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-Lusage des téigphones portables est interdit pendant toute la durde des éprevves, y
Ccompris fors de la préparation des dprevves orales. Les apparails dolvent impérativement
étre éteints pendant les dpreuvec. [s ne peuvent donc pas étre ulilisés comme
chronométre ou calculatrice.

-L'usage d'une calculatrice est limits & des apparells non programmables ne compartant
ni écran graphique et ni de caractéres alphanumériques. Le prét d'une calculatrice & un
autre candidat es! strictement interdit.

- les documents ne sont pas autorisés

1. Transcription eubactérienne

- Decrivez les différents événements qul ont conduit 3 I3 tarmation du complexe ci-
dessus,
- Décrivez le rile de chacune des malécules représentées dans la figure.

II.

- Donnez la définition de |a radioactivité.

- Le **Ca a une pericde de 163 jours, calculez le pourcentage de radipactivitsd initiale
restant aprés 90 jaurs,

- L'activité spécifique d'une solution de phénylalanine (F) marguée de Facon uniforme au
YIC est de 150mCi/mmole. Daux mL de cette solution renferment 1mCl de “C-F. Caleulez
la concentration melaire en F de cette solution.
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_ 10 - Durée 40 min
Lusage des téiénhones portables est interdit pendant toute la durée des dpreuves, ¥
COMPrIS lors de fa préparation des épreuves orales. Les appareils dofvent impérativarmant
étre dteints pendant les dpreuves. Iis ne peuvent donc pas 8tre wiillsés comme
chronomeatre ou calculatrice,

Travaux dirigés 20 points
Un ARN est synthétisé in vitro par TARN polymerase T7. Le géne codant pour cet
ARN est cloné dans un plasmide portant le promoteur T7. Pour ce clonage, les sitas
de restriction Pstl et Kpnl sont créés aux extrémités du géne au cours d'une réaction
de PCR. La séquence nucléotidique du gena codant pour 'ARMN est indiguée o
dessous ;

ACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGLTTTC CAGTCGGGAAACCTGTC

GTGCCAGCTGCATTAATGAAT

1°) Donnez la séquence des amorces utilisées dans |a PCR (15 nucléctides de
l'amorce devront s'hybrider au géne dintéra )- Justifiez votre réponse (10 points)

2°) La réaction de transcription in vitro est réalisée dans les conditions dacrites ci
dessous :

0,25 pmoles dADN, DTT 0.1 M, UTP 0.5 mM, GTP 0.5 mM, ATP 0,5 mM, CTP 0.5
mM. Tampon 1X, 10 U RNasin, 50 4Ci [«™P]-ATP (3000Cimmole, 10mCifmi), 2U de
T7 RNA polymérase, H-0 q.5.p. 20 ul

Calculez l'activité spécifique de | [ct“P-ATP dans le milieu réactionnal (6 points)

3°) Decrivez l'autre  stratégle vue en TD pour préparer la malrice ADN & gjouter
dans une réaction de transcription in vitro {4 points).

Données ;

Les enzymes de restriction Kpnl at Pstl reconnaissent spécifiqguement les séguences
sulvantes | GGTAC'C et CTGCA'G. Pour que ces enzymes coupent efficacement
Famplicon, deux nucléotides GG doivent &tre ajoules en 5’ du site de restriction.
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T3 Frosnoser I|!-5n| ur_fmmlnl
L BETTTIGITCCRTTTAGT mﬁmrm.ﬂ.r?‘r COAGGTTGECATAATCATGETCATAGCTRTTTED

Sequence nucléolidigue de la casselte da clonage du plasmide uliisé pour le
clonags décril ci-dessus.

13 pmes bindirg s WM Ravorw pimer Gnding vl



Cours : 20 points

Sites de polvadanylation
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17) Donnez k2 nom el |a définition des regions de 'ARN représentées par des
recltangles numérotés de 1 a6 etde a a f (5 points)

27) Dacrivez las mécanismes moléculaires impliqués dans les étapes de mafuration
1 et 2 (10 points)

3°) Qu'est ce qui différencie la messager mature produit dans |a thyroide de celui
produit dans fa cerveau, Proposez un modéle expliquant ces mécanismes de
maturation tissu specifiques. (5 points)

