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Examen de Biologie Moléculaire -Se'ssionl

Calculatrices non autoiisées' Documcnts non autorisés'

partie Biologie moléculaire procaryote. Mme Latifi et Mme Jourlin-castelli

ce sujet dcit êIre ré<tigé uu. ,rn*^.opie séparée. (Durée estimée iFi)

7 ' !"1 -'^-^ r * ^a+ "-o ^rnrÉino de réorrrlatio 
' 

: ler l 'expression de
La proteme ba$enenne Lrp est une protéine de régurlation connue pour regt

nombreux gènes. La régulation de l,expression du gène lrp veut être étudiée.

1è'" expérience :
Le promoteur de ce gène est recherché. Le site cl'initiiation de la transc;ription est déterminé par la

r"éihode d' extensio n"d' amorce en utili sant l' oli gonucléotide suivant :

Ll : 5, ATCATGAAGATTCACGGCGCG 3'

L,expérience d,e"tension d'amorce est ;éafisée à partir d'ARNs e>rtrairts de bactéries .gau,vages. 
Le

même oligonucléotide est utilisé pour réaliser une réar:tion de séquencr: par la méthode de Sanger'

Les deux réactions d,extension d,amorce et la réactiorL de séquenô. ont, été chargées sur un gel' Le

résultat est le suivant .

Extension

n
l - l
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!

positionner le site d'initiation de la transcription et positionner les séquences ( -35 > et ( -10 >'

La séquence du brin codant de la région d'ADN rc'intérêt est donnée ci-dessous (le codon initiateur

de lrp est indiqué en gras):

gcccatqagatccccatagt tg t tggcagaca.r tgggcaggat tgtaqggaat t tacagacgi taaa
aaaagag  ta tgacga t t t t g t t aacaa t i t g tqcaaLcqgcag ica tc t ;a taagcaEg tcaaa t t c l
cccq tca t . t ê t cacc tc tgc tac t taaa t t t cccgc tL ta taagccg t r t t aaa tga tqaa taaacq f
cccc tg t i aa tgaa ia t c tggca tg t tg tac t ; raaaa tca ia tg t t t r ' t l c t t t gacaa tcccc tgg l i -
g t t t tgcgaaaacat tcgaggaagaaaaaaaar :agtat tc t ta tatg:g icataaccatgcatgtaa
a tacca t  g t t t accg tgc tag t  gaaa tc tacg i ta t  ggcg tggaca  ga  :gcca t t cg tga tg tcga t

agctgccacaaggicaacggtct tc tcaccgtatJacccagqcat  tgcg:gccgtgaatct tcatgat

t icggtc tatcgtgac gqr4t  aqcgacLctgaa caqt_qat_qt t tcagrqgLcat t racaggagtaqgqaa

q igaa taCagagagacaa taa taa tgg taga ta ]caaÇaaÇcgccc tggcaaaqa tc t cgaccg ta t
cc la t cg
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2u*" expérience :
une fusion transcriptionnerle a été réalisée sur plasmidr:,en clonant un fi'agment obtenu par PCR en

amont du gène rapporteur IacZ. La PCR 
'a 

été réalisée avec les oligonucléotides L2 (5'

gcccatgagat""""uru{\;t' ; Ll.-La.fusion entre le produit PCR et le gène lacZ est réalisée à

l,extrémité correspondant à Ll. r. prur*iJe portant la fusion (appelé F'lU-lacQ est introduit dans

ra souche sauvage ainsi que dans une souche àetete" d'gène rrp.TJn deuxième plasmide contemant

le gène sauvage lrp a égàlement éte 
"o"tt*i, 

(appelé Ot:O) puis introd'it dans la souche dé1étée de

Irp contenantle prasmiie ptry-racz.B"nn r" pr"r*ioé prrp-iatz a été nrodifié de façon à remplacer

la séquence cccc (souligné dans la ,equ"n"" ci-dessus) pat aaaa' Le plasmide résultant' appelé

plrp^ut-!acZ,a été introdirit dans lu sorche sauvaESe. L',ncii,rité p-galactosidase a ensuite été me*sée

àun, t"s diftrentes souches. Les résultats sont les suil'ants .

Souches

Sauvage + PlrPJacZ

Mutant lrP + PlrPJacZ

Mutant trP + PlrPJacZ + PLrP

Sal*zge + P!îF^"'-!ÆÊZ

Activité

Expliquer les résultats et proposer un modèle de régulation'
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Euca .A 2taffran)

C- r.j-td-tt êtfi.*;ge sgr une capie séparée. (Durée estimée lllr

La clarté et la concision àe votre rédaction seront prises en compte dans la notation'

Les questions sont, en grande partie, indépendantes les unes des autres.

Des éléments de structure du gène trans' de dr:osophile sont donnés dans la figure i. La
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Le gène trans code deux protéines de tailles diftrentes. appelées TRANSI et

TRANS2-
Les protéines TRANSI et TRANS2 ont la même extrémit(: N-terminale. Elles ont

égaiement la même extrémité C-terminale"
Les exons 2 et3 sont mutuellement exclusifs'
Au niveau du promoteur, une << boite TATA >,a été identifiée"

Ouestion L : En utilisant Ies informations ci-dessms et ce que vou,s savez de la structure

classique d'un gène eucarToteo
a) CoÂplétez eilégen dezlafigure 1, après l':rvoir reproduite sur rzotre copie-

b) Représ entez et légendez les messâgers matures du gène truns le plus précisément

possible.

Ouestion 2: En tenant compte des informations concernant les protéines TRANSI et

fnlllSZ, O"crivez les contraintes qui en découlent concernant le rcadre de lecture utilisé.

En conséquence, quelles conditions doivent respecter les nombres de nucléotides n2 de

I'excn 2 et *3 de !'exon 3 ?

TRANSI et TRANS2 sont des facteurs de transcripticn. Ce sont des activateurs..

Ouestion 3 :
a) Q$elle est votre cléfinition d'un facteur de trans;cription ?

b) Quelles sont les caractéristiques structurales classiques d'un activateur ?

c) Quels domaines de liaison à I'ADN connaissez-vous ?

Un ADN de séquence connue est utilisé pour réaliser des expériences d'empreinte à la

DNaseI (footpriniing) avec ia protéine TRANSi purifiée (figure 2, piste A), avec la protéine

TRANSj p,rrifié" (frgure 2, piste B). La piste C est un contrôle réalisé en absence de protéine.

Ouest ion 4:

taille donnée aux introns et aux exons est arbitraire"



a) Quelles conclusions tirez-vous des résultats montrés dans Ia fig;ure 2 ?

bi euelles hypothèses pûuvez-vous faire quani à I'organisation structurale des protéines

TRANS1 et TRANS2? :

Figure 2
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ouestion 5: Quelles expériences réaliseriez vorus pour montrer que I',ARNm codant

TRANS1 n'est exprimé que chez la drosoph'ile adulte, alors que I'ARNn codânt

TRANS2 n,est exprimé que chez I'embryon. Pro,posez un schéma tégendé qui décrive les

résultats de ces exPériences.
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