant 10 % de l’ADN du génome de la souris et faisant partie de la 

fraction d’ADN satellite, s’avéraient être des répétitions d’une courte séquence de nucléotides répétée 

en tandem (Waring et Britten 1966).  Aujourd’hui, on sait que ces séquences d’ADN répétitives sont 

très abondantes dans les génomes eucaryotes, constituant près de 40 % et 50 % du génome de la souris 

et de l’humain respectivement (Mouse Genome Sequencing Consortium 2002; Levy et al. 2007).  On 

peut classifier les séquences d’ADN répétitives en deux grandes catégories : celles qui sont dites 

dispersées et celles qui sont répétées en tandem.  Chacune est ensuite divisée en superfamilles et en 

familles dont les membres principaux sont indiqués à la Figure 1.13.  Les séquences d’ADN répétitives  
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Figure 1.13. Séquences d’ADN répétitives retrouvées dans les génomes eucaryotes. Les deux 

catégories principales d’éléments répétés  (dispersés et répétés en tandem) sont indiquées avec chacune 

de leurs subdivisions (Adapté de Richard et al. 2008).  
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dispersées incluent la superfamille des gènes d’ARNt, des gènes paralogues, des rétro(pseudo-)gènes et 

des transposons, eux-mêmes subdivisés en familles de LINE (long interspersed nuclear element), de 

SINE (short interspersed nuclear element), de rétrotransposons à LTR (long terminal repeats) et de 

transposons à ADN.  Les séquences d’ADN répétitives répétées en tandem englobent la superfamille 

des gènes paralogues, des ADN ribosomaux et des ADN satellites, qui sont à leur tour divisés en 

familles d’ADN satellites, minisatellites et microsatellites (Richard et al. 2008).  Des études ont 

démontré que des éléments appartenant à chacune de ces deux catégories étaient impliqués dans la 

régulation de l’expression génique (Tomilin 2008).  Dans les sections qui suivent, nous allons d’abord 

donner les caractéristiques des membres des familles de transposons et d’ADN satellites avant 

d’exposer les effets biologiques associés à leur présence.  Nous distinguerons également les 

mécanismes moléculaires responsables de la création et de la propagation des séquences d’ADN 

répétitives pour chacune des deux catégories.  Ceux impliqués dans l’instabilité des minisatellites et 

des microsatellites seront décrits plus en détails.  Finalement, nous verrons comment les microsatellites 

et les minisatellites constituent des éléments importants pour l’évolution des espèces, permettant leur 

adaptation rapide aux conditions environnementales. 

 

1.2.1. Les séquences d’ADN répétitives dispersées (transposons)  

Le système de classification des transposons distingue deux classes en fonction de la nature de 

l’intermédiaire de transposition : l’ARN (classe I, rétrotransposon) ou l’ADN (classe II).  La classe I 

inclut donc les LINE, les SINE et les rétrotransposons à LTR, alors que les transposons à ADN sont 

retrouvés dans la classe II (Figure 1.14).  Certains rétrotransposons sont autonomes, c’est à dire qu’ils 

produisent les protéines requises pour leur rétrotransposition, alors que d’autres ne le sont pas.  Le 

mécanisme de transposition des éléments de la classe I se fait sous le modèle du “copier-coller”, alors 

qu’on parle plutôt du modèle “couper-coller” pour ceux de la classe II (Wicker et al. 2007).  

L’abondance relative de ces éléments est fortement variable entre les génomes eucaryotes.  Par exemple, 
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Figure 1.14. Caractéristiques des séquences d’ADN répétitives dispersées des génomes 

eucaryotes. Une représentation schématique est donnée pour chacune des familles d’éléments. Les 

régions bleu foncé indiquent des régions promotrices et les régions vertes les régions 3’UTR. Les 

boîtes A et B sont indiquées pour le promoteur des SINE. Le nombre (Nb.) de copies et la fraction du 

génome sont les données pour l’humain. LINE, long interspersed nuclear element; SINE, short 

interspersed nuclear element; LTR, long terminal repeat; TIR, terminal inverted repeats; Prom., 

promoteur; int., interne; Pol II et III, ARN polymérase II et III; EN, endonucléase; RT, transcriptase 

inverse (Adapté de IHGSC 2001; Jurka et al. 2007).  
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environ 90 % des transposons sont de classe I chez l’homme et la souris, alors qu’on en retrouve moins 

de 20 % chez l’amibe (Entamoeba invadens) et le nématode Caenorhabditis elegans (Feschotte et 

Pritham 2007).  Des recombinaisons homologues entre transposons peuvent induire des réarrangements 

chromosomiques tels que des délétions, inversions et duplications de segments d’ADN, aussi bien que 

la mutation d’un gène lorsqu’ils y sont transposés (Belancio et al. 2008).  Pour cette raison, les 

transposons affecteraient la structure des génomes et pourraient constituer des éléments importants 

dans l’évolution des espèces (Jurka et al. 2007).  Les sections suivantes traiteront des caractéristiques et 

des effets biologiques associés aux membres des quatre familles principales de transposons.         

               

1.2.1.1. Les LINE (long interspersed nuclear element)  

Les LINE sont des rétrotransposons autonomes ne possédant pas de séquences LTR à leurs 

extrémités.  Ces éléments, dont le membre le mieux caractérisé est le LINE-1 (L1), occupent environ 

20% du génome humain.  La transcription de L1 par l’ARN polymérase II, à partir d’un promoteur 

interne situé dans la région 5’-UTR, génère un ARN messager bicistronique de 6kb (Skowronski et al. 

1988).  Le produit du premier cadre de lecture ouvert (open reading frame 1, ORF1) possède une 

activité chaperonne pour acides nucléiques et forme un trimère qui se lie l’ARNm de L1 pour générer 

un complexe ribonucléoprotéique considéré comme un intermédiaire de transposition.  Le second ORF 

encode une protéine ayant des activités d’endonucléase (EN) et de transcriptase inverse (reverse 

transcriptase, RT), toutes deux nécessaires à la transposition.  La séquence de L1 se termine par une 

région 3’UTR contenant un signal de polyadénylation (Belancio et al. 2008).  Il est intéressant de noter 

que la région 5’UTR de l’élément L1 permet également la transcription dans l’orientation anti-sens par 

rapport à L1, générant ainsi des ARNm complémentaires à l’ADN génomique (Nigumann et al. 2002).  

Plus étonnant encore, plusieurs LINE contiennent des inversions et la transcription normale à partir de 

ces promoteurs est aussi dans la direction opposée, toujours par rapport à L1 (Ostertag et Kazazian 

2001).        
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Même si la plupart des éléments L1 sont inactifs, quelques-uns demeurent capables de 

rétrotransposition.  La Figure 1.15 décrit les étapes d’intégration de l’élément LINE L1.  

Premièrement, l’activité endonucléase (EN) de la protéine encodée par l’ORF2 du rétrotransposon crée 

un bris d’ADN simple-brin entre le T et le A du brin négatif, à la séquence consensus 5’-TTTTAA-3’ 

de l’ADN génomique.  Ensuite, il y a appariement de la queue poly(A) de l’ARNm de L1 avec la 

séquence poly(T) au site du bris, séquence qui sert également d’amorce pour la synthèse de l’ADNc 

par l’activité transcriptase inverse (RT) de la protéine encodée par l’ORF2.  La dernière partie du 

mécanisme permet la dégradation de l’ARNm de L1 et la synthèse du second brin suivi de ligations 

aux extrémités de l’insert LINE L1 (Jurka 1997; Belancio et al. 2008).           

La présence des rétrotransposons LINE dans les génomes eucaryotes affecte plusieurs activités 

cellulaires (Buzdin 2004).  Ces éléments sont des sites chauds (hot spots) pour la recombinaison, 

causant ainsi plusieurs maladies.  Par exemple, la recombinaison homologue entre des éléments L1 

présents dans le gène de la sous-unité bêta de la phosphorylase kinase (PHKB) cause la glycogénose 

(Burwinkel et Kilimann 1998).  Lors de la méiose, des croisements inégaux entre des séquences L1 sur 

des chromosomes homologues peuvent créer des nouvelles familles de gènes, comme montré par la 

duplication des gènes de la gamma-globine (Kazazian 2000).   L’insertion de séquences LINE dans des 

gènes entraîne également plusieurs autres problèmes.  Ainsi, l’insertion dans le gène du facteur VIII 

cause l’hémophilie A (Van de Water et al. 1998), ou celle dans le gène de la dystrophine occasionne la 

dystrophie musculaire de Duchenne (Narita et al. 1993).  En plus de provoquer de l’instabilité 

génomique, les éléments LINE régulent l’expression des gènes.  Ils peuvent avoir un effet “enhancer” 

comme démontré pour l’apolipoprotéine A humaine, ou de répresseur transcriptionnel tel que rapporté 

pour le gène de l’insuline I chez le rat (Brosius 1999).     
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Figure 1.15. Mécanisme d’intégration du LINE L1. L’endonucléase (EN) encodée par l’ORF2 de 

L1 reconnaît le site consensus d’insertion (vert) et induit un bris d’ADN simple-brin sur l’ADN 

génomique. L’extrémité 3’ résultant s’apparie à la queue poly-A de l’ARNm de L1 (rouge) et sert 

d’amorce pour la synthèse du premier brin d’ADNc par la transcriptase inverse (RT) de L1. Les étapes 

suivantes du processus d’intégration ne sont pas bien définies. Durant l’intégration de L1, un bris 

d’ADN simple-brin est fait sur l’autre brin et la synthèse du second brin (bleu clair) est faite.  

Finalement, les extrémités de L1 sont réparées pour compléter son intégration (Traduit de Belancio et 

al. 2008).  
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1.2.1.2. Les SINE (short interspersed nuclear element) 

Les SINE sont des rétrotransposons non-autonomes, sans séquences LTR et d’origine distincte; 

ils ne dérivent pas d’une délétion sur un LINE, mais proviennent de rétrotranspositions accidentelles de 

différents ARNm produits par la polymérase III.  Ces séquences d’ADN, dont la taille varie de 80 à 

500 paires de bases, sont les éléments répétitifs les plus abondants et comptent pour environ 13 % du 

génome humain (Wicker et al. 2007).  Le plus connus des SINE est l’élément Alu qui est présent à au 

moins 106 copies chez l’homme (Batzer et Deininger 2002), soit environ une copie à tous les 3 kb.  Le 

corps des éléments Alu, qui font approximativement 300 pb de longueur, est composé de deux 

monomères d’environ 130 pb séparés par une région riche en bases adénine.  L’origine des SINE 

(ARNt, ARN 7SL et ARN 5S) est révélée par l’extrémité 5’ qui contient un promoteur interne pour 

l’ARN polymérase III (Pol III), alors qu’une queue poly(A) est retrouvée à l’extrémité 3’.  

Puisqu’aucun signal de terminaison pour la Pol III n’est retrouvé sur l’élément Alu, la transcription 

s’étend dans la région adjacente jusqu’à la rencontre d’une séquence formée d’au moins quatre bases 

thymine consécutives.  Les éléments Alu ont gardé leur activité et se transposent par un mécanisme 

similaire à celui des LINE, nécessitant cependant une transcriptase inverse (RT) “exogène” puisqu’ils 

ne contiennent généralement pas de séquences codantes.  La rétrotransposition de ces éléments est 

médiée par les LINE qui permettent la production de l’endonucléase et de la RT par l’ORF2 

(Dewannieux et al. 2003). 

Les effets provoqués par l’insertion d’éléments SINE sont généralement du même type que 

ceux des LINE, par exemple, des régions chromosomiques sont supprimées ou déplacées par la 

recombinaison d’éléments Alu (Brosius 1999).  L’insertion d’éléments Alu dans certains gènes est 

également la cause de plusieurs maladies comme l’hémophilie et le développement de tumeurs, et peut 

jouer un rôle d’“enhancer” ou de répresseur de l’activité transcriptionnelle en plus d’être impliquée 

dans l’épissage alternatif (Buzdin 2004).  Enfin, on a démontré une activité d’“enhancer” pour les 

SINE de type AmnSINE1, desquels 25 % sont localisés près de gènes impliqués dans le 
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développement du cerveau.  Ceci pourrait suggérer l’implication de ce type de SINE dans le 

développement du système nerveux central des mammifères (Sasaki et al. 2008).   

 

1.2.1.3. Les rétrotransposons à LTR  

Les rétrotransposons à LTR sont des éléments autonomes formant environ 8 % du génome 

humain et dont la taille varie généralement de 4 à 12 kb.  Ils se distinguent des autres membres de la 

classe I par la présence, comme leur nom l’indique, de séquences LTR flanquant la séquence codante 

interne. Ces LTR sont des séquences répétées dans la même orientation (directe) et dont la taille peut 

varier d’une centaine de paires de base à plus de 5 kb. Un exemple bien connu est l’élément Ty1 qui est 

responsable de la plupart des réarrangements chromosomiques chez la levure (Umezu et al. 2002). Le 

rétrotransposon à LTR  est transcrit par l’ARN polymérase II (Pol II) à partir d’un promoteur situé 

dans le LTR à l’extrémité 5’.  On retrouve généralement deux ORF dans la séquence de ces éléments.  

Le gène GAG produit une protéine structurale formant des particules semblables à un virus (virus-like 

particle, VLP) et à l’intérieur de laquelle la transcription inverse a lieu.  Le gène POL encode une 

protéase (aspartic proteinase, AP), une transcriptase inverse (RT), une RNase H (RH) et une intégrase 

(IN).  Un signal de polyadénylation est finalement retrouvé près du LTR situé en à l’extrémité 3’ du 

rétrotransposon (Wicker et al. 2007).                    

Leur mécanisme de transposition des rétrotransposons à LTR se distingue de ceux des LINE et 

des SINE (Figure 1.16).  Ils partagent en fait le même mécanisme de réplication de certains rétrovirus, 

à l’exception qu’ils ne peuvent former de particules infectieuses puisqu’ils ne possèdent pas le gène 

ENV codant pour la protéine de l’enveloppe.  Une première étape du mécanisme implique la 

transcription du rétrotransposon par la Pol II cellulaire produisant l’ARNm qui est ensuite traduit dans 

le cytoplasme afin de générer les protéines qui s’assembleront en VLP.  Habituellement, deux 

molécules d’ARN du rétrotransposon sont assemblées dans une particule, où ont ensuite lieu les 

réactions de transcription inverse, impliquant aussi la RNase H, pour générer une copie ADN double- 
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Figure 1.16. Mécanisme d’intégration des rétrotransposons à LTR. Le rétrotransposon est coloré 

en rouge, les séquences LTR (long terminal repeat) sont représentées par des boîtes avec une flèche et 

le chromosome donneur par des lignes grises. Le transcrit du rétrotransposon (ligne ondulée rouge) est 

traduit dans le cytoplasme et transformé en cDNA par sa transcriptase inverse (RT). L’intégrase (IN) 

représentée par les points noirs, permet l’accès au site d’intégration (SI) sur le chromosome receveur 

(lignes noires) (Traduit de Beauregard et al. 2008).  

 



 57 
 

brin du rétrotransposon.  Cette dernière est par la suite transférée au noyau pour être insérée dans un 

chromosome par un évènement de recombinaison impliquant l’intégrase (Wilhelm et Wilhelm 2001; 

Havecker et al. 2004).          

Comme mentionné précédemment, un des effets des rétrotransposons à LTR se fait sentir par 

des réarrangements de structure de l’ADN.  Il est intéressant de constater que la recombinaison 

homologue entre les deux LTR d’un rétrotransposon élimine l’élément du génome (popping out) en 

laissant en cicatrice un seul LTR.  Les rétrotransposons à LTR ont également des implications dans la 

transcription de plusieurs gènes.  Un mécanisme important repose sur la présence dans ces éléments de 

séquences pouvant lier des récepteurs hormonaux et des régulateurs transcriptionnels avec une forte 

affinité.  Notons par exemple des sites de liaison pour le récepteur de l’acide rétinoïque (RAR), des 

glucocorticoïdes (GR) et de la progestérone (PR), et aussi pour les facteurs de transcription NF-kB, 

Myb, Oct-1, Sp1, Sp3.  Ces éléments peuvent être impliqués dans des fonctions normales du génome, 

par exemple l’activité “enhancer” du LTR de l’élément ERV-9 qui détermine l’expression du gène de 

la β-globine dans les érythrocytes (Buzdin 2004).     

 

1.2.1.4. Les transposons à ADN  

 Contrairement à la première classe des rétrotransposons, la seconde classe de transposons à 

ADN se transpose en déplaçant le contenu en ADN d’un site chromosomique à un autre sans passer par 

un intermédiaire ARN.  Cette famille d’éléments, dont la taille varie de 1,3 à 2,4 kb, constitue environ 

3 % du génome humain.  L’information disponible sur les transposons est limitée par rapport aux 

rétrotransposons, ce qui s’expliquerait par leur découverte relativement récente dans les génomes 

mammifères.  De plus, il y aurait eu une activité intense des transposons à ADN au cours de l’évolution 

des mammifères et des premiers primates, alors que l’activité de transposition aurait cessé au cours des 

dernières phases évolutives qui ont mené à l’homme (Pace et Feschotte 2007).  On distingue trois sous-

classes de transposons à ADN : (i) ceux qui sont excisés sous forme d’ADN double-brin et réinsérés 
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ailleurs dans le génome par un mécanisme “couper-coller” (ex. Tc1/Mariner, hAT, Merlin, élément P); 

(2) les Helitrons qui utilisent probablement le mécanisme du cercle roulant (rolling-circle) pour leur 

réplication; et (3) les Mavericks qui encoderaient leur propre polymérase pour se répliquer (Feschotte 

et Pritham 2007).  La vaste majorité des transposons se retrouve dans la première sous-classe et sont 

caractérisés par la présence d’un gène codant pour une transposase et des séquences terminales 

répétées-inversées (terminal inverted repeats, TIR) contenant un ou deux sites de liaison pour la 

transposase (Miskey et al. 2005).  Il est intéressant de noter que la protéine RAG1 ainsi que ses 

séquences signal (SSR) pour les recombinaisons V(D)L des immunoglobulines seraient dérivées d’une 

transposase de la sous-famille de transposon Transib (Kapitonov et Jurka 2005).         

Les éléments de la première sous-classe se transposent par un mécanisme “couper-coller” 

(Figure 1.17), et peuvent augmenter en nombre dans un génome en passant d’une région de 

chromosome déjà répliquée à une autre qui ne l’est pas encore.  Le mécanisme implique la transposase 

qui initie l’excision du transposon par une coupure double-brin de l’ADN générant des bouts cohésifs 

pour le réintégrer ensuite à un autre site qui est fréquemment un dinucléotide TA.  Le remplissage de 

l’extrémité simple-brin du transposon au site d’intégration et la réparation du bris double-brin au site 

donneur est effectué par la machinerie cellulaire de réparation de l’ADN.  Comme pour les 

rétrotransposons à LTR, une légère cicatrice est laissée au site donneur après l’excision.   

            Les transposons à ADN peuvent affecter l’évolution de leur hôte à différents niveaux (Feschotte 

et Pritham 2007).  Premièrement, l’insertion dans un gène peut altérer sa fonction.  Ils sont justement 

de puissants outils utilisés dans des études d’analyse mutationnelles au cours desquelles on étudie la 

fonction d’un gène d’intérêt en l’inactivant à l’aide d’un transposon.  Une autre approche, qui tire 

profit de la préférence des transposons à s’insérer près ou dans un gène, permet d’obtenir des 

phénotypes mutants en introduisant des mutations au hasard dans le génome pour ensuite identifier le 

gène muté (Spradling et al. 1995).  Contrairement aux rétrotransposons, les transposons à ADN ont la 

propriété de pouvoir s’exciser spontanément.  Par exemple, l’activité des éléments Ac et Spm du maïs  
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Figure 1.17. Mécanisme d’intégration d’un transposon à ADN. La transposase initie l’excision du 

transposon en faisant une coupure double-brin générant des bouts cohésifs et le réintègre à un 

dinucléotide cible TA. Le manque simple-brin au site d’intégration et la cassure double-brin au site 

d’excision sont réparés par la machinerie cellulaire. Après la réparation, le dinucléotide cible TA est 

dupliqué au site d’intégration et une cicatrice est laissée au site d’excision (Reproduit de Miskey et al. 

2005).  
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explique les différents phénotypes observés dans la coloration mauve ou la morphologie du grain 

(Wessler 1988).  Puisque le mécanisme de transposition de ces éléments implique des bris d’ADN 

double-brins, ils sont prédisposés à être responsables d’évènements de réarrangements 

chromosomiques.  À cet effet, on avait remarqué la fréquence et l’amplitude élevée des réarrangements 

provoqués par la recombinaison d’éléments FB chez la drosophile (Collins et Rubin 1984).  On a 

récemment identifié dans le génome du riz la présence de 3000 fragments d’un transposon (Pack-

MULE) contenant les séquences de plus d’un millier de gènes, dont environ le cinquième provenait 

d’exons (Jiang et al. 2004).  Cette étude démontre la capacité des transposons à ADN à dupliquer, 

transporter des séquences régulatrices et créer de nouveaux gènes.  Des résultats semblent également 

indiquer que les transposons et certains rétrotransposons constitueraient des cibles mobiles pour la 

formation locale d’hétérochromatine (Slotkin et Martienssen 2007).  

 

1.2.2. Les séquences d’ADN répétées en tandem 

La classification des ADN satellites les sépare en trois classes : les satellites, les minisatellites 

et les microsatellites.  Ces éléments répétés se distinguent par trois caractéristiques : la taille de la 

séquence répétée (le motif), la longueur totale de la région générée par la répétition du motif et le 

nombre d’éléments retrouvés par génome.  La figure 1.18 illustre les différences entre ces trois types 

d’ADN répété en tandem.  Cette catégorie d’éléments répétés ne compte que pour 5 % des 50 % des 

séquences d’ADN répétées présentes dans le génome humain, dont 3,5 % sont des ADN satellites 

(Levy et al. 2007).  Deux orientations sont possibles pour des séquences répétées consécutives : 

l’orientation directe (tête-à-queue) dans laquelle les séquences ont la même orientation, et l’orientation 

inversée (tête-à-tête) où c’est le contraire.  La vaste majorité des séquences répétées en tandem 

retrouvées dans les génomes eucaryotes est dans l’orientation directe, puisque l’orientation inversée 

mène à de larges réarrangements chromosomiques qui sont néfastes pour les organismes (Lobachev et 

al. 2000).  Dans les sections suivantes, nous allons d’abord exposer les caractéristiques des trois classes  
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Figure 1.18. Taille des motifs, longueur et abondance des ADN satellites chez les eucaryotes. Pour 

chaque catégorie (satellites, minisatellites et microsatellites) la taille des motifs, la longueur totale du 

segment répétitif et la fréquence par génome eucaryote sont indiquées en échelle logarithmique. Les 

ADN satellites peuvent s’étendre sur des mégabases mais la longueur maximale est inconnue par 

manque d’information (point d’interrogation) (Traduit de Richard et al. 2008).  
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d’ADN satellites.  Par la suite, les dernières sections s’attarderont aux minisatellites et microsatellites : 

aux mécanismes impliqués dans leur instabilité, à leurs effets biologiques ainsi qu’à leurs implications 

dans l’évolution des espèces.   

 

1.2.2.1. Les ADN satellites 

 Historiquement, l’ADN satellite a été identifié comme une fraction qui sédimente en une bande 

distincte de la bande principale lors d’une centrifugation sur un gradient de chlorure de césium.  Les 

ADN satellites sont des séquences répétées directes généralement étalées sur une longueur de plusieurs 

mégabases, et localisées dans les régions d’hétérochromatines péricentromériques et télomériques 

(Charlesworth et al. 1994).  L’unité de base répétée (le motif) est souvent riche en bases adénine et 

thymine (A+T) et varie en longueur de 5 nucléotides à plus de 1 kb.  Les tailles de 150 à 180 pb et de 

300 à 360 pb fréquemment retrouvées dans plusieurs satellites seraient le reflet des longueurs 

nécessaires pour l’enroulement de l’ADN autour d’un ou deux nucléosomes (Henikoff et al. 2001).  

L’α-satellite (171 pb) représente le principal élément structurel des régions centromériques et 

péricentromériques chez l’humain (Schueler et al. 2001).  Dans une espèce, on retrouve plusieurs ADN 

satellites différents qui sont soumis à l’influence de la conversion génique (gene conversion) et aux 

croisements non-équivalents (unequal crossing over) des chromosomes.  Le nombre de copies d’un 

ADN satellite peut changer lors de croisements non-équivalents, alors que des réarrangements de 

séquences peuvent générer de nouveaux motifs (Ugarković et Plohl 2002).  L’ADN satellite des 

régions télomériques est constitué d’une répétition de la séquence (TTAGGG)n, dont la longueur totale 

atteint de 10 à 15 kb chez l’humain à la naissance.  Elle est le site de formation d’un complexe 

nucléoprotéique dont la fonction est de protéger l’extrémité des chromosomes (Palm et de Lange 

2008).   

 Des effets structuraux sur la chromatine sont imposés par la nature des ADN satellites et 

d’autres fonctions sont associées à leur transcription  (Figure 1.19)  (Plohl et al. 2008).  L’étude de la  
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Figure 1.19. Représentation schématique d’un monomère d’ADN satellite et des processus dans 

lesquels il peut être impliqué. Les éléments fonctionnels communs comme les séquences riches en 

AT, la boîte CENP-B et un promoteur sont indiqués. Une structure hélicoïdale induite par une courbure 

de l’ADN, avec la liaison de protéines liant la chromatine tel CENP-B, peut contribuer à la formation 

d’hétérochromatine. La transcription des ADN satellites mène à la formation d’ARN double-brin 

(dsRNA) ou d’ARN simple-brin (ssRNA). Les dsRNA sont transformés en petits ARN d’interférence 

(siRNA) qui participent à la formation d’hétérochromatine et au contrôle de l’expression de gènes 

possédant des séquences complémentaires. Les transcrits simple-brin avec une structure secondaire 

hammerhead-like possèdent une activité de clivage auto-catalytique et agissent comme ribozymes.  Des 

ssRNA recrutent des facteurs et régulent l’épissage (Traduit de Ugarkovic 2005).  
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variabilité des ADN satellites montre qu’elle n’est pas uniforme sur toute la longueur du motif, ce qui 

suggère des contraintes fonctionnelles sur les séquences qui pourraient être associées à des sites 

spécifiques de liaison à des protéines.  À cet effet, la protéine CENP-B (centromere protein-B) lie un 

motif de 17 pb (CENP-B box) sur l’α-satellite (Masumoto et al. 1989).  D’autres motifs de liaison ont 

également été identifiés sur des satellites différents.  De plus, le regroupement à intervalles réguliers de 

séquences riches en dinucléotides AT provoque généralement la courbure de l’axe de l’hélice d’ADN, 

ce qui serait important pour la formation de l’hétérochromatine (Fitzgerald et al. 1994).  Certaines 

études ont démontré que l’ADN satellite serait temporairement transcrit à des stades de développement 

ou exprimé différemment dans certains types cellulaires, tissus ou organes.  Ce patron d’expression 

suggère qu’ils ont une fonction régulatrice, qui reste cependant à définir.  Des promoteurs et des 

éléments régulateurs des ARN polymérases II et III ont été identifiés dans certains ADN satellites.  Il a 

été suggéré que la séquestration de facteurs d’épissage par un transcrit du satellite III pourrait réguler 

l’épissage des ARNm durant un stress (Valgardsdottir et al. 2005).  Une autre étude a montré qu’un 

transcrit d’ADN satellite pouvait adopter une structure secondaire semblable aux ribozymes 

hammerhead et effectuer des clivages en cis ou en trans (Ferbeyre et al. 1998).  Finalement, des études 

ont rapporté que des transcrits d’ADN satellites étaient la source de petits ARN de 20 à 25 pb (small 

interfering RNA, siRNA) impliqués dans l’assemblage de l’hétérochromatine médié par l’interférence 

ARN (RNA interferance, RNAi) (Volpe et al. 2002) et possiblement dans la régulation post-

transcriptionnelle des gènes.  C’est d’ailleurs la présence de séquences semblables à celle de l’α-

satellite dans les régions 5’-UTR et 3’-UTR de plusieurs ARNm qui suggère une régulation de 

l’expression de ces gènes par des dérivés siRNA de l’α-satellite (Li et Kirby 2003).                    

 

1.2.2.2. Les ADN minisatellites et microsatellites 

 Les minisatellites et les microsatellites se distinguent principalement de l’ADN satellite par des 

motifs plus courts et une localisation dans des régions d’euchromatine.  Les minisatellites (aussi 
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appelés VNTR, variable number of tandem repeats) ont un motif répété en tandem, généralement riche 

en bases guanine et cytosine (G+C), dont la taille varie de 10 à une centaine de paires de bases.  Les 

microsatellites (aussi appelés SSR, simple sequence repeats) consistent en une répétition d’un motif de 

1 à 9 pb.  Pour le moment, il ne semble pas y avoir de consensus sur la nature des deux types 

d’éléments; certains auteurs ne considèrent pas les répétitions d’un même nucléotide en tant que 

microsatellite, alors que d’autres positionnent la séparation des deux types d’éléments entre 6 et 10 pb 

pour le motif (Debrauwere et al. 1997). 

 Au cours des dernières années, plusieurs études ont regardé la distribution des microsatellites 

dans les génomes eucaryotes.  Cependant, comme les chercheurs ne s’entendent pas sur une définition 

commune et que des algorithmes de recherche utilisant des paramètres différents ont été employés, des 

résultats très variables sur le nombre de microsatellites ont été obtenus (Richard et al. 2008).  L’analyse 

des génomes eucaryotes a tout de même permis d’obtenir d’autres types d’informations.  Chez toutes 

les espèces étudiées, les trinucléotides et les hexanucléotides sont les plus abondants dans les exons, 

alors que des patrons de distribution spécifiques aux espèces sont retrouvés dans les régions 

intergéniques et les introns.  Chez Saccharomyces cerevisiae, les microsatellites ne sont généralement 

pas retrouvés dans les gènes, à l’exception de trinucléotides et d’hexanucléotides qui ne changent pas 

le cadre de lecture du gène (Tóth et al. 2000).  L’analyse des acides aminés encodés par ces éléments 

montre une surreprésentation de certains : glutamine, acide glutamique, asparagine, acide aspartique et 

sérine.  De plus, les répétitions d’acides aminés polaires ou chargés sont significativement associés aux 

facteurs de transcription et aux protéines kinases, alors que les répétitions de sérines sont associées aux 

transporteurs membranaires (Mar Albà et al. 1999).  

Chez l’humain, la densité des microsatellites est relativement uniforme sur tous les 

chromosomes, variant de 10 à 40 SSR/Mb pour les différentes tailles (Subramanian et al. 2003a; 

IHGSC 2001).  Les trinucléotides AGC et AGG et CCG sont les éléments les plus abondants dans les 

séquences codantes (Subramanian et al. 2003b).  Une étude sur les séquences codantes des primates a 
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montré que certains trinucléotides sont enclins à la prolifération, par exemple les répétitions de CGG, 

CCG, CAG et GAA codants pour des segments protéiques polyalanine, polyglycine, polyproline, 

polyglutamine et polylysine (Borstnik et Pumpernik 2002).  Comme nous le verrons dans une section 

suivante, l’expansion anormale de certains trinucléotides retrouvés dans les gènes est la cause de 

plusieurs maladies et désordres neurologiques (Orr et Zoghbi 2007). 

 Les minisatellites ont été beaucoup moins étudiés que les microsatellites.  Deux études ont 

rapporté l’analyse complète du génome de S. cerevisiae et confirmé la présence des minisatellites 

(Verstrepen et al. 2005; Richard et Dujon 2006).  Celles-ci ont identifié respectivement 44 et 49 gènes 

contenant des minisatellites, où les motifs sont généralement uniques et dont la taille est un multiple de 

trois.  Onze VNTR furent également identifiés dans des régions intergéniques (Louis et al. 1994).  

Parmi les gènes contenant des minisatellites, 50 à 60 % de ceux-ci encodent des protéines de la paroi 

cellulaire ou d’autres ayant une implication dans son propre métabolisme.  Les minisatellites qu’on y 

retrouve encodent principalement des acides aminés sérines et thréonines, générant ainsi des sites de O-

mannosylation, une modification importante pour le maintien des protéines à la paroi cellulaire (Ecker 

et al. 2003).  L’étude du génome de plusieurs levures montre également qu’un minisatellite différent 

peut-être retrouvé dans le gène orthologue chez d’autres espèces (Richard et Dujon 2006).  Par 

exemple, on retrouve dans le gène PRY2 six répétitions d’un motif de 18 pb chez S. cerevisiae, neuf 

répétitions d’un motif différent de 15 pb chez Saccharomyces paradoxus, un pseudo-minisatellite chez 

Debaryomyces hansenii et aucun minisatellite chez Candida glabrata.  Ceci suggère que l’évolution 

des minisatellites est plus rapide que celle des gènes qui les contiennent ou que ces éléments ont la 

capacité de s’intégrer à un site spécifique comme le font les transposons.  Finalement, C. glabrata 

possède de très longs minisatellites, souvent retrouvés dans des protéines impliquées dans l’adhésion 

cellule-cellule, faisant de ces VNTR des éléments susceptibles d’influencer la pathogénicité (Thierry et 

al. 2008).   
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À partir de l’analyse des séquences des chromosomes 21 et 22, on estime à environ 6000 le 

nombre de minisatellites retrouvés dans le génome humain, desquels une majorité (75 %) semble 

montrer du polymorphisme (Denoeud et al. 2003).  La distribution des VNTR dans le génome humain 

montre un biais pour les régions subtélomériques (Amarger et al. 1998).  Une catégorie particulière de 

minisatellites appelés “hypermutables” montre un taux de mutation moyen plus grand que 0,5 % dans 

les cellules germinales.  L’analyse des séquences adjacentes à ces minisatellites a révélé qu’ils étaient 

localisés près d’un point chaud (hot spot) de recombinaison méiotique situé en amont (Bois 2003).  

Parce qu’ils contiennent des variations internes, ces éléments ont constitué une source importante 

d’informations sur les mécanismes menant à l’instabilité des minisatellites.  Comme pour les 

microsatellites, des minisatellites sont retrouvés dans les gènes et nous verrons dans une section à venir 

que la variation de taille des minisatellites est également associée à des maladies et des variations du 

comportement humain.  

