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Répondez sur une copie distincte

Vous effectuez un stage dans un laboratoire de recherche, vous étes chargés (ées) de mener a
bien des expériences qui ont attrait & la mutagenese dirigée. Le géne IAP (annexe 1) est étudié
depuis longtemps dans I’équipe que vous intégrez, il est donc déja cloné dans le plasmide

pEYFP-C1 (annexe 4).
1/ Acides aminés a muter

Vous devez muter 'acide aminé en position 32 de la proiéine recombinante (partie
correspondant a la partie codante du géne IAP) en acide aspartique.

Vous décidez de muter [e géne par la technique de la « méga-amorce »
Question 1 : Pourquoi privilégiez-vous cette technique 7 (3 points)

Question 2 : Que peut apporter la mutation en acide aspartique au niveau de la

compréhension du role de 1’acide aminé sauvage 7 (2 points)

II/ Amorces PCR et PCR
Le clonage a été réalisé afin que la construction n’apporte au niveau de la protéine

recombinante que trois acides aminés (sans compter le tag) provenant du plasmide.

Question 3 : Dessinez les amorces de mutagenése et de clonage dont vous avez

besoin pour faire la 1 étape de la mutation par PCR. Expliquez vos raisonnements

concernant les deux amorces (4 points)

Question 4 : Quelle est la taille du fragment PCR obtenue & l'aide de ces deux

amorces (1 point)
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Question 5: Dessinez I'amorce de clonage dont vous avez besoin pour faire la 2

PCR en utilisant le fragment amplifi¢é par la PCR précédente. Expliquez votre

raisonnement concernant la conception de cette amorce (2 points)
Question 6 : Quelle est la taille du fragment de cette 2°™ PCR (1 point)

HI/ Résultats de Ia mutagenése dirigée

Question 7 : Quelles sont les limites, les défauts et les avantages de la technique de

la « méga-amorce » par rapport a d’autres techniques de mutagenése dirigée (3 points)

Question 8 : Que pouvez-vous proposer comme manipulation simple pour répondre

a la limite majeure de cette technique (2 points)

Question 9. Que décidez-vous de vérifier avant 'expression de la protéine mutée 7,

Pourquoi ? (1 point)

1V/ Séquences de la protéine recombinante
Question 10 : Quelles sont les séquences en acides nucléiques et en acides aminés
situées aux jonctions plasmide/insert. Soyez explicite quant a l'origine de ces

séquences (plasmide, enzyme de restriction ou géne) (3 points)

Question 11 : Quelle est la taille de la protéine recombinante ? (3 points)

Annexe 1 : [IAP ou CD47 (hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov)

gene 1..2047
fgene="CD47"

€Ds 148..1119
/gene="CD47"

/mote="isoform 1 precursor is encoded by transcript

/codon_start=1

/product="CD47 antigen isoform [ precursor"

/protein_id="NP_001768.1"
/translation="MWPLVAALLLGSACCGSAQLLFNKTKSVEFTFCNDTVVIPCFVT
NMEAQNTTEVYVKWKFKGRDIY TFDGALNKSTVPTDFSSAKIEVSQLLKGDASLKMDK
SDAVSHTGNYTCEVTELTREGETHELKYRVVSWFSPNENILIVIFPIFAILLFWGQF
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GIKTLKYRSGGMDEKTIALLVAGLVITVIVIVGAILFVPGEYSLKNATGLGLIVTSTG

ILILLHYYVFSTAIGLTSFVIAILVIQVIAYILAVVGLSLCIAACIPMHGPLLISGLS
ILALAQLLGLVYMEKFVASNQKTIQPPRKAVEEPLNAFKESKGMMNDE"

misc_feature

mat_peptide

148..204

fgene="CD47"

166..

1047

fgene="CD47"
/note="Region: CD47 integrin associated protein”
fdb_xref="CDD:]5846"

202,

A116

/gene=lch47ll
/product="CD47 antigen isoform 1"