ATTENTION Toute réponse hors sujel sera sanclionnée
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_ 10 Durée 1 hewre
Lusage des Iéléphones portables est interdit pandant toute la durée des dpreuves, ¥
compris fors de la préparation des épreuves orales. Lpe apparels doivent impérativement
. Gtre dteints pendant les épreuves, Iis ne peuvent donc pas Stre utiisds comme
chranamretre ou calcuiatncs,

-L'usage d'une calculatrice est iimité 3 des appareils non programmables ne comportant
ni écran graphigue et nf de caractéros diphanumérigues, Le prét d'une caiculatrice & un
autre candidat est strictement interdit.

l. Cours

La traduction doit &tre fidéle. Les réactions mises an muvre 4 chague étape de la
traduction bactérienne sont spécifiquas. Décrivez cas reactions et expliquez
comment asl assurée cette specificité

LIne réponse structurés est attendus | Infreduction, justifiez vos réponsas)

TD

Afin de synthétiser du cDNA, les ARN sont isolés a partic de 400 000 cellules
eucaryotes. Les ARN totaux obtenus sont mis en solution dans 20 pl d'eau & une
concentration de 1.6 pg/ul. Ces 20 il de solution d'ARN sont traités 4 la DNase |
en présence d'1 unité de DNase | jug d'ARN et de tampon DNase | 1X. Le volume
final du milieu réactionnel est de 50 ul. Aprés une incubation de 30 min 4 37°C, le
milleu reactionnel est placeé & 70°C pendant 15min.

lug d'ARN totaux traités & la DNase | est utjlieé pour syntheliser du cDNA. La
réaction est effectuée dans un milieu réactionnel d'un volume de 20ul contenant du
tempon Réverse Transciptase 1X. 0.5mM de chague dNTPs, 5 uM dun
oligenucléotide de séquence dégénérée ot 5 Unités de Réverse Transcriptase.

= Calculez le volume de chague solution a prelever pour constituer ces 2 milieux
reactionnels ;

Solutions stock :

DNase | 100U/ ul, Tampon DNase 10X, Réversa Transcriptase 200/ uL. Tampon

Reverse Transeriptase 10X, oligonuckolide de sequence dégeénerée 100 uM, une
salution de dNTPs 2, 6mM chacun,

Il. Une réaction de transcription in vilro est réalisée dans les conditions décrites ci
dessous

1 pL d’ADN (0.5 pg/ ul), 1 ulL d'une solution renfarmant les 4 NTPS 10mM chacun, 2
uLDTT 0.1 M, 2 L Tampon 10 X, 10 U RNasin 40uiuL, 5 ul [ “PJ-ATP
{1500Cimmole, 20mCiiml}, 2U de TT RNA polymerase, H:0 g.s.p. 20 ul

- Caleulez f'activité specifique de ' [oP|-ATP dans le milieu réactionnal

Hl. Un fragment EcoRl a &t¢ inséré dans le site EcoRl d'un plasmide. Aprés
transformation de bactéries compétentes avec les plasmides recombinants, vous
souhaitez selectionner par PCR sur colonie, les colonies renfermant e plasmide
racombinant dont la séquence est indiguées dans |a figure ci-dessous. Parmi les
amarces proposees, guel couple d'amorces allez-vous uliliser pour sélectionner les
colonies d'intérét. Justifiez votre réponse sous forme d'un schéma commentes.



EccRI
TATACATCGATAAGC TTGATATCGAATTCACTCACATTAATTGCGT TGCGCTCACTELCOGL
TTTCCAGTCGGCAAACC TETCGTECCAGCTGCATTAATGAAT GAATTCC TGCAGCCCEGGEEE
ATCCAGCA EcoRI

Séquence nucléotidique du fragment EcoRl inséré dans le plasmide. Les sites EcoRl
sent indigués en gras. Les séquences en 5’ et en 3" du site EcoRI correspondent a la
sequence de la cassette de clonage du plasmide,

Amorces misas a disposition :

Amorce 1 ATCGATAAGCTTGATATC
Amorce 2 ' ACTCACATTAATTGCGTT
Amorce 3 GGATCCCCCGGGCTGCA
Amorce 4 | ATTCATTAATGCAGCTGG



NUMERO D'ANONYMAT:

Licence Sciences du Vivant, année 2014=-2015.
Structures des Frotéines et dee Acides Mucléigques.
Bpreuve spécifigue Structures des Protéines. Ecrit 1

A

I} Sur la figure ci-contre, placer les angles de
torsion et la position de chague chaine latérale {qui
sera notée R) en respectant la configuration L des
acides aminds.