 Depuis la découverte du premier minisatellite par Wyman et White (1980), qui ont identifié un 

locus ayant une variabilité de longueur pour des individus avec différents degrés de parenté, le 

polymorphisme extrême des minisatellites a été utilisé à plusieurs niveaux comme marqueur génétique 

pour : l’identification d’individus, la localisation de gènes et des études populationnelles (Bois et 

Jeffreys 1999).  Les microsatellites, dont le premier fut caractérisé par Weller et collaborateurs (1984) 

comme une répétition variable de la séquence (GGAT)n dans le gène de la myoglobine humaine, ont 

également été utilisés et ensuite adoptés pour ce genre d’études puisqu’ils sont plus abondants que les 

minisatellites (Richard et al. 2008).  Par génération, les séquences d’ADN  des eucaryotes supérieurs 

ont un taux de mutation approximatif de 10-10 à 10-11 par nucléotide (Drake et al. 1998), alors que le 

taux de mutation des microsatellites est supérieur par plusieurs ordres de grandeur; évalué entre 10-3 et 

10-4 par locus (Weber et Wong 1993).  La section qui suit exposera les mécanismes moléculaires qui 

ont été proposés pour expliquer l’instabilité des micro- et minisatellites.   
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1.2.2.3. Les mécanismes impliqués dans l’instabilité des mini- et microsatellites 

À partir d’études sur l’instabilité des minisatellites humains au cours de la méiose, il a d’abord 

été proposé que l’expansion et la contraction des minisatellites se faisait par recombinaison 

homologue, alors que la variation de taille des microsatellites était le résultat de glissement entre les 

brins d’ADN au cours de sa réplication en phase S.  Des études subséquentes ont montré que ces 

mécanismes n’étaient pas exclusifs à chaque type d’élément répétitif (Richard et al. 2008).  L’étude des 

microsatellites a permis d’établir que l’instabilité observée au niveau des séquences répétées était 

médiée par les processus de réplication, de réparation et de recombinaison de l’ADN.  Celle-ci est 

grandement influencée par les propriétés biophysiques des SSR qui permettent l’adoption de structures 

non-B de l’ADN (Wells et al. 2005).  Les mécanismes de réparation de l’ADN ne seront pas abordés 

dans la section suivante puisque peu d’informations sont disponibles sur l’influence qu’ils ont dans 

l’instabilité des microsatellites.   

    

1.2.2.3.1 Les structures secondaires de l’ADN 

Un grand nombre de séquences répétées simples peuvent exister sous deux types de 

conformations.  La plupart du temps elles adoptent la structure classique de l’ADN de type B qui 

repose sur les interactions Watson-Crick (WC) A•T et G•C pour former une double-hélice d’ADN 

caractérisée par un sillon majeur et un autre mineur.  Dans certaines situations, ces séquences 

permettent également l’adoption de structures secondaires non-B de l’ADN, desquelles une dizaine ont 

jusqu’à maintenant été identifiées.  Celles-ci incluent les structures glissantes/épingle à cheveux 

(hairpin), cruciformes, ADN-Z, ADN triplexe et tetraplexe (Figure 1. 20).  L’appariement des bases 

des structures cruciformes et ADN-Z sont de type WC, alors qu’on peut retrouver des appariements 

non-WC dans les structures glissantes/épingle à cheveux, ADN triplexe et tetraplexe.  Ces structures 

transitoires sont formées au niveau d’une séquence d’ADN spécifique par l’accumulation de 

surenroulement négatif généré en partie par la transcription, la liaison de protéines et d’autres facteurs.    
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Figure 1.20. Conformations non-B de l’ADN impliquées dans des réarrangements. Le nom et une 

représentation schématique de diverses conformations non-B de l’ADN sont présentés. Les propriétés 

requises pour le motif ou au niveau du type de répétition, ainsi qu’un exemple sont indiqués (Traduit 

de Bacolla et Wells 2004).  
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Elles seraient responsables d’au moins 46 maladies génétiques chez l’humain impliquant des 

réarrangements génomiques et d’autres types de mutations (Bacolla et Wells 2004). 

La répétition directe d’une séquence peut mener à la formation d’une structure 

glissante/épingle à cheveux.  La réplication et la transcription de l’ADN provoquent la séparation des 

brins du duplexe, ce qui donne à l’ADN simple-brin l’opportunité de se replier et de former de 

nouveaux appariements avec des bases de son propre brin, d’où la structure en épingle à cheveux.  Par 

exemple, la séquence répétée (CTG)n associée à la dystrophie myotonique de type 1 (DM1) forme une 

structure glissante/épingle à cheveux qui est dépendante de la longueur, de la pureté et de l’orientation 

de la séquence répétée (Kang et al. 1995; Tam et al. 2003).  Une autre étude, sur le tétranucléotide 

répété (CCTG)n associé à la dystrophie myotonique de type 2 (DM2), a montré que le brin formé de la 

séquence complémentaire (CAGG)n avait la propriété de former une structure épingle à cheveux plus 

stable que sa séquence complémentaire (Dere et al. 2004).  Finalement, les ADN polymérases 

eucaryotes alpha, delta et epsilon peuvent s’arrêter aux structures en épingle à cheveux, ce qui peut 

alors provoquer leur glissement et éventuellement de l’instabilité génomique (Kamath-Loeb et al. 

2001).  

Les structures cruciformes sont produites lorsque les séquences répétées sont dans une 

orientation inversée, formant ainsi un palindrome.  Dans ce cas, les ADN simple-brin générés lors de la 

réplication ou transcription se replient au centre de symétrie pour reconstituer un ADN double-brin  

intramoléculaire coiffé d’une boucle simple-brin.  Il en résulte une structure où deux structures 

épingles à cheveux sont situées à la même position sur chaque brin.  Ces séquences sont répliquées à 

un taux plus lent que des séquences d’ADN normales dans E. coli (Lindsey et Leach 1989).  L’analyse 

de plusieurs séquences palindromique riches en A+T sur les chromosomes humains 11 et 22 a 

démontré qu’une cassure d’ADN double-brin survient au centre de ces séquences et qu’elle serait 

possiblement responsables de la translocation fréquemment observée entre ces chromosomes 

(Kurahashi et Emanuel 2001).  L’étude in-vitro de ces séquences a d’ailleurs montré qu’elles avaient la 
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capacité d’adopter des structures cruciformes qui ont pu être visualisées en microscopie atomique 

(Kurahashi et al. 2004).   

La structure ADN triplexe (triple-hélice, H-DNA) est adoptée par une séquence continue de 

plusieurs purines ou pyrimidines et favorisée par la présence d’un centre de symétrie.  Dans cette 

structure, le brin de purines est apparié au brin de pyrimidines dans une conformation de type B, et fait 

en plus des interactions non-WC avec un troisième brin qui se localise dans le sillon majeur de l’ADN.  

Une étude a montré que la répétition d’un dinucléotide (GA)n avait la capacité d’adopter une structure 

ADN triplexe qui bloquait la synthèse de l’ADN in-vitro (Baran et al. 1991).  De plus, il a été rapporté 

que de longues répétitions du trinucléotide (GAA)n retrouvé dans l’intron 1 du gène frataxine causaient 

l’ataxie de Friedrich en réduisant la transcription du gène par l’adoption de cette structure (Grabczyk et 

Usdin 2000).     

Une structure à quatre brins appelée ADN tetraplexe (G-quadruplex, G-quartet) est composée 

de tétrades de guanine empilées les unes sur les autres et favorisée par la présence de quatre répétitions 

de trois guanine ou plus dans la séquence.  Il a été suggéré que la répétition du trinucléotide (CGG)n 

dans le gène FMR1 qui est associé au syndrome du X fragile, pouvait adopter une telle structure (Fojtík 

et Vorlícková 2001), bloquer la réplication de l’ADN (Usdin et Woodford 1995) et inhiber la synthèse 

de la protéine encodée par le gène dans lequel la séquence répétée est retrouvée (Darnell et al. 2001).  

Des minisatellites riches en guanine ont également été identifiés dans les régions promotrices des gènes 

de l’insuline humaine (Catasti et al. 1996) et de la β-globine du poulet (Howell et al. 1996).  La nature 

de ces minisatellites permet l’adoption d’une structure ADN tetraplexe menant respectivement au 

blocage de la transcription ou de la synthèse de l’ADN. 

Parce que les bases purines peuvent adopter une conformation en syn, les séquences qui sont 

constituées d’une alternance de purines et pyrimidines (ex. CG ou CA) peuvent être converties en une 

structure ADN-Z (Rich et Zhang 2003).  Des études ont montré que des séquences ayant le potentiel 

d’adopter une structure ADN-Z étaient associées à des sites de recombinaison chez les eucaryotes 
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(Wahls et al. 1990) et à des évènements de glissement de la polymérase chez E. coli (Freund et al. 

1989).  Ces structures sont fréquemment retrouvées près des sites d’initiation de la transcription 

(Schroth et al. 1992).  Cette structure retrouvée en amont d’un gène permettrait de garder l’ADN 

ouvert pour la liaison de facteurs de transcription et l’initiation de la transcription par l’ARN 

polymérase, suggérant ainsi le déclenchement de la transcription par la formation d’ADN-Z (Liu et al. 

2001).   

 

1.2.2.3.2. Les mini- et microsatellites et la réplication de l’ADN 

Il est généralement accepté que les procédés métaboliques qui incluent la synthèse d’ADN, tels 

que la réplication, la réparation et la recombinaison, sont impliqués dans la variation de la taille des 

mini- et microsatellites.  Cette instabilité est dépendante de facteurs comme la localisation 

chromosomique, la longueur et la pureté de la séquence répétée.  La réplication de l’ADN est 

cependant considérée comme la première étape qui peut faire intervenir les autres procédés par la suite 

(Wells et al. 2005).  Le mécanisme du glissement de la polymérase au cours de la réplication de l’ADN 

(replication slippage model, Figure 1.21) a d’abord été proposé pour expliquer l’instabilité des 

microsatellites et des expériences récentes semblent montrer qu’il s’appliquerait également aux 

minisatellites.  Dans ce modèle, un glissement de l’ADN polymérase sur le brin retardé peut survenir 

lorsque celle-ci rencontre une structure secondaire qui la force à s’arrêter.  Une dissociation partielle du 

brin nouvellement synthétisé se produit alors et peut permettre la formation d’une structure secondaire 

sur ce brin ou sur le brin matrice dans une région d’ADN simple-brin.  La présence de cette structure 

provoque un ré-appariement hors cadre du brin naissant qui se traduit par un glissement de la 

polymérase lorsqu’elle reprend la synthèse.  Il en résulte une expansion de la séquence répétée lorsque 

la structure secondaire se forme sur le brin naissant, alors qu’une contraction est observée lorsque cette 

dernière est formée sur le brin matrice.  L’analyse des mutations observées sur les microsatellites montre 

que celles-ci varient presque toujours par l’addition ou la suppression d’un seul motif répété, suggérant un  
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Figure 1.21. Le modèle de réplication avec glissement pour les séquences d’ADN répétées en 

tandem. Les brins matrices sont illustrés en rouge et les nouveaux brins synthétisés en bleu.  Durant la 

réplication d’une séquence contenant une répétition (A), la machinerie de réplication peut faire une 

pause sur le brin retardé lorsqu’elle rencontre une structure secondaire ou une lésion (B). (C) Une 

dissociation partielle du brin retardé peut mener à un glissement de la réplication lorsqu’elle reprend 

(D), causant une expansion ou une contraction du segment répété, en fonction du brin sur lequel le 

glissement a lieu. (E) Alternativement, la dissociation partielle du brin retardé peut passer outre la 

lésion par recombinaison homologue avec la chromatide sœur (Traduit de Richard et al. 2008).  
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modèle par étapes (stepwise mutation model) pour l’évolution des SSR (Zhu et al. 2000).  

Alternativement, la dissociation partielle du brin nouvellement synthétisé peut mener à une 

recombinaison homologue avec la chromatide sœur comme nous le verrons dans une prochaine 

section.   

 

1.2.2.3.2.1. Les effets de la réplication de l’ADN sur les microsatellites 

Comme nous l’avons vu dans une section précédente, plusieurs structures secondaires de 

l’ADN ont la capacité d’arrêter sa réplication, la conséquence pouvant être observée dans la variation 

de taille des microsatellites.  L’étude de différents microsatellites a permis d’identifier des facteurs qui 

influencent l’activité mutationnelle.  Chez S. cerevisiae,  il a été montré que l’instabilité du 

microsatellite (GT)n dépendait de la longueur de la région répétée, avec un taux de mutation variant 

d’un facteur 500 entre (GT)15 et (GT)105, la plus longue séquence étant la plus instable (Wierdl et al. 

1997).  L’expansion des trinucléotides est également locus spécifique, ce qui a été observé lors de 

l’analyse de familles affectées par la maladie de Huntington (répétitions de (CAG)n).  L’étude a noté 

que du polymorphisme était retrouvé au locus associé à la dystrophie myotonique de type 1 (répétitions 

de (CTG)n), alors que le locus associé à l’ataxie spinocérébelleuse de type 1 (répétitions de (CAG)n) et 

d’autres microsatellites du génome étaient stables (Goellner et al. 1997).  De plus, la distance entre la 

séquence répétée et l’origine de réplication jouent un rôle important dans l’instabilité, celles retrouvées 

à proximité montrant plus d’instabilitées que celles qui en sont éloignées (Dere et al. 2004).  Cette 

même étude a démontré que l’orientation du microsatellite associé à la dystrophie myotonique de type 

2 (DM2) avait également une influence sur son instabilité, la répétition du tétranucléotide (CAGG)n la 

favorisant par rapport à son complément (CCTG)n.  À l’opposé, pour le microsatellite associé à la 

dystrophie myotonique de type 1 (DM1), le brin formé de la répétition de la séquence (CTG)n forme 

une structure plus stable que la séquence (CAG)n (Kang et al. 1995).  Finalement, la stabilité des 



 75 
 

trinucléotides est augmentée par la présence d’interruptions dans la séquence répétée.  Il a été observé 

que l’interruption par des trinucléotides CAT et AGG des répétitions de trinucléotides (CAG)n et 

(CGG)n associées respectivement à l’ataxie spinocérébelleuse de type 1 (SCA1) et au syndrome du X 

fragile (FRAXA) diminuait la formation de structures glissantes (Pearson et al. 1998).  On retrouve 

justement des interruptions AGG au locus FRAXA dans la population normale, alors que les patients 

atteints du syndrome du X fragile montrent une répétition ininterrompue de (CGG)n (Dombrowski et 

al. 2002).     

 

1.2.2.3.2.2. Les effets de la réplication de l’ADN sur les minisatellites  

 En comparaison avec l’abondante littérature qui est retrouvée sur l’instabilité des 

microsatellites, seulement quelques études ont été faites pour étudier celle des minisatellites.  On avait 

déjà remarqué qu’en plus du taux élevé de réarrangement du minisatellite MS32 dans les cellules 

germinales (0,8 %), on observait également de l’instabilité dans les cellules sanguines (< 0,06 %).  

L’analyse des rares mutants retrouvés dans le sang a révélé l’ajout ou la suppression simple de motifs 

sur toute la longueur du minisatellite (Jeffreys et Neumann 1997).  Puisqu’aucune évidence de 

recombinaisons interalléliques ne fut trouvée, un mécanisme de glissement de la polymérase ou de 

recombinaison avec la chromatide sœur fut proposé pour expliquer les mutations.  Plusieurs études ont 

utilisé différentes souches de levures mutantes pour la réplication de l’ADN dans l’étude des 

minisatellites.  La déstabilisation des microsatellites dans des levures mutantes pour RAD27, qui est 

impliqué dans la transformation des fragments d’Okasaki sur le brin retardé, avait déjà été démontrée.  

Une étude a reproduit cet effet et montré qu’un minisatellite de 20 pb était aussi déstabilisé dans une 

souche ΔRAD27, et également dans une souche mutante thermosensible pol-3t, qui affiche un taux de 

synthèse réduit du brin retardé (Kokoska et al. 1998).  À partir de ces résultats les auteurs ont suggéré 

le mécanisme de glissement de la polymérase pour expliquer la variation de taille des minisatellites.  

Une autre étude a proposé qu’en plus de ce mécanisme, un autre impliquant un bris d’ADN double-
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brin et une réparation par recombinaison intra-allélique était possiblement impliqué (Lopes et al. 2002).  

Finalement, l’étude de minisatellites distincts a permis d’établir que même s’il y a une corrélation 

positive entre la longueur du minisatellite et l’instabilité, c’est la structure interne du minisatellite qui 

est le facteur déterminant (Maleki et al. 2002).  Ceci est démontré par l’observation du minisatellite 

MS205-2.7 qui est plus stable que le CEB1-1.8, même si le premier est plus long et montre un plus 

grand nombre de répétitions que le second.  

 

1.2.2.3.3. Le réarrangement des mini- et microsatellites lors de la recombinaison homologue 

Les premières études sur les minisatellites humains ont établi que plusieurs d’entre eux sont 

très variables (Jeffreys et al. 1985).  D’autres ont par la suite montré que cette variabilité est le résultat 

d’évènements ayant lieu dans les cellules germinales (Buard et Vergnaud 1994).  Il avait déjà été 

proposé que les évènements mutationnels menant au gain ou à la perte de plus de 200 motifs étaient 

possiblement le résultat de recombinaisons méiotiques (Jeffreys et al. 1988).  L’analyse des mutations 

observées dans les cellules germinales a révélé des caractéristiques typiques du processus mutationnel 

(Buard et Vergnaud 1994; Jeffreys et al. 1994).  Premièrement, une polarité est observée dans les 

réarrangements, c’est-à-dire que les motifs sont gagnés ou perdus préférentiellement à une extrémité du 

minisatellite.  Ensuite, la présence de réarrangements complexes suggère que les nouveaux allèles 

mutants sont produits à partir de l’information génétique retrouvée sur la chromatide sœur (évènement 

intra-allélique) et sur le chromosome homologue (évènement interallélique).  Troisièmement, 

l’échange des marqueurs sur les séquences flanquantes est rare, indiquant que les évènements de 

recombinaison n’impliquent pas le croisement des brins (crossover) lors de la résolution.  De plus, un 

site chaud (hot spot) de recombinaison a été identifié en amont du minisatellite humain MS32 et 

démontré comme étant responsable de son instabilité méiotique (Jeffreys et al. 1998).  Ceci indique 

que l’hypervariabilité est retrouvée à proximité de ce type d’élément reconnu pour causer des bris 

d’ADN double-brin qui sont des instigateurs puissants de recombinaisons (Bishop et Schiestl 2000).  
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Cela explique par le fait même la polarité mutationnelle observée au niveau des minisatellites puisque 

les bris d’ADN double-brin sont retrouvés à une extrémité du minisatellite.  Par ailleurs, un taux de 

mutation plus élevé des minisatellites a été observé dans les cellules germinales de la population 

exposée aux radiations après l’accident de Tchernobyl, suggérant que l’irradiation a induit des 

réarrangements au niveau des minisatellites, possiblement à la suite de bris d’ADN double-brin qui ont 

stimulé la recombinaison homologue (Dubrova et al. 1996).           

S. cerevisiae s’est révélé un outil puissant pour approfondir l’étude de la recombinaison dans 

l’instabilité des minisatellites humains.  Le minisatellite MS1 a d’abord été introduit dans le génome 

d’une levure haploïde.  Après avoir observé une variation fréquente de la taille du minisatellite dans 

cette souche, les auteurs ont conclu que le réarrangement entre des chromosomes homologues n’était 

pas essentiel pour générer la variabilité des minisatellites (Cederberg et al. 1993).  L’instabilité des 

minisatellites MS32 et CEB1 dans la levure a confirmé que ces derniers étaient plus instables durant la 

méiose que durant la mitose, et montré la perte ou le gain de motifs par des évènements de 

recombinaisons intra- et interalléliques (Appelgren et al. 1997; Debrauwère et al. 1999).  De plus, il a 

été rapporté que l’instabilité méiotique du minisatellite CEB1 repose sur la présence de l’endonucléase 

Spo11 qui initie la recombinaison en générant un bris d’ADN double-brin et sur l’activité de Rad50p 

qui est impliquée dans sa réparation.  Une étude a présenté des évidences que de longues séquences 

palindromiques (> 50 pb) peuvent générer des bris d’ADN double-brin à haute fréquence durant la 

méiose chez la levure.  La formation de ces cassures dépend de la composition en nucléotides, de la 

position et de la longueur des séquences répétées inversées (Nasar et al. 2000).  Il a finalement été 

démontré que la protéine Rad1, qui est impliquée dans l’enlèvement des extrémités non homologues 

lors de la recombinaison, augmentait la fréquence des expansions de minisatellites (Jauert et al. 2002).       

Plusieurs auteurs ont également utilisé la levure S. cerevisiae pour comprendre le rôle des bris 

d’ADN double-brin et de la recombinaison dans l’instabilité des microsatellites.  Durant la croissance 

mitotique, il a été rapporté que de longues séquences répétées de (CTG)130-250 constituaient des sites 
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fragiles et induisaient des bris d’ADN double-brin longueur-dépendants, au niveau du microsatellite ou 

tout près, qui stimulaient ensuite la recombinaison (Freudenreich et al. 1998).  Cette étude a également 

démontré que la recombinaison était diminuée dans des souches mutantes pour les protéines Rad50, 

Rad52 et Rad1, toutes impliquées pour la réparation du bris d’ADN double-brin.  On a montré que 

l’instabilité d’un microsatellite composé du trinucléotide (CAG)n était plus grande durant la méiose que 

durant la mitose, lorsque ce dernier était inséré près d’un  point chaud de recombinaison (hot spot) 

(Jankowski et al. 2000).  À l’opposé, l’utilisation de courtes séquences répétées de (CAG)n ou 

l’interruption du microsatellite par un autre motif ne permet pas de reproduire cette instabilité 

(Schweitzer et al. 2001). Tout comme pour les minisatellites, la plupart des réarrangements méiotiques 

dépendent de la présence de l’endonucléase Spo11 (Jankowski et Nag 2002).  Des expériences menées 

avec de longues séquences répétées du trinucléotides (CAG)98-255 n’ont cependant pas permis 

d’associer ces microsatellites à des points chauds (hot spot) de recombinaison méiotique dans la levure 

(Richard et al. 2003).  Les recherches sur l’instabilité des microsatellites ne semblent donc pas indiquer 

de différences majeures par rapport aux minisatellites.  

 Le modèle de réparation des bris d’ADN double-brin qui fut d’abord proposé chez la levure 

implique la résolution des deux structures à quatre brins appelées “jonctions de Holliday”.  Le résultat 

de cette conversion génique est associé au croisement des chromatides (crossover) dans 50 % des cas 

(Figure 1.22A).  Cependant, les séquences d’ADN répétées en tandem sont généralement associées à 

des conversions géniques qui n’impliquent pas le croisement des chromatides.  Ainsi, un autre modèle 

qui n’implique pas ces structures a été proposé pour expliquer ces recombinaisons : le modèle 

d’appariement des brins dépendant de la synthèse (synthesis-dependent strand annealing, SDSA, 

Figure 1.22B).  Dans ce modèle, l’étape initiale implique également l’invasion d’une séquence 

homologue par l’extrémité 3’ au site de cassure double-brin pour initier la synthèse d’ADN.  À la 

différence du premier modèle, celui-ci propose que les brins nouvellement synthétisés se dissocient de  
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Figure 1.22.  Modèles de recombinaison. La molécule d’ADN brisée (donneuse) est illustrée en bleu 

et la molécule matrice (receveuse) en rouge, l’ADN nouvellement synthétisé est en orange. Dans les 

deux modèles, la conversion génique est initiée par un bris double-brin, et l’invasion de l’ADN matrice 

homologue est initiée par l’extrémité 3’. (A) Modèle impliquant la résolution de deux structures à 

quatre brins appelées  “jonctions de Holliday” (cercle noir) résultant en une conversion génique 

associée à un croisement des chromatides dans 50 % des cas. (B) Modèle SDSA (synthesis-dependent 

strand annealing) dont la résolution est accomplie par une dissociation des deux brins nouvellement 

synthétisés de l’ADN matrice et leur appariement ne produisant pas de croisement des chromatides 

(Traduit de Richard et Pâques 2000).  
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leur brin matrice et s’apparient ensuite ensemble sans croisement des chromatides (Richard et Pâques, 

2000).   

Un modèle unifié, dérivé du modèle SSDA, a été proposé pour expliquer les réarrangements 

méiotiques et mitotiques des microsatellites pendant la conversion génique (Richard et al. 2003).  

Celui-ci permet d’accommoder quatre caractéristiques importantes de la conversion génique associées 

aux séquences d’ADN répétées en tandem.  Premièrement, la formation d’une cassure d’ADN double-

brin dans une des séquences répétées.  Ensuite, l’importance des structures secondaires de l’ADN pour 

générer l’instabilité de l’élément.  Troisièmement, l’absence d’évidences pour des échanges par 

croisement de chromatides.  Finalement, l’absence de variations au niveau de la séquence matrice 

utilisée pour réparer la cassure.  Le modèle s’explique par les étapes suivantes (Figure 1.23).  Suite à la 

formation d’une cassure double-brin dans une séquence répétée, la conversion génique est initiée par 

l’invasion d’une séquence homologue, par un ou les deux brins d’ADN au niveau de la cassure, suivie 

de la synthèse d’ADN.  De manière indépendante sur chacun des brins,  cette synthèse peut être directe 

ou associée au glissement de la polymérase suite à la formation de structures secondaires.  Les 

évènements de glissement vont provoquer une expansion de la séquence répétée s’ils surviennent sur le 

brin nouvellement synthétisé, ou une contraction s’ils ont lieu sur le brin matrice.  Alternativement, 

dans une situation où la synthèse aura été directe sur les deux brins, ceux-ci pourront se dissocier et se 

ré-apparier dans le bon cadre, ou hors-cadre menant à une expansion ou une contraction.  Plusieurs 

étapes de ce modèle permettent donc de générer de la variabilité sur les séquences d’ADN répétées. 

 

1.2.2.4. La régulation de l’activité des gènes par les séquences d’ADN répétitives 

Dans les sections antérieures, nous avons vu que les séquences d’ADN répétées en tandem, 

principalement les microsatellites, jouent un rôle dans plusieurs phénomènes biologiques.  La 

distribution de certains dans les régions centromériques ou télomériques, ainsi que l’adoption de 

structures secondaires de l’ADN par d’autres suggèrent leur implication dans la structure des chromosomes 
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Figure 1.23. Modèle de réparation d’un bris double-brin par glissement (DSB repair slippage) 

pour des séquences répétées en tandem.  La molécule d’ADN brisée (donneuse) est illustrée en bleu 

et la molécule matrice (receveuse) en rouge, l’ADN nouvellement synthétisée est en orange. (A) À la 

suite d’un bris double-brin, la conversion génique est initiée par l’invasion de l’ADN matrice 

homologue par l’extrémité 3’. (B) La synthèse de l’ADN peut être directe ou associée au glissement de 

la polymérase. Après la capture du second brin,  la synthèse de l’ADN sur ce second brin peut être 

directe (C) ou associée au glissement de la polymérase (D). Les évènements de glissement vont mener 

à l’expansion du segment contenant de l’ADN répétitif (C et D) ou à la contraction si le glissement 

survient sur le brin matrice.  Alternativement, après la capture des deux extrémités suivie de la 

synthèse d’ADN, les deux brins nouvellement synthétisés peuvent se dissocier et s’apparier ensemble 

dans le bon cadre ou hors-cadre, menant à l’expansion ou la contraction du segment contenant l’ADN 

répétitif(E) (Traduit de Richard  et al. 2008).  
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et l’organisation de la chromatine.  Comme illustré à la section précédente, plusieurs évidences 

démontrent l’effet des microsatellites et des minisatellites sur les activités métaboliques telles que la 

réplication, la réparation et la recombinaison de l’ADN. La localisation des ADN répétés en tandem 

dans un gène peut être dans la séquence codante, dont l’expansion génère une protéine possédant une 

répétition d’un ou plusieurs acides aminés, ou dans une région non-codante (5’-UTR, 3’-UTR, intron).  

Des études ont fait la revue de différentes maladies neurologiques ou de comportements associés à 

l’amplification de séquences d’ADN répétées à l’intérieur d’un gène (Li et al. 2004; Orr et Zoghbi 

2007; Usdin 2008; Fondon et al. 2008).  Dans cette section, nous allons exposer les évidences qui 

soutiennent que les SSR et VNTR sont impliqués dans l’activité des gènes par divers mécanismes 

moléculaires.              

 

1.2.2.4.1. Les microsatellites géniques 

 Plusieurs études montrent que les microsatellites ne sont pas distribués de manière aléatoire à 

l’intérieur des séquences codantes, des régions 5’-UTR et 3’-UTR et des introns.  La variation de taille 

des SSR retrouvées dans ces régions peut provoquer une modulation de l’expression du gène, son 

inactivation, un glissement du cadre de lecture (frameshift), ou une modification de la fonction ou de 

l’activité de la protéine menant éventuellement à un changement phénotypique (Figure 1.24).  Chez 

l’humain, la variation de taille de ces séquences peut causer des cancers et plusieurs maladies 

neurologiques, dont divers types d’ataxie spinocérébelleuses (SCA) et de dystrophies myotoniques 

(DM).  La Figure 1.25 illustre la variété des séquences et la localisation de ces microsatellites dans les 

gènes associés à diverses maladies humaines, alors que le Tableau 1.4 donne les détails sur le gène 

affecté et la variation de taille de la SSR menant au développement des symptômes.  La variation de 

taille des SSR est beaucoup plus importante dans les séquences non-codantes que dans les exons.  En 

plus des effets sur la transcription déjà mentionnés, les microsatellites modifient l’activité génique de 

différentes manières, qu’ils soient situés dans une séquence codante ou non-codante. 
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Figure 1.24. Fonctions régulatrices des microsatellites.  Les microsatellites sont retrouvés dans les 

régions 5’-UTR, les exons, les introns et les régions 3’-UTR. Les fonctions associées aux 

microsatellites retrouvés à ces endroits sur un gène sont indiquées (Traduit de Li et al. 2004).  
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Figure 1.25. Localisation des microsatellites responsables de pathologies humaines.  La séquence 

et la position dans un gène type des microsatellites qui causent des pathologies humaines sont 

indiquées, et les pathologies sont données. BPES, blepharophimosis, ptosis and epicanthus inversus; 

CCD, cleidocranial dysplasia; CCHS, congenital central hypoventilation syndrome; DM, myotonic 

dystrophy; DRPLA, dentatorubral–pallidoluysian atrophy; EPM1, progressive myoclonic epilepsy 1; 

FRAXA, fragile X syndrome; FRAXE, fragile X mental retardation associated with FRAXE site; 

FRDA, Friedreich’s ataxia; FXTAS, fragile X tremor and ataxia syndrome; HD, Huntington’s disease; 

HDL2, Huntington’s-disease-like 2; HFG, hand–foot–genital syndrome; HPE5, holoprosencephaly 5; 

ISSX, X-linked infantile spasm syndrome; MRGH, mental retardation with isolated growth hormone 

deficiency; OPMD, oculopharyngeal muscular dystrophy; SBMA, spinal and bulbar muscular atrophy; 

SCA, spinocerebellar ataxia; SPD, synpolydactyly (Traduit de Mirkin 2007).  
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Dans toutes les maladies pour lesquelles la séquence d’ADN répétée est située dans un exon, 

l’unité répétée est un trinucléotide de séquence (CAG)n ou (GCN)n, dont l’amplification mène 

respectivement à une protéine ayant une région polyglutamine (polyQ) ou polyalanine (polyA).  La 

maladie de Huntington et plusieurs types d’ataxies spinocérébelleuses sont associées à l’amplification 

du trinucléotide (CAG)n.  Le mécanisme de pathogénèse de ces maladies neurodégénératives serait 

associé directement ou indirectement à la formation d’agrégats causés par un changement 

conformationnel de la protéine (Orr et Zoghbi 2007).  Il a d’ailleurs été démontré que les segments 

polyQ étaient toxiques pour les neurones et les cellules périphériques (Galvão et al. 2001).  De plus, les 

protéines ayant un segment polyQ interagissent avec des facteurs de transcription et des cofacteurs 

riches en glutamines tels Sp1 et CBP (CREB-binding protein), ce dernier ayant été retrouvé dans les 

agrégats (Nucifora et al. 2001).  La séquestration de ces protéines pourrait expliquer l’effet généralisé 

des protéines polyQ sur la transcription.  Les segments polyA, pouvant être produits lors d’un 

glissement du cadre de lecture sur une séquence (CAG)n, ont été impliqués dans plusieurs désordres 

congénitaux, mais le mécanisme menant au développement des pathologies est présentement inconnu. 

 Pour d’autres maladies, le microsatellite est localisé dans des régions non-codantes, montrant 

que l’association entre son amplification et le développement d’une pathologie repose sur d’autres 

facteurs que les propriétés intrinsèques de la protéine.  Des effets sur l’expression des gènes par des 

SSR situés en région 5’-UTR ont été démontrés.  Par exemple, la séquence formée par l’expansion du 

trinucléotide (CGG)n associée au syndrome du X fragile, est retrouvée hyperméthylée et le gène FMR1 

qui la contient est inactivé lorsque l’allèle possède plus de 230 répétitions (Jin et Warren 2000).  À 

l’opposé, le locus n’est pas méthylé et l’ARNm est abondant avec un nombre plus faible de répétitions 

(Kenneson et al. 2001).  Une variété de protéines liant les séquences CGG et ayant le potentiel 

d’affecter la transcription ont été décrites (ex. CGGBP (CGG-binding protein), Pur et Egr) (Usdin 

2008).  De plus, une étude a rapporté que l’expansion du trinucléotide (CTG)n dans la région 5’-UTR 
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d’un gène rapporteur diminue la traduction de l’ARNm par la formation d’une structure épingle à 

cheveux qui inhiberait l’étape de balayage par le complexe de pré-initiation (Raca et al. 2000).      

Les séquences d’ADN répétitives dans une région 3’-UTR peuvent mener à un glissement de la 

transcription.  Il a été observé chez la levure que la transcription d’un gène rapporteur contenant une 

séquence (CAG)n répétée en 3’-UTR produit des ARNm plus long de plusieurs kb de ce qu’il est 

attendu (Fabre et al. 2002).  L’adoption d’une structure secondaire induirait une pause et un glissement 

arrière de l’ARN polymérase suivis d’une resynthèse d’une certaine séquence.  Celle-ci génèrerait 

ensuite un plus long ARNm après plusieurs cycles de pause, glissement et synthèse.  Une autre étude a 

rapportée que la répétition (CUG)n retrouvée en structure épingle à cheveux sur l’ARNm activait la 

protéine kinase dépendante de l’ARN double-brin (PKR) pour interférer avec les fonctions cellulaires 

normales (Tian et al. 2000).  On retrouve une répétition (CAG)n dans la région 3’-UTR du gène DPMK 

associé à la dystrophie myotonique de type 1 et des effets ont été associés à son amplification 

anormale.  Premièrement, l’ARNm de DPMK est retrouvé dans des foci nucléaires in vivo et le 

transcrit n’est pas exporté correctement au cytoplasme (Davis et al. 1997).  Ensuite, l’expansion de 

cette séquence d’ADN répétée réduit l’expression du gène en aval DMAHP, probablement par un 

remodelage local de la chromatine (Thornton et al. 1997).  Finalement, l’ARNm lie les protéines 

MBLN (mucleblind-like protein) et CUG-BP (CUG-binding protein), déréglant l’épissage de plusieurs 

transcrits (Philips et al. 1998; Miller et al. 2000).   

