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Etat des connaissances

L’albinisme regroupe un ensemble d’affections héréditaires liées a une
anomalie de biosynthese de la mélanine, pigment élaboré dans des cellules
spécialisées de la peau, des cheveux, de l'iris, de I'épithélium pigmenté de la
rétine et de l'oreille interne, associé & un nombre et une structure normale des
mélanocytes [1].

L’albinisme oculo-cutané [2] comporte une hypopigmentation cutanéo-
phanérienne généralisée et une atteinte ophtalmologique. Les différents types
d’AOC non syndromigue sont de transmission autosomique récessive et
présentent des spécificités cliniques, épidémiologiques et moléculaires [1]. On
en connait quatre types associés a des anomalies géniques spécifiques.
L'albinisme est une affection universelle, la plus fréquente des
hypopigmentations généralisées héréditaires, dont la prévalence générale est
de 1/20000. Cependant elle varie d’'une forme a l'autre et d’'un continent a
l'autre. La forme la plus fréquente a travers le monde est le type 2 [1].

Au cours des albinismes, le cycle de synthése de la mélanine peut étre bloqué
a différents niveaux définissant les différents types de la maladie [3]. Les
mélanines produites sont des polyméres de 2 types, les eumélanines et les
phaeomélanines [4].

La recherche de l'activité tyrosinase du bulbe capillaire [5] permet, selon qu’il
développe ou non une pigmentation, de différencier les formes tyrosinase
positive des formes tyrosinase négative. La biopsie cutanée peut se substituer
a l'analyse du bulbe pilaire pour I'étude fonctionnelle mais est peu utilisée. Les
colorations histologiques standard montrent des mélanocytes normaux. L’étude
en microscopie é€lectronique permet d‘évaluer le degré de maturation des
mélanosomes.

L’analyse moléculaire est essentielle pour établir un diagnostic précis des
différentes formes d’AOC. Quatre genes ont été a ce jour identifiés.

Le géne TYR, impliqué dans la forme la plus sévere d’AOC : le type 1A, mais
aussi dans le type 1B, a été le premier gene d’albinisme humain cloné, dans la
région 11q14.3, par Barton et al. en 1988 [6]. C’est 'hnomologue du gene murin
albino ou c. Il s’étend sur 118 Kb et contient 5 exons ; plus de 50% de la région
codante du géne se trouve dans I'exon 1. Son promoteur, et les régions

régulatrices en 5’ sont bien identifiés [7] et étudiés lors du diagnostic



moléculaire. Il code pour une glycoprotéine membranaire de 529 acides aminés
(aa), comprenant un peptide signal de 18 aa a I'extrémité amino-terminale,
deux sites de liaison au cuivre, une région transmembranaire a lI'extrémité
carboxy-terminale, et un motif EGF (epidermal growth factor)-like. A ce jour,
plus de 150 mutations et délétions ont été décrites dans ce géne ainsi que

quelques polymorphismes (Albinism database http://albinismdb.med.umn.edu/).

Ces variants nucléotidiques se composent de mutations non-sens, faux-sens,
insertions ou délétions de quelques bases entrainant un décalage du cadre de
lecture, mutations d’épissage, et de rares cas de délétions de I'ensemble du
géene [8-11]. lls se répartissent tout au long du géne avec une prédominance
sur la région codant pour le site B de liaison au cuivre. Il existe un pourcentage
non négligeable de patients pour lesquels une seule mutation de TYR a été
identifiée, variant de 17 a 35% selon les publications [12-14]. De ce fait,
certains auteurs ont exploré de maniére plus extensive les régions régulatrices
en 5’ du promoteur (4 Kb) sans pour autant trouver de nouvelle mutation ; en
revanche ils ont étudié I'expression des différents alléles parentaux a partir de
'ARN de lymphocytes et ont trouvé un défaut d’expression de l'allele « non
muté »[15], ce qui pourrait indiquer que la mutation sur cet allele concerne les
régions regulatrices. Certains variants de TYR sont a interpréter de maniéere
délicate dans la mesure ou I'on peut les observer a I'état homozygote chez des
sujets non AOC. C’est le cas par exemple du variant thermosensible R402Q
décrit comme un polymorphisme dans Albinism Database mais dont la
pathogénicité a été démontrée par des études fonctionnelles in vitro [16]. S’agit-
t-il d’'une expressivité variable avec des patients porteurs de signes oculaires et
cutanés a minima, ou le variant n’est-il pathogene qu’associé avec une autre
mutation plus sévere ?