2) Une hélice u est composée de |a séquence suivanie VNTLTSODVDELR KRVEQLSRELDTLRQR
Quelle caractéristique posséde cette hélice 7

[maginer un mode ¢’ association entre deux hélices de ce tvpe,

3) Evrire une séquence possible pour le fragment de protéine représente sur la figure survante:

séguence:

4) Dans l'extrait du fichier PDB suivant, 3 quoi correspondent les colonnes 2 4 97
i £ -] g g

oall & 7 d -3

AT 17 B VAL A& LT 131,315 3J1.166 70403 1.080 14.43 !
ATOM 13 CH VAL A 17 14.028 31.35% 71,748 1.90 11.55 C
i r 16 A oLy & 18 11,373 29,164 71,199 1.00 10_08 H
AT IT Ch @ALY & 18 B.9%2 29,0691 71,383 L.o00 1139 C
ATOH 18 o GE¥ A 18 9.011 28,857 W0.088 t.00 15,04 e



3) Tracer les diagrammes topologiques et indiguer les noms des repliements des structures suivantes:
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sLusage des idphonas porfabive sl interdit pendenf tewre fg durde des dprsuves, ¥
comprts fors de ja gréparation dag Spravves orales, Les soparells defvent impdrativenent
dtrg  Algfafs pendenk dleg dareuves. §f5 me pouvent donc pas dive olllisds  comms
ChronomEtre o Laouistrice,

-Lsdge dune ceicolatricn est inid & des apparals non progiemmablos o sempariant
widren graphique of g de carsctéves alpbanumdilares, Le prét dune caicalatdics 3 un
Atitve vandidat sst stricbentenl inderdif,

- Javs plooutreenly fe sent pes auborisds

1. Marquage des acides nucdéigues.

U fragment 6"ADN de 128 paires doe bascs rendfermant T3 dAME sur os hen 2t 17 dAMT we
aetre brin oot aardd gt 7 Loy de sy gynthess pae PO

Le milio: ddactionamel de 5wl de volime Seal renferme:

L prmotes de chaeune dey denx maarcas | et 2, bes 4 ENFPR 2 Smedd chacan, lampon PER X,
S Tag pabadesee ol 250 uli [ FREATE, ing de 1 AN matrice,

Chuel wolmme des sobutiens stock ci-Geszons devor-vous prflover pour congiitier ce misiens
rétctionnel {4 pelpda) . Vous digpomes de -

e solution de |Mantoree, Lo soluiian e Presosce 2 & ane concanirating 130ahd cheting. une
sofion Ssmpon POR 10 x concentede, mne sohiion des & dNTPa B mbd chacay, 1"ALN
matrica treaim, L Tag polymdrase b 1608, o8 da |'Tes ™8] GATP & $0900Emmale e

Sk el

Caicules: 'activité speeifigue ¢ mCiimole) de 1 [« Pl dATY dans Is milien séectiomed
{dpaingah { los calouly indermédiaires odvent Stre prisentds o explignes) ) '
{Cafunles IPnelivied speifigoe ¢ iiancke) de la ambdcate "ADN marqués au P sobon Jes
ontieitions dderites oi-deanas {2noindse} .
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2032t leorde ndale D hoewee

usage des tdiéphanes portables est ilardiv pendant faute i durdae des Eprauvas, ¥
eompas lars e la pednaration dos Apréuves Srales, Leg appgreids didvent anperativernent
Sire dteints pendedt o dprevves, s ne peuvent donc pag dire sbilisds comme
citroncrrire oy caicafatics.

Aucune caisiiatiice rest aufsrisde pendant joule fa durfe de oreuve,

= rara e -

Questing de cours fooeffoerst 11 Durdse 33 min
1%} Aprés avoir denrd 2 ddfisition e peramataar, décelre bes caractéristioues ges
protackeers des géaes cadant pour los protelnas chez les mamimniféres {3 points]