D’autres séquences d’ADN répétées en tandem sont retrouvées dans des introns et plusieurs 

ont montré des effets sur l’activité transcriptionnelle.  Un tétranucléotide (TCAT)n situé dans le 

premier intron du gène de la tyrosine hydroxylase joue un rôle de régulateur sur la transcription 

(Meloni et al. 1998).  Cet élément est conservé dans le gène de plusieurs primates, suggérant qu’une 

contrainte évolutive agit sur cette séquence (Meyer et al. 1995).  L’expansion de SSR introniques peut 

également mener à certaines maladies, comme l’ataxie de Friedrich et le cancer du sein, suite à 

l’expansion respective d’un (GAA)n qui inhibe l’expression du gène FRDA (Sakamoto et al. 2001) ou 
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d’un (CA)n et stimule la transcription du gène du récepteur de l’EGF (epidermal growth factor) (Tidow 

et al. 2003).  Un microsatellite complexe (TG)m(T)n situé au site d’épissage accepteur de 

l’intron8/exon9 du gène CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) contrôle 

l’épissage de l’ARNm et provoque la fibrose kystique lorsqu’il est muté (Pagani et al. 2000).  Comme 

pour DM1, l’ARNm du gène ZNF9 (zinc finger protein 9) contenant un tétranucléotide amplifié 

(CCTG)n dans l’intron 1 est retrouvé dans des foci nucléaires, indiquant la rétention des transcrits 

(Liquori et al. 2001).  

 

1.2.2.4.2. Les minisatellites géniques 

Même si le nombre d’études est plus limité, les minisatellites géniques semblent également 

modifier ou moduler la fonction de la protéine lorsqu’ils sont codants, et avoir un effet régulateur sur 

l’activité transcriptionnelle des gènes dans lesquels ils se trouvent lorsqu’ils sont non-codants.  Pour 

certains VNTR, des mécanismes semblables à ceux démontrés pour les microsatellites ont été proposés 

et l’association est faite avec une maladie.  Dans plusieurs cas cependant, on observe seulement une 

association entre une taille particulière d’un minisatellite et la variation du niveau d’expression du 

gène.  La démonstration directe du lien entre la variation de l’expression du gène, la fonction de la 

protéine affectée et les effets phénotypiques observés est rarement présente.  Dans cette section, 

l’implication des minisatellites codants et non-codants sur l’activité des gènes sera abordée. 

Plusieurs minisatellites ont été identifiés dans les régions codantes des gènes. Le minisatellite 

retrouvé dans l’exon 3 du gène du récepteur humain de la dopamine (DRD4) est un bon exemple de la 

difficulté à établir un lien entre la présence d’un minisatellite et l’effet phénotypique.  La taille de ce 

minisatellite varie entre 2 et 10 répétitions d’un motif de 48 pb qui est situé dans une région codant 

pour une boucle cytoplasmique du récepteur.  Plusieurs études ont associé l’allèle contenant sept 

répétitions à des désordres du comportement, tels que la schizophrénie, l’hyperactivité/déficit 

d’attention et l’abus de drogues.  En plus de dix ans, les résultats de ces études d’association ont été 
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alternativement réfutés et supportés par des études subséquentes, faisant en sorte que l’effet de la 

variation de taille du minisatellite à ce locus demeure incertain.  L’allèle possédant sept répétitions du 

motif a cependant montré une affinité légèrement différente pour la liaison du ligand au récepteur (Van 

Tol et al. 1992), une modulation différente de l’AMPc intracellulaire par rapport aux allèles contenant 

deux et quatre répétitions (Asghari et al. 1995). Des évidences suggèrent même qu’il augmenterait en 

fréquence dans la population par sélection positive (Ding et al. 2002).  La découverte d’un minisatellite 

de 120 pb dans la région 5’-UTR, pour lequel une corrélation inverse a été démontrée entre la longueur 

du VNTR et l’activité transcriptionnelle, suggère un autre mécanisme par lequel les minisatellites 

pourraient possiblement affecter l’activité du gène du récepteur de la dopamine (D’Souza et al. 2004).  

L’apolipoprotéine A (Apo(a)) montre un polymorphisme très grand avec plus de 30 allèles et une taille 

allant de 300 à 800 kDa. Cette variabilité dépend du nombre de séquences codantes répétées de 342 pb 

qui peut varier entre 12 et 51. Une corrélation inverse est généralement observée entre la taille des 

allèles Apo(a) et le niveau de lipoprotéine  A (Lp(a)) dans le sérum.  Un niveau élevé de Lp(a) a été 

identifié comme facteur de risque de maladies coronariennes et cérébrovasculaires (Pati et Pati 2000).  

Un autre minisatellite codant est retrouvé dans le gène de la protéine prion (PRNP) dont la structure 

normale comprend un segment de quatre répétitions d’un minisatellite de 24 nucléotides codant pour 

un octapeptide (PHGGGWGQ) dans la région N-terminale (Goldfarb et al. 1991).  Cette région non-

structurée contient cinq à six sites de liaison à forte affinité pour le cuivre et il a été suggéré que la 

liaison du cation divalent aux octapeptides facilitait le repliement et stabilisait la conformation de la 

protéine (Brown et al. 1997; Cereghetti et al. 2003).  Des mutations impliquant l’insertion de quatre à 

huit octapeptides supplémentaires ont été décrites dans des familles héritant de manière autosomale 

dominante d’une maladie neuropathologique, tel que la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Cochran et al. 

1996; Laplanche et al. 1999).  Les études se limitent encore une fois à de simples associations sans 

l’identification du mécanisme moléculaire.  Des minisatellites sont retrouvés dans des familles de 

gènes, par exemple des minisatellites codants pour une séquence riche en sérines et thréonines de 17, 

16 et 59 acides aminés ont été respectivement identifiés dans le gène des mucines MUC3A, MUC4, et 
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MUC17, desquels les molécules produites sont ensuite retrouvées à la surface de plusieurs cellules 

épithéliales (Desseyn et al. 2008).  

 Le minisatellite non-codant qui est probablement le mieux caractérisé est celui retrouvé en 

amont du promoteur du gène de l’insuline (INS) et qui constitue un locus de susceptibilité au diabète 

de type 1 (Bennett et al. 1995).  Trois classes de minisatellites ont été identifiées sur la base du nombre 

de répétitions d’un motif de 14 à 15 pb riche en G+C (ACAGGGGT(G/C)(T/C)GGGG)n : classe I (n = 

20 à 63), classe II (n = 64 à 139) et classe III (n = 140 à 210).  La classe I est généralement associée à 

la susceptibilité au diabète de type 1, avec le plus haut risque pour les homozygotes, alors que la classe 

III est associée à une protection, avec quelques exceptions (Bennett et al. 1997).  Le transcrit de 

l’insuline a été détecté dans le thymus et les cellules β-pancréatiques, et l’expression de l’ARNm de 

l’insuline corrèle avec la variation de taille du minisatellite.  La classe III protectrice est associée à une 

transcription du gène plus élevée que la classe I dans le thymus, qui elle montre un niveau plus élevé 

d’ARNm dans le pancréas (Vafiadis et al. 1996; Pugliese et al. 1997).  La concentration plus élevée 

dans le thymus favoriserait l’élimination des lymphocytes T autoréactifs spécifiques à cette protéine, ce 

qui expliquerait l’effet dominant protecteur des allèles possédant un minisatellite de classe III.  

L’augmentation du risque de développer une auto-immunité associée aux allèles avec un VNTR de 

classe I serait le résultat combiné d’une faible expression au thymus et d’une forte expression dans le 

pancréas.  Cet exemple montre bien que les minisatellites ont des effets spécifiques en fonction du type 

cellulaire.  Une structure ADN tétraplexe a également été montrée pour ce minisatellite et l’adoption de 

cette dernière est directement corrélée avec l’activité transcriptionnelle (Catasti et al. 1996).  De plus, 

on a identifié des sites de liaison pour le facteur de transcription Pur-1 qui stimulerait l’activité 

transcriptionnelle du gène (Kennedy et al. 1995).   

Un minisatellite au motif de 12 pb (CCCCGCCCCGCG)n retrouvé dans le promoteur du gène 

de la cystatine B (CSTB) est associé à un type d’épilepsie (progressive myoclonus epilepsy, EPM1) 

lorsque l’amplification atteint plus de 30 répétitions (Lafrenière et al. 1997; Lalioti et al. 1997).  Les 
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patients ayant une expansion du VNTR montrent une expression réduite de l’ARNm du gène CSTB 

dans les cellules lymphoblastoïdes, et conséquemment une réduction de l’activité de cet inhibiteur de 

protéases à cystéine (Rinne et al. 2002).  Une étude a également montré que le VNTR pouvait adopter 

une structure secondaire d’ADN tétraplexe, à laquelle on a associé la répression de la transcription du 

gène CSTB par l’altération de la structure de la chromatine (Saha et Usdin 2001).  L’étude du 

minisatellite présent en amont du gène pour la monoamine oxydase A (MAOA) a suggéré que la 

variation de taille d’un minisatellite pouvait interférer avec une longueur optimale pour la région 

régulatrice.  À cet effet, les allèles contenant 3,5 ou 4 copies du motif de 30 pb sont transcrits de 2 à 10 

fois plus efficacement que ceux formés de 3 ou 5 copies (Sabol et al. 1998).    

Deux minisatellites ont été identifiés dans le gène du transporteur de la sérotonine (5-HTT), un 

premier situé dans la région régulatrice (5-HTTLPR) et le second retrouvé dans le deuxième intron 

(STin2).  Le polymorphisme de 5-HTTLPR implique deux allèles majeurs, S (short) et L (long), qui 

correspondent à la présence de 14 ou 16 répétitions d’un motif de 20 à 23 pb.  Une plus faible 

transcription du gène 5-HTT a été montrée pour l’allèle S qui résulte en une baisse de l’expression de 

la protéine et de la recapture de la sérotonine dans des cellules lymphoblastiques (Lesch et al. 1996).  

On retrouve également deux allèles principaux pour le VNTR STin2,  STin2.10 et STin2.12, constitués 

de 10 et 12 répétitions d’un motif de 17 pb.  Des évidences indiquent que ce minisatellite agirait 

comme régulateur transcriptionnel, l’allèle STin2.12 possédant une activité transcriptionnelle 

supérieure à l’allèle STin2.10 (MacKenzie et Quinn 1999).  On a d’ailleurs identifié dans ce 

minisatellite des sites de liaison pour les facteurs de transcription YB-1 (Y box binding-protein 1) et 

CTCF (CCTC-binding factor) et démontré que ce dernier interfère avec la capacité de YB-1 à induire 

l’expression d’un gène rapporteur (Klenova et al. 2004).  Les résultats de méta-analyses sur 

l’association du VNTR 5-HTTLPR à des maladies sont contradictoires et ne permettent pas de tirer de 

conclusion sur son implication (Munafò et al. 2005; Sen et al. 2004).  Une autre méta-analyse permet 

cependant d’associer l’allèle STin2.12 à un facteur de risque pour la susceptibilité à la schizophrénie 
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(Fan et Sklar 2005).  Ces études, ajoutées à celles sur le récepteur de la dopamine, illustrent la 

difficulté d’établir une association entre la variation de taille des minisatellites et des traits 

comportementaux.  D’un côté les séquences d’ADN répétées exercent seulement de petits effets 

quantitatifs sur le phénotype, alors que les traits comportementaux sont typiquement multigéniques, 

hétérogènes, faiblement pénétrants et influencés par l’environnement (Fondon et al. 2008).         

Finalement, d’autres minisatellites ayant des effets sur la transcription des gènes ont été 

identifiés dans des introns et des régions 3’-UTR.  Un minisatellite composé de 3 à 11 répétitions d’un 

motif de 40 pb est retrouvé dans la région 3’-UTR du transporteur de la dopamine (DAT1) 

(Vandenbergh et al. 1992).  Plusieurs pathologies son associées au minisatellite ayant 10 répétitions du 

motif qui a un effet “enhancer” dépendant de sa longueur, et qui montre un niveau d’ARNm plus élevé 

dans différents tissus (Mill et al. 2002).  La variabilité des effets observés pour différents allèles ou 

génotypes sur l’expression des gènes pourrait également être expliquée par la présence d’un second 

élément affectant l’expression du gène.  À cet effet, une étude a identifié un second minisatellite au 

motif de 30 pb dans l’intron 8 du gène DAT1 qui provoque des effets différentiels sur l’expression 

d’un gène rapporteur (Guindalini et al. 2006).  Un minisatellite riche en bases purines est présent dans 

la région 3’-UTR du gène du récepteur de la bradykinine de type 2 (B2) et dont l’allèle le plus fréquent 

consiste en 43 répétitions du motif (TGGAGAGCTAGAACC)n.  Contrairement à l’exemple précédent, 

un effet de régulateur négatif dépendant de l’orientation et de la longueur du minisatellite lui a été 

associé.  De plus, l’ARNm contenant le VNTR a montré une demi-vie supérieure au contrôle en 

transfections transitoires (Zamorano et al. 2006).        

 

1.2.2.5. Les séquences d’ADN répétitives et l’évolution des espèces 

L’idée que des séquences non-codantes puissent être impliquées dans l’évolution des espèces 

remonte à plus de trente ans lorsque deux groupes, sur la base d’évidences indirectes, ont posé 

l’hypothèse que des mutations régulatrices en cis (cis-regulatory mutations) auraient possiblement un 
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rôle évolutif important à jouer.  Après la découverte qu’une grande proportion des génomes eucaryotes 

était composée de séquences répétitives, une première étude par Britten et Davidson (1971) a proposé 

que ces séquences pourraient réguler la transcription, et que ces mutations régulatrices auraient une 

implication cruciale dans l’évolution des phénotypes.  Une seconde étude par King et Wilson (1975) a 

rapporté que les séquences codantes de gènes orthologues entre l’humain et le chimpanzé étaient 

identiques à plus de 99 %.  Les auteurs ont argumenté que ce faible degré de divergence au niveau des 

séquences protéiques ne pouvait expliquer les différences phénotypiques entre les espèces et suggéré 

que les mutations régulatrices étaient responsables de ces différences biologiques.  Aujourd’hui, des 

évidences s’accumulent pour appuyer l’implication des séquences régulatrices dans l’adaptation de 

populations naturelles et la susceptibilité à plusieurs maladies (Kleinjan et van Heyningen 2005).  

Longtemps considérées comme des déchets (junk) et encore parfois de nos jours jugées inutiles 

(usefulness) par certains auteurs (ex. Ellegren 2004), les recherches sur les séquences d’ADN 

répétitives montreraient de plus en plus qu’elles ont un rôle important à jouer dans l’évolution.  Mis à 

part leurs implications dans plusieurs maladies, des études réalisées dans différents organismes 

rapportent des effets bénéfiques associés à ces éléments qui permettent une adaptation rapide aux 

conditions environnementales par des changements morphologiques et comportementaux.  La 

prochaine section décrit quatre exemples montrant une association entre la variabilité d’une séquence 

répétée présente dans un gène, la fonction moléculaire de la protéine et le phénotype observé.               

Le premier exemple à avoir été documenté chez un eucaryote montre des évidences d’effets 

phénotypiques quantitatifs associés à un minisatellite et d’une sélection naturelle agissant sur les allèles 

(Sawyer et al. 1997).  Le gène PER chez Drosophila melanogaster, dont le produit est une composante 

essentielle de la régulation du rythme circadien, contient dans l’exon 5 une répétition 

d’hexanucléotides codants pour un segment de dipeptides thréonine-glycine (Thr-Gly)n.  Pour les deux 

allèles les plus communs, les mouches ayant l’allèle le plus long (Thr-Gly)20 montrent une sensibilité 

réduite du rythme circadien en réponse à une variation de température par rapport à celles ayant l’allèle 
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plus court (Thr-Gly)17.  Il a été suggéré que le domaine Thr-Gly serait impliqué dans la stabilité de la 

protéine en permettant de maintenir une conformation particulière en fonction de la température 

(Peixoto et al. 1998).  Dans des populations naturelles, l’allèle (Thr-Gly)20 est retrouvé à une plus haute 

fréquence aux latitudes plus élevées.  Sur la base d’une différente sensibilité qu’il confère, il a été 

suggéré que cet allèle était sélectionné par le climat qui montre une plus grande variation de 

température dans ces régions (Kyriacou et al. 2008).  D’autres études supportent cette hypothèse d’une 

sélection naturelle, notamment les observations faites en Israël au site du “Evolution Canyon”.  On 

retrouve à cet endroit un contraste microclimatique important; le versant sud ensoleillé est associé à un 

stress de température et de sécheresse plus grand que le versant nord.  L’allèle le plus long (Thr-Gly)20 

a été retrouvé plus fréquemment dans la zone écologique située sur le versant nord qui est plus frais 

(Zamorzaeva et al. 2005).  De plus, un échantillonnage de mouches fait à haute altitude (> 1000 m) en 

Europe a montré une fréquence des allèles qui était caractéristique d’une région plus nordique (Peixoto 

2002).   

Le deuxième exemple chez le campagnol illustre comment la variation d’un microsatellite 

complexe présent dans la région 5’-UTR gène du récepteur de la vasopressine 1a (AVPR1A) est 

impliqué dans la régulation de l’expression du gène et la modification des comportements sociaux 

(Hammock et Young 2004; 2005).  Les rongeurs du genre Microtus, montrent des différences 

marquées dans la structure sociale des espèces.  Le campagnol des prairies (Microtus ochrogaster) est 

social et monogame alors que le campagnol des montagnes (Microtus montanus) est asocial et n’est 

pas monogame.  La comparaison de ces campagnols révèle des différences dans l’expression de la 

protéine au cerveau et une augmentation des comportements sociaux pour le campagnol des prairies 

qui possède un long microsatellite.  La région 5’-UTR du gène AVPR1A de différentes espèces est 

variable.  Les deux espèces sociales de campagnol possèdent un microsatellite bien développé dans 

cette région, alors que deux espèces asociales n’ont qu’une version courte.  Le microsatellite est 

également conservé chez l’humain et le bonobo (Pan paniscus) qui ont un comportement sociosexuel 
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semblable, contrairement au chimpanzé (Pan troglodites) chez qui on a noté une délétion de 360 pb 

incluant une partie du microsatellite.  L’effet sur la transcription provoqué par la seule variation de 

taille du microsatellite a été démontré in-vitro dans différents types cellulaires avec un gène rapporteur.  

De plus, l’introduction transgénique du gène AVPR1A d’un campagnol des prairies dans une souris 

provoque une distribution de la protéine au cerveau et des comportements en réponse à l’injection de 

vasopressine qui sont plus semblables à ceux de l’espèce sociale qu’à ceux de la souris contrôle 

(Young et al. 1999).  Une association a dernièrement été faite chez l’humain entre la présence d’un 

long microsatellite en amont du gène et un comportement altruiste, de même qu’un plus haut niveau 

d’ARNm dans l’hypocampe post-mortem, suggérant la base génétique du mécanisme fonctionnel 

(Knafo et al. 2007).       

La variation morphologique est commune chez les espèces canines.  Une étude comparative de 

Fondon et Garner (2004) s’est intéressée aux séquences d’ADN répétées présentes dans des gènes 

impliqués dans le développement chez 92 races de chiens.  L’examen de 17 gènes reconnus pour 

influencer les traits morphologiques a révélé que ces derniers montraient un niveau très élevé de 

variation, avec du polymorphisme dans presque tous les gènes.  De plus, la pureté des répétitions, en 

comparaison avec celles retrouvées chez l’humain ou à d’autres sites, indiquerait une fluctuation 

récente et rapide des microsatellites ne permettant pas l’accumulation de mutations ponctuelles.  Même 

si la fonction de la plupart de ces variations au niveau des SSR reste inconnue, les auteurs ont trouvé 

que le ratio de deux microsatellites consécutifs dans le gène du facteur de transcription Runx-2, 

contenant de 18 à 20 glutamines suivies de 12 à 17 alanines, était corrélé avec des mesures faciales 

entre les races.  La protéine homologue humaine est un facteur de transcription spécifique aux 

ostéoclastes (OSF2) qui influence la structure cranio-faciale.  L’expansion anormale du segment de 17 

à 27 alanines est retrouvée dans une famille ou des membres sont atteints de dysplasie cléidocrânienne 

(Mundlos et al. 1997).  Ils ont également observé, chez la race des chiens de montagne des Pyrénées 

qui est caractérisée par de la polydactylie, la présence d’un ergot supplémentaire qui était associé à une 
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délétion de 51 pb codant pour un segment de 17 dipeptides répétés proline-glutamine (Pro-Gln) dans le 

gène Alx-4.  Cette forme de polydactylie est semblable à celle retrouvée chez la souris ayant les deux 

copies inactivées de ce gène qui code pour un activateur transcriptionnel (Qu et al. 1997).  Ces résultats 

suggèrent que la sélection artificielle effectuée par les éleveurs de chiens de race pour des caractères 

particuliers n’est pas si différente de la sélection naturelle.         

Le dernier exemple montre comment la variation de taille d’un minisatellite codant permet une 

diversité fonctionnelle d’un antigène à la surface cellulaire et possiblement une adaptation de 

l’organisme aux conditions environnementales (Verstrepen et al. 2005).  Comme mentionné 

précédemment, plusieurs gènes dont les produits sont impliqués dans la formation de la paroi cellulaire 

chez S. cerevisiae contiennent des minisatellites codants.  Parmi eux, des membres de la famille des 

mannoprotéines FLO affichent différents variants dont la taille du motif peut être de 30 pb (FLO11), 

81 pb (FLO10) ou 135 pb (FLO1, FLO5 et FLO10) (Richard et Dujon 2006).  Ces gènes sont les 

orthologues d’ALS et d’EPA chez C. albicans et C. glabrata respectivement, lesquels sont impliqués 

dans l’adhérence cellulaire et la pathogénicité.  En utilisant des variants de FLO1 ne différant que par 

le nombre de motifs formant le minisatellite, les auteurs ont observé une altération quantitative d’un 

phénotype; la longueur du minisatellite étant directement corrélée avec l’adhésion au polystyrène et 

aux autres cellules.  Il a également été rapporté qu’une souche de S. cerevisiae utilisée dans la 

production de vin de cerises avait des mutations dans le gène FLO11 qui lui conférait l’habileté de 

flotter pour ainsi avoir accès à l’oxygène (Fidalgo et al. 2006).  La variation de taille du minisatellite 

codant a été identifiée comme le déterminant majeur de cette flottabilité, un nombre accru de motifs 

dans le domaine central de la protéine conférant à la cellule un niveau très élevé d’hydrophobicité de 

surface. 
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1.3. Mise en contexte 

La furonculose, causée par le pathogène bactérien Aeromonas salmonicida, occasionne des 

pertes économiques importantes dans les piscicultures québécoises. Exprimée à la surface des cellules 

présentatrices d’antigènes, la protéine du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMHII) est 

essentielle au système immunitaire puisqu’elle présente des peptides dérivés principalement de 

pathogènes extracellulaires aux récepteurs des lymphocytes T CD4+. Ceci permet de guider le 

développement et l’activation de ces derniers afin de combattre l’infection. La variabilité de certains 

résidus de la niche peptidique du CMHII influence directement les propriétés de liaison de différents 

allèles pour les peptides antigéniques. De plus, un système de contrôle strict de la transcription des gènes 

permet de restreindre l’expression à certains types de cellules et de varier leurs niveaux d’expression.   

Plusieurs études chez l’humain, le poulet et d’autres espèces animales font la corrélation entre la 

présence de certains allèles de gènes du CMH et une plus grande résistance ou susceptibilité à des agents 

infectieux. Cependant, peu d’études ont évalué l’effet de ce polymorphisme face au pathogène bactérien 

Aeromonas salmonicida. Chez le saumon atlantique, quelques-unes ont montré une association 

significative entre des allèles particuliers et une résistance accrue au pathogène. Identifier des souches 

d’omble de fontaine possédant une résistance accrue aux infections causées par cette bactérie 

constituerait un atout économique intéressant.  

Dans un premier temps, nous avons effectué une étude en ce sens afin de caractériser les allèles 

du gène MHIIβ présents dans une population d’omble de fontaine de souche Rupert et tester par la suite 

leurs performances lors d’une infection par Aeromonas salmonicida. Nous avons donc développé une 

méthode de génotypage par SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism) pour évaluer la 

variabilité et déterminer la séquence des allèles du gène MHIIβ présents dans la population. Cette 

technique s’avère très efficace pour identifier rapidement de légères différences de séquences (parfois 

un seul nucléotide) pour un gène particulier. Après avoir généré des familles à partir de géniteurs de la 
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population de départ, la descendance a été exposée au pathogène A. salmonicida par immersion et la 

mortalité analysée en fonction des allèles du gène MHIIβ. 

Le séquençage des différents allèles MHIIβ chez l’omble de fontaine de souche Rupert nous a 

également révélé la présence d’un minisatellite polymorphique situé dans le second intron du gène. Les 

minisatellites sont composés de courtes séquences d’ADN répétées en tandem et ont une forte tendance 

à muter. Ceux-ci sont généralement considérés comme "junk DNA". Cependant, des études récentes 

montrent des effets moléculaires et phénotypiques associés à la variation dans la taille de minisatellites 

particuliers. En effet, les séquences d’ADN répétées en tandem ont le potentiel de former des structures 

secondaires de l’ADN, pour lesquelles des évidences suggèrent un rôle fonctionnel dans la réplication 

et la transcription. De plus, la variabilité dans la taille de minisatellites particuliers a été associée à la 

susceptibilité pour certaines maladies. Par exemple, un minisatellite présent en amont du gène de 

l’insuline est associé à la susceptibilité ou à la protection contre le diabète de type I, démontré par un 

effet régulateur différentiel sur la transcription dans le thymus et le pancréas en fonction de sa taille.   

Dernièrement, l’hypothèse d’un rôle évolutif des minisatellites comme source importante de 

variation génétique associée à l’adaptation a été proposée. Afin de déterminer si un rôle fonctionnel est 

associé au minisatellite présent dans le second intron du gène MHIIβ, nous avons étudié dans un 

deuxième temps l’effet associé à la présence de minisatellites de tailles différentes sur la transcription 

des allèles du gène MHIIβ. Le niveau d’expression a été étudié par RT-PCR en temps réel à partir 

d'ARN total obtenu de lymphocytes ou du pronéphros d'individus gardés à basse et haute températures 

(6 ºC et 18 ºC, respectivement). Cette technique est actuellement la plus sensible pour détecter de 

légères variations transcriptionnelles d’un gène (ou d’un allèle). De plus, l’utilisation d’amorces 

spécifiques permet de comparer les niveaux d’expression des deux allèles présents dans un poisson 

hétérozygote, limitant ainsi la variation interindividuelle.   

L’omble de fontaine étant un poisson poïkilotherme, les résultats de la présente étude 

pourraient permettre de poser les bases pour étudier de façon complémentaire la résistance ou 
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susceptibilité aux pathogènes en fonction (1) d’allèles spécifiques du CMH et (2) de leur niveau 

d’expression. Éventuellement, l’analyse de plusieurs souches infectées par Aeromonas salmonicida 

pourrait mener à l’identification d’acides aminés particuliers de la niche peptidique du gène MHII qui 

sont associés à une résistance accrue à la furonculose. Ultimement, il devrait être possible d'identifier 

des poissons intrinsèquement plus résistants aux infections, minimisant ainsi l’utilisation 

d’antibiotiques en aquaculture. 
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2.1. Abstract 

Pathogen-driven selection is believed to be important in the evolution and maintenance 

of the polymorphism of the major histocompatibility complex (MHC) genes in vertebrates. 

Yet, it has been tested empirically for only a handful of species thus far. In this study, we first 

investigate by SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) the diversity found at the 

MHC class IIβ gene in a population of brook charr (Salvelinus fontinalis) from the Rupert 

River (Québec, Canada). Secondly, to explore the survival performances conferred by specific 

alleles and genotypes, individuals from 23 half- and full-sibling families were infected with 

Aeromonas salmonicida, the causative agent of furonculosis. From the initial brook charr 

population, a total of six MHC class IIβ alleles were identified; four complete and two partial 

coding sequences that include the complete polymorphic β1 domain. We found that one allele, 

Safo-DAB*0101, was significantly associated with resistance against Aeromonas salmonicida. 

In addition to homozygotes for this allele, its resistance effect was also detected in 

heterozygote individuals for two specific genotypes. In contrast, other allelic combinations, 

namely heterozygous genotypes Safo-DAB*0201/*0301 and Safo-DAB*0301/*0401 were 

significantly associated with increased susceptibility to furonculosis. As previously found in 

other salmonids, the intronic sequences obtained from the MHC class IIβ gene in brook charr 

indicated that a single locus is expressed in this population. Given that its frequency was 

relatively low (0.0873), the negative frequency dependent selection hypothesis could explain 

the advantage associated with the allele Safo-DAB*0101 over the other alleles and highlight 

the importance of this mechanism to sustain variation at the MHC in brook charr. 

Keywords: Histocompatibility antigens class II; alleles; bacterial infections; disease 

resistance; Salvelinus fontinalis; Aeromonas salmonicida; furonculosis; selection 
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2.2. Introduction 

The major histocompatibility complex (MHC) class I and class II genes encode cell-surface 

proteins specialised in the presentation of self and non-self antigen peptides to T-lymphocytes 

in the adaptive immune system. These represent the most polymorphic genes known to date, 

with multiple loci and high allelic diversity at each of these loci (Trowsdale and Parham, 

2004). Unlike the situation in other vertebrates, the two classical MHC regions, class I and 

class II, are not found in a complex in bony fishes (Bingulac-Popovic et al., 1997; Sato et al., 

2000). For this reason, the expression “major histocompatibility” (MH) genes is more 

appropriate in teleosts (Dixon and Stet, 2001). Studies have shown that rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss) and Atlantic salmon (Salmo salar) express a single “minimal, 

essential” gene of the MH class I (Aoyagi et al., 2002; Grimholt et al., 2002) and class II 

(Glamann, 1995; Langefors et al., 2000). Also, MH class IIα and class IIβ loci are genetically 

linked in Atlantic salmon (Stet et al., 2002).   

The evolution and maintenance of the polymorphism of the MHC genes can be 

attributed to two major types of mechanisms: the pathogen-driven and reproductive 

mechanisms (Aguilar and Garza, 2007; Bernatchez and Landry, 2003). Two main hypotheses 

have been proposed to explain the pathogen-driven selection: the overdominance and the 

negative frequency dependent selection hypothesis. In the overdominance model (or 

heterozygous advantage), the heterozygous individuals are assumed to present a broader range 

of pathogen-derived antigens due to a larger number of different MHC molecules and have 

increased fitness relative to homozygous (Hughes and Nei, 1989). The second model of 

negative frequency dependent selection (or rare-allele advantage) argues that individuals 

bearing low-frequency alleles have an advantage because of the limited co-evolution of the 
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pathogens facing these MHC alleles (Takahata and Nei, 1990; Slade and McCallum, 1992). A 

third mechanism implicates selection that fluctuates in time and/or space whereby the presence 

or absence of pathogens over time in an indigenous bacterial or viral population can influence 

the polymorphism at MHC loci (Hedrick, 2002).   

The implications of different MHC class I and class II alleles in disease resistance or 

susceptibility have been documented previously. Pioneer studies on congenic chicken lines 

have clearly demonstrated the B haplotype effect on Marek’s disease resistance (Bacon, 1987) 

and thereafter MHC associations toward resistance to other viral or bacterial pathogens in this 

species (Zekarias et al., 2002). Since then, strong associations have been reported between the 

human MHC (HLA) and autoimmune diseases (Gebe et al., 2002; Singer et al., 1997) and 

resistance to diseases (Carrington and O’Brien, 2003; Shiina et al., 2004). In fish, the 

functional implications of MH polymorphism on the resistance against or susceptibility to 

infectious diseases have essentially all been investigated in Atlantic salmon (Salmo salar). 

Langefors et al. (2001) were the first to establish a correlation between survival probability 

and three different MH class IIβ alleles following Aeromonas salmonicida exposure. Their 

observations were confirmed by Lohm et al. (2002) in an experiment where the effect of non-

MH background genes could be controlled. Another study identified significant associations 

between resistance towards infectious diseases caused by both bacterial or viral pathogens and 

MH class I and class II alleles (Grimholt et al., 2003). It is noteworthy that different alleles 

were identified as associated with resistance to each pathogen. More recently, a combination 

of particular MH class I and class II alleles has been associated with resistance or 

susceptibility to infectious salmon anaemia virus (ISAV) (Kjoglum et al., 2006). Finally, 
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results that could be interpreted as the manifestation of a disease-mediated natural selection 

have been observed for the MH class II locus, but not for MH class I (de Eyto et al., 2007).   

Aeromonas salmonicida, a gram-negative, facultatively anaerobic, rod-like bacterium, 

is an invasive pathogen capable of surviving and replicating within intraperitoneal 

macrophages and non-phagocytic cells (Daly et al., 1996; Garduno et al., 2000). This 

economically important pathogen is the causative agent of furonculosis that has a strong 

impact on the survival of salmonids. Previous studies have demonstrated an important genetic 

component associated with resistance to this pathogen (Perry et al., 2004; Gjedrem, 2000). 

Brook charr (Salvelinus fontinalis) is an important endemic salmonid fish from eastern North 

America and the major breeding species of the Québec aquaculture industry, but there has 

been no research regarding the MH genes and their performance against A. salmonicida, 

although a heritable genetic basis for resistance to furonculosis has been evidenced in this 

species (Perry et al., 2004). In this study, our aims were (i) to document the diversity of alleles 

at the MH class IIβ gene of brook charr and (ii) for the first time, to document survival 

conferred by specific alleles and/or genotypes following exposure to furonculosis in a fish 

other than Atlantic salmon.   
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2.3. Materials and methods 

2.3.1. Fish and challenge test 

Wild brook charr (Salvelinus fontinalis) originating from the Rupert River and associated 

waterways were maintained at the LARSA (LAboratoire Régional des Sciences Aquatiques; 

Université Laval). This strain is of particular interest for aquaculture because it demonstrates 

rapid growth and large adult size that may exceed 5 kg (Sutton et al., 2002). Fish kept at 

LARSA were used to generate 23 half- and full-sibling families as previously described (Perry 

et al., 2004). This allowed us to take into account the effect of genetic background in 

interpreting the putative role of MH alleles in resistance to furonculosis. To identify 

individuals of interest for breeding, adult brook charr were first genotyped at the MH class IIβ 

locus by SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism). Fish were exposed to a 

virulent strain of Aeromonas salmonicida by a bath immersion method (Dautremepuits et al., 

2006; Perry et al., 2004; Lutwyche et al., 1995) at 1 x 106 bacteria/ml previously determined to 

be the LD50 at 72 hours. Individual survival was recorded every 4 hours for the following 90 

hour-period. No mortality was observed in control fish. Dead and surviving individuals were 

collected and SSCP genotyped at the MH class IIβ locus. The final experimental dataset 

contained the surviving time of 860 genotyped individuals for statistical analyses.  

