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Résumé du projet (10 lignes maximum) :

L’analyse de marqueurs génétiques peut contribuer de facon importante a éclairer I’histoire de nos
origines. Le marqueur génétique utilisé ici est une mutation thalassémique, touchant le géne de b-
globine (IVS-1-110). Cette mutation trés fréquente dans le bassin méditerranéen y présente un
gradient est-ouest. L analyse des haplotypes en amont du gene de b-globine permet de retracer
I’origine et la diffusion de cette mutation. Les données actuelles conduisent a proposer son
origine dans la région anatolienne. L’identification de cette mutation sur des ADN anciens s’avere
donc un excellent marqueur de populations a I’origine du processus de pré-néolithisation et de
néolithisation de I’Europe. Afin de préciser I’origine géographique et chronologique de cette
mutation, des échantillons seront prélevés sur les restes humains d’une série de sites de I’ Anatolie
et du levant nord. La confrontation des données archéo-anthropologiques, génétiques et
linguistiques aboutiront a une meilleure connaissance des premieres sociétés de chasseurs-
cueilleurs du Paléolithique supérieur puis des populations du néolithique.
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B. PROJET SCIENTIFIQUE

(10 pages maximum, bibliographie comprise a insérer ici)
Introduction

Parmi les grands tournants de I'histoire de I'nomme moderne, I'émergence d'un langage complexe et la
néolithisation constituent les deux éléments les plus déterminants. C'est, en effet, dans ces deux innovations
fondamentales que s'enracine I'état présent de I'espéce humaine, non seulement dans le domaine de I'exploitation du
milieu mais aussi dans ceux de la culture et des structures mentales. Or c'est au Proche Orient que les phénomeénes de
néolithisation ont commencé a se développer vers 11 000 B.P. (Cauvin 1997, Aurenche et Kozlowski 1999).
L'analyse du spectre génétique des populations européennes révele que le Proche-Orient a bien participé au peuplement
de I'Europe suivant un processus dont les effets sur la composition génétique des populations d'a présent vont en
s'atténuant a mesure que I'on s'éloigne du point de départ. C'est plutdt I'Anatolie qui est désignée comme zone de
départ de cette diffusion linguistique ; la néolithisation de I'Europe, qui se serait effectuée a partir de I'Anatolie, est
considérée comme ayant diffusé les langues proto-indo-européennes, a partir de 8 000 B.P. (Renfrew 1993).

Le complexe de génes de globines b fait partie des loci humains les plus étudiés, en raison
du nombre de mutations affectant ses génes. Certaines sont a I’origine des thalassémies, une des
maladies génétiques les plus fréquentes dans le monde (Weatherall et Clegg 1996). En effet, selon
I’Organisation Mondiale pour la Santé, plus de 150 millions de personnes sont considérés comme
porteurs de b-thalassémie, essentiellement dans les régions du monde ou sévit la malaria: le bassin
méditerranéen, le centre Est africain, I’Inde et I’Asie du Sud. Ces personnes, en genéral,
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assymptomatiques, présentent une microcytose et une anémie légere ou modérée; les
hétérozygotes sont protégés contre Plasmodium falciparum, I’agent infectieux de la malaria. Ainsi,
dans certaines régions impaludées, une b-thalassémie peut présenter une forte prévalence, mais a
contrario, dans d'autres régions tout aussi impaludées, elle sera présente a une faible fréquence. Ce
remarquable degré d'hétérogénéité ne peut donc étre la conséquence exlcusive de la sélection par la
malaria.

L’analyse moléculaire des chromosomes b-thalassémiques a démontré une grande
hétérogeneité des mutations responsables de ces maladies (plus de 180). Parmi elles, deux
mutations sont trés fréquentes dans le bassin méditerranéen: le stop codon 39 (C—T)
(introduction d’un codon stop au niveau du codon 39) et I’lVS-1-110 (G—A) (mutation G-A au
nucleotide 110 de I’intron 1). En effet, la mutation stop codon 39 présente un gradient d'Ouest (96
% des b-thalassémies en Sardaigne (Rosatelli et al. 1992)) en Est (40 a 50% au Liban ( Chehab et al.
1987) et en Turquie (Tadmouri et al. 1998)). La répartition de la mutation 1VVS-1-110 est différente:
elle représente environ 80 % des b-thalassémies a Chypre (Baysal et al. 1992), 50 % au Liban
(Chehab et al. 1987), 40 % en Turquie (Tadmouri et al. 1998), avec une diminution des fréquences
vers les pays de I’ouest méditerranéen. Le fait que ces mutations soient prédominantes dans I’Est
de I’Europe pour I’'IVVS-1-110 et dans I’Ouest de I’Europe pour le Stop Cd 39, suggere qu’elles sont
les plus anciennes dans ces deux régions. L’analyse des spectres de distribution des fréquences
de ces mutations s’avere donc essentielle pour retracer I’origine et la diffusion des b-
thalassémies dans le bassin méditerranéen.