ORIGIN

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
5901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1821
1981
2041

dgggagcegcege
cggcgetega
ggcggegacc
teggegtget
ttttgtaatyg
actgaagtat
ctaaacaagt
ctaaaaggag
tacacttgltyg
cgtgttgttt
gctatactec
atggatgaga
gttggagcca
ttaattgtga
attggattas
gctgtggttyg
atttcaggtt
gtggetteca
gcattcaaag
cgatttggaqg
atgattcact
tacgtgattyg
atgatctatyg
ggggcaatag
gcectectaggt
attacccaga
cacagcagct
gggtcaatgg
tcteegtatg
cacattccce
gatggatatg
acttgcettet
acggtagcac
ttcagcaaaa
aatctac

gtgcgcgeag
gcctgeetgt
atggggcgag
gcggatcagce
acactgtecgt
acgtaaagtg
ccactgtcce
atgcctettt
aagtaacaga
catggttttc
tgttetggyg
aaacaattge
ttcttttegt
cttectacagy
cctecttegt
gactgagtct
tgagtatctt
atcagaagac
aatcaaaagg
agtagtaaga
gttyggygaga
ttagttaagt
ttgtttgcce
tagaatggac
aaccagttta
gatatctaty
ttgggecagtt
aataataaat
atgtgatatt
cttcaacaaa
ttttectagy
gctgtacaayg
cagttgcagyg
atagctatgyg

ccgtgeagec
aacggeggeg
cgeggagatg
tcagctacta
cattccatge
gaaatttaaa
cactgacttt
gaagatggat
attaaccaga
tccaaatgaa
acagtttggt
tttacttgtt
cccaggtgasa
gatattaata
cattgccata
ctgtattgceg
agctctagcea
tatacaacct
aatgatgaat
cgtgaaagga
agaaacaaga
ttttattcaa
actcgagatce
aatttccaag
aattggttca
aaaacctagg
atggcagtat
taagtacagyg
gatggagata
cagtgtaaca
attcacataa
atgtagcacc
aaggagccag
ttgtaacata

tgggcagtygg
goggetgetyg
tggeecctygy
tttaataaaa
tttgttacta
ggaagagata
agtagtgcaa
ccgagtgatg
gaaggtgaaa
aatattctta
attaaaacac
gctggactag
tattcattaa
ttacttcact
ttggttattc
gcgtgtatac
caattacttg
cctaggaaay
gatgaataac
attcacttgt
aaagtaactg
agcagctgta
cagtttitttyg
cttgatgect
gggtgataac
gcttcecatca
ggcattagcet
caggaatttg
gtggtcctcea
ggtccttece
ccecttgaaa
ttttectecte
acttgttetce
tgtattecct

gtcctgecty
ctccagacac
tagcggeget
caaaatctygt
atatggaggc
tttacacctt
aaattgaagt
ctgtcteaca
cgatcatcga
ttgttatttt
ttaaatatag
tgatcactgt
agaatgctac
actatgtgtt
aggtgatage
caatgcatgg
gactagttta
ctgtagagga
tgaagtgaac
gtttaagcac
gttgtecacct
atttagttaa
ttgttatttt
ttcaggtect
tacttagcac
aacctttgece
gagaggtgte
gttgggagcea
ttcttggggyg
agatttagyg
ccectgtettiyg
tttgaacatyg
agagcactgt
tcctctgatt

tgacgegegy
ctgeggegge
gttgetggge
agaactcacyg
acaaaacact
tgatggagcet
ctcacaatta
cacaggaaac
gctaaaatat
cccaattitt
atccggtggt
cattgtcatt
tggcettggt
tagtacagcyg
ctatatcctc
ccetettetyg
tatgaaattt
accccttaat
tcgaggactce
ctaggecttyg
atgagaccct
taaaataatt
taatcaatta
agggectectyg
tgecectggtyg
aactcaggtt
tgccacttct
tcttgtatga
ttgceattee
tacttttatt
tcecteetgtt
gtctagtgac
gttcacactt
tgaaggcaaa

Annexe 2 : enzymes de restriction absentes de la séquence d’JAP de 1 a4 2047

Ratll Acelll Acelel Acctbl AceBllI AccBS3T
AclI AcvlI Acyl Adel Afel Af1II
Af1III Agel AhdX Ajul Alel ALfI
Alol Alol Blwidd4l AlwWFI AlwNI Aor13HI
AcrS51HI Apal Apall Ascl AsiGI AsiSI
AspT18I AspCNI AspEIL Assl Asull AsuC2Z1
AsuNHI AviIl Axnyl Bael Bael Ball
Banl BanIlI Baul Ebel BbrPl Bbul
BbvCI Bceb3I Bcgl Begl Bcivl Benl
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Bfil Bfrl
Bmel580I Bmgl
Bpll Bpulll
BsaHI Bsbl
BseAl BseCl
Bsil BsiWI
Bsp681 BsplO61
BspEI BspHI
BspTl1lCG4I RspT107E
BssSI Bst 981
BstTNSI Bstbal
BtgZI BtrI
CfrilQl Cfr4zz
CspAl CspCl
Famll(d5I Ecil
EcoHI EcoRI
Fsel Fspl
HincII HindIlX
Kpnl Kpn2I
Mbil Mls?¥
MroNT Mscl
Mvrl Nael
NotlI Nrul
Pacl Pael
Pdil Pf12311
PmaCl Pmel
PshAl Psil
PspOMI Psrl
Rgal Rsrll
Sapl Smal
Sfil Sfol
SgrBI SgrDI
Spht Splt
Sunl Swal
UbaPI UthsS1
Xcel Xhol
Zrml