2.3.2. MH class IIβ genotyping of brook charr 

Genomic DNA from 63 adult brook charr was extracted from adipose fin for genetic analysis. 

The different MH class IIβ alleles were first identified using SSCP. A 315-318 bp fragment 

containing the complete MH class IIβ exon 2, coding for the polymorphic β1 domain of the 

protein, was amplified by PCR (polymerase chain reaction) using intronic sense primer 
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SP4501 (5’-CCTGTATTTATGTTCTCCTTTC-3’) and antisense primer SP4502 (5’-

TAAGTGTTGCTACGGAGCC-3’) in a thermocycler (Biometra). PCR was carried out in a 

total volume of 50 μl containing 20-40 ng of genomic DNA, 0.2 mM dNTPs, 8 μl of 10X PCR 

buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl), 2 mM MgCl2, 5 pmol each of SP4501 and 

SP4502 primers, 1 unit of Taq DNA polymerase. The following PCR conditions were used: 

denaturation for 3 min at 94ºC followed by 35 cycles of denaturation for 30 s at 94ºC, 

annealing for 30 s at 47ºC and extension for 1 min at 72ºC. The final extension was for 10 min 

at 72ºC. Three μl of formamide were added to 9 μl of the PCR products which were then 

loaded onto a non-denaturing acrylamide gel (10% 49:1 acrylamide:bis-acrylamide, 5% 

glycerol and 1X TBE) for a 2.5 hours and 200 V migration in a Mini-protean III tank (Bio-

Rad) in an ice-cold water bath. The procedure resolves alleles into discrete bands that were 

finally revealed on the gels by silver staining (Budowle et al., 1991). 

2.3.3. RNA isolation from peripheral blood leukocytes (PBL) of brook charr 

RNA from PBL of brook charr was extracted to assure the identification of expressed MH 

class IIβ alleles. Fish were anesthetised with 0.1% of tricaine methanesulfonate (MS-222) 

(Sigma). The blood was collected from the caudal vein using a heparinised 3 ml syringe with a 

21G1 needle (Becton Dickson) and added to 1 volume of ice-cold PBS containing 10 U/ml 

heparin sodium salt (Sigma). The cellular suspension (1 ml) was then spun at 500 x g for 5 

min at 4 ºC and the buffy layer and plasma transferred to a new Eppendorf. The PBL were 

then pelleted and suspended in Trizol (Invitrogen) for total RNA extraction according to the 

manufacturer’s protocol. 
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2.3.4. Reverse Transcriptase (RT)-PCR from PBL 

Total RNA (500 ng) from fish of different genotypes was reverse transcribed using 

SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen), oligo(dT)12-18 primer (Invitrogen) and 

RNAseOUT (Invitrogen) according to the manufacturer’s protocol. The complete open 

reading frame of MH class IIβ was obtained by PCR using primers in the 5’-UTR (P472; 5’-

CAGCAGAGGAACATGTCGATG-3’) and the 3’-UTR (P473; 5’-

TTTCTGCTGCAGATTCAGCA-3’) designed from sequences at positions conserved between 

Atlantic salmon and rainbow trout (Syed et al., 2003). The reactions were carried out on 

homozygous individuals for product homogeneity. PCR was carried out in a total volume of 

50μl containing 0.25 μl of cDNA from a 1/20 dilution of the RT reaction, 0.2 mM dNTPs, 5 μl 

of 10X Expand High Fidelity buffer (Roche), 2 mM MgCl2, 5 pmol each of P472 and P473 

primers, 2.6 units of Expand High Fidelity enzyme mix (Roche). The following PCR 

conditions were used: denaturation for 3 min at 94ºC followed by 40 cycles of denaturation for 

30 s at 94ºC, annealing for 30 s at 45ºC and extension for 1 min at 72ºC. The final extension 

was for 10 min at 72ºC. Sequencing of the PCR products was realized on a 3730 DNA 

analyser (Applied Biosystems).  

2.3.5. Data analysis 

Alignment of the deduced amino acid sequence of MH class IIβ peptide was performed 

using ClustalX (Thompson et al., 1994). Sequences used for comparison and their GenBank™ 

accession numbers were as follows: Oncorhynchus mykiss : U20943 (Glamann, 1995), Salmo 

salar  : X70166 (Hordvik et al., 1993), Salmo trutta : AF296398 (Shum et al., 2001), Cyprinus 

carpio : Z49064 (Ono et al., 1993), Brachydanio rerio : L04805 (Ono et al., 1992) and human 

: P04229; UniProt (Bell et al., 1985).  
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Nucleotide sequences were analysed with the Syn-SCAN program (Gonzales et al., 

2002) to calculate synonymous and nonsynonymous nucleotide substitution rates according to 

the method of Nei and Gojobori (1986) using a Jukes-Cantor correction.  

Phylogenetic tree was created using the Neighbor-Joining method (Saitou and Nei, 

1987). The percentages of replicate trees in the bootstrap test (1000 replicates) are shown next 

to the branches (Felsenstein, 1985). The evolutionary distances were computed using the 

Maximum Composite Likelihood method (Tamura et al., 2004) and are in the units of the 

number of base substitutions per site. Phylogenetic analyses were conducted in MEGA4 

(Tamura et al., 2007).  

We calculated the proportion of mortality for each genotype with 95% exact 

confidence intervals obtained by using the F distribution method given in Collet (1991) and 

also described by Leemis and Trivedi (1996). To compare survival times between the 

genotypes for MH class II proteins, we conducted a log-rank test with the procedure 

LIFETEST. Then the Cox proportional hazards model (Cox, 1972) was fitted by using the 

procedure TPHREG to compare survival times between genotypes with adjustment for 

covariates (weight and infection tank) selected by the stepwise method. In the Cox model, 

each individual has its own hazard function expressed as: 

λi(t) = λ(t;Zi) = λ0(t) exp(Zi’β) 

where λi(t) is the risk function for the individual i at time t, Zi  is the vector of covariates 

for individual i, λ0(t) is the common part of the model and exp(Zi’β) is the individual specific 

part of the model. Results are presented as a hazard ratio (HR). To compare allele and 

genotype effect on survival time, we computed contrasts on HR with 95% confidence 

intervals.
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2.4. Results 

2.4.1. Sequences of brook charr MH class IIβ gene 

Six MH class IIβ alleles were identified from the 63 brook charr individuals by means of 

SSCP. The cDNA coding region (741-738 bp) of the four most frequent alleles were obtained 

from PBL (Peripheral Blood Leukocytes) total RNA by using 5’-UTR and 3’-UTR primers. 

According to accepted nomenclature rules (Klein et al., 1990), these alleles were designated 

Safo-DAB*0101 to Safo-DAB*0401. Partial coding sequences of two alleles, denoted Safo-

DAB*0501 and Safo-DAB*0601, were obtained from amplified exon 2 by PCR on genomic 

DNA using primers in intron 1 and intron 2 because of the impossibility to proceed blood 

extraction. The sequences of these two far less frequent alleles cover the complete 

polymorphic β1 domain. The nucleotide alignment of the six coding sequences of brook charr 

MH class IIβ alleles are shown in Figure 2.1 (GenBank accession nos. EU478851, EU478852, 

EU478853, EU478854, EU478855 and EU478856). The frequency of each allele in the initial 

population was: DAB*0101 – 8.73%, DAB*0201 – 39.7%, DAB*0301 – 17.5%, DAB*0401 – 

30.2%, DAB*0501 – 3.17% and DAB*0601 – 0.79%.The open reading frame of Safo-DAB 

alleles encodes a 245-246 residues long polypeptide chain. Alignment of the sequences with 

teleosts and mammal representative sequences revealed a characteristic structure typical of the 

MHC class IIβ chain (Fig. 2.2).The molecule is composed of a hydrophobic signal peptide, a 

polymorphic β1 domain, a conserved β2 domain, a hydrophobic transmembrane region, and a 

short cytoplasmic tail. The four conserved cysteine residues forming the disulfide bridges in 

the β1 and β2 domain are preserved. A potential N-linked glycosylation site (N-X-S/T) is 

observed in the β1 domain. From a crystallographic study of the mouse homolog, Wang and 

co-workers (2001) identified twelve conserved CD4-binding residues (STLNGDWTFQLV) of 
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the MHC class IIβ chain. Seven of these residues (STNGDWQ) are also found in the β2 

domain of the brook charr. 

2.4.2. Polymorphism of MH class IIβ 

The pairwise nucleotide diversity of the sequences obtained from the four brook charr 

complete cDNA clones ranged from 3.8% to 5.4% (28 to 40 nucleotides) with a mean of  4.6% 

(34 nucleotides). Derived amino acid sequences divergence ranged from 7.3% to 11% (18 to 

26 residues) with a mean of 8.6% (21 residues) (Table 2.1). The level of diversity was higher 

in the β1 domain coding sequences compared to the non-β1 domain.  

Within the polymorphic β1 domain of the six reported sequences from brook charr, the 

mean pairwise nucleotide divergence was 9.5% (range: 3.0% to 12%), while it was 18% (7.6% 

to 22%) for the amino acids. Among the teleost β1 domain amino acid sequences, 25 positions 

were conserved whereas a deletion of one residue was shared by the Safo-DAB alleles (Fig. 

2.2). A deletion of two residues was shared in the alleles DAB*0401 and DAB*0601 that also 

showed the greatest similarity between the alleles with only 7.6% divergence at amino acid 

variation. Sequence comparison showed that 30 of the 91 residues were polymorphic, each 

involving replacement of two to five different amino acids. The polymorphic positions found 

in Safo-DAB alleles corresponded well with the PBR (Peptide Binding Region) residues 

identified in HLA-DRB (Brown et al., 1993), particularly in the N-terminal region of the 

domain.   

Non-β1 domain coding sequences were much less variable, with pairwise divergence 

values ranging from 0.85% to 2.8% (mean of 1.7%) for nucleotides and from 1.3% to 3.9% 

(mean of 2.37%) for amino acid positions. The 20 residues long signal peptide of DAB*0101 
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allele differed from the three other alleles at four positions, with the exception of DAB*0301 

which had an additional mutation. The β2 domain, connecting peptide, transmembrane region, 

and the cytoplasmic tail were all highly conserved (Fig. 2.2). 

The average rates of synonymous (dS) and nonsynonymous (dN) nucleotide substitution 

and their ratio (dN/dS) for the brook charr MH class IIβ sequences are presented in Table 2.1. 

For the complete cDNA comparisons, dS and dN were similar and the resulting ratio dN/dS was 

1.1 (±0.13). In contrast, for the 91 codons of the polymorphic β1 domain, the rate of 

nonsynonymous nucleotide substitutions was 2.2 (±1.1) times higher than the synonymous 

nucleotide substitutions rates, providing evidence for the role of positive selection in 

maintaining diversity in this domain, as generally reported. In contrast, the corresponding ratio 

for the non-β1 domain was 0.31 (±0.082), being more indicative of purifying selection. 

A phylogenetic tree constructed with the exon 2 from the six MH class IIβ alleles of 

brook charr indicated that the sequences clustered together and separately from those observed 

in Atlantic salmon (Hordvik et al., 1993) and Pacific salmon (Oncorhynchus) species (Miller and 

Withler, 1996). The two sequences characterized by an additional deletion, DAB*0401 and 

DAB*0601, formed a separate outgroup in the brook charr cluster (Fig. 2.3).  

2.4.3. Single expressed locus 

We sequenced the intron 2 of the six MH class IIβ alleles identified in brook charr. We 

identified in all the alleles a minisatellite composed of a 32 nucleotide motif: 

ACATTACAGTATGACTAGTCAGCTATGTAGTG, which has already been shown to be 

present in Salmo salar (Stet et al., 2002) and as a single motif in Pacific salmon (Oncorhynchus) 

species (Miller and Withler, 1996). With the exception of the minisatellite varying in size, the 
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identity of intronic sequences ranged from 84% to 99% (mean of 91%). From each fish, only 

one or two different PCR products covering the intron 2 was obtained, for which a particular 

length always corresponded to the same allele. In addition to SSCP and sequencing analysis that 

indicated no more than two alleles per fish, these results strongly suggest that the identified 

alleles corresponded to a single locus. As for other salmonids (Glamann, 1995; Langefors et al., 

2000), it thus appears that a single locus expresses the MH class IIβ gene in the brook charr. 

2.4.4. Analysis of MH class IIβ in resistance to furonculosis 

The survival time of 860 Aeromonas salmonicida infected brook charrs was recorded 

at 4 hour intervals for a total of 90 hours following infection (Fig. 2.4). The mortality started 

52 hours after the challenge, peaked at 68 hours and reached a cumulative mortality of 94.4% 

at the end of the experiment.   

Fish harbouring genotypes DAB*0101/*0101 or DAB*0101/*0201 showed retarded 

mortality and superior survival at the end of the experiment compared to the other individuals. 

In single allele analysis, individuals possessing the MH class IIβ DAB*0101 or DAB*0301 

alleles were the most resistant, while those with DAB*0201 or DAB*0401 were the most 

susceptible to furonculosis (Table 2.2). However, fish carrying the DAB*0101 allele were the 

only individuals to show a statistically significant increase in resistance to Aeromonas 

salmonicida. Thus, observed mortality for fish carrying the DAB*0101 allele was 84.03%, 

which was approximately 10% lower than that observed for fish not possessing this allele. 

In the combined (genotype) analysis, two allelic combinations returned statistically 

significant results. Namely, the genotypes DAB*0201/*0301 and DAB*0301/*0401 were 

associated with increased susceptibility to furonculosis (Table 2.3). The allele DAB*0101 was 
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mostly associated with genotypes showing increased resistance, and homozygote genotype 

DAB*0101/*0101 was nearly significant (p = 0.0657). Thus, survival of individuals with the 

DAB*0101/*0101 and DAB*0101/*0201 genotypes was clearly higher than the other 

combination of alleles, their respective mortality being 84.62% and 79.71%, or 8.5% to 13.4% 

lower than for the other allelic combinations on average. Finally, fish with DAB*0201/*0201 

genotypes showed a tendency towards susceptibility, albeit not significant. 
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2.5. Discussion 

2.5.1. Identification of brook charr MH class IIβ alleles 

The goals of this study were (i) to document the diversity of alleles at the MH class IIβ 

gene of brook charr and (ii) for the first time, to document survival conferred by specific 

alleles and/or genotypes following exposure to furonculosis in a fish other than Atlantic 

salmon. Overall, we observed a relatively low level of allelic diversity in the studied 

population with a total of six alleles of the MH class IIβ gene identified in a group of 63 adult 

brook charr from the Rupert River. The similarities in the amino acid composition between 

brook charr and other vertebrates β2 domains, especially salmonids, confirm the four 

identified alleles as MH class IIβ genes. The high ratio of dN/dS observed for the β1 domain 

compared to the remaining of the protein indicates that a positive selection pressure is 

effective to select polymorphic mutations in that region. Furthermore, their identification from 

PBL mRNA indicates that alleles Safo-DAB*0101 to Safo-DAB*0401 are expressed and 

ultimately represent the surface molecule in charge of antigen presentation. We also found that 

one allele, Safo-DAB*0101, was significantly associated with resistance against Aeromonas 

salmonicida. In addition to homozygotes for this allele, its resistance effect was also detected 

in heterozygote individuals for two specific genotypes. In contrast, other allelic combinations, 

namely heterozygous genotypes Safo-DAB*0201/*0301 and Safo-DAB*0301/*0401 were 

significantly associated with increased susceptibility to furonculosis.  

2.5.2. Variability of brook charr MH class IIβ alleles 

The variability of certain amino acids of the peptide binding region of the MHC class 

II alleles directly influences the binding properties for antigenic peptides as well as 
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susceptibility to diseases (Jones et al., 2006). Is has been shown that a single residue mutated 

in the β1 domain N-terminal region could be correlated with increased resistance (Langefors 

et al., 2001). We compared the sequences of the β1 domain between the Safo-DAB*0101 

allele and the other three alleles present in the challenge test to identify exclusive residues, 

possibly responsible of a functional effect. Based on HLA-DRB*0101 numbering, we 

identified 6 exclusive residues: β9Y, β12L, β13A, β53Y, β69G and β70P, with clustering of 

three of these residues between positions 9 and 13. The β9 position is particularly interesting 

for two reasons. First, observed substitution changes the chemical characteristics of the residue 

at this position since it is changed from a positively (β9H) or negatively (β9E) charged one to 

an aromatic polar uncharged one (β9Y). Second, this position is just beside the β10H residue 

that has been identified to be exclusively responsible for the emergence of resistance to 

furonculosis in European populations of Atlantic salmon (Langefors et al., 2001). It is 

interesting to note that β10H is also found in Safo-DAB*0101. Based on human MHC class II 

three-dimensional structure (Brown et al., 1993), this specific single changed residue 

identified by Langefors et al. (2001) corresponds to the β10Q position and is situated in the 

pocket 6 (P6) of the molecule (Jones et al., 2006). The presence of highly polymorphic 

charged residues is frequently observed in salmonids at corresponding positions between β9W 

and β13F of the HLA-DRB1*0101 (Fig. 2.2). This sequence of residues is located in the 

bottom of the groove between pocket 6 (P6) and pocket 4 (P4), and the presence of particular 

residues could be critical for the efficient presentation of Aeromonas salmonicida antigens. 

From these studies, it appears that the polymorphic residues of the β1 domain present in the 

pockets P4 and P6 could be important for the binding of antigenic peptide(s) from Aeromonas 

salmonicida. Namely, residue β53Y is located in the middle of an interface of dimerisation 
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between two MH class II molecules and could possibly affect the stability or the structure of 

the dimer (Brown et al., 1993). Residues β69G and β70P are both located at corresponding 

positions, in HLA-DR1 and I-Ak, that have been implicated in the binding to the TCR 

(Hennecke et al., 2000). The presence of a proline instead of the usually conserved glutamine 

at the position β70 of MH class II could have an important impact on immune system 

stimulation since this residue has the highest average number of contacts with the TCR 

(Rudolph et al., 2006). From the six exclusive residues identified for the Safo-DAB*0101 

allele, one or more could be responsible for the increase resistance of fish bearing it, 

considering their position in one of the three functional region identified.  

2.5.3. Polymorphism of MH class IIβ leader sequences 

As integral membrane protein, MHC class IIβ nascent polypeptide chain contains an 

amino-terminal signal sequence (signal peptide) that is bound by the SRP (Signal Recognition 

Particle) for protein targeting (Doudna and Batey, 2004). It has been demonstrated that 

reduction in either the net positive charge or the hydrophobicity of the signal peptide decreases 

the effectiveness of SRP recognition (Peterson et al., 2003). Comparison of the signal 

sequence of the DAB*0101 allele with the three other available sequences indicates two 

exclusive mutations. The replacement of the aspartic acid by an alanine (D6A) modifies the 

charged residue in amino-terminal of the signal sequence, while the phenylalanine by an 

isoleucine mutation (F14I) modestly alters the hydrophobicity. Compared to the other alleles, 

the differences in the signal sequence of the DAB*0101 allele could affect both SRP binding 

and membrane integration leading to differences in cell surface expression and presentation. 

Experiments are currently in progress to evaluate the surface expression levels of these 

different alleles. 
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2.5.4. Minisatellite in MH class IIβ intron 2 

It is noteworthy that the minisatellite (motif: ACATTACAGTATGACT-

AGTCAGCTATGTAGTG) present in brook charr intron 2 also occurred in Atlantic salmon 

(Stet et al., 2002), but only as a single motif in Pacific salmon (Oncorhynchus) species (Miller 

and Withler, 1996). This result correlates and reinforces the phylogenetic tree constructed 

from β1 exonic sequences which establish a closer relationship between brook charr and 

Atlantic salmon alleles relative to Pacific salmon (Fig. 2.3). However, the identity of the intron 

2 nucleotide sequences between the three species is highly conserved, suggesting a single and 

same active locus for the MH class IIβ genes. The single minisatellite motif found in Pacific 

salmon (Oncorhynchus) species is located between a partial Hpa 1 SINE (Short Interspersed 

Nucleotide Elements) and a complete Hpa 1 SINE (Miller and Withler, 1996), both absent 

from brook charr and Atlantic salmon. Minisatellites and SINEs are known to be implicated in 

recombination and gene conversion events (for reviews see: Jeffreys et al., 2004; Kazazian, 

2004), raising the hypothesis that different molecular mechanisms may have been selected as a 

means to maintain high levels of MH class IIβ gene polymorphism among salmonid species.  

2.5.5. Association of MH class IIβ alleles with resistance or susceptibility 

In order to identify MH class II alleles associated with resistance or susceptibility to 

Aeromonas salmonicida, we performed a challenge experiment on 23 half- and full-sibling 

families. The observed resistance or susceptibility effect can falsely be attributed to a 

particular MH allele if no precautions are undertaken to control the genetic background effect. 

Here we could not integrate the genetic background effect in our statistical model because of 

insufficient degrees of freedom. However, the correlation of the allele DAB*0101 with 

resistance to furonculosis resulted from the analysis of individuals issued from seven families 
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for which two different sires possessing the allele, and/or three different dams, have been 

utilized in the mating procedure. Thus, we believe that the use of families in this experiment 

minimized the effect of an eventual variable co-segregating gene while permitting variation at 

other unlinked genes.   

From the four alleles that have been tested in the challenge experiment against 

Aeromonas salmonicida, the DAB*0101 allele was significantly correlated with disease 

resistance in single analysis (Table 2.2). This result is strengthened by the combined analysis 

where fish homozygous for this allele, DAB*0101/*0101, also tended to be resistant to 

furonculosis (Table 2.3), which translated into a lower mortality in fish carrying allele 

DAB*0101 in general and those homozygote at this allele in particular. Conversely, the results 

of the allele DAB*0201 in single analysis and genotype DAB*0201/*0201 in combined 

analysis are both suggestive of disease susceptibility (Table 2.2 and 2.3). Interestingly, the 

relatively high resistance observed for the DAB*0101/*0201 genotype also suggested that the 

dominant effect on disease resistance associated with DAB*0101 was stronger than the 

dominant susceptibility conferred by DAB*0201. This type of effect has been demonstrated 

previously in Atlantic salmon (Lohm et al., 2002) where a co-dominant pattern of disease 

resistance/susceptibility was found, indicative of qualitative difference in the immune 

response between individuals carrying the high- and low-resistance alleles. Overall, the 

resistance or susceptibility to furonculosis infection seemed to be associated more to specific 

MH class IIβ alleles rather than MH heterozygosity. Admitedly however, not enough 

individuals of the DAB*0101/*0401 genotype were available to evaluate the dominance of 

DAB*0101 over DAB*0401.   
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The result obtained for fish harbouring genotype DAB*0301/*0301, although not 

statistically significant, was suggestive of increased resistance, whereas the high ratio values 

obtained for DAB*0201/*0301 and DAB*0301/*0401 were more suggestive of increased 

susceptibility. On the other hand, when looking at the single analysis for the DAB*0301 allele, 

the intermediate hazard ratio was indicative of a null or confounded effect. Thus, it is possible 

that the apparent increased susceptibility in heterozygotes carrying this allele could have been 

caused by the alternate alleles to which it was associated in given heterozygous genotype such 

as allele DAB*0201 and DAB*0401 which gave high hazard ratios, albeit without statistically 

significant effect. Overall, these results are suggestive of a dominant effect of DAB*0201 and 

DAB*0401 alleles over DAB*0301.  

2.5.6. Mechanism for pathogen-driven balancing selection 

The negative frequency dependent selection hypothesis may potentially explain the 

advantage of the allele DAB*0101 over the other more common alleles, and underlines the 

importance of this mechanism in sustaining variation at the MH in brook charr. Thus, the 

DAB*0101 allele was present in only 10 of the 63 brook charr (16%) originally used to 

generate the families, whereas the allele DAB*0201 (76%) that was widely distributed in this 

population tended to be associated with disease susceptibility. It should be noted that there has 

been no report of a bacterial outbreak in the Rupert River population that could have led to a 

pre-selection of the more performing MH class II alleles. It is then reasonable to hypothesize 

that these allele distributions within the wild brook charr population from that system could 

reflect the adaptation of these fish to the dominant pathogen present in that river (Hedrick, 

2002). Since we know that bacterial diversity represents an important factor to explain the 

MHC amino acid variability in wild salmonid populations (Dionne et al., 2007), it should be 



 122 
 

 

very useful for future studies of brook charr to combine the fish sampling with an analysis of 

the bacterial communities present in the water as well. 

In population infection studies, an important factor influencing which MHC 

polymorphism mechanism of evolution will be observed is the type of infection the individual 

is facing. Single-pathogen infection studies failed to support the heterozygote advantage 

(Ilmonen et al., 2007), while others, in support to the frequency-dependent selection, 

demonstrated a selective benefit for individuals expressing rare alleles (Langefors et al., 2001; 

Lohm et al., 2002; Trachtenberg et al., 2003). Regarding the heterozygous advantage 

hypothesis, a recent study examined multiple pathogen infections and found a pattern of MHC 

superiority and reduced pathogen load in heterozygotes over homozygotes (McClelland et al., 

2003). Penn et al. (2002) also showed that MHC heterozygotes were more resistant to 

infection and had higher fitness than homozygotes in multiple-strain infections. 

Overall, the results of this study did not support a heterozygous advantage against a 

single pathogen. For example, the majority of the heterozygous individuals have hazard ratios 

indicative of susceptibility to furonculosis whereas three out of four homozygous genotypes of 

the combined analysis presented significant or a tendency towards resistance hazard ratios 

(Table 2.3). Homozygosity at the MH class II locus has already been suggested to be an 

advantage against furonculosis in Atlantic salmon (Grimholt et al., 2003). However, as for the 

brook charr in the present study, these fish were facing a single pathogen and the infection 

with multiple pathogens could have potentially revealed heterozygous advantage, assuming 

they are able to present a wider array of antigen peptides to T-cells to initiate the specific 

immune response (Hughes and Nei, 1992).   
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The selected infection mode by bath immersion (Lutwyche et al., 1995) represents a 

valuable standardized technique, where all fish used in this experiment were exposed to almost 

the same bacterial charge at the same time and were eventually presenting symptoms 

characteristic of furonculosis as: darkening, tachybranchia, lethargy and haemorrhages 

(Bernoth et al., 1997). The synchronicity of the infection could explain the period of high 

mortality rate that we observed (around 40h) compared to published results of 6, 10 or 12 days 

with co-habitation infection method (Lohm et al., 2002; Grimholt et al., 2003; Kjoglum et al., 

2006). Questions were previously raised regarding the rapid mortality occurring in these types 

of ‘artificial’ infections, especially pertaining to the sole contribution of the adaptive immunity 

(Grimholt et al., 2003). Because of the correlation of MH class IIβ genotype with survival in 

this model with a high mortality rate (< 4 days), another avenue of investigation could be the 

effect of MH genotypes in the initiation of the immune response. Future studies could address 

the evaluation of early immune functions following infection in function of MH class II 

genotype. Those studies could include assay for the activation and proliferation of 

lymphocytes, as well as phagocytic activity and cytokine quantification (Kollner et al., 2002).  

To conclude, this study brings further support to the hypothesis that specific MH class 

IIβ alleles can be associated to disease resistance or susceptibility in the brook charr, as 

reported previously for Atlantic salmon (Langefors et al., 2001; Lohm et al., 2002; Grimholt et 

al., 2003; Kjoglum et al., 2006). The results also demonstrated that the level of resistance or 

susceptibility is affected by specific allele’ combinations, which suggests different levels of 

dominance between them. However, the results presented in this study were obtained from a 

single pathogen infection, and it is likely that the fitness of different alleles would differ for 

different pathogens and shifts over time (Penn and Potts, 1999). Consequently, future studies 
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on the brook charr should compare different pathogens and combined infections. Even if 

precautions have been taken to control it, we cannot totally exclude a genetic background 

effect of co-varying genes closely linked to the MH class IIβ genes in the observed results. 

Finally, it should be noted that the resistance or susceptibility effect could also be imputed to 

particular residues on the alpha chain of the MH class II. Knowing that they are co-segregated 

(Stet et al., 2002), it should be interesting to sequence both chains of the MH class II and 

eventually modelize the different proteins. In combination, the identification of the major 

antigenic peptides derived from Aeromonas salmonicida could also be of importance for our 

understanding of the virulence of this pathogen and to refine the presentation complex model. 

The identification of a theoretical consensus resistance allele from sequences of different 

salmonids could also be relevant for the prediction of performance of new alleles to be 

discovered.  
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2.8. Tables and Figures 

 

 

 

 

 

 

Table 2.1 

Mean diversity in the nucleotides (nt.) and amino acid (AA) sequences, mean proportion 
of observed synonymous (dS) and nonsynonymous substitutions (dN) and the ratio 
between dN and dS of brook charr MH class IIβ gene 

MH class IIβ  
sequence 

N Diversity (%) dS dN dN/dS 
 nt. AA    

Complete cDNA 4 4.6   8.6   0.046 0.048 1.1 
   [3.8-5.4]  [7.3-11]  (0.007) (0.007) (0.13) 

β1 domain 6 9.5   18  0.061 0.11 2.2 
   [3.0-12] [7.6-22] (0.027) (0.029) (1.1) 

Non-β1 domain 4 1.7   2.4   0.036 0.012 0.31 

   
[0.85-2.8]  

 
[1.3-3.9]  

 
(0.014) (0.007) (0.082) 

 
N gives the number of alleles included in the analysis. Standard errors in parentheses and 
ranges are in brackets. 
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Table 2.2 

Hazard ratio in the single allele groups with at least one of the given 
class IIβ (DAB) alleles present 

Allele Hazard ratio 
 

Confidence 
(Pr > ChiSq)

No. of fish 

DAB*0101 0.7187 
(0.1201) 

0.0480 119 

DAB*0301 0.9896 
(0.1454) 

0.9434 388 

DAB*0401 1.1133 
(0.1493) 

0.4235 412 

DAB*0201 1.2255 
(0.1918) 

0.1938 453 

Standard errors are in parentheses. Significant Hazard ratio (p<0.05) is 
indicated in bold. 
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Table 2.3 

Hazard ratio and mortality in groups with class IIβ (DAB) genotypes  

Genotype Hazard ratio 
(S.E.) 

Confidence 
(Pr > ChiSq) 

Mortality (%) 
(C.I.) 