Région analysée

Depuis quelques années (Trabuchet et al. 1991 a et b, Bouhass, Perrin et Trabuchet 1994,
Perrin et al. 1998, Fullerton et al. 1994, 2000), I’intérét s’est porté sur le polymorphisme de
séquence d’une région intergénique située en amont du gene de b-globine, d’environ 800 pb et
comprenant 9 sites ponctuels polymorphes et un microsatellite composite (AT)xTy (Cf. Figure
suivante). Nous avons mis au point différentes techniques pour I'analyse du polymorphisme
et le cas échéant I’identification de la mutation p-thalassémique : ARMS-PCR (PCR alléle-
spécifique), qui permet chez un sujet hétérozygote d’établir indépendamment la structure de chacun
de ses deux chromosomes (haplotype), double-ARMS et séquencage direct sur fragments PCR
bicaténaires. Pour cela nous disposons d’une batterie d’amorces robustes (plus d’une dizaine) dont
les principales sont mentionnées dans la figure 1.

Parmi les tres nombreuses mutations responsables de thalassémies nous nous
focaliserons essentiellement sur la mutation 1VS-I1-110. Elle est en effet, particulierement
intéressante compte tenu de sa fréquence plus élevée en méditerranée orientale et qui va décroissant
vers les pays riverains de la Méditerranée occidentale (figure 2) :

RESULTATS

Cette mutation apparait dans 7 contextes haplotypiques différents mais seul I’un de ces
haplotypes lui est trés fortement associé. C’est en Turquie que la diversité haplotypique est de
loin la plus grande (figure 3). Cette diversité haplotypique pourrait alors s’expliquer par une
occurrence multiple de la mutation sur des chromosomes différents. Cette hypothese est
cependant peu probable. Le site est, en effet, conservé dans les génes de globine de différents
primates (chimpanzé, gorille, bonobo) ce qui exclut la possibilité d’un point chaud de mutation.
D’autre part, cette mutation est trouvée quasi exclusivement dans le bassin méditerranéen et non en
Asie. L’origine unicentrique semble donc la plus plausible et la diversité observée serait engendrée
par des évenements de recombinaisons ou de conversions géniques aussi bien dans la partie 5’ que

dans la partie 3’ du géne de b- globine. Pour que la mutation soit transférée d’un haplotype a un
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autre, il faut que le chromosome porteur de la mutation I\VVS-1-110 recombine avec un chromosome
de structure différente présent dans la population normale. Or, les données que nous avons
A

obtenues sur les chromosomes b normaux sont cohérentes. La mutation serait alors
probablement apparue apreés la séparation des lignées caucasienne et indienne, il y a
environ 10 a 30 000 ans B.P. (Cavalli-Sforza, Menozzi, Piazza, 1994) dans le corridor
levantin ou le plateau anatolien. Sa diffusion serait intervenue des les temps
préhistoriques puis lors des évenements de migrations historiques de fagcon plus récentes.
La présence de cette mutation dans certaines régions peut étre en effet la résultante
d’événements de colonisation ou d’occupation.

OBJECTIFS SCIENTIFIQUES

Le polymorphisme et les mutations du géne p-globine au niveau des ADN modernes
et anciens

Notre trés bonne connaissance du contexte génétique des b-thalassémies dans les populations
méditerranéennes actuelles nous permet de disposer d’un corpus de données tout a fait exceptionnel puisqu’a ce jour
nous disposons de I’haplotype de plus de 500 chromosomes b”, b-thalassémiques ou drépanocytaires. Dans ce
contexte, I’exploitation et I’enrichissement de nos données préliminaires sur les ADNs modernes puis le passage sur
les ADNs anciens s’avere essentiel. Cette approche s’inscrit directement dans cette nouvelle discipline qu’est la
paléopathologie moléculaire. Pour la premiére fois, et ceci constitue une approche tout a fait originale, nous
pourrons tester des scénarios construits sur les données actuelles, par des analyses au niveau des ADN extraits a
partir d'ossements anciens. Afin de situer précisément l'origine géographique et chronologique de cette mutation,
des échantillons seront prélevés sur les restes humains d'une série de sites épipaléolithiques et néolithiques
de I'Anatolie et du Levant nord. Ceci sera facilité par le fait que des caractéristiques particuliéres du squelette
accompagnent souvent les maladies de type thalassémie. Des modifications ostéologiques séveres sont, en effet,
fréquemment trouvées sur les cranes ainsi que les os longs ou les dents des sujets malades (Ortner et Putschar
1985; Hershkovitz et al. 1997). Des modifications osseuses pouvant étre en rapport avec des maladies de type
thalassémie (hyperostose poreuse sévére notamment) ont été signalées dans de nombreux sites préhistoriques de la
région considérée (Ozbek 1989, 1998, 1999, inter alia). Ces seules constatations macroscopiques ne permettent
cependant pas de poser un diagnostic sdr, car I'nyperostose poreuse semble pouvoir étre liée aussi bien aux anémies
ferriprives qu'aux anémies génétiques (Stuart Macadam 1987, 1991). Ce seul critére n’est donc pas suffisant pour
diagnostiquer avec certitude une thalassémie mais il peut constituer un bon indicateur. La plupart des analyses sur
I’ADN ont été menées jusqu’a présent sur I’ADN mitochondrial (Paéabo et al. 1988, Krings et al. 1997, Hanni et al.
1994 a,b) mais des travaux récents ont démontré la faisabilité sur I’ADN nucléaire (Greenwood et al. 1999) et
notamment dans la cadre des pathologies bactériennes (Drancourt et al. 1998) ou génétiques (Filon et al. 1995). Nos
amorces ont d’ailleurs été testées en vrai grandeur sur des échantillons d’ADN ancien vieux de 8000 a 12000 ans
originaires du Maroc (Béraud-Colomb et al. 1995) et permettent d'analyser des fragments d’ADN courts (100 a 300
pb, tailles raisonnables sur des ADN dégradés), et chevauchants, ce qui permettra I'analyse d’une région assez
informative.