Par ailleurs, du fait du nombre relativement important de patients porteurs d’'une
seule mutation, la recherche d’'une délétion intragénique devient indispensable
pour chacun des genes de I'AOC en association avec la recherche de
mutations.

Des mutations dans le gene OCA2 (anciennement appelé gene P) entrainent
'apparition d'un AOC de type 2, tyrosinase positive avec une légére

pigmentation des cheveux blanc a blond doré ou roux dés la naissance, et une



peau claire. Le type brun plus pigmenté existe chez les noirs Africains et chez
les Afro-Américains [17].

Le gene OCA2 humain a été cloné en 1993 par Rinchik et al. [18] ; il s’étend sur
345 Kb en 15012q13.1 et contient 25 exons dont le premier n'est pas codant.
Son homologue murin est le gene p ou pink-eyed dilution. Chez 'homme, il
existe trois transcrits dont le plus long code pour un polypeptide de 838 aa. La
structure de la protéine P, avec ses 12 domaines transmembranaires, est
semblable a celle des protéines transportant de petites molécules (famille des
transporteurs SLC13A). A ce jour plus de 60 mutations réparties sur 'ensemble
du géne et une cinquantaine de polymorphismes ont été décrits [19]. Il s’agit de
mutations non-sens, faux-sens, insertions ou délétions de quelques bases
entrainant un décalage du cadre de lecture, et de mutations d’épissage. Il
existe une délétion africaine récurrente de 2.7 Kb incluant I'exon 7 d’'OCA2,
dont la prévalence peut atteindre plus de 90% des alleles mutés dans certaines
populations [20]. Certains des variants polymorphiques sont associés a une
prédisposition aux mélanomes malins dans la population générale [21].
L'albinisme oculocutané de type 3 ou albinisme roux mais aussi certaines
formes d’albinisme brun sont liés a des mutations dans le gene TYRP1 [22]. |l
prévaut essentiellement chez les noirs Africains et Afro-Ameéricains et c’est une
forme tyrosinase positive d’albinisme. Le géne TYRP1 a été cloné par Abbott et
al., en 1991 [23]; c’est 'homologue du gene b ou brown chez la souris ; il
s'étend sur 17 Kb en 9p23. Il posséde 8 exons, dont le premier est non codant.
Il code pour la glycoprotéine membranaire la plus abondante du mélanosome,
de 537 aa qui présente une grande homologie de structure avec la protéine
tyrosinase (environ 50% des acides aminés) d’ou son nom : « tyrosinase-
related protein ». Elle possede deux sites de liaison au cuivre, deux domaines
riches en cystéine (comprenant 17 résidus cystéine), un domaine
transmembranaire, une séquence signal amino-terminale, et environ six sites
de glycosylation. On attribue a la protéine TYRP1 diverses fonctions
enzymatiques dont principalement une activité DHI et DHICA oxydase dans la
partie distale du cycle de synthése de I'eumélanine. Ainsi, en cas d’absence ou
de fonctionnement anormal de TYRPL1 il y a blocage de formation d’eumélanine
et seules les phaeomélanines sont synthétisées. Certains auteurs attribuent a

TYRP1 une activité tyrosine hydroxylase en collaboration avec la tyrosinase



[24]. Elle aurait également un réle de stabilisation de la tyrosinase et de
modulation de son activité catalytique [25, 26]. Enfin elle préviendrait la mort
prématurée des meélanocytes due a la cytotoxicité médiée par la tyrosinase [27].
Longtemps considéré comme limité aux populations noires d’origine africaine
ou afro-américaine, avec deux mutations récurrentes identifiées [22, 28],
'OCA3 a été récemment diagnostiqgué, notamment par notre équipe, dans deux
familles caucasiennes, avec la mise en évidence de trois nouvelles mutations
[29, 30]. Il est considéré comme la forme la plus rare d’AOC. Cependant, sa
fréquence est peut-étre sous estimée du fait de I'absence d’étude systématique
de ce géne chez des patients AOC caucasiens.