No. of fish

DAB*0101/*0101 0.6283 
(0.1586) 

0.0657 84.62 
(65.13-95.64) 

26 

DAB*0301/*0301 0.7790 
(0.1382) 

0.1593 93.10 
(83.27-98.09) 

58 

DAB*0101/*0201 0.7944 
(0.1427) 

0.2002 79.71 
(68.31-88.44) 

69 

DAB*0401/*0401 0.8662 
(0.1131) 

0.2715 95.71 
(90.91-98.41) 

140 

DAB*0101/*0301 1.0090 
(0.3028) 

0.9763 94.44 
(72.71-99.86) 

18 

DAB*0201/*0401 1.0256 
(0.1417) 

0.8547 97.20 
(92.02-99.42) 

107 

DAB*0201/*0201 1.2886 
(0.1695) 

0.0538 96.77 
(91.95-99.11) 

124 

DAB*0301/*0401 1.2942 
(0.1605) 

0.0376 95.60 
(91.14-98.21) 

159 

DAB*0101/*0401 1.3027 
(0.6178) 

0.5771 100.0 
(54.07-100.0) 

6 

DAB*0201/*0301 1.3207 
(0.1642) 

0.0253 96.73 
(92.54-98.93) 

153 

Standard errors (S.E.) and confidence intervals (C.I.) are in parentheses. Significant Hazard 
ratios (p<0,05) are presented in bold whereas tendencies (0,05<p<0,075) are shown in italic. 
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               M  S  M  P  I  A  F  Y  I  C  L  T  L  I  L  S  I  F  Y  G  I  D  G  Y  F  Y  H  R  L  A    
Safo-DAB*0101  ATGTCGATGCCAATTGCCTTCTATATTTGCCTGACCTTGATTTTGTCCATATTCTATGGAATAGATGGATATTTTTATCATAGGTTGGCA 90 
Safo-DAB*0201  ............C...A......C...........TC..T..........T....C.....C......G......G.A.....CG...T. 90 
Safo-DAB*0301  ........T...C...A......C...........TC..T..........T....C.....C.............C....G...G...G. 90 
Safo-DAB*0401  ............C...A......C...........TC..T...............C.....C.............G.A..GGTTG..AG. 90 
Safo-DAB*0501  ---------------------------------------------------------------............C....G.T.G..AA. 27 
Safo-DAB*0601  ---------------------------------------------------------------............G.A..GGTTG..AG. 27 
 
               Q  C  R  Y  S  S  K  D  L  H  G  I  E  F  I  D  S  Y  Y  F  N  Q  A  E  Y  V  R  F  N  S 
Safo-DAB*0101  CAGTGCCGATACTCCTCAAAGGACCTGCATGGTATAGAGTTTATAGACTCTTACTACTTCAATCAGGCTGAATATGTCAGATTCAACAGC 180 
Safo-DAB*0201  .................................GC................................T....G..A.............. 180 
Safo-DAB*0301  .....................................................TGTT......A...........A.............. 180 
Safo-DAB*0401  .....................................................TGTT..........T...................... 180 
Safo-DAB*0501  .................................GC..................TGTT..........T....C.AA.............. 117 
Safo-DAB*0601  .....................................................TGTT......A.......................... 117 
 
               T  V  G  K  Y  V  G  Y  T  E  Y  G  V  K  N  A  E  A  W  N  K  G  S  E  L  G  P  E  L  G 
Safo-DAB*0101  ACTGTGGGGAAGTATGTTGGATACACTGAGTATGGTGTGAAGAATGCAGAAGCATGGAACAAAGGTTCTGAGCTGGGTCCAGAGCTAGGG 270 
Safo-DAB*0201  ..............................CTG...T............................G..........C..A.......... 270 
Safo-DAB*0301  ..............................CTG...T..............A..................T.....C..A.......... 270 
Safo-DAB*0401  ..............................C..........A..........T........G..A..***.C....C..A.......... 267 
Safo-DAB*0501  ..............................CTG...T..................................................... 207 
Safo-DAB*0601  ....................................................T........G..A..***.C....C..A.......... 204 
 
               E  L  E  R  V  C  K  R  N  A  A  I  Y  Y  G  A  V  L  D  K  T  V  E  P  H  V  R  L  S  S    
Safo-DAB*0101  GAGCTGGAGCGTGTCTGCAAGCGTAACGCTGCTATCTACTACGGCGCCGTACTGGATAAGACAGTTGAGCCCCATGTCAGACTGAGCTCA 360 
Safo-DAB*0201  ......................A................................................................... 360 
Safo-DAB*0301  .........A..TA............................A..AA..C........................................ 360 
Safo-DAB*0401  ......................A........A.C..C.....A.....A......................................... 357 
Safo-DAB*0501  .................T....C........A................A.......C......--------------------------- 270 
Safo-DAB*0601  ............T........TA........A.C..C...........A.......C......--------------------------- 267 
                
               V  T  P  P  S  G  R  H  P  A  M  L  M  C  S  A  Y  D  F  Y  P  K  P  I  R  V  T  W  L  R 
Safo-DAB*0101  GTGACTCCCCCTAGTGGCAGACACCCTGCCATGCTGATGTGCAGCGCCTATGACTTCTACCCCAAACCAATCAGAGTGACCTGGCTGAGG 450 
Safo-DAB*0201  .......................................................................................... 450 
Safo-DAB*0301  .......................................................................................... 450 
Safo-DAB*0401  ..........................................................T............................... 447 
Safo-DAB*0501  ------------------------------------------------------------------------------------------ 270 
Safo-DAB*0601  ------------------------------------------------------------------------------------------ 267 
                                                                       
               D  G  H  E  V  K  S  D  V  T  S  T  E  E  L  A  N  G  D  W  Y  Y  Q  I  H  S  H  L  E  Y 
Safo-DAB*0101  GACGGACATGAGGTGAAGTCTGATGTGACCTCCACTGAGGAGCTGGCTAACGGGGACTGGTACTACCAGATCCACTCCCACCTGGAGTAC 540 
Safo-DAB*0201  .......................................................................................... 540 
Safo-DAB*0301  .......................................................................................... 540 
Safo-DAB*0401  .......................................................................................... 537 
Safo-DAB*0501  ------------------------------------------------------------------------------------------ 270 
Safo-DAB*0601  ------------------------------------------------------------------------------------------ 267 
 
                                                                           
               T  P  K  S  G  E  K  I  S  C  M  V  E  H  I  S  L  T  E  P  M  M  Y  H  W  D  P  S  L  P 
Safo-DAB*0101  ACACCCAAGTCTGGAGAGAAGATCTCCTGTATGGTGGAGCACATCAGCCTGACTGAGCCCATGATGTATCACTGGGACCCGTCCCTGCCT 630 
Safo-DAB*0201  .......................................................................................... 630 
Safo-DAB*0301  .......................................................................................... 630 
Safo-DAB*0401  ......................................A................................................... 627 
Safo-DAB*0501  ------------------------------------------------------------------------------------------ 270 
Safo-DAB*0601  ------------------------------------------------------------------------------------------ 267 
                                                                             
               E  A  E  R  N  K  I  A  I  G  A  S  G  L  V  L  G  T  V  L  A  L  A  G  L  I  Y  Y  K  K 
Safo-DAB*0101  GAGGCTGAGAGGAATAAGATCGCGATCGGGGCGTCTGGTCTGGTTCTGGGAACCGTCTTGGCATTAGCAGGACTGATCTACTACAAGAAG 720 
Safo-DAB*0201  .......................................................................................... 720 
Safo-DAB*0301  ............................................G......G.......A.............................. 720 
Safo-DAB*0401  ............................................G......G...................................... 717 
Safo-DAB*0501  ------------------------------------------------------------------------------------------ 270 
Safo-DAB*0601  ------------------------------------------------------------------------------------------ 267 
                                                                         
               K  S  S  G  V  L  * 
Safo-DAB*0101  AAGTCTTCTGGGGTGCTCTAG 741 
Safo-DAB*0201  ..................... 741 
Safo-DAB*0301  ..................... 741 
Safo-DAB*0401  ..................... 738 
Safo-DAB*0501  --------------------- 270 
Safo-DAB*0601  --------------------- 267 
 
 

Figure 2.1. Nucleotide sequences of the MH class IIβ cDNA and partial gDNA of six 

different alleles from brook charr. On top is the amino acid sequence translated from Safo-

DAB*0101. 
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Figure 2.2. Alignment of brook charr MH class IIβ amino acid sequences with MH class 

IIβ sequences from other vertebrates. Protein domains are indicated. Dots indicate identity 

with Safo-DAB*0101; asterisks, gaps introduced to maximize the alignment; dashes, 

unavailability of sequence information; cysteine residues are marked with light gray boxes; 

putative N-linked glycosylation sites are underlined; conserved CD4-binding residues are 

double underlined. Numbering below and residues involved in antigen binding denoted by 

dots above the β1-domain sequence refer to HLA-DRB*0101 (Brown et al., 1993) CP: 

connecting peptide. TM: transmembrane. In addition to brook charr (Salvelinus fontinalis: 

Safo) sequences, Oncorhynchus mykiss (Onmy), Salmo salar (Sasa), Salmo trutta (Satr), 

Cyprinus carpio (Cyca), Brachydanio rerio (Brre) and human (HLA) sequences are aligned.  
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                Signal peptide                      β1-domain           
                                                         • • •                •  
Safo-DAB*0101   -----------MSMPIAFYICLTLILSIFY*G  IDGYFYHRLAQCRYSSKDLHGIEFIDS 
Safo-DAB*0201   -----------....LD.......F....S..  T....E.SVV...........A..... 
Safo-DAB*0301   -----------..I.LD.......F....S..  T....HQ.VG................. 
Safo-DAB*0401   -----------....LD.......F....S..  T....EQVVR................. 
Safo-DAB*0501   --------------------------------  -....HQMVK...........A..... 
Safo-DAB*0601   --------------------------------  -....EQVVR................. 
Onmy-DAB*0101 -----------.............LW...S..  T....EQVVR................. 
Sasa-DAB*0101  --------------MSI.CVS...V....S..  T....EQVVR.........Q....... 
Satr-DAB*0101     --------------------------------  -----EQ.VSE........Q.A..... 
Cyca-DAB*0101 -----------..L.KVLCFH.I.M..A.TGA  AN..YHSWWTK.IH..R.FSDMVY..N 
Brre-DAB*0101 -----------VK.YLLILFLAI.M..T.TGT  A...YQYTMLE.I..TS.YSDMVLLE. 
HLA-DRB1*0101 MVCLKLPGGSC.TALTVTLMV.SSP.ALAGDT  RPRFLWQLKFE.HFFN*GTERVRLLER 
                                            1          10         20         
               • •    ••         •        •   ••    • • ••  •   •  ••  •• ••  
Safo-DAB*0101 YYFNQAEYVRFNSTVGKYVGYTEYGVKNAEAWNKG*SELGPELGELERVCKRNAAIYYGAV 
Safo-DAB*0201   .....V.DI..............L.L.............AQ..........H......... 
Safo-DAB*0301   .V..K...I..............L.L....T......V.AQ......SY.........SNA 
Safo-DAB*0401   .V...V.................H......V..R*.DY.AQ..........H..DLH.S.I 
Safo-DAB*0501   .V...V.QI..............L.L.........................P..D.....I  
Safo-DAB*0601   .V..K.........................V..R*.DY.AQ.......F..Y..DLH...I  
Onmy-DAB*0101  .V..K..H........R......H.L.......SDAGI..Q.QA....Y..PS...D.S.I  
Sasa-DAB*0101  .V..K...I........F.....L.........SDAAV.AV.R.....Y..H..DLH.STI  
Satr-DAB*0101     .....V.HI..............H..Y......SDAGI.AQ.R.....Y..QH.P.A.S.I  
Cyca-DAB*0101  .I..KDV.IQ......E.....AL..Y...RF..DPNI.QQ.RAQV..Y..H..EL.QS.I  
Brre-DAB*0101  GS..KVVD.QY............Q..IF.RNF..NQAY.QQRKA.V.SF.RH..Q.SDS..  
HLA-DRB1*0101  CIY..E.S...D.D..E.RAV..L.RPD..Y..SQKDL.EQRRAAVDTY.RH.YGVGESFT  
               30        40        50        60        70        80        90 
                     β2-domain                                                
Safo-DAB*0101  LDKT  VEPHVRLSSVTPPSGRHPAMLMCSAYDFYPKPIRVTWLRDGHEVKSDVTSTEELAN  
Safo-DAB*0201   ....  ........................................................  
Safo-DAB*0301   ....  ........................................................  
Safo-DAB*0401   ....  ............................F...........................  
Safo-DAB*0501   ....  --------------------------------------------------------  
Safo-DAB*0601   ....  --------------------------------------------------------  
Onmy-DAB*0101  ....  ...............................Q.........R..............  
Sasa-DAB*0101  ....  ..........A..............................R..............  
Satr-DAB*0101     ....  ..........A..I...........................G..............  
Cyca-DAB*0101  R...  .P.K.K....K.AG.....V......R...HG.K.S.M.N.EV..T.......MP.  
Brre-DAB*0101  R..A  .K.K.TIQ..MQAE.K.....L.D..E....K.KMS....DKV.T......I.M..  
HLA-DRB1*0101  VQRR  ...K.TVYPSKTQPLQ.HNL.V..VSG...GS.E.R.F.N.Q.E.AG.V..GLIQ.  
                  94 

   CP           TM region 
Safo-DAB*0101   GDWYYQIHSHLEYTPKSGEKISCMVEHISLTEPMMYHW  DPSLPEAERNK  IAIGASGLV  
Safo-DAB*0201   ......................................  ...........  .........  
Safo-DAB*0301   ......................................  ...........  .........  
Safo-DAB*0401   ......................................  ...........  .........  
Safo-DAB*0501   --------------------------------------  -----------  ---------  
Safo-DAB*0601   --------------------------------------  -----------  ---------  
Onmy-DAB*0101  ......................................  ...........  .........  
Sasa-DAB*0101  ...............R..................V...  ...........  .........  
Satr-DAB*0101     ...............R..................V...  ...........  .........  
Cyca-DAB*0101  .........E.............A.D.AG..K.IIID.  ......S....  .........  
Brre-DAB*0101  .N...................Q.V...A.S.Q.ITKE.  N.HIS.SD...  F........  
HLA-DRB1*0101  ...TF.TLVM..TV.R...VYT.Q...P.V.S.LTVE.  R*ARS.SAQS.  MLS.VG.F.  
 
                            Cytoplasmic tail                                                      
Safo-DAB*0101   LGTVLALAGLIY  YKKKSSGVL---------  
Safo-DAB*0201   ............  .........---------  
Safo-DAB*0301   ..A.........  .........---------  
Safo-DAB*0401   ..A.........  .........---------  
Safo-DAB*0501   ------------  ------------------  
Safo-DAB*0601   ------------  ------------------  
Onmy-DAB*0101  ...I........  .........---------  
Sasa-DAB*0101 ..AI........  .........---------  
Satr-DAB*0101     ..AI........  ....--------------  
Cyca-DAB*0101  ..IIISA.....  .......RILVPT-----  
Brre-DAB*0101  ..III.I.....  .....T.RILVPN-----  
HLA-DRB1*0101  ..LLFLG...FI  .FRNQK.HSGLQPTGFLS  
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Figure 2.3. Neighbor-joining tree of the second exon of the MH class IIβ gene in brook 

charr and other salmonids. Six sequences from brook charr (Salvelinus fontinalis: Safo-

DAB*0101 to Safo-DAB*0601; this study), three from Atlantic salmon (Sasa-c22, Sasa-c144, 

Sasa-c157; Hordvik et al. 1993) and seven from Pacific salmon (Onts-Ha71c, Onki-Bb1a, 

Ongo-Ku1b, Onma-ma2c, Onmy-Su2a, Onke-Ha32b, Onne-Wk136a; Miller and Withler 1996) 

are included. Tree was constructed using the method of Saitou and Nei, based on Maximum 

Composite Likelihood method in Mega software. Numbers on node indicate bootstrap 

confidence levels of 1000 bootstrap replications. Bootstrap values higher than 50% are shown.  
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Figure 2.4.  Kaplan-Meier plot showing the survival of different MH class IIβ genotypes 

in brook charr exposed to the challenge experiment with Aeromonas salmonicida. 

Cumulative survival of fish harbouring one of the ten genotypes found in this study was 

calculated following harvest every four hours during the infection experiment. Survival was 

reflected by remaining individuals at 90 hours.     
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in brook charr (Salvelinus fontinalis) by a cis-acting minisatellite. 
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3.1. Abstract 

It is widely recognized that the variation in gene regulation is an important factor from which 

evolutionary changes in diverse aspects of phenotype can be observed in all organisms. 

Distinctive elements with functional roles on gene regulation have been identified within the 

non-coding part of the genome, including repeated elements. Major histocompatibility 

complex (MHC) genes have been the subject of an abundant literature which made them 

unique candidates for studies of adaptation in natural populations. Yet, the vast majority of 

studies on MHC genes have dealt with patterns of polymorphism in sequence variation while 

very few paid attention to the possible implication of differential expression in adaptive 

responses. In this paper, we report the identification of a polymorphic minisatellite formed of a 

32 nucleotides motif (38% G+C) involved in regulation of the major histocompatibility class 

IIβ gene (MHIIβ) of brook charr (Salvelinus fontinalis). Our main objectives were: to analyze 

the variability of this minisatellite found in the second intron of the MHIIβ gene and to 

document its effect on the variation of expression level of this gene under different 

environmental conditions. Distinctive numbers of the minisatellite repeats were associated 

with each different MHIIβ alleles identified from exon 2 sequences. Relative expression levels 

of specific alleles in heterozygous individuals were determined from fish lymphocytes in 

different genotypes. We found that alleles carrying the longest minisatellite showed a 

significant 1.67 to 2.56-fold reduction in the transcript expression relatively to the shortest 

one. Results obtained in three different genotypes also indicated that the repressive activity 

associated to the longest minisatellite was more effective at 18 ºC compared to 6 ºC. In 

contrast, no significant difference was observed in transcript levels between alleles with 

comparable minisatellite length at both temperatures. We also depicted a significant up-
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regulation of the total MHIIβ transcript at 6 ºC relative to 18 ºC. These results reveal for the 

first time that a temperature-sensitive minisatellite could potentially play an important role in 

the gene regulation of the adaptive immune response in fish. 

 

Keywords: Major histocompatibility complex, gene expression regulation, repetitive 

sequences, selection, evolution, salmonids. 
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3.2. Introduction 

More than three decades ago, King and Wilson (1975) proposed that the phenotypic 

divergence between human and chimpanzees was mostly attributable to changes in gene 

regulation rather than changes in the protein-coding sequences of the gene. It is now 

recognized that the variation in gene regulation is an important factor from which evolutionary 

changes in diverse aspects of phenotype can be observed in all organisms (Wray et al. 2003, 

Bird et al. 2007). Indeed, numerous studies demonstrated the correlation between variation in 

cis-regulatory sequences and significant modification in morphology, physiology or behaviour 

(Wray 2007). In the last few years, several groups used the approach of genome-wide 

association analysis to identify the genetic basis of the variation in gene expression (Brem and 

Kruglyak 2005, Cheung et al. 2005, Stranger et al. 2005). Being advantageous at multiple 

levels, these studies have the inconvenient of solely identifying the single nucleotide 

polymorphisms (SNPs) or marker in linkage disequilibrium with a determinant responsible for 

the variation of the expression level of the gene. Moreover, the correlation between the marker 

and the gene expression level requires a direct allele-specific expression measurement to 

confirm a cis-acting effect and further investigations to identify the mechanism responsible of 

the effect (Pastinen and Hudson 2004). 

Non-coding DNA other than the one found in the transcriptional regulatory region (i.e. 

promoter, enhancer and suppressor), considered for a long time as “junk” DNA, recently 

received increasing interest (Dermitzakis et al. 2002, Mouse Genome Sequencing Consortium 

et al. 2002, Thomas et al. 2003, Siepel et al. 2005). Distinctive elements with functional roles 

in the regulation of gene expression have been identified within the non-coding part of the 

genome. These non-coding functional elements include introns, satellite DNAs and 
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transposons, as well as pseudogenes and non-coding RNA genes (see Eddy 2001, Balakirev 

and Ayala 2003, Beauregard et al. 2008, Usdin 2008 for reviews). 

The different roles associated to introns include those in alternative splicing, 

transcriptional regulation, nuclear export, translation and chromatin structure. Moreover, the 

evolution of intron size in eukaryotes can be imputable to different models. The “selection for 

economy” model argues that natural selection favours short introns in highly expressed genes 

to minimize the cost of transcription and other molecular processes (Castillo-Davis et al. 2002, 

Eisenberg and Levanon 2003). On the other hand, the “genomic design” model hypothesizes 

that the greater length of introns found in tissue-specific genes, possibly resulting from the 

accumulation of multispecies conserved sequences (MCSs) (Pozzoli et al. 2007), is an 

indication of their functional and regulatory complexity (Vinogradov 2004, 2006). 

Furthermore, repeated sequences are frequently found in introns of higher eukaryotes. These 

repeated sequences are classified in two large families, called “tandem repeats” and “dispersed 

repeats” (Richard et al. 2008). The first family includes satellite DNAs, where the subfamilies 

of microsatellites and minisatellites are respectively tandemly repeated sequences of short 

(<10 bp) or longer motives (>10 and <100 bp) (Charlesworth et al. 1994). The second family 

contains transposons from which three subdivisions of retrotransposons can be identified; long 

interspersed nuclear elements (LINEs), short interspersed nuclear elements (SINEs) and long 

terminal repeats (LTRs) (Wicker et al. 2007). Both families of repeated sequences have been 

shown to be implicated in regulation of gene expression (Ugarkovic 2005, Feschotte 2008, 

Tomilin 2008).  

Located in coding or non-coding regions of genomes, microsatellites (simple sequence 

repeats, SSRs) expansion or contraction can produce various effects on chromatin 

organization, regulation of gene activity, recombination, DNA replication, cell cycle, 
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mismatch repair system, etc. (Li et al. 2002, 2004). SSRs variation is also well known for 

being responsible of human diseases such as neurological disorders and cancers (Atkin 2001, 

Orr and Zoghbi 2007), and also for contributing to normal variation in brain and behavioral 

traits (Fondon et al. 2008). These expanded repeats have the potential to adopt altered DNA 

secondary structures that confer genetic instability, leading eventually to phenotypic changes 

(Wells et al. 2005, Wang and Vasquez 2006). On the other hand, functions associated to 

minisatellites (variable number of tandem repeats, VNTRs) are far less well characterized with 

the exception of their implication in recombination events and gene expression modulation 

(Bois and Jeffreys 1999, Richard and Pâques 2000). Probably the best characterized 

minisatellite regulating gene expression is the one found at the insulin (INS) gene locus 

(Bennett et al. 1995), for which the implication in susceptibility to human type 1 diabetes has 

been known for more than two decades (Bell et al. 1984). Other regulatory VNTRs were 

identified in additional genes as well: cystatin B (CSTB) (Lalioti et al. 1997), serotonin 

transporter (5-HTT) (MacKenzie and Quinn 1999), dopamine transporter (DAT1) (Mill et al. 

2002) and type 2 bradykinin receptor (B2) (Zamorano et al. 2006).  

At least two mechanisms have been proposed to be responsible for the differences in 

transcriptional activity conferred by VNTRs. The first one, found in INS and 5-HTT (Stin2 

VNTR) genes, implicates the presence of high-affinity binding sites for the transcription 

factors Pur-1 (Kennedy et al. 1995) and YB-1 (Y box binding protein 1) / CTCF (CCTC-

binding factor) (Klenova et al. 2004) respectively, to modulate the VNTR function as a 

transcriptional regulatory domain. The other mechanism contributes to the biological effect of 

the VNTR by the adoption of a non-B DNA structure that could interfere with the 

transcriptional activity. Precisely, a four stranded G-quartet structure has been associated to 

INS-VNTR (Catasti et al. 1996) and CSTB-VNTR (Saha and Usdin 2001). 
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 Classical major histocompatibility complex class II (MHCII) molecules are cell-

surface glycoproteins specialized in the presentation of peptides, mainly derived from 

extracellular proteins, to the antigen receptor of CD4 T cells in the adaptive immune system. 

With the MHC class I molecules, they both represent the most polymorphic genes known to 

date, generally with multiple loci and high allelic diversity at each of these loci (Trowsdale 

and Parham 2004). However, since genes coding for these two classical proteins are not found 

in a complex in bony fishes (Bingulac-Popovic et al. 1997, Sato et al. 2000), the designation 

“major histocompatibility” (MH) genes is more appropriate than MHC in teleost (Dixon and 

Stet 2001). Classical major histocompatibility genes have been the subject of an abundant 

literature over the last 20 years or so. In particular, these genes offer several assets that made 

them unique candidates for studies of adaptation in natural populations (Bernatchez and 

Landry 2003). Yet, the vast majority of studies on MHC genes deal with patterns of 

polymorphism in sequence variation while very few paid attention to the possible implication 

of differential expression in adaptive responses. This is surprising since it has been known for 

many years that the modulation of the immune response is not only determined by the 

polymorphism of MHCII genes, but also by the cell surface expression correlation with the 

transcriptional level of the gene (Glimcher and Kara 1992). 

In a previous study, we identified a 32 bp motif minisatellite located in the second 

intron of the MH class IIβ (MHIIβ) gene in brook charr, Salvelinus fontinalis, a salmonid 

species with a broad native geographic distribution in northeastern North America and which 

is highly valued both for sport fisheries and aquaculture (Croisetière et al. 2008). Here, our 

main objective is to investigate the possible implication of this minisatellite in the MHIIβ gene 

expression. More specifically, we (i) analyzed the variability of this minisatellite found in the 
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second intron of the MHIIβ gene in brook charr and (ii) documented its effect on the variation 

of the expression level of this gene under different environmental conditions. Precise 

expression levels were determined directly from fish lymphocytes. In addition to the 

identification of TNF-α and LPS as regulator of the MHII expression in rainbow trout 

macrophages (Knight et al. 1998), the promoter characterisation of the MHII genes in Atlantic 

salmon (Syed et al. 2003) and the modulation of the transcriptional activity of immune system 

genes by low temperature (Rodrigues et al. 1998; Nath et al. 2006), results presented here 

improve our understanding of the factors contributing to the modulation of the expression of 

the MHII genes in teleosts. 
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3.3. Materials and Methods 

3.3.1. Fish  

Individuals of approximately 50 g from a domestic strain of brook charr from a local 

hatchery (Chesterville, Québec, Canada) were used to evaluate the total expression level 

(cumulative of both alleles) of the MHIIβ gene in a natural environment. Our previous work 

confirmed the existence of a single copy of this gene in the brook charr (Croisetière et al. 

2008). A sample of 96 individuals from this population was previously genotyped at MHIIβ 

gene which revealed eight different alleles (exon 2 coding sequence) with a distinct 

minisatellite size associated to each one (data not shown). Directly at the hatchery, head 

kidney tissue samples were taken for total RNA isolation from 23 random individuals in 

August when average water temperature was 18 ºC and from 24 other individuals in 

November when average temperature was 6 ºC. 

A population of 93 brook charr originating from the Rupert River (Rupert strain) in 

northwester Québec, Canada, and associated waterways were maintained in a controlled 

environment at the LARSA (LAboratoire de Recherches des Sciences Aquatiques; Université 

Laval). These fish of approximately 1 kg were tagged and genotyped at the MHIIβ locus 

(DAB) by SSCP (Single Strand Conformational Polymorphism) as previously described 

(Croisetière et al. 2008). Knowing their respective genotype, fish could be specifically 

selected for the length of the minisatellites they were carrying at the MHIIβ gene and used in 

real-time RT-PCR with specific primers to determine allelic expression. Before proceeding to 

blood sampling, fish were acclimatized 5-7 days at specified temperature (6 ºC and 18 ºC) to 

attenuate the effect of stress and assure a steady state expression of the MHIIβ gene.  
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3.3.2. RNA isolation from peripheral blood leukocytes (PBL) and head kidneys  

Head kidneys from domestic fish (Chesterville) of each group (6 ºC and 18 ºC) were 

isolated to evaluate the total expression of MHIIβ genes. Fish were sacrificed with an 

overdose of tricaine methanesulfonate (MS-222) (Sigma) before removing the head kidney 

that was mashed into a disposable dish using a syringe. An equivalent volume of Trizol 

(Invitrogen) was added before transferring the tissue sample to an Eppendorf for total RNA 

extraction according to the manufacturer’s protocol. For each fish, a fin sample was taken for 

genomic DNA isolation. 

RNA from PBL of brook charr (Rupert strain) was also extracted to evaluate the 

relative expression levels of MHIIβ alleles at 6 ºC and 18 ºC. Since it is non-letal, RNA 

extraction from PBL compared to head kidneys allowed us to test gene expression of the same 

fish population at both experimental temperatures. Furthermore, this allowed the evaluation of 

the expression level of the MHIIβ gene for different alleles in a second strain and type of 

tissue. Fish were first anesthetised with 0.1 % of tricaine methanesulfonate (MS-222) (Sigma). 

The blood was collected from the caudal vein using a heparinised 3 ml syringe with a 21G1 

needle (Becton Dickson) and added to 1 volume of ice-cold PBS containing 10 U/ml heparin 

sodium salt (Sigma). A fraction of this cellular suspension (1 ml) was then spun at 500 x g for 

5 min at 4 ºC and the buffy coat and plasma transferred to a new Eppendorf. The PBL were 

then pelleted and resuspended in Trizol (Invitrogen) for total RNA extraction according to the 

manufacturer’s protocol. Dimethyl sulfoxide (DMSO; 7 % final conc) was added to the 

remaining blood sample in PBS and frozen for subsequent genomic DNA isolation. 
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3.3.3. Polymerase chain reaction (PCR), cloning and sequencing 

PCR was performed on genomic DNA from domestic strain fish to evaluate the size(s) 

of the minisatellite present in the second intron of the MHIIβ alleles. The PCR fragment 

containing the minisatellite was obtained with primers located in conserved regions of the 

second intron, after analysis of thirteen alleles in brook charr (data not shown). The sequence 

of the sense primer P399, located 69 to 91 base pair (bp) before the first minisatellite motif, 

was 5’-TTCTTGAATRGTTTTATAGCTGCAAC-3’ and the antisense primer P400, located 

37 or 81 bp after the last motif, was 5’-CATCGCTGTASTTTATAAATTACACTTC-3’. PCR 

was carried out in a total volume of 50 μl containing 20-40 ng of genomic DNA, 0.2 mM 

dNTPs, 7 μl of 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl), 2 mM MgCl2, 5 

pmol each of P399 and P400 primers, 1 unit of Taq DNA polymerase. The following PCR 

conditions were used: denaturation for 3 min at 94 ºC followed by 35 cycles of denaturation 

for 30 s at 94 ºC, annealing for 30 s at 45 ºC and extension for 2 min at 72 ºC. The final 

extension was for 10 min at 72 ºC.  

For each allele of the Rupert strain previously identified (Croisetière et al. 2008), a 

MHIIβ gene fragment containing the complete exon coding for the β1 domain (second exon) 

and the subsequent intron (second intron) was obtained by PCR on genomic DNA using 

primers in conserved regions for cloning and sequencing. The sequence of the sense primer 

SP4503, located at the end of the first intron of the gene, was 5’-

CCTGTATTTATGTTCTCCTTTCAGATGG-3’ and the antisense primer P232, located at the 

N-terminal region of the β2 domain (exon 3), was 5’-CTGAGCTCAGTCTGACATGG-3’. 

The reactions were carried out in a total volume of 50μl containing 20-40 ng of genomic 

DNA, 0.2 mM dNTPs, 7 μl of 10X Expand high fidelity buffer (Roche), 2 mM MgCl2, 5 pmol 
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each of SP4503 and P232 primers, 2.6 units of Expand high fidelity enzyme mix (Roche) in a 

thermocycler (Biometra). The following PCR conditions were used: denaturation for 3 min at 

94 ºC followed by 35 cycles of denaturation for 30 s at 94 ºC, annealing for 30 s at 52 ºC and 

extension for 3 min at 72 ºC. The final extension was for 10 min at 72 ºC.  

PCR products, from 1350 to 2700 bp depending on MHIIβ Rupert alleles, were 

subsequently purified and extracted from agarose gel using the Illustra GFX PCR DNA and 

gel band purification kit (GE Healthcare) and subcloned in both orientations in pT7Blue-2 

vector (Novagen) in accordance with the recommended protocol from the manufacturer.  

Sequencing of both strands was performed on a 3730 DNA analyser (Applied 

Biosystems) using plasmid primers P235-Blue2S·Tag (5’-ACCGCTGCTGCTAAATTCGAA-

3’) and P247 (5’-CGGAATTCTATAGTGTCACC-3’) as well as intron 2 internal sense 

primer P399 (5’-TTCTTGAATRGTTTTATAGCTGCAAC-3’) and antisense primer P400 

(5’-CATCGCTGTASTTTATAAATTACACTTC-3’). Since the length of one particular allele 

(Safo-DAB*0101) was too long to reach the nucleotide sequences from both sides (see 

Results), an Exonuclease III (New England Biolabs) digestion of the vector containing the 

allele was realized to allow the sequencing through the minisatellite.  

3.3.4. Reverse transcriptase (RT)  

Quantification of extracted RNA from fish of both the domestic and Rupert strain was 

done on a ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop) after treating with the DNA-free kit 

(Ambion) and before cDNA synthesis using SuperScript II reverse transcriptase (Invitrogen). 

Briefly, 500 ng of total RNA was mixed with oligo(dT)12-18 primer (Invitrogen), dNTPs (GE 

Healthcare) in a volume of 12 µl and denatured at 65 ºC for 5 min. This was followed by 

addition of 5X FS buffer, DTT, RNAseOUT (Invitrogen) and 200 units of SuperScript RT in a 
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20 µl final reaction volume for incubation at 42 ºC for 50 min, as recommended by the 

manufacturer.  

3.3.5. Multiplex PCR  

A multiplex (semi-quantitative) PCR was realized on domestic strain to evaluate the 

total expression level of MHIIβ genes against the housekeeping gene GAPDH. The generic 

primer sequences used in this experiment are listed in Table 3.1 (multiplex). PCR was carried 

out in a total volume of 50μl containing 1 μl of a cDNA dilutions (1/10, 1/25, 1/50, 1/100 and 

1/200), 0.2 mM dNTPs, 7 μl of 10X PCR buffer (200 mM Tris-HCl pH 8.4, 500 mM KCl), 2 

mM MgCl2, 5 pmol each of P383, P410, P399 and P400 primers, 1 unit of Taq DNA 

polymerase. The following PCR conditions were used: denaturation for 3 min at 94 ºC 

followed by 40 cycles of denaturation for 30 s at 94 ºC, annealing for 30 s at 50 ºC and 

extension for 1 min at 72 ºC. The final extension was for 10 min at 72 ºC. PCR products 

length were 294 bp for the P384/P410 (MHIIβ) primer pair and 595 bp for P339/P340 

(GAPDH). Quantification of the PCR product by spot densitometry was done on a 

ChemiImager 5500 Imaging System (Alpha Innotech Corporation). Intensities of the PCR 

products were linear between dilutions 1/25 and 1/200. The ratio MHIIβ/GAPDH for each 

sample was calculated with the linear regression equation at the median dilution point. 

3.3.6. Quantitative PCR 

Quantitative PCR was performed using the FastStart SYBR Green Master (Roche 

Diagnostics) on a Rotor-Gene 3000 (Corbet Research). The primers used in these experiments 

are detailed in Table 3.1 (qPCR). All new primers were designed to flank a region containing 

an intron, to assure that amplification of contaminating DNA was controlled, which has not 

been detected in melting curve analysis. Amplification mixture (25 µl) contained template 
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cDNA (2 µl of 1/20 dilution), 2X FastStart SYBR Green Master (12.5 µl) and 300 nM forward 

and reverse primers. The cycling conditions comprised 15 min polymerase activation and 

denaturation step at 95 ºC, followed by 40 cycles at 95 ºC for 15 sec, 60 ºC for 45 sec and 72 

ºC for 30 sec. All samples were run in triplicate with non-template controls (NTC). Relative 

quantification of gene expression levels was done by comparing difference in CT values by the 

ΔΔCT method (Critical factors for successfull real-time PCR, Qiagen), since the PCR 

efficiency was nearly equivalent for pairs of primers. For the domestic strain, EFIAB, β2m, 

GAPDH and TCRα were evaluated as reference genes to normalize the results before 

calculating the relative expression levels. The stability of the reference genes was evaluated 

with the Bestkeeper tool (Pfaffl et al. 2004). We kept the elongation factor I alpha, paralog B, 

(EFIAB) as reference gene, as it showed the lowest variability in our samples and also because 

it has been found suitable for gene expression assay in different studies (Olsvik et al. 2005, 

Jorgensen et al. 2006, Ingerslev et al. 2006). Within the population of 93 brook charr (Rupert 

strain) kept at the LARSA, we identified four genotypes from which the allelic expression 

levels could be analyzed at temperatures of 18 ºC and 6 ºC: Safo-DAB*0201/*0301, Safo-

DAB*0401/*0301, Safo-DAB*0101/*0301 and Safo-DAB*0101/*0201. The sizes of the 

minisatellites present in the MHIIβ gene from these individuals were respectively: 27 and 20, 

40 and 20, 69 and 20, 69 and 27 repetitions of the minisatellite motif (Table 3.2). The relative 

allelic expression levels were calculated by comparing differences in CT values in the same 

sample with allele specific primers. Samples were included in different qPCR runs to control 

the reproductivity of the results. Differences for MHIIβ expression levels as a function of 

minisatellite length or temperature were compared using the t-test with bilateral distribution 

for samples with homogeneous variance. 
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3.3.7. Sequence analysis 

Nucleotide sequences from the MHIIβ second intron alleles of the Rupert strain were 

submitted to GenBank (accession nos. GQ253476, GQ253477, GQ253478, GQ253479, 

GQ253480 and GQ253481). The coding sequences of the six MHIIβ alleles can also be found 

(GenBank accession nos. EU478851 to EU478856). Alignment of the nucleotide sequences 

was performed using ClustalX (Thompson et al. 1994) and MEGA 4 (Tamura et al. 2007). 