L es sites ar chéologiques et |’ échantillonnage

Les fouilles effectuées dans la région Anatolie-Levant Nord, qui est fondamentale pour la
compréhension de l'origine et des developpements de la sédentarisation dans le bassin
méditerranéen, ont amené la mise au jour de tres nombreux restes humains néolithiques (environ
600 individus ont, par exemple, été découverts a Cayonl) et de quelques ossements
épipaléolithiques. Les études anthropologiques sont cependant rares et une grande partie du
matériel est restée inedite ou n'a fait I'objet que de brefs rapports préliminaires. Les populations
épipaléolithiques et néolithiques de cette région sont trés mal connues, tant du point de vue des
pratiques funeéraires que de celui de la morphologie, de la démographie ou de la pathologie. La
sélection des sites s'est effectuée a I'issue d'un inventaire préalable des gisements ayant livré des
restes humains. Les restes humains épipaléolithiques sont trés rares. Les gisements de Sarkli
Magara (Turquie) et Saaidé (Liban), ou quelques ossements ont été trouvés, ont été retenus. Pour
le Néolithique précéramique, les sites choisis se répartissent sur I'ensemble de la région (figure 4).
La répartition chronologique et géographique des sites choisis permettra de cerner I'origine de la
mutation et de suivre sa diffusion dans I'espace et dans le temps, ce qui devrait conduire a la mise

6



en évidence de mouvements de populations dans la région considérée. Cette approche
paléogénétique devrait donc apporter des données permettant de confirmer ou d'infirmer les
différentes hypothéses archéologiques concernant la néolithisation de I'Anatolie et sa diffusion
vers les Balkans et I'ensemble du bassin méditerranéen et de tester I’hypothese de I’origine de la
mutation 1VS-1-110. Les processus qui ont conduit a la néolithisation de I'ensemble de I'Anatolie
n‘apparaissent pas encore clairement mais ils pourraient étre également liés a des mouvements de
populations vers l'ouest, mouvements qui aboutiraient a l'introduction de l'agriculture et de
I'élevage au cours du Néolithique céramique en Grece et dans les Balkans .

Ces recherches contribueront également a une meilleure connaissance des
populations néolithiques d'Anatolie et du Levant Nord, notamment de leur état sanitaire.

Données linquistiques :

Les données disponibles concernant le Proche-orient ont I’avantage d’étre abondantes et serrées donc plus faciles
a connecter. Ainsi, il sera plus aisé d’élaborer des scénarios descriptifs de la préhistoire linguistique du Proche-
orient, réflétant les processus de formation et de différenciation des communautés linguistiques Afro-asiatiques. En
paralléle, les données archéologiques proche-orientales nombreuses, relatives a la période 12000-2000 av. J.C.
(Naccache A. 1996, 1999) permettent de reconstituer une trajectoire sociale presque compléte reliant les sociétés de
chasseurs-cueilleurs du Paléolithique supérieur aux sociétés complexes de I’Age du bronze (urbaines, rurales,
pastorales). La convergence qui se fait jour entre les domaines archéologique, linguistique et génétique
s’avere donc extrémement prometteur quant a la richesse des informations que nous pourrons tirer sur les
premiéres sociétés de chasseurs-cueilleurs du Paléolithique supérieur, puis des populations sédentarisées au
pré-néolithique et au néolithique.

4. Création d’une base de données

Enfin, les données archéo-anthropologiques rassemblées a I'occasion de la sélection des
sites et du prélevement des échantillons serviront, tout comme les données génétiques, a la
construction d'une banque de données sur les populations actuelles et anciennes de la région
Anatolie - Levant Nord. Aux données archéologiques et génétiques, il sera particulierement
intéressant de confronter les données linguistiques connues dans la région du Proche-Orient.
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Figure 2 : Fréquence de la mutation 1VS-1-110 dans le bassin méditerranéen.
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Figure 3 : Fréquence des haplotypes de séquences associés a la mutation 1VS-1-110



Figure 4 : Sites du Néolithique précéramique.
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