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Exercice 1/
Description : 1,5

Il s’agit de la technique REMSA (0,5)
3’UTR Akt (0,25) + * (DNTP-U P32) (0,25) + la protéine recombinante Hur (0,5)

Interprétation : 1,5

Fixation de la protéine Hur sur le 3’UTR-AKT (0,5)

Diminution de la fraction non fixé avec I’augmentation de la quantité de 3’UTR
AKT(0,5)

Régulation post-transitionnelle -AKT et la protéine RNA binding protéine Hur (0,5)

Exercice 2/

Le témoin de charge correspond a la protéine actine Premiere chose a faire : identifier
et analyser le témoin de charge. Le témoin de charge correspond a une protéine
accumulee de facon identique quelles que soient les conditions analysees et qui va
nous permettre de normaliser les dépdts. En effet I’accumulation de cette protéine
étant constante, toute différence entre les pistes au niveau de I’intensité des signaux
pour cette protéine, traduira une différence de quantité de protéines totales (ensemble
des protéines présentes dans I’extrait) deposée (0,5).

Protéine HO1

On observe un signal pour la protéine HO1 d’intensité quasiment identique dans les
différentes conditions avec toutefois un niveau tres supérieur dans la condition
NIC+Coke (0,25).

Conclusion : Paccumulation (I’expression) de la protéine HO1 est affectée par
I’association NIC+Coke (0,75).

Protéine SOD2

On observe un signal pour la protéine SOD2 d’intensité quasiment identique dans les
différentes conditions avec toutefois une diminution de I’intensité de signal dans la
condition NIC+Coke (0,25).

Conclusion : Diminution de I’expression de la protéine SOD2 est affectée par
I’association NIC+Coke (0,75).

Il est effectivement impossible de conclure directement a une régulation
traductionnelle (variation du taux de traduction) avec un simple résultat de western-
blot et ceci pour deux raisons (0,5).

a) Comme signalé précédemment, cette technique donne acces a I’accumulation des
protéines et non uniquement a la synthése de cette protéine. On peut néanmoins effectuer
par western-blot un suivi de la cinétiqgue de dégradation de la protéine, afin d’en
déterminer la demi-vie, mais cela nécessite de bloquer toute nouvelle initiation de la
traduction in vivo en cultivant ’organisme étudi¢ en présence d’un inhibiteur de la
traduction ayant cette action (0,5).

B) Il ne faut pas oublier que la variation du taux de traduction n’est pas le seul moyen de
faire varier le taux de syntheése d’une protéine. En effet, si le taux d’accumulation d’un
ARNmM augmente, soit en augmentant son taux de transcription et/ou sa demi-vie, alors a



taux de traduction constant, cela aboutira a une augmentation dans les cellules de la
quantité de la protéine codée par cet ARNm. Il faut donc avoir également des informations
sur I’accumulation de ’ARNm correspondant a la protéine étudiée avant de pouvoir
conclure (0,5).

Exercice 3/
Description : 1,5
- 1l s’agit de la technique Co-IP (Immunprécipitation) (0,75)
- Immunprécipitation avec Ac -NRF2 (0,75)
Interprétation : 1,5
- Interaction entre la protéine NRF2 et la protéine HRD1 (0,75)
- Cette interaction conduit a une inhibition de I’effet protecteur de NRF2 (0,75)

Exercice 4/
Description : 1,5
- Il s’agit de la technique EMSA (0,5)
- Promoteur VEGF (0,25)* (DNTP-C/G-P32) (0,25) + la protéine recombinante GABPa
(0,25) (facteur de transcription) (0,25)
Interprétation : 1,5
- Fixation de facteur de transcription GABPa sur son I’élément de réponse (promoteur
VEGF) (0,5).
- Absence de fixation avec I’amorce non marquee (0,5)
- Régulation transitionnelle VEGF par le facteur de transcription GABPa (0,5)

Exercice 5

1 ttgtctcatctaagttggaatataaaaagccacttggaatacagtataaaATGCAAAAAC
61 TGCAACTCTGTGTTTATATTTACCTGTTTATGCTGATTGTTGCTGGTCCAGTGGATCTAA

121 ATGAGAACAGTGAGCAAAAAGAAAATGTGGAAAAAGAGGGGCTGTGTAATGCATGTACTT
SESSE55O555555555>>>

181 GGAGACAAAACACTAAATCTTCAAGAATAGAAGCCATTAAGATACAAATCCTCAGTAAAC

241 TTCGTCTGGAAACAGCTCCTAACATCAGCAAAGATGTTATAAGACAACTTTTACCCAAAG
<LLLL L L LKL

301 CTCCTCCACTCCGGGAACTGATTGATCAGTATGATGTCCAGAGGGATGACAGCAGCGATG
<LLLLL L L LKL LKL
361 GCTCTTTGGAAGATGACGATTATCACGCTACAACGGAAACAATCATTACCATGCCTACAG

421 AGTCTGATTTTCTAATGCAAGTGGATGGAAAACCCAAATGTTGCTTICTTTAAATTTAGCT

481 CTAAAATACAATACAATAAAGTAGTAAAGGCCCAACTATGGATATATTTGAGACCCGTCG



541 AGACTCCTACAACAGTGTTTGTGCAAATCCTGAGACTCATCAAACCTATGAAAGACGGTA

601 CAAGGTATACTGGAATCCGATCTCTGAAACTTGACATGAACCCAGGCACT

1- OLIGO start len _ tm_ gc% any th 3' th hairpin seq
LEFT PRIMER 156 20 58.97 55.00 0.00 0.00 0.00
GAGGGGCTGTGTAATGCATG (0,5)

RIGHT PRIMER 311 20 58.72 55.00 0.00 0.00 0.00
GAGTGGAGGAGCTTTGGGTA (0,5)

PRODUCT SIZE: 156, PAIR ANY_TH COMPL: 0.00, PAIR 3'_TH COMPL: 0.00

2- 1- DNTP + ADNc + MgCI2 + E (T-polymérase) + primers (0,5)
2- DNTP + ADNc + MgCI2 + E (T-polymérase)+ Sybr green + primers (1)

3- Dénaturation :95 °C(0,5)
Hybridation :50 °C(1,5)
Elongation :72 °C(0,5)

4- PCR Classique/ électrophorése gel agarose + BET (0,5)
gRT-PCR/ Sybr green (0,5)

5- 156 pb (1)


https://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_start
https://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_len
https://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_tm
https://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_gc
https://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_any
https://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_three
https://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_hairpin
https://primer3.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_seq