Identity of the intronic sequences was determined by pairwise-comparition of nucleotide 

sequences with the Syn-SCAN program (Gonzales et al. 2002). GeneBank published 

sequences from Atlantic salmon, Salmo salar (Sasa-DAB*0201; AJ439067 and Sasa-

DAB*0301; AJ439069) and Oncorhynchus species (Onmy-Su2a; U34715, Onne-Wk136e; 

U34713, Onne-Wk136a; U34712 and Onke-An13c; U34702) (Miller and Withler 1996) were 

included in the alignment. All sequence alignments are available in the Supplementary 

Material online. 
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3.4. Results  

3.4.1. Nucleotide sequences and minisatellite from the second intron of MHIIβ gene. 

The first objective of this study was to document the variability of a minisatellite found 

in the second intron of the MHIIβ gene in brook charr. As a first step, we sequenced the 

second intron of the six brook charr MHIIβ alleles of the Rupert strain identified in a previous 

study (Croisetière et al. 2008). Characteristics of the second intron of these alleles and of other 

salmonids MHIIβ gene are given in Table 3.2. The intron length differed among all six exon 

alleles identified in brook charr of the Rupert strain and ranged from 1023 to 2410 nucleotides. 

The alignments of the second intron nucleotide sequences flanking a minisatellite in 5’ 

(supplementary Figure S3.1, Supplementary Material online) and 3’ (supplementary Figure 

S3.2, Supplementary Material online) are presented for selected salmonid species to illustrate 

the diversity found at this locus. A schematic representation of this diversity in the second 

intron of the MHIIβ gene of salmonids is also shown in Figure 3.1.  

Four regions of the intron indicated as Box I to Box IV showed variable level of 

sequence divergence in pairwise comparisons (Figure 3.1 and supplementary Figure S3.1, 

S3.2). The first 261 nucleotides of the second intron (Box I) showed pairwise divergence 

values ranging from 1.20 % to 7.02 % (mean of 5.52 %) among brook charr alleles to a 

maximum of 12.9 % (mean of 8.46 %) when compared to other salmonid species. Box II 

corresponds to the first minisatellite motif from brook charr and Atlantic salmon, and the sole 

motif reported in Pacific salmon species. This 32 nucleotide sequence diverged by 0 to 4 

nucleotides (mean of 1.33 nt.; 4.17 %) within brook charr while divergence for up to 8 

nucleotides were found (mean of 3.05 nt.; 9.52 %) between species. Box III comprises 36 

nucleotides with divergence ranging from 0 to 5 nucleotides (mean of 2.27; 9.45 %) among 
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brook charr alleles and up to 9 substitutions (mean of 4.22 nt.; 13.4 %) among species. Box IV 

is composed of the last 58 nucleotides of the intron with divergence values ranging from    

0.00 % to 5.00 % (mean of 2.33 %) within brook charr alleles and up to 17.9 % (mean of   

7.07 %) among species. 

The minisatellite identified within the second intron has a consensus motif of 32 

nucleotides (type I in Table 3.2): ACATTACAGTATGACTAGTCAGCTATGTAGTG; 

which is 38 % G+C rich. Search for homologue sequences did not reveal its occurrence in 

salmonid species other than Atlantic salmon. PCR amplification of a fragment containing this 

minisatellite with the primer pairs P399/P400 revealed that each allele contains a different 

number of the minisatellite repeats with 69, 27, 20, 40, 19 and 25 repetitions found in the 

Safo-DAB*0101 to Safo-DAB*0601 allele, respectively (Table 3.2). An example of the 

minisatellite found in allele Safo-DAB*0301 is shown (Figure 3.2). With the exception of the 

Safo-DAB*0101 allele, sequencing also revealed that the purity of the repeated motif was very 

high, ranging from 95.6 % to 99.7 %. In contrast, allele Safo-DAB*0101 showed a high level 

of mutation over the whole minisatellite length; with 86 % (59 out of 69) of the motifs being 

mutated in comparison with the consensus sequence. Moreover, these mutated motifs included 

ten additional ones that showed a deletion of about 50 % of the nucleotides relative to the 

consensus motif (Figure 3.1). 

3.4.2. MHIIβ gene expression level is inversely correlated to minisatellite length.  

A multiplex PCR experiment was realized on head kidney RNA of the domestic strain 

to evaluate the possible effect of length of minisatellite on gene expression level. This strain 

was selected because the fish were exposed to natural fish farm environment and also because 

of availability of specimens. However, since the genotypes of the individuals at the fish farm 
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are variable in function of new incorporated stocks, the coding sequence of the MHIIβ gene 

was not considered and the focus was oriented on the minisatellite length found in the second 

intron. To estimate the size of the minisatellite present in both MHIIβ genes, a PCR with the 

P399/P400 conserved primer pair was realized on genomic DNA from 23 individuals for 

which the head kidney was also sampled at 18 ºC directly at the fish farm (in August). 

Depending on MHIIβ allele, PCR products of approximately 750, 925, 975, 1600 and 2000 

bp, corresponding to approximaltely 19, 25, 27, 46 and 59 motif repetitions respectively, were 

generated (Figure 3.3). We identified 12 homozygotes and 11 heterozygotes individuals in the 

23 fish sampled at 18 ºC, with the former ones clearly showing increased intensity of the PCR 

product (e.g. #4, #8). Fish carrying both short minisatellites, heterozygote (#3 and #15; 19 and 

25 repeats) or homozygote (#14; 25 repeats) were selected for the multiplex PCR experiment. 

Also, since only two individuals (#1 and #7; 46 repeats) were found to possess long 

minisatellites, a second cDNA was prepared from fish number 1. A representative result from 

triplicate multiplex RT-PCR is shown in Figure 3.3 for each category of minisatellite (short 

and long). Quantification of the total MHIIβ gene expression, normalized for GAPDH, 

revealed that fish having long minisatellites showed a significantly (t-test, p < 0.05) lower 

relative expression level of 2.14 ± S.E 0.06 in comparison to 3.78 ± S.E. 0.52 for short 

minisatellites carriers, which represents a 1.77-fold reduction in the total MHIIβ gene 

expression in fish possessing long minisatellites (Figure 3.3). 

3.4.3. MHIIβ gene expression level is up-regulated at low temperature. 

It has been previously demonstrated that the expression of MHII genes was influenced 

by temperature in rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Nath et al. 2006). To examine if 

temperature could also modulate the expression level in brook charr, a second sampling of 24 
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individuals was realized at 6 ºC (in November) as previously described and the minisatellite 

length of MHIIβ gene was estimated by PCR amplification with the P399/P400 primer pair, 

thus revealing the presence of 11 homozygotes and 13 heterozygotes (Figure 3.4). Fish were 

selected at 6 ºC for short minisatellites, heterozygote (#10 and #22; 19 and 25 repeats) or 

homozygote (#8 and #15; 25 repeats), or long minisatellites (#12; 46 and 59 repeats). Since 

the difference in the expression level observed previously at 18 ºC was small (1.77-fold 

reduction), a quantitative real-time RT-PCR experiment was designed to evaluate the 

expression levels of MHIIβ at both temperatures and to confirm the previous results. In this 

experiment, a fourth sample (#4; 25 repeat) was added to the group of short minisatellite while 

only two fish samples of the long minisatellite group (#1 and #7) were kept for the samples at 

18 ºC. Figure 3.4 shows the relative total MHIIβ gene expression values (generic P456/P457 

primer pair) in head kidney for short or long minisatellites present in the gene, at temperatures 

of 18 ºC and 6 ºC with EFIAB as reference genes. The results are the cumulative of two RT-

PCR experiments where each sample is tested each time in triplicate. At 18 ºC, the MHIIβ 

genes having a short minisatellite (19 and 26 repeats) showed a relative expression of 1.12 ± 

0.12 while it was 0.75 ± 0.17 for the genes with a long minisatellite (46 repeats). This real-

time PCR results confirmed with a second housekeeping gene the multiplex PCR data 

obtained at 18 ºC by demonstrating a significant 1.49-fold down-regulation (t-test, p < 0.01, 

n=8 and 4) of the MHIIβ expression for gene carrying a long minisatellite. At 6 ºC, the relative 

expression was 2.31 ± 0.27 for the genes with a short minisatellite and 1.56 ± 0.05 for the 

genes with a long one, representing a significative 1.48-fold down-regulation (t-test, p < 0.001, 

n=8 and n=2) for the MHIIβ gene carrying a long minisatellite. These results further indicated 

that the lower amount of expression associated to the long minisatellite is observed at both 
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temperatures. We finally compared the total expression level of MHIIβ gene from fish having 

a short minisatellite at both temperatures and observed a significant 2.08-fold up-regulation of 

the MHIIβ transcript at 6 ºC relative to 18 ºC (t-test, p < 0.001, n=8).  

3.4.4. The minisatellite from MHIIβ gene is a functional cis-acting polymorphism. 

 Since the variation in MHIIβ expression level seems to be modulated by the size of the 

minisatellite present in the gene, we developed a real-time RT-PCR assay to quantify the 

relative expression level of both alleles in peripheral blood leukocytes (PBL) from the same 

heterozygous fish. Values indicate the relative allelic expression levels of MHIIβ for the target 

allele in function of the second one used as reference. The results from eight individuals of 

Safo-DAB*0201/*0301 genotype (27 and 20 repeats) indicated an average MHIIβ relative 

allelic expression of 0.97 ± 0.06 at 18 ºC, and 1.00 ± 0.02 for seven individuals at 6 ºC 

(primers P537-P538/P457) (Figure 3.5). This observation is not primer specific given that it 

was observed with a second pair of primers: P539-P540/P232 (data not shown). In fish of this 

genotype, the analysis of the relative allelic expression revealed no significant difference in 

the transcript levels between these alleles at both temperatures.  

We also analyzed individuals with the Safo-DAB*0401/*0301 genotype (40 and 20 

repeats), for which the difference in minisatellite length is more important. In those fish, we 

detected an allelic imbalance in the expression profile between both alleles. The relative 

expression level of the Safo-DAB*0401 allele in function of Safo-DAB*0301 allele, as studied 

in five individuals, was 0.51 ± 0.06 and 0.59 ± 0.06 at 18 ºC and 6 ºC, respectively (primers 

P452-P478 /P457) (Figure 3.5). This represents a 1.96-fold and 1.69-fold reduction of the 

expression for the allele carrying the longer minisatellite. Moreover, these values indicate a 

significant difference in the expression levels between 18 ºC and 6 ºC (t-test: p < 0.05, n=9).  
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 The last two genotypes for which we analyzed the relative expression levels were Safo-

DAB*0101/*0301 (69 and 20 repeats) and Safo-DAB*0101/*0201 (69 and 27 repeats), with 

the Safo-DAB*0101 allele carrying the longest minisatellite found in this population present in 

both ones. In the former genotype, found in three individuals (2 analyzed at 6 ºC because of 

one mortality between sampling), the relative allelic expression was 0.45 ± 0.05 at 18 ºC and 

0.60 ± 0.07 at 6 ºC (primers P451-P452/P457). This corresponded to a significant 2.22-fold 

and 1.67-fold reduction in the expression of the Safo-DAB*0101 allele compared to Safo-

DAB*0301 at both temperatures (t-test: p < 0.001, n=9 (18 ºC), n=6 (6 ºC)) (Figure 3.5). This 

result was confirmed with the pair of primer P539-P540/P232 (data not shown). Found in 11 

individuals, the second genotype in which Safo-DAB*0101 was present also showed a 

reduction in the transcript expression of the allele carrying the longest minisatellite and a 

significant difference in the relative expression levels between temperatures (t-test: p < 0.05, 

n=10). A relative allelic expression of 0.39 ± 0.06 (2.56-fold reduction) and 0.51 ± 0.03 (1.96-

fold reduction) at 18 ºC and 6 ºC respectively was found for the Safo-DAB*0101/*0201 

genotype (Figure 3.5). The results presented for the last three genotypes (Safo-

DAB*0401/*0301, Safo-DAB*0101/*0301 and Safo-DAB*0101/*0201) further indicates that 

the repressive activity associated to the longest minisatellite was more effective at 18 ºC 

compared to 6 ºC and therefore highlighted a functional cis-acting polymorphism for the 

minisatellite present in the second intron of the MHIIβ gene. 
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3.5. Discussion 

3.5.1. Instability of the minisatellite found in the second intron of MHIIβ gene. 

 In this study, a minisatellite composed of a 32 nucleotides motif was identified in the 

second intron of the MHIIβ gene in brook charr. This minisatellite has already been revealed 

in the same gene in Atlantic salmon (Stet et al. 2002) and as a single 32 nucleotides motif in 

Pacific salmon (Oncorhynchus) species (Miller and Withler 1996). Search for homologue 

sequences of the minisatellite did not reveal its occurrence in other species. The length of the 

intron found in brook charr is comparable to that found in Atlantic salmon, but longer than for 

Pacific salmon. The presence of the motif as a single or as a minisatellite sequence in all 

salmonids species, combined with the low sequence divergence of Box I and Box IV support 

the hypothesis of a single and same ancestral expressed MHIIβ locus in salmonids (Glamann 

1995, Langefors et al. 2000). 

Atlantic salmon minisatellites (type I) are showing an increase accumulation of 

mutations with purity of 92.0% and 95.4% over the entire length. For microsatellites, it has 

been demonstrated that expansion and contraction mutations on the tandem repeat tend to 

remove the imperfections found in the motifs by the mechanism of polymerase slippage, while 

in the absence of this purifying activity, the motifs accumulate punctual mutations (Ellegren 

2000). Thus, if some extrapolation can be done for minisatellite, this would suggest that the 

high minisatellite purity found in the brook charr MHIIβ gene, with the exception of the Safo-

DAB*0101 and Atlantic salmon alleles, are indicative of a purifying activity, presumably a 

consequence of a selection force preserving further possibility of expansion or contraction of 

the minisatellite. 
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Analysis of the motif sequences found in Safo-DAB*0101 allele revealed the perfect 

repetition of a DNA fragment within the minisatellite composed of 22 motifs representing 704 

nucleotides identified by asterisks in Figure 3.1. Since the minisatellite found in this allele is 

composed of motifs showing a complex and high level of polymorphism, this repetition seems 

to reflect a recombination event that occurred previously and support this mechanism to 

explain the expansion of this minisatellite sequence as previously suggested (Debrauwere et 

al. 1997). 

3.5.2. Minisatellite modulation of the MHIIβ gene expression level. 

We also described a functional effect associated to the presence of the polymorphic 

minisatellite on the transcriptional activity of the MHIIβ gene. Regulation of the 

transcriptional activity by minisatellites has already been demonstrated in few studies (e.g. 

Pugliese et al. 1997, MacKenzie and Quinn 1999, Zamorano et al. 2006). This genetic element 

is added to a different minisatellite (type II 40 nucleotides motif, Figure 3.1 and Table 3.2 and 

supplementary Figure S3.2), a partial and a complete Hpa I SINE that were identified 

previously at the same location in salmonids (Figure 3.1 and Table 3.2 and supplementary 

Figure S3.1, S3.2) (Miller and Withler 1996, Stet et al. 2002). The possibility of MHIIβ gene 

expression modulation offered by these types of genetic elements could constitute a fine 

tuning mechanism to ensure an appropriate immune response to pathogens, while limiting 

deleterious effects to host tissues. 

 In fact, two strains of brook charr demonstrated a reduction in MHIIβ gene expression 

for different alleles possessing the longest minisatellite. The effect was also seen at the total 

RNA expression level in head kidney tissue (Figure 3.3 and Figure 3.4) or by comparison of 

the allele’s relative expression level in lymphocytes of heterozygous fish (Figure 3.5). This 
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analysis of the transcriptional allelic variation allows the detection of small differences 

observed between alleles and also eliminates the inter-individual variation that could come 

from different genetic background as well as environmental or physiological conditions rather 

than direct genetic factors. These results were obtained using different techniques including 

multiplex RT-PCR (Figure 3.3) and real-time RT-PCR (Figure 3.4 and Figure 3.5), the later 

data subsequently confirmed with different probes for the same allele (Table 3.1). With the 

exception of the few last 3’ nucleotides that were allele specific, the primers for the 

quantification between these alleles were localized at the same position and produced same 

size amplicons. The selection of housekeeping gene is also known to be a critical factor in 

gene expression experiments. We then used two different genes as reference, GAPDH (Figure 

3.3) and EFIAB (Figure 3.4), where the second one revealed the most stable transcription level 

in a selection of genes in Atlantic salmon (Olsvik et al. 2005). These two reference genes 

showed a stable level of expression at both temperatures in the tissues tested for the 

quantification experiments (Croisetière et al. in preparation). Moreover, we observed this 

effect in multiple heterozygous individuals presenting three different genotypes where the 

MHIIβ alleles carrying the longest minisatellite (Safo-DAB*0101 and Safo-DAB*0401) 

showed reduce transcript expression when compared to the allele with the shortest one (Figure 

3.5). It is noteworthy that the difference between the expression level of the allele Safo-

DAB*0101 relatively to Safo-DAB*0301 was not greater than Safo-DAB*0401 relatively to 

Safo-DAB*0301, even if the number of motif found in Safo-DAB*0101 is superior (69 versus 

40). One possible explanation for this could be the presence of multiple mutations in this allele 

that decrease its impact. 
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Finally, our results also confirmed that reduced expression level associated to alleles 

carrying a long minisatellite is modulated by the temperature. The temperature effect on 

teleost MH gene expression has been addressed for more than a decade now (Rodriguez et al. 

1998). Here, results clearly showed a more pronounced difference of MHIIβ gene expression 

level at 18 ºC between alleles of different minisatellite length (Figure 3.5). This could possibly 

reflect a greater thermodynamical energy for the adoption of a DNA secondary structure as 

functional mechanism. 

3.5.3. Reduced immune gene expression at high temperature in brook charr? 

When we compared at both temperatures the total expression level of the MHIIβ genes 

carrying short minisatellites, we found that the expression was 2.08-fold higher at 6 ºC than at 

18 ºC (Figure 3.4). The difference was approximately of the same order for long minisatellites, 

however with fewer samples tested. This increased expression at low temperature is in 

accordance with the data of Raida and Buchmann (2007) for constitutive expression of MHIIβ 

gene in rainbow trouts’ head kidney. In their paper, Table 4 indicates a difference of 0.8 raw 

CT between MHCII expression at 5 ºC and 15 ºC, while the expression of the reference gene 

EF1-α was stable. Since MHCII and EF1-α show almost the same PCR efficiency (101.1 % 

vs 100.0 %), this represents a 1.74-fold higher expression of MHIIβ at 5 ºC, a result in 

accordance with ours. On the other hand, Nath et al. (2006) observed a downregulation of 

MHIIβ gene expression at mRNA and protein levels in rainbow trout at 2 ºC. However, this 

conflicting result seems to be the consequence of the exposition to temperature below the 

immunologically nonpermissive temperature of ~4 ºC (Fryer et al. 1976, Bly and Clem 1991) 

and near the lower lethal temperature of -0.7 ºC for salmonids (Saunders 1995). Furthermore, 

since the gene coding for the ribosomal protein S11 also shows a decrease in transcript at 2 ºC, 
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the effect reported by Nath et al. (2006) seems to be the result of a more general and severe 

repression of the transcription. 

From the evaluation of the four candidate housekeeping genes that was realized, the 

β2m gene was surprisingly ranked as the worst gene in the samples tested. A close 

examination of the CT obtained with the β2m gene revealed an interesting fact. The mean of 

the CT at 18 ºC for the β2m expression was 18.18 ± S.E. 0.44 while it was of 16.89 ± S.E. 0.40 

at 6 ºC. This difference was significant (t-test: p < 0.001, n=6) and represented a 2.78-fold 

higher expression of β2m at 6 ºC once corrected with the reference gene EFIAB (data not 

shown). This result concords with studies performed in Atlantic salmon and rainbow trout that 

show no decrease of the β2m transcript after 10 days at temperature of 2 ºC (Kales et al. 

2006), unlike to a reduction of the expression at 6 ºC reported in common carp (Rodrigues et 

al. 1998). The reasons why Kales et al. (2006) did not detect a significant variation in the β2m 

gene expression at low temperature could be explained by the low sensitivity of their 

technique or the differences in the temperatures to which the fish have been exposed. The 

conflictual data described in this report regarding the expression level of the MHIIβ and the 

β2m as a function of temperature clearly highlights the need of further investigations on 

immune gene expression level at boundary or extreme habitat temperatures. 

One can question what could be the advantages for fish to reduce their MHIIβ 

expression level at higher temperature. It is well known that polymorphism within MHCII 

molecules influences the protein folding and binding of antigenic peptides, but also the 

intracellular trafficking and signaling functions. It has also been demonstrated in human and 

mice that polymorphism of the promoter or upstream regulatory regions in diverse isotypes or 

alleles affect the expression level of the gene (Beaty et al. 1999). Moreover, this difference 
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observed at the mRNA level subsequently result in dissimilar protein densities at cell surface. 

Within the four subsets of activated CD4 T cells, the Th1 and Th2 cells differ from each other 

in their pattern of cytokines production and implication in immune responses against 

intracellular pathogens or extracellular parasites, respectively (Zhu and Paul 2008). The 

magnitude and orientation of the CD4 T cell response are directly influenced by the 

concentration and strength of the antigenic peptides presented by the antigen presenting cells 

(APC). APC exposed to high concentration or to a potent antigen favored a stronger T cell 

proliferative response and a Th1 cytokine expression pattern (Valitutti et al. 1996, Crowe et al. 

1998). INF-γ produced by Th1 T cells is an important activator of macrophage to increase 

their microbicidal activity (Suzuki et al. 1988). 

Evidences suggested that the density of MHCII molecules at cell surface of APC 

influences T cell activity in the same way that concentration and potency of the antigen do. It 

has been observed that macrophages treated with IL-10 have a reduced capacity to present 

antigens due to a downregulation of MHCII expression, reflected in a lower proliferative 

response of Th1 and Th2 T cells (de Waal Malefyt et al. 1991). Transgenic mice with a 

reduced expression level of MHCII molecules in B cells and dendritic cells have been used to 

study the influence of the MHCII density at the cell surface on CD4 T cell differentiation 

(DiMolfetto et al. 1998). While the T cell priming and proliferation was unaffected in these 

mice, T cell responses were dominated by the Th1-associated cytokine INF-γ, with reduced 

levels of the Th2 cytokine IL-4 compared to control. Another study with transgenic mice 

showed that a line expressing a low level of MHCII molecules allowed the selection of the 

CD4 T cell in the thymus, whereas they were eliminated in a line with a high expression level 
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(Fukui et al. 1997). These results suggested an implication of the MHCII expression level on 

the formation of the T cell repertoire. 

A lower expression level observed for the MHIIβ alleles carrying a long minisatellite 

in brook charr could possibly be implicated in the orientation of the immune response toward 

the Th1 subset of CD4 T cells and the formation of the T cell repertoire. Fish immune system 

has not been studied as human and mouse systems regarding the CD4 T cell subsets. Since 

comparative studies between these species didn’t detect major differences between their 

immune systems, a such specialisation for T cells during their maturation could be possible for 

teleost fish, and surely constitute an interesting avenue of research. It is interesting to note that 

Aeromonas salmonicida, an important salmonid pathogen, can survive and replicate within 

brook charr macrophages (Daly et al. 1996; Garduño et al. 2000). The presence and 

amplification of the minisatellite found in the second intron of the MHIIβ gene could 

constitute a molecular mechanism allowing the fish to adapt the expression level in an 

environment rich in intracellular pathogens. 

By reducing the MHIIβ gene expression level at higher temperature (and possibly other 

immune relevant genes), the advantage could also be a diminution of the energy cost to mount 

an efficient immune response. This hypothesis is based on the fact that temperature is 

important in governing the rate at which body processes are carried out. This might be the 

consequences of an increased cellular metabolism and/or functional activity. It has been 

suggested that membrane fluidity could be involved in the activation of T cells in function of 

temperature (Vallejo et al. 1992). As previously mentioned, other studies also demonstrated 

that some fish MH genes have a temperature dependent expression level (Rodrigues et al. 

1998, Kales et al. 2006, Nath et al. 2006). Another possible advantage on the field of energy 
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economy implicates a fine tuning by the minisatellite of the MHIIβ gene expression level. The 

closely linkage of the minisatellite with the exon 2 coding for the protein β1 domain and 

responsible of antigen presentation suggests a co-evolution of both elements. Since it is known 

that specific alleles of MHIIβ gene correlates with increase resistance to pathogen (Langefors 

et al. 2001, Grimholt et al. 2003, Croisetière et al. 2008), the selection for an allele with a 

particular minisatellite length from another one coding for an identical protein, but with a 

different minisatellite length, is clearly possible. The basis for this selection would be an 

optimal expression level of the allele, involving a certain energy cost, in function of the 

efficiency to present antigens and induce an appropriate immune response. Here, it would be 

very interesting to develop transgenic fish with the same MHIIβ coding sequence, but 

differing at minisatellite length, and to test them in challenge experiment against bacteria to 

evaluate the contribution of gene expression level to the resistance and susceptibility to 

pathogens. 

3.5.4. Other elements contributing to the polymorphism of the MHIIβ gene in salmonids. 

Two additional elements could be distinguished from the analysis of the second intron 

nucleotide sequences of the MHIIβ gene in salmonids. First, a second minisatellite composed 

of a 40 nucleotides motif (type II) was found exclusively in Atlantic salmon (Figure 3.1 and 

Table 3.2 and supplementary Figure S3.2, small white and grey rectangles). This minisatellite 

directly follows the first one (type I) and the 39 nucleotides making the transition are 90 % 

conserved (35 of 39 nucleotides) in respect to the consensus sequence motif of type I. This 

second minisatellite has so far been found in only one individual since the other Atlantic 

salmon allele sequence available, Sasa-DAB*0301, is incomplete. The accumulation of 

genetic element in the second intron of the salmonids MHIIβ gene with its expression 
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restricted to specialized tissues (Ting and Trowsdale 2002) support the hypothesis of ‘genomic 

design’ model for the evolution of this intron (Pozzoli et al. 2007). 

Box III nucleotide sequence identified in supplementary Figure S3.2 is composed of 36 

of the 40 nucleotides forming the motif sequence for the second minisatellite found in Atlantic 

salmon. This minisatellite appears to evolve from amplification of a nucleotide sequence 

already identified in brook charr and Pacific salmon species. Then, it seems that a particular 

nucleotide sequence present as a single copy, probably meeting specific criteria, could evolve 

in a minisatellite element in response to some circumstances. This type of element occurred 

twice in the second intron of MHIIβ gene of salmonids. The first amplification of the 32 

nucleotide motif is found in brook charr and Atlantic salmon, in opposition to the single motif 

found in Pacific salmon species. This amplification could have occurred before the separation 

of the two former salmonid species. On the other hand, the amplification of the 40 nucleotides 

motif found only in Atlantic salmon may have appeared following the split of Atlantic salmon 

from other salmonids. This amplification mechanism has not been observed thus far in Pacific 

salmon species. 

The other element that was in the second intron of the MHIIβ gene in salmonids is a 

Hpa I SINE (Kido et al. 1991) (Figure 3.1 and Table 3.2 and supplementary Figure S3.1, 

S3.2). As described by Miller and Withler (1996), two copies (one partial and one complete) 

of the element are inserted in opposite orientations on both sides of the single minisatellite 

motif (type I) found in Pacific salmon species. Analysis of the sequences that constitute Box 

III and Box IV, in Pacific salmon species that possess the complete Hpa I SINE (Onne-

Wk136a and Onne-An13c), revealed that the insertion of this element occurred in a region 

where the sequences are still joined in brook charr and Atlantic salmon. This indicates that this 
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event took place after the separation of the Pacific salmon species from Atlantic salmon’s and 

brook charr’s ancestor. 

 SINEs contain an internal RNA polymerase III promoter that consists of an A box 

downstream from the transcription start site, and a B box located approximatively 50 bp 

downstream from the B box (Roy et al. 2000). Moreover, it contains several potential 

transcription factor binding sites. Wang et al. (2004) reported that SINE retroposition does not 

appear randomly in the direction of insertion, with all SINEs within known host gene in 

rainbow trout inserted in the opposite orientation to the host gene transcription. As they 

suggested, insertion in both orientations could interfere with gene expression, the insertion in 

the same orientation showing the greatest possibility of effects. The fact that the complete Hpa 

I SINE found in brook charr MHIIβ gene is in the same orientation and shows almost intact A 

box and B box thus suggests that this element might present a regulatory role modulating the 

expression of the gene during stress period or pathogen infection. Furthermore, the closely 

insertion of two Hpa I SINEs in the same gene is unexpected since SINEs insertion is believed 

to be random (Kido et al. 1995). The dual insertion events detected in brook charr MHIIβ gene 

is puzzling and calls for further studies on the mechanisms of SINEs retroposition and 

regulatory functions. 

The presence of multiple elements for which the implication in recombination events 

has been demonstrated previously probably highlights the importance of this type of 

mechanism in generating polymorphism of the MHIIβ gene. The high concentration and 

variability of elements found in this intron, just downstream of the exon 2 coding for the 

domain implicated in peptide binding and presentation could reflect the selective pressure to 

assure polymorphism of the MHIIβ gene. A higher incidence of these elements in the MHIIβ 
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gene of salmonids may be the consequence of the fact that it is the only MHII locus identified 

thus far (Glamann 1995, Langefors et al. 2000). Allele and gene conversion were identified as 

a mechanism to generate polymorphism of MHC in multiple organisms (Pease et al. 1983, 

Zangenberg et al. 1995). Also, it was demonstrated that the Eb gene of the mouse contains a 

recombinational hotspot located within the second intron. Interestingly, a segment of the 

intron showed strong similarity to retroposon long terminal repeat (LTR), env, and pol genes 

indicating that this segment of the second intron may have evolved through retroposon 

insertion (Zimmerer and Passmore 1991).  

3.5.5. Identification of a new regulatory element submitted to natural selection? 

MHIIβ gene exhibit polymorphism that is undoubtedly relevant for resistance or 

susceptibility toward infectious diseases (Trowsdale and Parham 2004, Dionne et al. 2009), 

where different mechanisms are responsible for the evolution and maintenance of this 

polymorphism (Bernatchez and Landry 2003, Aguilar and Garza 2007). Since teleosts express 

a single “minimal, essential” locus of both α and β chain forming the MHII molecule 

(Glamann 1995, Langefors et al. 2000) and also MHIIα and MHIIβ loci are genetically linked 

in Atlantic salmon (Stet et al. 2002), this animal model was used in association studies to 

identify resistance and susceptibility alleles, with the focus on the coding sequences 

(Langefors et al. 2001, Grimholt et al. 2003, Croisetière et al. 2008). Other studies 

demonstrated the implication of non-coding region polymorphism in the modulation of the 

MHCIIβ transcriptional activity. The expression level of MHCII molecules was shown to be 

affected by mutations in the promoter, some of them revealing binding sites for transcription 

factors (Shewey et al. 1992, Baumgart et al. 1998). The results presented in this paper clearly 

demonstrate the implication of a new mechanism to fine tune the expression of the MHIIβ 
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gene. Some reports are emerging to implicate microsatellite in morphological and behavioral 

evolution in vertebrates (Fondon and Garner 2004, Hammock and Young 2005) indicating a 

more important contribution of VNTR regulating phenotypic expression than previously 

presumed. Given the amply documented implication of the MHCIIβ gene in the immune 

response and fitness, this report is the first, to our knowledge, to present a minisatellite that 

could potentially be submitted to selective forces and therefore play an important role in the 

immune response of fish populations in the wild.  
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3.6. Supplementary Material 

Supplementary Figures S3.1 and S3.2 are available at Molecular Biology and 

Evolution online (http://www.mbe.oxfordjournals.org/). Sequence data from this article have 

been submitted to GenBank under accession nos. GQ253476 to GQ253481. 
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3.9. Tables and Figures  
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Figure 3.1. Properties of the second intron of the MHIIβ gene in salmonids. (A) 
Schematic representation of the allelic diversity found in the MHIIβ gene of various salmonid 
species. Identity of the motifs and elements correspond to the letters and color shapes 
indicated in (B), (C), (D) and (E). The sequence of 22 motifs repeated twice in Safo-
DAB*0101 is marked by an asterisks (*) (B) Complete motif sequences with corresponding 
identity indicated below by a letter and color boxes. Motifs with one or two mutations relative 
to the original are represented by boxes with few or many shading respectively. Dots (.) 
indicate identity with the consensus motif. (C) Partial motif sequences with the element 
identity indicated below. Asterisks (*) indicate gaps introduced to maximize the alignment; 
dashes (-), sequence not related to the motif. (D) Motif sequence of the second minisatellite 
(type II) present in the second intron of MHIIβ gene from Atlantic salmon. (E) Identity of the 
partial and complete Hpa I SINEs.  
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Figure 3.2. Example of a minisatellite sequence within in the second intron of brook 

charr MHIIβ gene, allele Safo-DAB*0301. The intron of this allele contains 20 perfect 

repeats of the 32 nucleotide motif. The purity and numbers of motifs found in brook charr and 

salmonids alleles are presented in Table 3.2.  
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Figure 3.3. MHIIβ expression level in brook charr head kidney as a function of 

minisatellite number of repeats. (A) Genomic PCR showing the length of the minisatellite 

present in the second intron of MHIIβ alleles (domestic strain) amplified with the P399/P400 

primers. 23 fish were sampled at 18 ºC. Short and long minisatellites have 19 or 25 and 46 

repeats of the 32 nucleotide motif respectively. (B) Agarose gel showing intensity of amplified 

bands for GAPDH (upper band) and total MHIIβ (lower band) genes by multiplex RT-PCR. 

Representative results from triplicates are shown for each category (short and long 

minisatellite). (C) Quantified ratio MHIIβ / GAPDH (average +/- S.D.) of the gene expression 

at 18 ºC in fish with short (diamond) or long (circle) minisatellite. Comparisons of the 

distributions using the t-test returned significant results: * = p < 0.05. 
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Figure 3.4. MHIIβ expression level in brook charr head kidney as a function of 

temperature. (A) Genomic PCR showing the length of the minisatellite present in the second 

intron of MHIIβ alleles (domestic strain) amplified with the P399/P400 primers. A total of 24 

fish were sampled at 6 ºC. Short and long minisatellites have 19 or 25 and 59 repeats of the 32 

nucleotide motif respectively. (B) Box plots giving the relative expression distributions, 

evaluated by real-time RT-PCR, of total MHIIβ mRNA from fish with variable minisatellite 

length. Symbol legend: diamond, short minisatellite; circle, long minisatellite. Results from 

samples at 18 ºC and 6 ºC are normalized for EFIAB. The top and bottom of each rectangle 

represent the 75th and 25th percentiles, respectively; the bar and symbol in the rectangle 

indicate the median and average expression value respectively; the top and bottom whiskers 

show the maximal and minimal allelic expression value. Results are the cumulative data of 

two independent real-time RT-PCR experiments where samples are analyzed in triplicate. 