L’albinisme oculocutané de type 4 est lié a des mutations dans le géne AIM-1
(antigen in melanoma-1) ou MATP (membrane associated transporter protein)
ou SCL45A2 [31]. Le phénotype est variable allant d’'une hypopigmentation
séveére sans amélioration a 'dge adulte, a une atteinte plus modérée avec
repigmentation possible au cours du temps. Le géene MATP a été cloné par
Newton et al., en 2001 [31]. Il s’étend sur 40 Kb dans la région 5p13.3 et est
constitué de 7 exons. Il code pour un polypeptide de 530 aa contenant 12
domaines transmembranaires putatifs, uniqguement exprimé dans les
mélanocytes (antigene de différenciation du mélanocyte). L’homologue b du
géne MATP chez le poisson medaka code pour une protéine formée de douze
domaines transmembranaires ayant un role de transporteur dans le cycle de
synthese de la mélanine [32]. Dans les mélanocytes de souris mutantes
underwhite (homologue murin de MATP), I'activité de la tyrosinase est diminuée
a 20% de son activité normale, et les mélanosomes sécrétés sont immatures.
La protéine MATP semble avoir un réle de transport de tyrosinase et de TYRP1
vers les mélanosomes de type Il, et dans le processus de maturation des
mélanosomes [33]. A ce jour, 24 mutations ont été identifiées dans certaines
populations : un patient turc [34], 5 patients allemands [35], un patient coréen
[36] et 26 patients japonais [37, 38]. MATP est le gene le plus fréquemment
impliqué dans les AOC tyrosinase positifs au Japon [37]. On rapporte 8
polymorphismes (Albinism Database), dont certains -c.814G>A (p.Glu272Lys)
et ¢.1122C>G (p.Phe374Leu)- sont associés avec des variations de

pigmentation chez des individus normaux [39].



Travaux effectués au laboratoire

Nous réalisons le diagnostic moléculaire de I'albinisme oculo-cutané depuis une
dizaine d’années au sein du CHU de Bordeaux. A ce jour, nous sommes les
seuls en France et en Europe a étudier les quatre génes de I'AOC. Les
demandes sont de plus en plus nombreuses du fait notamment de notre
participation au réseau national de génétigue moléculaire des maladies
neurosensorielles et de notre collaboration avec le Centre de Référence des
maladies rares de la peau (Pr TAIEB, Bordeaux) mis en place en 2006 dans le
cadre du Plan Maladies Rares. Au niveau international, nous recevons des
demandes de divers pays: Espagne, Royaume-Uni, Pays-bas, Allemagne,
Belgique, Italie, Turquie.

Nous effectuons d'une part des analyses de liaison génétique lorsque les
familles sont informatives, c'est-a-dire avec plusieurs cas atteints et/ou une
consanguinité parentale, a I'aide d’un panel de marqueurs microsatellites, afin
d’éliminer un locus sans étudier le géne de maniére exhaustive.

D’autre part I'étude moléculaire des quatre génes est réalisée suivant une
stratégie d'analyse influencée par l'origine ethnique, I'examen clinique et le test
fonctionnel de la tyrosinase sur bulbe de cheveu.

A I'heure actuelle, nous réalisons l'analyse moléculaire selon différentes
techniques :

> TYR en QMF-PCR (Quantitative Multiplex Fluorescent PCR) [40] a la
recherche de délétion puis en séquencage direct a la recherche de mutations
(région proximale du promoteur —0.5 Kb, 5 exons).

Il existe un pseudogene situé en 11p11.2, constitué des exons 4 et 5 de TYR et
de régions adjacentes non codantes. Les séquences communes au gene TYR
et au pseudogene TYRL different pour 2.6% des bases seulement, ceci situant
la duplication du premier gene il y a environ 24 millions d’années [41]. Nous
réalisons donc I'amplification spécifique de TYR en utilisant des amorces dont

les bases en 3’ sont complémentaires de TYR et non de TYRL.

> OCA2 (24 exons codants), TYRP1 (promoteur, 8 exons) en QMF-PCR a
la recherche d’'une délétion hétérozygote, puis en DHPLC (Denaturing High
Pressure Liquid Chromatography) suivie du séquencage des variants, a la

recherche de mutations ponctuelles.



La technique de DHPLC est peu rentable pour certains exons du gene OCA2
du fait du nombre important de polymorphismes connus. Le séquencage direct
est donc réalisé pour plusieurs exons de ce géene.

La technique de recherche de délétion par PCR semi-quantitative est réalisée

en testant 5 a 8 points par gene selon les cas.

> MATP en DHPLC suivie du séquencage des variants a la recherche de

mutations ponctuelles.

Notons que lidentification de deux mutations dans le géne TYRP1 chez un
patient allemand a mené a une publication décrivant le deuxieme cas caucasien
porteur d’un AOC de type 3, avec un phénotype cutanéo-phanérien particulier
[29].

