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Exercice 1 (5 points) : 
La séquence présentée est celle d’une partie du gène de la β globine humaine. On veut amplifier 
par PCR le fragment commençant à 130 et se terminant à 354 suivant la numérotation indiquée 
au-dessus du brin codant 5’ 3’.  
1) Quelles amorces seront utilisées?  
2) Quels sont les différents constituants nécessaires à la réaction de PCR?  
3) Quelles sont les différentes étapes de la réaction de PCR? A quoi servent- elles?  
4)  Comment peut-on mettre en évidence le produit de PCR?  
5)  Quelle est la taille attendue pour le produit de PCR?  

1) Quelles amorces seront utilisées? 1 point 

 
2) Quels sont les différents constituants nécessaires à la réaction de PCR?  

*DNTP 0,25 
*Taq polymérase 0,25 
*ADNc 0,25 
*Primer +MgCL2 0,25 

3) Quelles sont les différentes étapes de la réaction de PCR? A quoi servent- elles?  
*Dénaturation 95c 0,25 
*Hybridation 55-5 =50c 0,50 
*Élongation 72c 0,25 

4)  Comment peut-on mettre en évidence le produit de PCR?  
Électrophorèse 0,5 + BET 0,5  
5)  Quelle est la taille attendue pour le produit de PCR? 225 1point 
Exercice 2 (3 points) :  
Le foie à la capacité de se régénérer après des lésions physiques ou chimiques. Le modèle 
qui est utilisé ici pour l’étude des mécanismes de contrôle de la régénération hépatique 
est l’injection de CCl4 (tétrachlorure de carbone) qui induit une nécrose des hépatocytes 



péricentraux. Il a été constaté que les souris p21-/- (souris invalidées pour le gène codant pour la 
protéine p21/Waf) avaient une régénération hépatque plus rapide que les souris 
sauvages (WT).  Dans un premier temps les auteurs ont analysé par western blot l’expression 
de p21 dans le foie de souris contrôle (wildtype = sauvage) à différents temps après injection 
par voie intra-péritonéale de CCl4.  
 
 

 
Décrivez la méthode et interprétez les résultats. 
 
Décrivez la méthode 1,5 points 

• Dans un premier temps à séparer les protéines grâce à une électrophorèse 0,50 
• Ces protéines ainsi séparées sont dans un deuxième temps transférées sur une 

membrane de nitrocellulose. 0,50 
• Dans un troisième temps, les protéines d’intérêts sont reconnues grâce à un marqua 

avec un anticorps primaire (reconnaissant la protéine d’intérêt) 0,50 

Interprétez les résultats. 1,5 points 
Le CCI4 active l’expression du gène d’intérêt (p21) à 24-36h 0,50 
Une expression p21maximale à 48h 0,50 
Un retour à l’expression p21 basale 168h après traitement0,50 
 
Exercice 3 (4 points) : 

 
Décrivez la méthode 2 points 

- Isoler une protéine d’intérêt à partir d4un lysat cellulaires 0,5 
- Utiliser un Ac spécifique de la protéine d’intérêt 0,5 
- Précipiter le complexe protéine – Ac. 0,5 
- Incubation avec deux anticorps IP + interaction  0,5 

Interprétez les résultats 2 points 
- Interaction entre 14-3-3 et REDD1 en situation hypoxie 0,5 
- Absence d’interaction entre 14-3-3 et REDD1 en présence O2 0,75 
- Interaction entre 14-3-3 et REDD1 est attenue avec un complément alimentaire 0,75 
 
 

C : Contrôle 
H : Hypoxie 
PF: Hypoxie + complément 
Alimentaire 



Exercice 4 (4 points) :  
Classiquement la dégradation des ARN messagers était considérée comme une simple étape 
d’élimination des ARN. Les variations de quantités d’ARN messagers observées peuvent être 
dues pour la moitié d’entre elles à des altérations de la stabilité de ces ARNm. Dans cet 
exercice, nous souhaitons explorer la possibilité d’interaction entre KSRP et COX2. Décrivez la 
méthode et interprétez les résultats. 

 
Décrivez la méthode 2 points 

- REMSA 0,5 
- Interaction entre 3 UTR COX2 et protéine KSRP 0,5 
- 3UTR U32 COX2 0,25 
- KSRP protéine recombinante 0,25 
- Incubation 3 UTR COX2 et protéine KSRP sous UV 0,25 
- Électrophorèse SDS Page 0,25 

 
Interprétez les résultats 2 points 

- Interaction entre 3UTR COX2 et protéine KSRP 1 
- Augmentation d’interaction avec augmentation de la concentration de la protéine 

KSRP 0,5 
- La totalité de 3UTR COX2 U32 est fixée sur la protéine KSRP 0,5 

 
Exercice 5 (4 points) : 
Dans la cadre d’une recherche de mutation responsable d’une maladie héréditaire du 
métabolisme (MHM) au sein d’une famille dont certains membres présentent une déficience 
enzymatique caractéristique, le gène (1200pb) codant pour cette enzyme a été amplifié par PCR 
(entre les régions 1 et 2) puis séquencé à partir du génome diploïde de 2 hommes (1 sain et un 
malade). Les résultats du séquençage, dans la région où une différence de profil est observable 
entre les 3 individus, sont présentés sur la Figure 1. 
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1- Sur quel principe repose la méthode de séquençage de Sanger et Coulson qui a 
été utilisée ? 3 points 

- Les nucléotides sont liés les uns aux autres grâce à des liaisons phosphodiester qui se 
forment entre le groupement OH en position C3’ du ribose du premier nucléotide et le 
groupement phosphate. 0,5 

- La réaction de Sanger repose sur l’incorporation alléatoire par cette ADN polymérase 
de didéoxynucléotides interrupteurs de chaîne (ddNTP) eux aussi présents dans le 
milieu réactionnel. 0,5 

- Ces ddNTP diffèrent des dNTP par leur extrémité 3’. L’extrémité 3’OH des dNTP est 
remplacée par une extrémité 3’H. Cette modification empêche la formation de la liaison 
phosphodiester entre le ddNTP incorporé dans la chaîne et le nucléotide suivant. 
L’allongement de la chaîne est alors interrompue en position C5’ du ribose du deuxième 
nucléotide.0,5 

- Tous les fragments générés se terminent par un ddNTP 0,5 
- On génère autant de fragments d’ADN sb qu’il y a de bases à séquencer et ils sont tous 

différents d’une base 0,5 
- On détermine l’ordre par électrophorèse (5’=>3’ des plus petits vers les + grands) 0,5 

 
2- Quelle est la nature de la mutation dans ce gène ? 1 points 

Par comparaison homme sain1 (N/N) avec homme malade (M/M) on voit 
substitution base A>T en 4ème position. 1 