Comparisons of the distributions using the t-test returned significant results: * = p < 0.01 and 

** = p < 0.001.  
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Figure 3.5. Expression level of MHIIβ alleles as a function of both minisatellite length 

and temperature. Box plots showing the relative allelic expression distributions of MHIIβ 

mRNA in brook charrs’ lymphocytes (Rupert strain) at 18 ºC and 6 ºC. The allelic expression 

levels are expressed in function of the other one in parenthesis. The top and bottom of each 

rectangle represent the 75th and 25th percentiles, respectively; the bar and symbol in the 

rectangle indicate the median and average allelic expression value respectively; the top and 

bottom whiskers show the maximal and minimal allelic expression value. Symbol legend: 

circle, value at 18 ºC; diamond, value at 6 ºC. Values presented are from a single (Safo-

DAB*0201/*0301 and Safo-DAB*0101/*0201), two (Safo-DAB*0401/*0301) or three (Safo-

DAB*0101/*0301) independent real time RT-PCR experiment, where all samples are analyzed 

in triplicate. Comparisons of the distributions using the t-test returned significant results: * = p 

< 0.05 and ** = p < 0.001.  
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Supplementary Figure S3.1. Alignment of the second intron nucleotide sequences 

preceding the minisatellite found in the MHIIβ gene from brook charr and other 

salmonids. The first minisatellite motif sequence of each allele is in bold. Dots (.) indicate 

identity with Safo-DAB*0101; dashes (-), gaps introduced to maximize the alignment. 

Portions of the intronic sequences showing high conservation are identified with boxes (I - II). 

The partial Hpa I SINE sequence is underlined. GeneBank accession numbers for Atlantic 

salmon (Salmo salar; Sasa) and Pacific salmon (Oncorhynchus species; Onmy, Onne and 

Onke) sequences are AJ439067 , AJ439069 and U34715, U34713, U34712, U34702 

respectively. 
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Supplementary Figure S3.2. Alignment of the second intron nucleotide sequences 

following the minisatellite found in the MHIIβ gene from brook charr and other 

salmonids. The last minisatellite motif sequence of each allele is in bold. Dots (.) indicate 

identity with Safo-DAB*0101; dashes (-), gaps introduced to maximize the alignment. 

Portions of the intronic sequences showing high conservation are identified with boxes (III - 

IV). The motifs (type II) forming the second minisatellite in Atlantic salmon are alternatively 

indicated by a grey and white rectangle. The complete Hpa I SINE sequence is underlined. 

GeneBank accession numbers for Atlantic salmon (Salmo salar; Sasa) and Pacific salmon 

(Oncorhynchus species; Onmy, Onne and Onke) sequences are AJ439067 , AJ439069 and 

U34715, U34713, U34712, U34702 respectively. 
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Dans ce chapitre, nous allons discuter des résultats obtenus au sujet du polymorphisme du gène 

MHIIβ, tant au niveau de la séquence codante que de la variabilité d’un minisatellite identifié dans le 

second intron.  Ensuite, les implications fonctionnelles de ces variations seront analysées en regard de 

leurs effets sur la résistance ou susceptibilité au pathogène Aeromonas salmonicida lors d’une infection 

ou sur la régulation de l’expression du gène, respectivement.  Le polymorphisme sera également 

considéré en fonction des modèles évolutifs existants : la sélection par les pathogènes pour le maintien 

du polymorphisme au CMH et le modèle de “genomic design” pour les introns de gènes exprimés dans 

un type cellulaire spécifique.    

 

4.1 Le gène MHIIβ chez l’omble de fontaine (Salvelinus fontinalis) 

 Nous avons entrepris la première étude (Chapitre 2) avec comme objectif initial de 

documenter, pour la première fois, la diversité allélique du gène MHIIβ dans une souche sauvage 

d’omble de fontaine.  L’analyse des séquences obtenues a également révélé la présence d’un 

minisatellite de taille variable dans le second intron du gène.  Ceci posait les bases de la seconde étude 

(Chapitre 3) qui avait comme premier objectif d’analyser la variabilité de ce VNTR.  Cette section 

discute des résultats sur le polymorphisme des séquences codantes et non-codantes (intron 2) du gène 

MHIIβ. 

           

4.1.1. Identification des allèles du gène MHIIβ   

 Nous avons identifié un total de 6 allèles du gène MHIIβ à partir d’une population initiale de 

63 individus; quatre séquences codantes complètes et deux partielles incluant le domaine 

polymorphique β1.  La similarité entre les séquences en acides aminés du domaine β2 de l’omble de 

fontaine et celles correspondantes chez d’autres poissons téléostéens et l’humain ne montre pas de 

différences majeures, particulièrement chez les salmonidés, confirmant que les quatre séquences 

complètes identifiées sont des allèles du gène MHIIβ (Figure 2.2).  L’identification de ces séquences à 
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partir d’ARN messagers isolés de lymphocytes du sang périphérique (PBL) indique que ces allèles sont 

exprimés et les molécules ultimement retrouvées à la surface cellulaire pour présenter des antigènes.  

De plus, la présence des cystéines impliquées dans la formation des deux ponts disulfures, du site de 

glycosylation N-X-S/T, et de plusieurs acides aminés qui seraient impliqués dans l’interaction avec le 

corécepteur CD4+ des lymphocytes T suggère fortement la conservation de la structure et de la fonction 

de cette molécule chez l’omble de fontaine.  Cependant, on observe une délétion spécifique d’un acide 

aminé pour tous les allèles à la position #65 et une seconde à la position #64 pour deux d’entre eux.  

L’analyse des séquences humaines des molécules du CMHIIβ indique que cette dernière position (#64) 

ainsi que les #66 et #67 seraient potentiellement impliquées dans des contacts avec la chaîne Vβ du 

TCR, suggérant ici une légère modification structurale. 

  

4.1.1.1. Polymorphisme des allèles du gène MHIIβ  

 Le polymorphisme important identifié pour les allèles du gène MHIIβ au niveau du domaine 

β1 n’est pas surprenant compte tenu de son implication dans la présentation antigénique.  L’excès de 

substitutions non-synonymes (dN) par rapport aux substitutions synonymes (dS) observé entre les 

allèles au domaine β1 (Tableau 2.1) a déjà été rapporté pour d’autres salmonidés, chez le saumon 

atlantique et plusieurs espèces de saumons du Pacifique (Miller et Withler 1996; Langefors et al. 

2001).  Ce résultat indique l’action d’une pression sélective positive qui opère à cet endroit pour 

maintenir le polymorphisme.  Au contraire, le ratio de 0,31 (±0,082) calculé pour la molécule complète 

en excluant ce domaine est plutôt indicateur d’une sélection stabilisatrice.  La sélection par les 

pathogènes peut varier en intensité dans l’espace et le temps (Hedrick 2002).  Chez le saumon 

atlantique, il a été montré que selon la latitude, la diversité au niveau du CMH augmente en fonction de 

la diversité bactérienne et de la température (Dionne et al. 2007).  L’obtention d’un faible ratio dN/dS 

(2,2 ± 1,1), par rapport à ceux rapportés pour les salmonidés ci-haut mentionnés, indique la présence 
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d’une pression sélective inférieure qui pourrait être associée aux caractéristiques de la population de 

pathogènes présente dans l’environnement de la rivière Rupert située au nord du Québec.       

Les résultats indiquant une pression sélective inférieure nous révèlent cependant que son effet 

au niveau du nombre de positions polymorphiques reste inchangé.  Les positions polymorphiques 

identifiées sur les allèles de l’omble de fontaine correspondent bien avec celles présumément 

impliquées dans la liaison au peptide pour l’allèle HLA-DRB1*0101 (Brown et al. 1993), 

particulièrement dans la région N-terminale du domaine qui montre également une variabilité plus 

importante (Figure 2.2).  Une variabilité plus prononcée dans cette région du domaine a également été 

rapportée pour le saumon atlantique et la truite arc-en-ciel (Glamann 1995; Langefors et al. 2001).  De 

plus, la comparaison des séquences montre que 30 des 91 positions du domaine β1 sont 

polymorphiques entre les allèles, chacune montrant une variabilité de deux à cinq acides aminés 

différents.  Un nombre équivalent de positions polymorphiques et une telle variabilité en acides aminés 

ont été trouvés dans plusieurs études sur les salmonidés (Glamann 1995; Ristow et al. 1999; Langefors 

et al. 2001).   

 

4.1.1.2. Polymorphisme de la séquence signal 

Les résultats de séquences indiquent que certaines positions de la séquence signal des 

molécules MHIIβ sont variables (Figure 2.2).  Cette séquence signal est nécessaire au ciblage de la 

molécule au réticulum endoplasmique par la protéine SRP (signal recognition particle) (Doudna et 

Batey 2004).  Il a été démontré qu’une réduction de la charge nette positive ou de l’hydrophobicité de 

la séquence signal diminue l’efficacité de reconnaissance par la protéine SRP (Peterson et al. 2003).  

La comparaison de la séquence signal de l’allèle DAB*0101 par rapport aux trois autres séquences 

disponibles indique deux mutations exclusives.  Le remplacement de l’acide aspartique par une alanine 

(D6A) modifie la charge à l’extrémité N-terminale de la séquence signal, alors que la substitution 

d’une phénylalanine par une isoleucine (F14I) altère légèrement son hydrophobicité.  
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Comparativement aux autres allèles, les mutations observées dans la séquence signal de l’allèle 

DAB*0101 pourraient affecter sa liaison à la protéine SRP et son intégration à la membrane du 

réticulum endoplasmique, menant ultimement à une variation de l’expression et de la présentation 

antigénique par la molécule du CMH de classe II à la surface cellulaire. 

 

4.1.2. Variabilité du second intron du gène MHIIβ 

 Nous avons rapporté la présence d’un minisatellite polymorphique au motif de 32 nucléotides 

(type I) dans le second intron du gène MHIIβ chez l’omble de fontaine (Figures 3.1, 3.2, Tableau 3.2).  

Ce minisatellite avait déjà été identifié dans le gène orthologue chez le saumon atlantique (Stet et al. 

2002) et sous la forme d’un seul motif chez plusieurs espèces de saumon du Pacifique (Miller et 

Withler 1996).  La recherche de séquences homologues à celle du minisatellite n’a pas révélé sa 

présence chez d’autres espèces.  Chez le saumon atlantique exclusivement, un second minisatellite au 

motif de 40 nucléotides et de séquence différente (type II) est situé en aval du premier au motif de 32 

nucléotides.  La longueur du second intron chez l’omble de fontaine est comparable à celle du saumon 

atlantique, mais supérieure aux saumons du Pacifique; la différence étant principalement associée à la 

présence de ces minisatellites.  D’autres éléments sont cependant présents et contribuent à la variabilité 

de  l’intron chez les espèces de saumon du Pacifique.  Un élément Hpa I SINE partiel est situé en 

amont du seul motif de 32 nucléotides chez tous les individus, alors qu’un second Hpa I SINE complet 

est retrouvé en aval chez certaines espèces seulement (Miller et Withler 1996).   

 Un arbre phylogénétique, construit à partir des séquences exoniques du domaine β1 des 6 

allèles du gène identifiés chez l’omble de fontaine, indique qu’ils forment un groupe différent et séparé 

des allèles identifiés chez le saumon atlantique et chez sept espèces de saumon du Pacifique (Figure 

2.3).  La distribution des éléments retrouvés dans le second intron du gène MHIIβ corrèle et renforce 

cet arbre phylogénétique qui établit un lien plus proche entre l’omble de fontaine et le saumon 

atlantique, par rapport aux espèces de saumon du Pacifique.  Puisque l’implication des minisatellites et 
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des éléments SINE dans des évènements de recombinaisons et de conversions géniques est bien connu 

(Jeffreys et al. 2004; Kazazian 2004), la présence de tous ces éléments dans le second intron soulève 

l’hypothèse que plusieurs mécanismes moléculaires auraient été sélectionnés afin de maintenir un 

niveau élevé de polymorphisme au gène MHIIβ chez les salmonidés. 

  

4.1.2.1. Instabilité du minisatellite chez l’omble de fontaine 

 À l’exception du motif de l’allèle Safo-DAB*0101 qui affiche un taux élevé de mutations sur 

toute sa longueur, la pureté du motif présent dans les autres allèles est très élevé, variant entre 95.6 % 

et 99.7 % (Figure 3.1, Tableau 3.2).  Chez le saumon atlantique, le minisatellite de type I montre 

également une accumulation de mutations ponctuelles reflétant une pureté entre 92.0 % et 95.4 % sur 

toute sa longueur, alors que le minisatellite de type II a une pureté supérieure à 98.7 %.  Pour les 

microsatellites, il a été démontré que l’expansion et la contraction des séquences d’ADN répétées en 

tandem tend à supprimer les imperfections retrouvées sur les motifs par le mécanisme de glissement de 

la polymérase, alors qu’en l’absence de cette activité purificatrice, les motifs accumulent des mutations 

ponctuelles (Ellegren 2000).  Si on peut faire une extrapolation pour les minisatellites, ceci suggérerait 

que la grande pureté retrouvée au niveau du minisatellite de type I des allèles de l’omble de fontaine, à 

l’exception de l’allèle Safo-DAB*0101 et de ceux du saumon atlantique, indique une activité 

purificatrice, présumément une conséquence de la force de sélection préservant la capacité d’expansion 

ou de contraction du minisatellite.  Dans le même ordre d’idée, le minisatellite de type II chez le 

saumon atlantique aurait également conservé cette capacité d’expansion et contraction, et il est possible 

que ce deuxième minisatellite assure maintenant une activité auparavant associée au minisatellite de 

type I chez l’ancêtre de cette espèce.   

L’analyse de la séquence du minisatellite retrouvé dans l’allèle Safo-DAB*0101 révèle la 

présence d’une répétition parfaite d’un fragment d’ADN composé de 22 motifs représentant 704 

nucléotides (Figure 3.1).  Puisque le minisatellite retrouvé dans cet allèle est composé de motifs 
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complexes affichant un degré élevé de polymorphisme, cette répétition semble refléter le résultat d’un 

évènement de recombinaison et supporte ce mécanisme pour expliquer l’instabilité de ce minisatellite, 

comme suggéré pour ce type d’élément (Debrauwere et al. 1997).        

 

4.1.2.2. L’origine du minisatellite chez les salmonidés 

 La comparaison du second intron du gène MHIIβ entre les différents salmonidés révèle qu’un 

seul motif de 32 nucléotides est présent chez les espèces de saumon du Pacifique, alors qu’il forme un 

minisatellite chez les autres salmonidés.  Une telle situation a été rapportée dans la littérature.  Chez le 

chimpanzé, un seul motif de 30 nucléotides est retrouvé dans l’intron 8 du gène du transporteur de la 

dopamine (DAT1), alors que sa répétition forme un minisatellite composé de 5 ou 6 copies du motif 

dans le gène orthologue humain (Guindalini et al. 2006).  De plus, cette séquence n’est pas conservée 

chez le rat et la souris qui affichent plutôt à cet endroit un long microsatellite composé du dinucléotide 

(GA)n et (CA)n, respectivement.  Peu d’études ont étudié la variabilité d’un minisatellite particulier 

entre différentes espèces, mais celles effectuées sur les microsatellites indiquent qu’un SSR peut être 

parfois long et fortement polymorphique, ou court (2 à 4 répétitions) et presque invariable entre des 

espèces apparentés (Zardoya et al. 1996). 

Un mécanisme, basé sur la présence de deux courtes séquences voisines et identiques, a été 

proposé pour expliquer la formation des minisatellites chez la levure (Haber et Louis 1998).  Il a été 

suggéré que l’évènement initial de duplication d’une séquence quelconque située entre ces deux 

séquences identiques résultait d’un glissement de la polymérase lors de la réplication de l’ADN suivi 

d’un ré-appariement hors-cadre entre ces séquences.  Il s’en suivrait une seconde synthèse de la 

séquence formant le motif qui est composé des nucléotides situés entre les deux séquences identiques.  

La première de celles-ci est donc ensuite retrouvée tout juste avant le premier nucléotide du 

minisatellite, alors que la seconde est répétée à la fin de chaque motif.  L’étude de Richard et Dujon 

(2006) appuie ce modèle avec l’identification de ces séquences dans 49 minisatellites chez S. 



 212 
 

 

cerevisiae, alors que ces dernières n’ont pu être identifiées dans 6 autres VNTR.  Ce modèle ne semble 

cependant pas pouvoir expliquer l’amplification du minisatellite au motif de 32 nucléotides (type I) 

puisque de telles séquences ne sont pas retrouvées aux endroits attendus.             

Les données actuelles proposent deux autres hypothèses pour expliquer la genèse des 

microsatellites (Buschiazzo et Gemmell 2006).  La première suggère qu’un microsatellite de novo est 

créé spontanément à partir d’une séquence unique (Messier et al. 1996).  Dans ce modèle, le 

microsatellite est généré via l’amplification d’un intermédiaire “proto-microsatellite” composé de 3 ou 

4 motifs, et qui résulte d’évènements mutationnels.  Étant donné la complexité de la séquence de 32 

nucléotides, la formation d’un proto-minisatellite est improbable.  De plus, puisque nous retrouvons la 

séquence sous la forme d’un seul motif, ce modèle ne semble pas pouvoir expliquer la création du 

minisatellite chez les salmonidés.  La deuxième hypothèse suggère que les microsatellites sont adoptés 

d’une autre région du génome via des éléments transposables, notamment des SINE et des LINE qui 

contiennent un proto-microsatellite (Wilder et Hollocher 2001).  Cette hypothèse est intéressante 

puisque nous avons identifié un Hpa I SINE partiel tout juste en amont du seul motif de 32 nucléotides 

retrouvé chez les espèces de saumon du Pacifique (Figure 3.1, Figure Supplémentaire S3.1).  

Cependant, elle expliquerait difficilement la présence du minisatellite chez l’omble de fontaine et le 

saumon atlantique qui sont d’origine plus ancienne, il faudrait alors pouvoir expliquer la délétion 

franche du  Hpa I SINE dans ces espèces.  Pour l’adaptation du modèle aux minisatellites, un seul 

motif aurait été apporté par le SINE plutôt qu’un proto-minisatellite.  Cependant, le modèle n’explique 

pas la transition entre l’état d’un seul motif et un minisatellite et la recherche de séquences homologues 

au motif est restée infructueuse.  Comme nous allons le suggérer dans une section suivante, les 

propriétés intrinsèques de la séquence du motif de 32 nucléotides pourraient possiblement expliquer 

l’évènement initial de blocage de la polymérase lors de la réplication de l’ADN, une étape qui semble 

primordiale à la formation d’un minisatellite.                     
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4.1.2.3. Un seul locus MHIIβ exprimé chez l’omble de fontaine  

Quatre régions (Box I à Box IV) du second intron du gène MHIIβ affichent une divergence qui 

est en moyenne sous les 10 % entre les différentes espèces de salmonidés (Figure 3.1, Figures 

Supplémentaires S3.1, S3.2).  Les régions les mieux conservées, Box 1 et Box 4, sont plus longues et 

situées aux extrémités de l’intron, alors que les régions Box 2 et Box 3 sont plus courtes et incluent les 

nucléotides faisant partie des motifs des deux minisatellites identifiés.  Cette faible divergence entre les 

séquences introniques combinée à la présence des motifs sous forme de séquences uniques ou de 

minisatellites supportent l’hypothèse d’un seul et même locus exprimé chez l’omble de fontaine et les 

autres salmonidés (Glamann 1995; Langefors et al. 2000).  Cette hypothèse est également appuyée par 

le fait que pour chaque individu, seulement un ou deux produits PCR couvrant le second intron ont été 

obtenus, avec une longueur particulière correspondant toujours au même allèle.  De plus, les analyses 

SSCP et le séquençage de l’exon 2 n’ont jamais permis d’identifier plus de deux allèles par poisson.         

 

4.2. Régulation de l’activité transcriptionnelle du gène MHIIβ  

 La plupart des études sur les gènes du CMH s’intéressent au polymorphisme de la séquence 

codante alors que peu d’entre elles ont porté attention à l’implication du niveau d’expression des gènes 

dans la réponse adaptative.  Chez les salmonidés, il a été rapporté que le TNF-α et le LPS agissent 

comme régulateur de l’expression des gènes MH de classe II dans les macrophages (Knight et al. 

1998). On a caractérisé leur promoteur chez le saumon atlantique (Syed et al. 2003) et montré la 

modulation de l’activité transcriptionnelle de gènes du système immunitaire par la température 

(Rodrigues et al. 1998; Nath et al. 2006).  Cette section discutera des résultats présentés dans le 

Chapitre 3 concernant l’effet de la variation de taille du minisatellite sur le niveau d’expression du 

gène MHIIβ dans différentes conditions environnementales qui constituait d’ailleurs le second objectif 

de l’étude de cette étude.         
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4.2.1. Modulation de l’expression du gène MHIIβ par le minisatellite 

 Nous avons décrit un effet fonctionnel sur l’activité transcriptionnelle du gène MHIIβ qui est 

associé à la présence d’un minisatellite polymorphique dans le second intron.  La modulation de 

l’activité transcriptionnelle par des minisatellites a été démontrée pour plusieurs gènes tels que celui de 

l’insuline (INS) (Bennett et al. 1995), de la cystatine B (CSTB) (Lalioti et al. 1997), de la monoamine 

oxydase A (MAOA) (Sabol et al. 1998), du transporteur de la sérotonine (5-HTT) (Lesch et al. 1996; 

MacKenzie and Quinn 1999), du transporteur de la dopamine (DAT1) (Mill et al. 2002) et du récepteur 

de la bradykinine de type 2 (B2) (Zamorano et al. 2006).  Les résultats présentés au Chapitre 3 

indiquent que les allèles du gène MHIIβ qui portent un long minisatellite montrent une réduction de 

l’expression du gène d’un facteur 1,67 à 2,56 par rapport aux allèles qui en contiennent un court 

(Figures 3.3, 3.4, 3.5).  Au contraire, des allèles qui possèdent des minisatellites de tailles similaires 

n’affichent pas de différence significative au niveau de l’abondance des transcrits (Figure 3.5), 

confirmant l’association entre la taille du minisatellite et l’effet sur la transcription.  La réduction de 

l’expression est de la même ampleur de ce qui est typiquement observé pour une variation allélique, 

soit de l’ordre de 1,5 à 3,0 fois (Cowles et al. 2002; Yan et al. 2002).  

 

4.2.1.1. Identification de l’effet du minisatellite dans différents tissus     

 Les résultats de notre étude ont été confirmés dans une variété de tissus.  Premièrement, deux 

souches différentes d’omble de fontaine ont permis de démontrer la réduction de l’expression du gène 

MHIIβ associé à un long minisatellite.  Cet effet semble indépendant du degré de maturité et de la taille 

du poisson puisque les individus de la souche domestique (environ 50 g) ont été produits à l’automne 

précédant le premier échantillonnage et n’avaient pas encore un an, alors que ceux de la souche Rupert 

(environ 1 kg) proviennent de familles créées en décembre 2001 et avaient donc plus de cinq ans (Perry 

et al. 2004).  Ensuite, l’action du minisatellite sur l’activité transcriptionnelle du gène a été démontrée 

dans deux types de tissus différents; au niveau de l’ARN total extrait du pronéphros (head kidney) par 
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rapport à un gène de référence (Figures 3.3, 3.4), ou par comparaison de l’expression relative des 

allèles dans des lymphocytes de poisson hétérozygotes pour le MHIIβ (Figure 3.5).  Des études 

indiquent que ces deux tissus expriment modérément le gène MHIIβ (Juul-Madsen et al. 1992; 

Koppang et al. 1998; Nath et al. 2006).  L’analyse de la variation allélique de l’activité 

transcriptionnelle dans un même échantillon a plusieurs avantages (Yan et al. 2002).  Elle permet la 

détection de petites différences dans les niveaux d’expression entre les allèles tout en éliminant la 

variation interindividuelle qui pourrait provenir d’un bruit de fond ou d’un effet de famille.  La 

caractérisation de l’effet génétique direct est aussi favorisée par rapport aux conditions 

environnementales ou physiologiques qui pourraient masquer ou fausser sa valeur.                  

 

4.2.1.2. Identification de l’effet du minisatellite dans plusieurs conditions expérimentales 

Plusieurs conditions expérimentales ont permis de confirmer l’effet du minisatellite sur la 

transcription du gène MHIIβ.  Les résultats ont été obtenus par les techniques de RT-PCR multiplex 

(Figure 3.3) et de PCR quantitatif en temps réel (Figures 3.4, 3.5).  Les données obtenues par cette 

dernière technique ont par la suite été confirmées par l’utilisation d’amorces différentes pour un même 

allèle (Tableau 3.1).  À l’exception des derniers nucléotides de l’extrémité 3’ qui étaient allèles 

spécifiques, les amorces utilisées pour la quantification entre les allèles étaient localisées à la même 

position sur le gène et produisaient des amplicons de même taille afin d’éviter un effet indirect produit 

par la réaction d’amplification.  La sélection du gène de référence est également un facteur critique 

dans les expériences sur l’expression génique.  À cet effet, nous avons utilisé deux gènes de références 

différents le GAPDH (Figure 3.3) et le EFIAB (Figure 3.4), le second affichant le niveau d’expression 

le plus stable parmi une sélection de gènes chez le saumon atlantique (Olsvik et al. 2005).  Ces deux 

gènes de référence ont montré un niveau transcriptionnel stable dans les tissus étudiés aux deux 

températures de 6 °C et 18 °C.  Les effets associés à la présence d’un minisatellite particulier sont 

fréquemment issus d’études comparatives de seulement deux allèles majoritairement retrouvés dans 
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une population.  Il en est ainsi pour deux études qui rapportent l’effet de minisatellites introniques 

retrouvés dans les gènes 5-HTT et DAT1 humains (MacKenzie et Quinn 1999;  Guindalini et al. 2006).  

Nos résultats ont été observés dans plusieurs individus hétérozygotes et impliquent quatre allèles dans 

trois génotypes différents.  L’allèle possédant le plus long minisatellite (Safo-DAB*0101 et Safo-

DAB*0401) a toujours montré un niveau d’expression inférieur par rapport à celui qui en possédait un 

plus court (Figure 3.5).  De plus, les différences de taille des minisatellites retrouvés sur chaque allèle 

sont fréquemment mineures; 10 ou 12 répétitions d’un motif de 17 pb pour celui du gène 5-HTT, 5 ou 

6 copies d’un motif de 30 pb dans le gène DAT1 (MacKenzie et Quinn 1999;  Guindalini et al. 2006).  

La variation de taille des différents minisatellites identifiés dans le gène MHIIβ de l’omble de fontaine 

est plus importante (20, 27, 40, 69 répétitions), se comparant davantage aux variations de tailles 

observées pour les microsatellites de gènes impliqués dans le développement de pathologies et pour 

lesquels l’effet fonctionnel du microsatellite a été bien établi (Usdin 2008).  Il est intéressant de 

constater que la différence entre le niveau d’expression de l’allèle Safo-DAB*0101 par rapport à Safo-

DAB*0301 n’est pas plus grande que celle entre Safo-DAB*0401 et Safo-DAB*0301, malgré un 

nombre supérieur de motifs retrouvés dans Safo-DAB*0101 (69 par rapport à 40).  Une explication 

possible pourrait être la présence de plusieurs mutations dans cet allèle qui réduisent son activité. 

 

4.2.2. Modulation de l’expression du gène MHIIβ par la température 

 La comparaison de poissons ayant des courts minisatellites nous a permis d’observer une 

augmentation significative de l’expression totale du gène MHIIβ d’un facteur 2,08 à la basse 

température de 6 °C par rapport à 18 °C (Figure 3.4).  La différence est sensiblement de la même 

ampleur pour les poissons possédant des longs minisatellites, un résultat toutefois démontré avec moins 

d’individus.  L’augmentation du niveau de l’expression du gène à basse température est en accord avec 

les résultats de Raida et Buchmann (2007) sur l’expression constitutive du gène MHIIβ dans le 

pronéphros chez la truite arc-en-ciel.  Ces auteurs indiquent les valeurs des cycle-seuils (treshold cycle, 



 217 
 

 

CT) à différentes températures au sujet du niveau d’expression de gènes impliqués dans la réponse 

immunitaire.  Pour l’expression du gène MHIIβ, on remarque une différence de 0,8 CT brut entre 

l’expression à 5 ºC et 15 ºC, alors que l’expression du gène de référence EF1-α est stable.  Puisque 

l’efficacité d’amplification des deux gènes est presque identique, 101,1 % et 100,0 % respectivement, 

ceci représente une augmentation de l’expression d’un facteur 1,74 pour le gène MHIIβ à la 

température de 5 ºC, un résultat semblable à ce que nous avons obtenu.  D’un autre côté, Nath et 

collaborateurs (2006) ont observé une baisse du niveau d’expression du gène MHIIβ au niveau de 

l’ARNm et de la protéine à la basse température de 2 ºC.  Cependant, ce résultat conflictuel semble 

refléter la conséquence de l’exposition des individus sous la température non permissive pour le 

système immunitaire d’environ 4 ºC (Fryer et al. 1976; Bly and Clem 1991), et près de la température 

létale de -0,7 ºC pour les salmonidés (Saunders 1995).  En plus, l’expression du gène encodant la 

protéine ribosomale S11 montre également une réduction du niveau du transcrit à 2ºC, suggérant que 

l’effet rapporté serait plutôt le résultat d’une répression générale et sévère de l’activité 

transcriptionnelle.  Il faut cependant considérer l’étude de Rodrigues et collaborateurs (1998) chez la 

carpe qui a montré une baisse de l’expression de la β2-microglobuline à la basse température de 6 ºC, 

alors qu’un niveau stable a été rapporté chez la truite arc-en ciel et le saumon atlantique (Kales et al. 

2006).  Les résultats de ces deux études suggèrent que des moyens alternatifs de contrôle pourraient 

opérer afin de réguler l’activité transcriptionnelle de gènes impliqués dans l’activité du système 

immunitaire à basse température chez différentes espèces.         

 

4.2.2.1 Effet de la température sur l’activité du minisatellite 

 Les résultats obtenus de poissons de souche Rupert hétérozygotes pour le gène MHIIβ dans 

trois génotypes différents, indiquent qu’à la température élevée de 18 °C par rapport à 6 °C, l’effet 

répressif associé au long minisatellite sur l’activité transcriptionnelle du gène est amplifié (Figure 3.5).  

Plusieurs études on rapporté une modulation par la température de l’expression de gènes impliqués 
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dans l’activité du système immunitaire (Rodriguez et al. 1998; Nath et al. 2006; Kales et al. 2006; 

Raida et Buchmann, 2007), mais aucune ne s’est intéressée au mécanisme moléculaire qui pouvait en 

être responsable.  Un microsatellite codant identifié dans le gène PER aurait un rôle à jouer dans la 

régulation du rythme circadien face aux fluctuations de température chez la drosophile (Sawyer et al. 

1997).  Ce microsatellite serait impliqué au niveau structurel dans le maintien d’une conformation 

optimale de la protéine en fonction des conditions environnementales (Peixoto et al. 1998).  Pour les 

minisatellites situés dans la région régulatrice des gènes INS et CSTB, deux études ont proposé 

l’adoption de structures non-B de l’ADN comme mécanisme permettant d’affecter l’activité 

transcriptionnelle (Catasti et al. 1996; Saha et Usdin 2001).  L’effet supplémentaire qui est observé à 

haute température pour les allèles qui possèdent un long minisatellite pourrait constituer un moyen 

additionnel permettant de réguler finement leur niveau d’expression en réponse aux conditions 

environnementales.  Ceci serait reflété par une plus grande énergie thermodynamique à haute 

température pour favoriser l’adoption d’une structure secondaire de l’ADN comme mécanisme 

fonctionnel. 

 

4.2.2.2. Modulation de l’expression de certains gènes du système immunitaire par la température 

 Lors de l’évaluation des gènes de référence potentiels pour l’expérience de PCR quantitatif en 

temps réel, celui de la β2m s’est étonnamment classé comme le plus variable.  L’examen des résultats 

obtenus pour ce gène a révélé que le CT moyen à 18 °C était de 18,18 ± 0,44 et de 16,89 ± 0.40 à 6 ºC, 

ce qui représente une augmentation significative (t-test: p < 0.001, n=6) par un facteur 2,78 de 

l’expression à 6 °C une fois les donnés corrigées par rapport au gène de référence EFIAB (voir Annexe 

7.1).  Ce résultat concorde avec les études réalisées chez le saumon atlantique et la truite arc-en-ciel qui 

ne montrent pas de diminution du transcrit de la β2m après 10 jours à 2 °C (Kales et al. 2006), 

contrairement à la réduction de l’expression rapportée à 6 °C chez la carpe (Rodrigues et al. 1998).  La 

raison pour laquelle Kales et collaborateurs (2006) n’ont pas détecté de variation significative du 
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niveau d’expression du gène de la β2m à basse température pourrait être la faible sensibilité de la 

technique utilisée ou les différentes températures auxquelles les poissons ont été exposés.  Les résultats 

conflictuels rapportés au sujet des niveaux d’expression des gènes MHIIβ et β2m en fonction de la 

température illustrent le besoin d’approfondir l’étude de l’expression des gènes impliqués dans l’action 

du système immunitaire aux températures extrêmes retrouvées dans les habitats, en prenant également 

soin d’inclure des conditions intermédiaires.  

 Quels seraient les avantages pour le poisson d’avoir un niveau d’expression du MHIIβ réduit à 

haute température sachant qu’une maladie humaine, le syndrome des lymphocytes dénudés (Bare 

lymphocytes syndrome, BLS), est caractérisée par une absence des molécules du CMH de classe II à la 

surface cellulaire et l’incapacité de monter une réponse immunitaire lymphocytes T-dépendent (Reith 

and Mach 2001)?  En réduisant le niveau d’expression du gène MHIIβ à haute température (et 

possiblement d’autres gènes d’intérêt immunologique), l’avantage pourrait être une diminution du coût 

en énergie nécessaire pour monter une réponse immunitaire efficace.  Cette hypothèse est basée sur le 

fait que la température s’avère être un facteur important pour gouverner la vitesse des processus 

cellulaires, que ce soit le métabolisme et/ou les activités fonctionnelles.  Comme mentionné 

précédemment, des études ont démontré que quelques gènes MH ont un niveau d’expression dépendant 

de la température (Rodrigues et al. 1998; Kales et al. 2006; Nath et al. 2006; Raida et Buchmann 

2007).  Il a été suggéré que la fluidité des membranes pourrait être impliquée dans l’activation des 

lymphocytes T en fonction de la température (Vallejo et al. 1992).  Une plus faible expression du gène 

MHIIβ pourrait être compensée par une activité ou efficacité supérieure des molécules à la membrane 

pour l’activation des lymphocytes T CD4+ à haute température.    

 Un autre avantage au niveau de l’économie d’énergie implique l’ajustement fin par le 

minisatellite du niveau d’expression du gène MHIIβ.  La proximité physique du minisatellite retrouvé 

dans le second intron du gène et de la séquence codante pour le domaine β1 (exon 2) responsable de la 

présentation antigénique suggère une coévolution des deux séquences.  Il est connu que des allèles 
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spécifiques du gène MHIIβ sont associés à une résistance accrue aux infections (Langefors et al. 2001; 

Lohm et al. 2002; Grimholt et al. 2003; Kjøglum et al. 2006; 2008; de Eyto et al. 2007; Croisetière et 

al. 2008).  Une sélection est envisageable entre deux allèles qui possèdent une séquence codante 

identique et qui ne diffèrent que par la longueur du minisatellite.  La base de cette sélection pourrait 

reposer sur un niveau d’expression optimal pour l’allèle, qui implique un certain coût en énergie, en 

fonction de son efficacité à présenter les antigènes et à induire une réponse immunitaire appropriée.  