Objectifs

Nous avons la volonté de réaliser un diagnostic moléculaire plus exhaustif de
'AOC. Pour cela, nous voulons développer de nouveaux outils moléculaires
permettant I'analyse de liaison au locus de MATP, et la recherche de délétion
dans les génes TYRP1 et MATP. En effet, la recherche de délétion intragénique
est un outil devenu indispensable pour chacun des genes, en complément de la
recherche de mutations ponctuelles.

De plus, I'étude extensive des régions régulatrices proximales et distales de
TYR et des autres genes serait débutée. Comme nous I'avons vu, la recherche
de mutations dans les régions régulatrices du gene TYR semble
particulierement pertinente pour deux raisons. D’'une part il existe, dans notre
série de patients, mais aussi dans les séries rapportées dans la littérature, une
proportion assez importante (5/21 dans notre série) de patients chez lesquels
une seule mutation (hétérozygote) de TYR a été mise en évidence : dans le
cadre d’'une maladie récessive, il est probable que la seconde mutation réside
dans les régions inexplorées du géne, telle que les éléments régulateurs. Par
ailleurs il a été montré [15] chez des patients possédant une seule mutation a
I'état hétérozygote que seul TARNmM porteur de cette mutation était trouvé dans

les lymphocytes. Ceci indique I'existence soit d’'une mutation altérant la stabilité



de I'ARNm, soit d'une mutation dans les régions régulatrices, abolissant
I'expression.

De plus, devant le nombre important de nouvelles mutations identifiées dans les
différents genes, il devient nécessaire de faire la preuve de leur pathogénicité.
Ainsi nous rechercherons la présence de ces mutations sur un pool de 200
témoins, afin d’éliminer les éventuels polymorphismes, c’est-a-dire les variants
qui seraient présents a I'état homozygote chez des personnes indemnes
d’AOC. Puis dans l'optigue de vérifier 'impact des variants ou mutations
identifiés sur le développement de la maladie, l'effet des mutations sur
I'expression du géne ou la fonction de la protéine concernée sera analysé par
différentes approches fonctionnelles.

Chez les patients sans aucune mutation identifiee a ce jour, nous allons étudier
un nouveau gene : le gene TYRP2. En effet ce gene peu exploré a ce jour (pas
de données publiées sur des cohortes de patients AOC) semble étre un bon
gene candidat dans I’AOC du fait du réle de I'enzyme TYRP2 ou dopachrome
tautomérase dans le cycle de synthése de la mélanine (voie de synthése des

eumélanines).

Méthodologie

Analyse du gene MATP.

Pour compléter I'étude du gene MATP, nous allons rechercher, par des outils
bioinformatiques, des marqueurs microsatellites a proximité ou a l'intérieur du
géne MATP pour l'analyse de liaison au locus AOC4 dans les familles
informatives, et dériver des fragments autour des exons de MATP pour mettre
au point une PCR semi-quantitative (QMF-PCR ou MPLC), a la recherche de

délétions intragéniques.

Analyse des régions régulatrices des  TYR et OCA2.

L'étude des régions régulatrices des différents génes passera également par
une étape d'analyse bioinformatique de ces régions avec choix pertinent
d’amorces pour amplifier et séquencer les régions d’intérét a la recherche de
nouvelles mutations. La région régulatrice proximale de TYR s’étend sur 2.5 Kb

en amont du site d'initiation de la transcription et comprend une TATA box, une



CAAT box, une ségquence de 236 nucléotides (nt) riches en purines autour de -
800 nt, pouvant correspondre a une structure d’ADN articulée, et hautement
polymorphique [42, 43], trois CRE putatifs (CAMP-responsive elements) entre -
247 nt et -627 nt [43], un TDE (terminal distal element) a -1.8 Kb contenant un
motif CATGTG, site de liaison du facteur de transcription MITF (microphtalmia-
associated transcription factor) [44]. Une région régulatrice distale de TYR a été
également identifiee comme LCR (locus control region) par homologie avec la
souris ; sa taille est de 2 Kb, elle posséde un site d’hypersensibilité a la Dnase
et joue un rble important dans le contrdle de I'expression de TYR dans les
mélanocytes [45, 46].

Le promoteur du gene OCAZ2 a été également identifié avec une région d’'intérét
minimale de 250 pb en amont du site d’initiation de la traduction [47].