Bful
BmgBI
Bpul4drl
BscGI
BseJl
BsmBI
BsplloT
BspLUL1I
BspX1
BstACI
BstXl
Call
Clart
CspCI
EclHKI
Egel
FspAl
Hpal
Kspl
Mlul
Msp201
Narl
Nsbl
Fagl
P£11108I
Pmil
Pspl406€l
Psrl
Rexr2I
Shfl
Sf£r3031
SgsI
Srfl
Tagll
Vhadé4l
Xmal

Bgll
Bmrl
BpukEI
BseBI
BseSI
Bspl3l
Bspl20I
BspMII
BsrBI
BstRBI
BsulbI
Caull
Cpol
Dralll
Ecod7III
Ehel
Funl
Hpy991
KspAl
MIuNI
MspCI
Neil
NsplI
PalA¥
Pfol
Ppil
PspAl
Pstl
SaclII
Scal
Sful
Small
SseZ321
Tagll
Vnel
XmaCl

Bgliz
Bret I
Bsal9l
Bsezll
BshNI
Bspedl
BspCI
BspMAT
BsrFlI
Bst2BI
Bsu3ol
CeiNI
Cspl
DrdII
Eco721
Esp31
HgiCI
HspS21I
MabI
Mlyll3I
MssI
NgoMIV
NspV
PasI
PinAl
Ppil
PspCI
Pvul
Sall
Sdail
Sqfl
Smil
SseB83871
TssI
Xagl
Zhol
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B1lfI
Boxl
BsaBI
Bsell8T
BshTI
BspZ4l
BspDI
BspTi
BssAl
BstENI
BsuTUI
Cfrol
Cspdbl
Dril
Eco81T
FdxI
HinlI
KasI
Maml
Mrol
MstI
Nhel
0lil
Pcil
PlelST
Pscl
PspLI
Rcal
Sanbl
SexAl
Sgral
SpaHI
Ssml
UbaFoTl
Xbal
Zral

Annexe 3 : Sites de coupure et tampons de digestion de quelques enzymes de restriction

Nom Sites de coupure | Tampon de digestion
Apal GGGCC/C AE
BamHI G/GATCC C,D
Clal AT/CGAT B
EcoRl G/AATTC AF
FdxI CCATG/G B,F
HindI AJ/AGCTT C
Hpal C/CGG A B C
Notl GC/GGCCGC E,H
Pstl CTGCA/G G, H
Sall G/TCGAC A, B
Smal CCC/GGG
Xbal T/CTAGA B, H
Xhol C/TCGAG
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Annexe 4: plasmide d’expression eucaryote pEYFP-C1 (détail du MCS, tag YPF de 365
acides aminés)
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Annexe S : le code génétique
1% position (5°) 2 pasition 3" position (3")
U C A G
UUUPhe/F  UCU Ser/S UAU Tyr/Y  UGUCys/C U
U UUC Phe/F UCC Ser/S UAC Tyr/Y UGC Cys/C C
UUA LewL UCA Ser/S UAA Stop UGA Stop A
UUG Leuw/L UCG Ser/S UAG Stop UGG Trp/W G
CUU Lew/L CCU Pro/P CAU His/H CGU Arg/R U
C CUC LewL CCC Pro/P CAC His/H CGC Arg/R C
CUA LewL CCA Pro/P CAA GIn/Q CGA Arg/R A
CUG LewL CCG Pro/P CAG GIn/Q CGG Arg/iR G
AUU e/ ACU The/T AAU Asn/N AGU Ser/S U
A AUC Ile/1 ACC Thr/T AAC Asn/N AGC Ser/S C
AUA e/l ACA Thr/T AAA Lys/K AGA Arg/R A
AUG Met/M  ACG The/T AAG Lys/K AGG Arg/R G
GUU Val/v GCU Ala/A GAU Asp/D GGU Gly/G U
G GUC Val/v GCC Ala/A GAC Asp/D GGC Gly/G C
GUA Val/v GCA Ala/A GAA GIWE GGA Gly/G A
GUG vVal/lv GCG Ala/A GAG GIW/E GGG Gly/G G