Dans cette optique, il serait intéressant de développer différents poissons ou organismes transgéniques 

avec une même séquence codante pour la molécule du CMH de classe II, mais ne différant que par la 

taille du minisatellite, et de les tester ensuite dans une expérience d’infection afin d’évaluer la 

contribution du niveau d’expression du gène à la résistance ou susceptibilité face aux pathogènes.        

 

4.2.3. Analyse du motif du minisatellite et mécanisme fonctionnel 

Deux mécanismes par lesquels les minisatellites peuvent affecter l’activité transcriptionnelle 

d’un gène ont jusqu’à maintenant été documentés.  Un premier implique la présence de sites de liaison 

pour des facteurs de transcription à l’intérieur du motif, alors que l’autre implique la formation d’une 

structure secondaire de l’ADN de type non-B qui perturbe les activités métaboliques (Kennedy et al. 

1995; Catasti et al. 1996; Saha et Usdin 2001; Klenova et al. 2004).  La séquence consensus du motif 

qui forme le minisatellite que nous avons identifié est : ACATTACAGTATGACT-

AGTCAGCTATGTAGTG (Figures 3.1, 3.2).  Dans un premier temps nous avons tenté, mais sans 

succès, d’identifier sur le minisatellite des sites de liaison connus pour différentes protéines en utilisant 

le logiciel de reconnaissance de motifs consensus Cluster-Buster (Frith et al, 2003).  Ensuite nous nous 

sommes intéressés à la possibilité qu’aurait le minisatellite d’adopter une structure secondaire de 

l’ADN.  Les séquences d’ADN répétées en tandem retrouvées dans une orientation directe peuvent 

adopter une structure glissantes/épingle à cheveux (Bacolla et Wells 2004).  De plus, celles répétées 

dans une orientation inversée ou qui contiennent un centre de symétrie dans le motif peuvent générer 
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une structure cruciforme.  La Figure 4.1 illustre une structure secondaire de type épingle à cheveux 

proposée à partir de la séquence de trois motifs d’ADN simple-brin.  L’appariement des nucléotides est 

élevé et implique 26 des 32 nucléotides du motif formant cette structure.  De plus, on y retrouve un 

centre de symétrie qui permettrait possiblement la formation d’une structure à partir d’un seul motif 

(Figure 4.1, 2e motif en rouge).  Cette structure est hypothétique mais illustre tout de même les 

caractéristiques particulières et intéressantes de la séquence du motif en vue d’investiguer plus à fond 

l’hypothèse de la formation d’une structure secondaire de l’ADN comme mécanisme fonctionnel du 

minisatellite pour réguler l’activité transcriptionnelle du gène MHIIβ.            

 

4.2.4. Implications fonctionnelles de la variation de l’expression du MHIIβ 

 Le polymorphisme au niveau de la séquence codante des molécules présentatrices d’antigènes 

peut influencer le ciblage et la signalisation intracellulaire ainsi que la liaison du peptide antigénique.  

Il a été démontré chez l’humain et la souris que le polymorphisme observé dans le promoteur et la 

région régulatrice des gènes du CMH de classe II, pour différents isotypes ou allèles, est responsable 

de la variation du niveau d’expression du gène (Beaty et al. 1999).  De plus, les différences alléliques 

observées au niveau de l’ARNm se traduisent par une variation de la densité des molécules à la surface 

en fonction du type cellulaire.   

 Parmi les 4 sous-types fonctionnels de lymphocytes T CD4+ identifiés jusqu’à maintenant, les 

Th1 et Th2 se distinguent au niveau de la sécrétion des cytokines et de leur implication dans la réponse 

immunitaire face aux pathogènes intracellulaires ou aux parasites extracellulaires, respectivement (Zhu 

et Paul 2008).  L’amplitude et le caractère de la réponse immunitaire initiale assurée par les 

lymphocytes T CD4+ sont directement influencés par l’abondance et la nature du peptide présenté par 

les molécules du CMH de classe II.  Les cellules présentatrices d’antigènes (APC) exposées à une forte 

concentration d’antigènes ou présentant un puissant antigène tendent à favoriser l’activation du sous-  
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Figure 4.1. Structure secondaire hypothétique pour le minisatellite de type I.  La structure 

secondaire de type épingle à cheveux est illustrée à partir de la séquence de trois motifs de type I 

d’ADN simple-brin.  L’appariement implique 26 des 32 nucléotides du motif et le second motif (rouge) 

montre l’adoption d’une structure intra-motif.  Le centre de symétrie est indiqué par la ligne pointillée.   
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type Th1 (Valitutti et al. 1996; Crowe et al. 1998).  L’INF-� produit par ces lymphocytes T CD4+ Th1 

est un activateur important de l’activité microbicide des macrophages (Suzuki et al. 1988).   

Des évidences suggèrent que la densité des molécules du CMH de classe II à la surface 

cellulaire influence l’activité des lymphocytes CD4+ de la même manière que la concentration ou la 

nature des antigènes.  Il a été observé que des macrophages traités à l’IL-10 ont une capacité réduite à 

présenter des antigènes, qui résulte d’une baisse de l’expression des molécules du CMH de classe II.  

Ceci se traduit par une réponse proliférative plus faible des lymphocytes T CD4+ Th1 et Th2 en 

réponse à la présentation d’un antigène par des macrophages exposés à différentes doses (de Waal 

Malefyt et al. 1991).  Des souris transgéniques exprimant un niveau plus faible de la molécule du CMH 

de classe II dans les lymphocytes B et les cellules dendritiques ont été utilisées pour étudier l’influence 

de la densité de la molécule à la surface sur la différentiation des lymphocytes T CD4+ (DiMolfetto et 

al. 1998).  Alors que l’activation et l’expansion des lymphocytes T étaient normales chez ces souris, la 

réponse immunitaire était dominée par la sécrétion de INF-γ associé au sous-type Th1 et une 

diminution du niveau d’IL-4 qui est associé au sous-type Th2.  Une autre étude faite avec des souris 

transgéniques montre que celles qui expriment un niveau plus faible de la molécule du CMH de classe 

II permettent la sélection des lymphocytes T CD4+ dans le thymus, alors que ces derniers sont éliminés 

dans les souris qui ont un niveau plus élevé, démontrant également l’implication du niveau 

d’expression de la molécule du CMH de classe II sur la formation du répertoire de lymphocytes T 

(Fukui et al. 1997). 

Un plus faible niveau d’expression du gène MHIIβ identifié pour les allèles portant un long 

minisatellite chez l’omble de fontaine pourrait possiblement avoir des implications sur l’orientation de 

la réponse immunitaire vers les lymphocytes T du sous-type Th1 et sur la formation du répertoire.  Le 

système immunitaire des poissons téléostéens n’a cependant pas été étudié avec autant de profondeur 

que ceux de la souris et de l’homme, plus particulièrement à savoir si le développement des 

lymphocytes T en sous-type Th1 et Th2 est également retrouvé.  Néanmoins, puisque jusqu’à 
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maintenant les études comparatives de ces espèces n’ont pas permis de détecter de différences 

majeures entre les systèmes immunitaires, une telle spécialisation des lymphocytes T lors de leur 

développement est envisageable chez les poissons téléostéens, et constitue certainement une avenue 

intéressante de recherche.  Il est intéressant de constater qu’un des pathogènes importants des 

salmonidés (Aeromonas salmonicida) est capable de survivre et de se répliquer à l’intérieur des 

macrophages chez l’omble de fontaine (Daly et al. 1996; Garduño et al. 2000).  La variation de taille 

du minisatellite présent dans le second intron du gène pourrait constituer un mécanisme moléculaire 

permettant aux poissons d’adapter le niveau d’expression de la molécule MHIIβ dans un 

environnement riche en pathogènes intracellulaires.  Il faudrait cependant confirmer dans une future 

étude que la variation de l’expression de l’ARNm se traduit également au niveau de la densité de la 

molécule à la surface cellulaire.  

 

4.3 Le gène MHIIβ et la résistance ou susceptibilité à une infection 

Des associations entre différents allèles des gènes du CMH de classe I et de classe II et 

plusieurs maladies ont été trouvées dans une variété d’espèces (Paterson et al. 1998; Kaufman 2000; 

Shiina et al. 2009).  Les salmonidés n’expriment qu’un seul gène MHIIβ (Glamann 1995; Langefors et 

al. 2000) et les loci de classe IIα et de classe IIβ sont génétiquement liés chez le saumon atlantique 

(Stet et al. 2002).  Ce modèle animal a été utilisé dans plusieurs études d’association pour identifier des 

allèles de résistance ou de susceptibilité face à différents pathogènes (Langefors et al. 2001; Grimholt 

et al. 2003; Dionne et al. 2009).  Suite aux travaux de Perry et collaborateurs (2004) qui établissaient 

une base génétique héritable pour la résistance de l’omble de fontaine à la furonculose, nous avons 

entrepris l’étude présentée au Chapitre 2 dont le second objectif était de documenter pour la première 

fois les performances de survie conférées par des allèles ou génotypes spécifiques, suite à l’exposition 

d’un poisson autre que le saumon atlantique au pathogène Aeromonas salmonicida.  Les résultats 

obtenus sont discutés dans cette section. 
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4.3.1. Performances de survie associées aux allèles et aux génotypes 

 Des quatre allèles présents dans les poissons testés lors de l’expérience d’infection avec le 

pathogène Aeromonas salmonicida, l’allèle Safo-DAB*0101 a été significativement associé à une 

résistance à la furonculose dans l’analyse allélique (analyse simple) (Tableau 2.2).  Ce résultat est 

appuyé par l’analyse génotypique (analyse combinée) (Tableau 2.3) dans laquelle les poissons 

homozygotes pour cet allèle, DAB*0101/*0101, ont montré une tendance à être résistant à la 

furonculose, et aussi par les résultats de mortalité qui indiquent généralement une plus faible mortalité 

pour les poissons qui possèdent au moins une copie de l’allèle DAB*0101, particulièrement les 

homozygotes.  À l’opposé, les résultats de l’analyse simple pour l’allèle DAB*0201 et de l’analyse 

combinée pour le génotype DAB*0201/*0201 suggèrent tous deux une susceptibilité à la maladie.  De 

plus, il est intéressant de constater que la résistance relativement élevée observée pour le génotype 

DAB*0101/*0201 suggère que l’effet dominant associé à la résistance pour l’allèle DAB*0101 est plus 

fort que l’effet dominant de susceptibilité conféré par l’allèle DAB*0201.  Un tel effet a auparavant été 

démontré chez le saumon atlantique (Lohm et al. 2002),  où un patron de codominance pour la 

résistance ou la susceptibilité a été trouvé, reflétant des différences qualitatives de la réponse 

immunitaire entre des individus possédant des allèles de faible ou de forte résistance.  Somme toute, les 

résultats d’analyse indiquent que la résistance ou la susceptibilité à la furonculose semblent être 

associées à des allèles MHIIβ spécifiques plutôt qu’à l’hétérozygotie des génotypes.  Il faut cependant 

prendre en considération le fait que trop peu d’individus de génotype DAB*0101/*0401 étaient 

disponibles pour évaluer la dominance de DAB*0101 par rapport à DAB*0401.          

  Les résultats obtenus pour les poissons de génotype DAB*0301/*0301, même s’ils ne sont pas 

significatifs, suggèrent une résistance accrue, alors que les facteurs de risque élevés pour les génotypes 

DAB*0201/*0301 et DAB*0301/*0401 suggèrent plutôt une association à la susceptibilité.  D’un autre 

côté, lorsqu’on regarde les résultats de l’analyse simple pour l’allèle DAB*0301, une valeur 

intermédiaire du facteur de risque indique un effet nul ou confondu. Il est donc possible que 
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l’augmentation de la susceptibilité apparente des individus hétérozygotes possédant cet allèle ait été 

causée par le second allèle formant le génotype, nommément les allèles DAB*0201 et DAB*0401 qui 

sont associés à un facteur de risque élevé (non significatif) dans l’analyse simple.  Ainsi, ces résultats 

suggèrent un effet dominant des allèles DAB*0201 et DAB*0401 associés à la susceptibilité par rapport 

à l’allèle DAB*0301.       

  

4.3.2. Conditions expérimentales de l’infection avec Aeromonas salmonicida 

Dans le but de caractériser les performances de survie des allèles et des génotypes face à 

Aeromonas salmonicida, l’expérience d’infection a été réalisée avec un nombre équivalent de poissons 

provenant de 23 familles d’omble de fontaine distinctes (Perry et al. 2004).  L’association qui a été 

faite entre l’allèle DAB*0101 et la résistance à la furonculose provient de l’analyse des performances 

de survie d’individus provenant de sept familles qui ont été conçues à partir de 3 femelles et/ou 2 mâles 

différents possédant au moins une copie de l’allèle.  Des précautions doivent ainsi être prises pour 

contrôler le bruit de fond ou l’effet de famille afin d’éviter une association qui serait plutôt causée par 

la coségrégation d’un locus avec celui du gène MHIIβ, en permettant tout de même la variation aux 

autres loci.  

Le mode d’infection par immersion qui a été choisi (Lutwyche et al. 1995) représente une 

technique rapide et standardisée où tous les poissons utilisés dans l’expérience sont exposés à environ 

la même charge bactérienne simultanément.  Elle permet également le développement des symptômes 

caractéristiques de la furonculose tels que le noircissement des poissons, la léthargie et l’apparition 

d’hémorragies (Bernoth et al. 1997).  Le synchronisme de l’infection pourrait expliquer le taux de 

mortalité élevé qui est rapidement observé vers la 40e heure en comparaison avec les résultats publiés 

montrant un tel taux vers le 6e, 10e ou 12e jour lorsque la méthode d’infection par cohabitation est 

utilisée (Lohm et al. 2002; Grimholt et al. 2003; Kjoglum et al. 2006).  Des questions ont également été 

soulevées en regard de la mortalité rapide qui survient dans ces types d’infections “artificielles”, plus 
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spécifiquement au sujet de la contribution unique du système immunitaire adaptatif (Grimholt et al. 

2003).  Puisque nous avons observé une association entre des génotypes et des performances de survie 

dans ce modèle d’infection produisant rapidement une mortalité élevée, une autre avenue de recherche 

pourrait être l’effet qu’ont des allèles du MHIIβ sur l’initiation de la réponse immunitaire.  Ces études 

pourraient s’intéresser à l’évaluation des fonctions immunitaires primaires suite à l’infection 

d’individus de différents génotypes.  Elles pourraient inclure par exemple des essais d’activation et de 

prolifération de lymphocytes, et d’autres pour caractériser l’activité phagocytaire, la présentation 

antigénique et la quantification des cytokines sécrétées (Kollner et al. 2002).   

 

4.3.3. Analyse des positions polymorphiques de l’allèle Safo-DAB*0101 

La variabilité de certains acides aminés de la région de liaison au peptide des molécules du 

CMHII influence directement les propriétés de liaison du peptide antigénique ainsi que la susceptibilité 

aux maladies (Jones et al. 2006).  Il a été rapporté que la mutation d’un seul acide aminé dans la région 

N-terminale du domaine β1d’un allèle est suffisante pour lui permettre de conférer une résistance 

accrue (Langefors et al. 2001).  Nous avons comparé les séquences des domaines β1 entre l’allèle Safo-

DAB*0101 et les trois autres allèles à l’étude dans l’expérience d’infection pour identifier les positions 

où l’identité de l’acide aminé lui était exclusive, et possiblement responsable d’un effet fonctionnel.   

Sur la base de la numérotation de l’allèle HLA-DRB*0101, nous avons identifié 6 acides 

aminés exclusifs à l’allèle DAB*0101 dans le domaine β1: β9Y, β12L, β13A, β53Y, β69G et β70P, 

trois d’entre eux étant concentrés entre les positions 9 et 13 (Figure 2.2).  La position β9 est 

particulièrement intéressante pour deux raisons.  Premièrement, la substitution observée modifie la 

polarité de l’acide aminé à cette position, changeant une chaîne latérale chargée positivement (β9H) ou 

négativement (β9E) pour une autre non-chargée, polaire et aromatique (β9Y).  Deuxièmement, cette 

position est située juste à côté de l’histidine (β10H) qui a été identifiée comme responsable de 

l’émergence d’un allèle associé à la résistance contre la furonculose chez le saumon atlantique 
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(Langefors et al. 2001).  Il est intéressant de constater qu’une histidine est également présente à la 

position β10 dans l’allèle Safo-DAB*0101.  Sur la base de la structure tridimensionnelle de la molécule 

du CMHII (Brown et al. 1993), cet acide aminé chargé identifié par Langefors et collaborateurs (2001) 

correspond à β10Q, une position sur l’allèle HLA-DRB*0101 qui est située au fond de la poche P6 de 

la molécule (Jones et al. 2006).  Chez les salmonidés, la présence d’acides aminés chargés est 

fréquemment observée entre les positions β9 et β13 qui sont d’ailleurs fortement 

polymorphiques (Figure 2.2).  Cette séquence d’acides aminés est située au fond de la niche 

peptidique entre les poches P4 et P6, et la présence d’acides aminés particuliers pourrait être 

critique pour une présentation efficace des antigènes. De ces études, il apparaît que les 

positions polymorphiques impliquées dans la formation des poches P4 et P6 du domaine β1 

pourraient être importantes pour la liaison de peptides antigéniques dérivés d’Aeromonas 

salmonicida.  La tyrosine située à la position β53 (β53Y) est un autre acide aminé exclusivement 

retrouvé dans l’allèle DAB*0101.  Elle est située au milieu de l’interface de dimérisation entre deux 

molécules du CMHII et pourrait possiblement affecter la stabilité ou la structure du dimère (Brown et 

al. 1993).  Les acides aminés β69G and β70P sont tous deux localisés à des positions qui ont été 

impliquées dans l’interaction entre les molécules HLA-DR1 ou I-Ak avec le TCR des lymphocytes T 

CD4+ (Hennecke et al. 2000).  La présence d’une proline à la place d’une glutamine habituellement 

conservée à la position β70 pourrait avoir un impact important sur la stimulation de la réponse 

immunitaire puisque l’acide aminé à cette position possède le plus grand nombre moyen de contacts 

avec le TCR (Rudolph et al. 2006).  Considérant la localisation des six acides aminés exclusifs 

identifiés pour l’allèle Safo-DAB*0101 dans une des trois régions fonctionnelles identifiées, un ou 

plusieurs pourrait (ent) être responsable (s) de la résistance accrue associée aux poissons possédant cet 

allèle.  Il faut noter que la résistance ou la susceptibilité peuvent également être imputables à des acides 

aminés retrouvés sur la chaîne α de la molécule MHII.  Sachant que les gènes qui codent pour les deux 

chaînes formant la molécule sont coségrégués (Stet et al. 2002), il serait intéressant de séquencer les 



 229 
 

 

deux composantes et éventuellement de modéliser les différentes molécules.  En combinaison, 

l’identification des peptides antigéniques majeurs dérivés d’Aeromonas salmonicida pourrait 

également s’avérer importante pour notre compréhension de la virulence de ce pathogène, en plus de 

raffiner une éventuelle structure de la présentation antigénique par le complexe.  

 

4.4 Pressions évolutives sur les gènes du CMH 

 L’évolution et la maintenance du polymorphisme des gènes du CMH peuvent être attribuables 

à deux types de mécanismes : la sélection par les pathogènes et les mécanismes reproductifs (Aguilar et 

Garza 2007; Bernatchez et Landry 2003).  Les trois modèles proposés pour expliquer la sélection par 

les pathogènes incluent : l’avantage hétérozygote (overdominant selection), la sélection dépendante de 

la fréquence (negative frequence dependent selection) et la sélection fluctuante dans l’espace et le 

temps (fluctuating selection) (Hughes et Nei 1988; 1989; Takahata et Nei 1990; Slade et McCallum 

1992; Hedrick 2002).  La variation de la taille des introns est également soumise à des pressions 

évolutives selon la fonction du gène : le modèle de la sélection pour l’économie (selection for 

economy) pour les gènes fortement exprimés et celui du motif génomique (genomic design) pour les 

gènes ayant une régulation et une fonction complexe (Castillo-Davis et al. 2002; Eisenberg et Levanon 

2003; Vinogradov 2004; 2006; Pozzoli et al. 2007).  Dans ce second modèle sur l’évolution des 

introns, différents éléments non-codants peuvent être retrouvés et affecter la régulation de l’expression 

du gène (Ugarkovic 2005; Feschotte 2008; Tomilin 2008).  Cette section discutera des résultats en 

regard de ces différents modèles évolutifs.  

 

4.4.1. Modèles de sélection par les pathogènes 

 Nous avons trouvé une association significative entre la présence de l’allèle Safo-DAB*0101 

dans un poisson et une résistance accrue à la furonculose (Tableaux 2.2, 2.3).  Le modèle de la 

sélection dépendante de la fréquence peut potentiellement expliquer l’avantage de cet allèle par rapport 
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aux autres qui sont retrouvés à une plus grande fréquence dans la population.  Ainsi, l’allèle DAB*0101 

a été retrouvé dans seulement 10 des 63 poissons (16 %) utilisés pour la création des familles, alors que 

l’allèle DAB*0201 était largement distribué dans cette population (76 %) et a montré une tendance vers 

l’association à la susceptibilité pour la furonculose.  Ceci souligne l’importance de ce mécanisme pour 

maintenir la variation des gènes MH chez l’omble de fontaine.  Nous n’avons pas trouvé d’étude 

identifiant Aeromonas salmonicida comme un pathogène important retrouvé dans la rivière Rupert, ce 

qui aurait pu mener à une présélection pour des allèles MHII plus performants lors d’une infection.  Il 

est ainsi raisonnable de supposer que la distribution des allèles retrouvés dans cette population d’omble 

de fontaine reflète l’adaptation de ces poissons aux pathogènes dominants qui sont présents dans cette 

rivière (Hedrick 2002).  En effet, puisqu’il est connu que la diversité bactérienne représente un facteur 

important pour expliquer la variabilité au niveau des gènes MH dans les populations sauvages de 

salmonidés, les études à venir devraient combiner l’analyse de la communauté bactérienne présente 

dans l’environnement à l’échantillonnage des poissons, comme certains l’ont déjà fait (Dionne et al. 

2007; Dionne et al. 2009).   

 Dans ce genre d’études sur une population, le type d’infection utilisée est un facteur important 

qui influence lequel des mécanismes de sélection sera observé.  Des études utilisant un seul pathogène 

n’ont pu démontrer l’avantage hétérozygote, alors que d’autres appuient la sélection dépendante de la 

fréquence en rapportant un avantage pour les individus possédant un allèle rare (Langefors et al. 2001; 

Lohm et al. 2002; Trachtenberg et al. 2003; Ilmonen et al. 2007).  Au sujet de l’avantage hétérozygote, 

une étude a examiné l’effet d’infections multiples chez la souris et révélé la supériorité des individus 

hétérozygotes par rapport aux homozygotes, en plus d’une réduction de la charge pathogénique 

(McClelland et al. 2003).  Penn et collaborateurs (2002) ont également montré que des souris 

hétérozygotes étaient plus résistantes et plus en forme que les homozygotes lorsqu’elles étaient 

exposées à plusieurs souches pathogéniques différentes.   
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En général, les résultats de notre étude ne supportent pas l’avantage hétérozygote suite à 

l’infection avec un seul pathogène.  Par exemple, la majorité des individus hétérozygotes affichent un 

facteur de risque élevé associé à une susceptibilité face à la furonculose, alors que trois des quatre 

génotypes homozygotes présentent un facteur de risque significatif ou montrant une tendance vers une 

résistance (Tableau 2.3).  L’homozygotie des gènes MHII a déjà été suggérée comme un avantage 

contre la furonculose chez le saumon atlantique (Grimholt et al. 2003).  Comme pour l’omble de 

fontaine dans cette étude, les poissons avaient été exposés à un seul pathogène alors qu’une infection 

multiple aurait pu révéler l’avantage hétérozygote, en assumant qu’ils peuvent présenter une plus 

grande variété de peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4+ afin d’initier la réponse immunitaire 

spécifique (Hughes et Nei 1992).  En conséquence, de futures études devraient inclure différents 

pathogènes et/ou souches dans des infections combinées.    

 

4.4.2. Modèle du “genomic design” pour l’évolution du second intron  

 En plus du minisatellite au motif de 32 pb (type I) retrouvé dans le second intron du gène 

MHIIβ chez l’omble de fontaine et le saumon atlantique, des éléments additionnels ont été identifiés 

chez d’autres salmonidés par l’analyse des séquences du gène.  Le premier élément est un second 

minisatellite composé d’un motif de 40 nucléotides (type II) qui est retrouvé exclusivement chez le 

saumon atlantique (Figure 3.1, Tableau 3.2, Figure Supplémentaire S3.2, rectangles gris et blanc).  Ce 

minisatellite suit immédiatement le premier de type I et les 39 nucléotides qui assurent la transition 

entre les deux sont conservés à 90 % (35 des 39 nucléotides) par rapport à la séquence consensus du 

motif de type I.  Ce minisatellite a été identifié chez un seul individu puisque l’autre séquence allélique 

du saumon atlantique est incomplète (Sasa-DAB*0301).  L’accumulation d’éléments génétiques dans 

le second intron du gène MHIIβ des salmonidés, avec son expression qui est restreinte à des tissus ou 

cellules spécialisés (Ting et Trowsdale 2002) supportent l’hypothèse du modèle du “genomic design” 

pour l’évolution de cet intron (Pozzoli et al. 2007). 
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 La séquence identifiée par la Box III dans la Figure Supplémentaire S3.2 est composée de 36 

des 40 nucléotides du motif consensus du minisatellite de type II identifié chez le saumon atlantique.  

Ce minisatellite semble avoir évolué par l’amplification de cette séquence qui est également retrouvée 

chez l’omble de fontaine et les espèces de saumon du Pacifique.  L’analyse des séquences introniques 

indiquerait qu’une séquence particulière présente en une seule copie, et rencontrant probablement des 

critères spécifiques, peut évoluer en un minisatellite dans certaines circonstances.  Ce genre 

d’évènement se serait produit à deux reprises dans le second intron du gène MHIIβ des salmonidés.  La 

première amplification du motif de 32 pb a probablement dû se produire avant la séparation de l’omble 

de fontaine et du saumon atlantique, en opposition aux espèces de saumon du Pacifique où on ne 

retrouve qu’une seule séquence.  D’un autre côté, l’amplification du motif de 40 pb retrouvée 

seulement chez le saumon atlantique semble être apparue à la suite de la séparation du saumon 

atlantique d’un ancêtre commun avec l’omble de fontaine.  L’amplification de ces séquences n’a pas 

été notée chez les espèces de saumon de Pacifique jusqu’à maintenant.     

 L’autre élément identifié dans le second intron du gène MHIIβ chez les salmonidés est un 

élément Hpa I SINE (Short Interspaced Nucleotide Element) (Kido et al. 1991).  Comme décrit par 

Miller et Withler (1996), deux copies (une partielle et une complète) de l’élément sont insérées dans 

une orientation opposée de chaque côté du seul motif de 32 pb (type I) retrouvé chez les espèces de 

saumon du Pacifique.  L’analyse des séquences en nucléotides qui constituent les Box III et Box IV, 

chez les espèces de saumon du Pacifique possédant l’élément Hpa I SINE complet (Onne-Wk136a et 

Onne-An13c; Figure Supplémentaire S3.2), révèle que l’insertion de l’élément a eu lieu dans une 

région où les séquences sont continues chez l’omble de fontaine et le saumon du Pacifique.  Ceci 

indique que cet évènement s’est produit après la séparation des espèces de saumon du Pacifique de 

l’ancêtre commun avec saumon atlantique et l’omble de fontaine. 

 Les éléments SINE contiennent un promoteur interne pour l’ARN polymérase de type III et 

plusieurs sites potentiels pour la liaison de facteurs de transcription (Roy et al. 2000).  Wang et 
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collaborateurs (2004) ont rapporté que l’évènement de rétrotransposition de l’élément SINE ne semble 

pas aléatoire au niveau de son orientation, avec tous les SINE connus à l’intérieur de gènes chez la 

truite arc-en-ciel qui sont retrouvés dans l’orientation opposée à celle de la transcription du gène.  

Comme ils l’ont suggéré, l’insertion dans chacune des orientations peut interférer avec l’expression du 

gène, l’insertion dans la même orientation que celle de la transcription produisant l’effet le plus 

prononcé.  Puisque l’élément Hpa I SINE complet retrouvé dans le second intron du gène MHIIβ de 

l’omble de fontaine est dans la même orientation que celle de la transcription, ceci suggère que cet 

élément pourrait avoir une fonction régulatrice en modulant l’expression du gène au cours de périodes 

de stress ou lors d’infections.  Il est intéressant de noter que l’effet de cet élément serait répressif, tout 

comme celui associé aux longs minisatellites présents chez l’omble de fontaine.  De plus, l’insertion de 

deux Hpa I SINE dans le même gène est inattendu puisque les évènements d’insertion devraient être 

aléatoires (Kido et al. 1995).  Leur identification dans le gène MHIIβ est intrigante et des études sur les 

mécanismes de rétrotransposition et leurs fonctions régulatrices devraient être tenues.       

La présence de plusieurs éléments pour lesquels l’implication dans des évènements de 

recombinaison a été démontrée souligne probablement l’importance de ce type de mécanisme pour 

générer le polymorphisme du gène MHIIβ.  La forte concentration et la variabilité des éléments 

génétiques retrouvés dans cet intron, tout juste en aval de l’exon 2 codant pour le domaine β1 impliqué 

dans la liaison et la présentation des peptides antigéniques, pourraient refléter la pression sélective pour 

assurer le polymorphisme du gène MHIIβ.  La forte incidence de ces éléments dans le second intron du 

gène chez les salmonidés pourrait être la conséquence du fait qu’il s’agit du seul locus MH de classe II 

identifié jusqu’à maintenant (Glamann, 1995, Langefors et al. 2000).  La conversion génique a été 

identifiée comme un mécanisme permettant de générer le polymorphisme des gènes du CMH chez 

plusieurs espèces (Pease et al. 1983; Zangenberg et al. 1995).  Il a également été démontré que le gène 

Eb chez la souris contient un site chaud de recombinaison (hot spot) situé dans le second intron.  De 

plus, il est intéressant de constater qu’un segment de cet intron montre une grande similarité avec les 
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séquences LTR (long terminal repeat) et les gènes ENV et POL des rétrotransposons, suggérant qu’il 

aurait évolué par l’insertion de ce type d’élément (Zimmerer et Passmore 1991). 
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Depuis l’identification du premier gène majeur d’histocompatibilité (MH) chez un poisson 

téléostéen par Hashimoto et collaborateurs en 1990, d’autres ont été identifiés dans une variété 

d’espèces, dont plusieurs salmonidés, où un degré élevé de polymorphisme a été confirmé pour les loci 

de classe I et de classe II (Hordvik et al. 1993; Grimholt et al. 1993; 2000; Glamann, 1995; Miller et 

Withler, 1996; 1997).  La variabilité des gènes du CMHII chez l’humain et la souris n’est pas retrouvée 

qu’au niveau de la séquence codante mais également au promoteur (Guardiola et al. 1996; Cowell et al. 

1998), indiquant que la régulation de l’expression pourrait être aussi un facteur clé de l’adaptation, 

comme suggéré il y a plus de trente ans (King etWilson, 1975).  Plusieurs études ont également associé 

des allèles de gènes MH à la résistance ou la susceptibilité face à différents pathogènes chez le saumon 

atlantique (Langefors et al. 2001; Grimholt et al. 2003; de Eyto et al. 2007).  Les travaux présentés 

dans le cadre de ce projet de recherche avaient pour objectifs de caractériser le polymorphisme du gène 

MHIIβ chez l’omble de fontaine (Salvelinus fontinalis) et de documenter ses effets au niveau de la 

survie conférée par des allèles et/ou génotypes particuliers lors d’une infection, ainsi que sur la 

variation du niveau d’expression du gène dans différentes conditions.     

Dans la première étude, nous avons identifié 6 allèles du gène MHIIβ.  L’analyse des 

séquences du domaine β1 a permis de reconnaître l’effet d’une pression sélective positive pour 

maintenir le polymorphisme dans cette région de la molécule.  Les résultats de l’expérience d’infection 

appuient l’hypothèse voulant que des allèles spécifiques du gène MHIIβ soient associés à la résistance 

ou la susceptibilité aux maladies.  De plus, les résultats laissent entrevoir que ce niveau de résistance 

ou susceptibilité est affecté par des combinaisons particulières d’allèles, ce qui impliquerait également 

différents niveaux de dominance entre eux.  Étant donné la faible fréquence à laquelle l’allèle 

DAB*0101 a été trouvé dans la population, le modèle de la sélection dépendante de la fréquence peut 

potentiellement expliquer l’avantage qu’il procure et souligne l’importance de ce mécanisme pour le 

maintien du polymorphisme du gène MHIIβ chez l’omble de fontaine.  
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Dans la seconde étude, nous avons rapporté la présence d’un minisatellite polymorphique dans 

le second intron du gène MHIIβ.  Nous avons démontré qu’un allèle du gène ayant un long 

minisatellite montre une réduction de l’expression par rapport à l’allèle qui en contient un court, 

suggérant l’implication d’un nouveau mécanisme pour réguler finement l’expression du gène MHIIβ, 

en plus du polymorphisme pouvant être retrouvé au niveau du promoteur.  De plus, cet effet répressif 

associé au long minisatellite est amplifié à la température élevée de 18 °C par rapport à 6 °C, ce qui 

pourrait constituer un moyen supplémentaire permettant de réguler le niveau d’expression en réponse 

aux conditions environnementales.  Ces résultats confirment que les séquences non-codantes 

participent à la régulation de l’activité transcriptionnelle des gènes.  Ils suggèrent également qu’un 

minisatellite sensible aux différences de températures pourrait être soumis aux forces sélectives et jouer 

un rôle au niveau de l’expression de gènes et de l’évolution des organismes poïkilothermes.   
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7.1. Figure supplémentaire 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7.1 Niveaux d’expression de la β2-microglobuline en fonction de la température.  
Quantification des ratios moyens de l’expression de β2m / EF1AB (+/- écart type) dans le pronéphros de 
l’omble de fontaine à 18 °C et 6 °C. La comparaison des distributions par le test-t de Student renvoie 
un résultat significatif p < 0,001, n = 6. 
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