L'analyse de ces régions régulatrices reposera sur une recherche de délétion
par QMF-PCR et sur une recherche de mutations ponctuelles par DHPLC-
séquencage ou séquencage direct si nécessaire.

Chaque nouvelle mutation mise en évidence sera recherchée chez 200 témoins

afin de s’assurer gu'’il ne s’agit pas d’'un polymorphisme.

Analyse fonctionnelle des mutations d'épissages et des mutations
touchant les régions régulatrices.

Les mutations touchant des sites d’épissage seront analysées sur ’ARN extrait
des leucocytes. Il a déja été démontré par Fryer et al. [48] qu'il était possible
d’analyser 'ARN du gene TYR sur des globules blancs. Un buffy coat obtenu a
partir de 5-10 ml de sang total prélevé sur héparine permet d’obtenir

suffisamment de matériel pour réaliser les tests.

A linstar des études [15] ayant montré chez des patients possédant une seule
mutation a I'état hétérozygote que seul TARNmM porteur de cette mutation était
trouvé dans les lymphocytes, nous effectuerons l'analyse de I'expression de
'ARN messager de TYR au niveau des lymphocytes chez deux types de
patients :

1. patients porteurs d'une mutation hétérozygote, afin dorienter la
recherche de la seconde mutation vers les éléments régulateurs (promoteur,
LCR)



2. patients chez lesquels un variant nucléotidique aura été trouvé dans les
éléments régulateurs, afin de montrer qu’il s’agit (ou non) d'une mutation
altérant I'expression du gene.

En plus de la mutation servant de marqueur, ces études pourront tirer
également profit de polymorphismes trés fréquents mis en évidence dans le
géene, tels que ¢.575A>C/p.Tyr192Ser dans I'exon 1 ou c.-301C/T et c.-199C/A
dans le promoteur ; ceci sera bien entendu restreint aux sujets hétérozygotes

pour ces polymorphismes au niveau génomique.

Il est & noter que pour les autres genes (OCA2, TYRP1 et MATP), les mutations
sur les deux alleles sont le plus souvent identifées chez les patients. Cependant
dans I'hypothese ou une mutation des régions régulatrices de I'un ou l'autre de
ces genes serait suspectée, I'approche décrite ci-dessus pour TYR serait mise
en ceuvre, en particulier si nous arrivons a montrer que '’ARNm de ces génes

peut étre exploré dans les lymphocytes (études en cours au laboratoire).

L'effet des mutations trouvées dans les éléments régulateurs sera également
étudié par des tests de transfection transitoire avec des plasmides d’expression
placant I'élément régulateur en amont d’'un gene rapporteur tel que 'EGFP. La
transfection sera faite dans des meélanocytes en culture (savoir-faire dans
I'équipe du Pr Taieb, immédiatement voisine de la notre). Les versions sauvage
et mutées seront testées en paralléle, de facon & comparer le niveau
d’expression du géne rapporteur et observer ainsi I'éventuel effet de la
mutation.

Cette stratégie sera commune pour lI'analyse des mutations régulatrices des

différents genes étudiés.

Autres tests fonctionnels.

D’autres types d’analyses fonctionnelles ont été décrites pour le géne TYR. Si
nécessaire, ces tests seront mis en place pour étudier plus avant l'effet de
certaines mutations sur la fonction de la protéine Tyrosinase.

Il s’agit :

- de tests des trois activités enzymatiques de TYR (tyrosine hydroxylase, dopa

oxydase et DHI oxydase) [49] ;
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- de tests de liaison au Cu apreés transfection de la version mutée de 'ADNc de
TYR (obtenue par mutagénese dirigée) dans des cellules type Hela ;

-des tests visant a mettre en évidence une anomalie de la maturation et du
processing de la protéine dans la cellule, aboutissant a la dégradation de la
protéine mutée. Il est en effet maintenant accepté que 'AOC lié a des mutations
de TYR fait partie des maladies dites de « rétention dans le réticulum
endoplasmique » [50, 51]. Ces tests reposent sur Iimmuno-localisation
intracellulaire de la protéine TYR apres transfection de la version mutée de
'ADNc de TYR (obtenue par mutagénese dirigée) dans des mélanocytes :
colocalisation avec des protéines chaperon spécifiques soit du réticulum
endoplasmique (la calnexine), soit de [Il'appareil de Golgi (alphal,2
mannosidase Il) [51, 52] ou sur la sensibilité/résistance a I'action de

'Endoglycosidase H [51].

Etude d’'un géne candidat: TYRP2.

Du fait du réle de I'enzyme TYRP2 ou dopachrome tautomérase dans le cycle
de synthese de la mélanine (voie de synthése des eumélanines), le gene
TYRP2 apparait comme un bon candidat a tester a explorer dans les cas
d’AOC demeurant non expliqués malgré I'analyse extensive des quatre genes
TYR, OCA2, TYRP1 et MATP.

L’étude du gene TYRP2 nécessitera une analyse bioinformatique pour vérifier
la structure introns-exons, dériver des amorces permettant d’amplifier les
différents exons, les jonctions introns-exons, et éventuellement les régions
régulatrices. L’étude moléculaire des patients se fera par DHPLC suivie du
séquencage des variants a la recherche de mutations, et par QMF-PCR a la

recherche de réarrangements (délétions, duplications).

Faisabilité du projet :

- Maitrise quotidienne de la recherche des mutations ponctuelles et des
microréarrangements a type de délétion ; le laboratoire a beaucoup investi dans
ce domaine dans les dernieres années, avec la mise en place de la CGH-array
et de la QMF-PCR notamment, que nous utilisons maintenant largement ; voir

aussi publications de I'équipe.
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- Savoir-faire large des technigues de génétique moléculaire, notamment dans
le domaine du clonage ;
- Savoir faire en terme de transfections de cellules et d’'analyse de génes
rapporteurs ; voir aussi publications de I'équipe.
- Equipements disponibles : I'Equipe dispose des locaux adaptés a la
réalisation du projet; elle dispose également des gros équipements
nécessaires pour la recherche de mutations (DHPLC, séquencage), la culture
de cellules, la microscopie en fluorescence, notamment.
- L’Equipe est constituée de :

= Benoit Arveiler, PU-PH (20%)

= Caroline Rooryck-Thambo, AHU (50%)

= Guénaélle Lancelot, Technicienne (30%)

= Ingrid Burgelin, Adjointe Technique (10%)

» Michele Marche, Ingénieur de Recherche (10%)
Les membres de I'équipe combinent I'expertise aux différents niveaux : analyse
des mutations, culture cellulaire, transfection, analyse de [I'ARN,
bioinformatique.
L'équipe pourra également bénéficier de I'expertise de I'Equipe immédiatement
voisine du Pr. Alain Taieb pour la réalisation de tests d’activité de la Tyrosinase,

et pour la culture des mélanocytes.

Retombées attendues

Nos travaux permettront d’accroitre le taux de détection des mutations et ainsi
d’améliorer la qualité du diagnostic des patients atteints.

L’identification de nouvelles mutations dans les géenes connus et peut étre
I'identification d’'un nouveau gene de 'AOC (TYRP2), permettront de compléter
'analyse chez des patients partiellement génotypés, ou d’établir un diagnostic
de certitude chez des patients sans aucune mutation identifiée a ce jour. Ainsi,
le risque de transmission aux générations suivantes pourra étre établi et un
conseil génétique adapté pourra étre proposé aux familles.

La mise en évidence d'un éventuel digénisme, avec deux genes porteurs de
mutations hétérozygotes, viendrait d’'une part enrichir la connaissance sur ces
phénomenes d’oligogénisme fortement suspectés dans ce type de pathologies

portant sur une voie de synthése métabolique commune, et, d’autre part,
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préciser notre connaissance sur les modes d’hérédité de cette pathologie, avec
des conséquences pour le conseil génétique.

La mise en évidence de la pathogénicité de certaines mutations ainsi que les
résultats des analyses fonctionnelles permettront de mieux connaitre les
mécanismes physiopathologiques de la maladie et, plus généralement, des

désordres du cycle de synthése de la mélanine.

Aspects financiers et justification de la demande.

Fonctionnement : 7500 € TTC
Réactifs de biologie moléculaire et culture cellulaire :
PCR : amorces, Taq Polymerase
Analyse DHPLC
Séquencage
Clonage
Extraction d’ARN, Kits RT-PCR
Culture cellulaire
Consommables (tubes a essais, pointes, flacons de culture cellulaire, ...)

Personnels : 7500 € TTC

L’emploi d’un technicien a mi-temps pendant six mois est nécessaire pour aider
a la mise en place des aspects d’'analyse des ARN, les études de fonction des
promoteurs mutés a l'aide de genes rapporteurs, et les études fonctionnelles de

la protéine TYR.
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