20% Prberive lon modifieatisng dpigdndtiqees aingd que lours effels f Pesprasslan des
gt {7 pointe). CREetures voire rdpanse)

ngstmﬂ da Y [coedffciant 1) Durda 30 min

syrithise d'un ABN ta 220 nudéotides ast effectisda Ib vitts par 'ARE sobymdrase 17,
1 & 5-=1i~quﬂr1ca AU gire colant pour oot ARH est indlquds ci-dessous, les sites do regirloiion
sant aqrlgds, APn oo comer co géme dang la coseatle de clonage ol dessoes, des sibog g
restrictlon sont frddés ade adlramiles ow géne pat PR, Tas sites de rés.‘eﬁ-:'ﬁnn st
cheigia de fecan 8 ca dins i fdte snlf insdrd dang lo vache:r dans un Sed tens. Dorner
|4 sdpuance des amarces wlilisdes pour celis réactlon de PCR. Las amerces doivent
shybeider sur 17 aoncféctldes du géne (3 polntg). hstiflzr volre mponse (3 points).
Pour effactusr o donmga. wods disgaser dos engymas selvants o BoeRl [ GUAATEICY
Bamal {EGFATCOL, Xhol {TCTAGAY, Simal (CO0VREE) Putl (TGCARY Hind T {AALCTT).

AFCT TCALE ARG T A CTAAAAG TACAGECGACALT TT GO TU T ASALEATEGTUASGTA,
T ACAET A AL GATG A TAT AL AGCAT T T RE TACCCACACCTOCASAGRTAS FTATGACCAGAS:
THOATTACKE TREAH TCAGC T GG AACATG G TACCACAGC TTATATCCALCATUCAGT GOAAG LT
CECARTCTGACADCATOTTGETAR

Clter dans Vordrs chronaloghgue, e diffdrentes ager axpdrlmentales entre be mament,
ol ALY st ampifld par PCR et ozbui 9z vouy offectuerer b transciptlen i viteo {&
poiniza)

L RyNe _
Fara | . Ein:_l!
v =]
27 Prapielar n fe ;hﬁ“’ Bel 3
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Lusage des tdldphopas porbeblos est in(erti pendant toute 7 dIAre des dorenvas, v
COTErS ok e 8 prreparation dex drreUlay arales. Lak apparaids dafvent Imperativeimant
Bira Bleiste peondant les eprewves, [ fg peuven? donc pas Blre whifisds farpng
chronometre puy calcstrion,

Lirsage d'une salcufatrice est lmitd 3 des sppareils dnn prigramipnabiag re comporiant
nd deran graphique et Al de carectdres slphanumeériyues, Le prdl ohm exliifatrice & un
gulra capaidat est strictement (mberohE.

T. Quekkion de colrs (confficent 4,5)

Donnez la definitien d'sn fepminateur de iz tran@l:r%ﬂtiﬂﬁ chest les bacteries alns
que sea caracterlstigues,

Gt oe qul diffdransie yn terminatewsr d%n attencatelr, {Argumentez 'u'cltr'ﬂ
reéponse 80 vous basant sUr des oxemples du cours).

ELTD {cocfficient 0.5

1.Ln réclpiant 2 varre a &0 comtaming par de P, En vue de &8
gatantarminailon, o récipiert serd sincke dans yn container. Pendant aornbie:n
da phriodes cevrs 1+l Btoe stocké pour gue |8 guantite de radigactiviis
coptaminante passe da 2.19% cpr 3 158 cpm? (Remargue i ns mandgise pas
de donndeg) i

%. La redioactivied contesue dans 100 pl d'une soludion 0,5 de phiényiaianinag
margude au " est comptée. e nomdye de cpm compis est de 11006, Sachanl
que e rendement du somptege est de BD%, determingz Iactivité specklgue de
cetts spiution an i mmois da Phae, (1C1= 2,2 10™ dprmd
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E, Carbon
A TS dprewie MO ST fherdz 3w M #mig TH

D TEresss radenizamen maléetilaires somt impliqués dans la régudation de P oxpresiion Boe
gepas, Lo proféioe bosomigue B3 rdpule s progee senthise, Thng (e cadrs de Féhade
tcacisiee moldeuteite aptind dons s edgalulion e Pexpression da gése te da protcies
SER, s SN A o &2 préprrds. Llanalyse des cI¥NA 8 pesmis de mealrcs ' sae peie:
progsrtiem des el A wodaad pout 1 prldasie B3 fealirme vae clfgiole sOregetlt &
prersed ddran da stne codant powr B proléne 513

i Donaer fx difinition 4 90 ¢ITNA | comment ks prépaes Uan 2 partic d une sofction
ATARN fofauy beoddy b pedbizbes enguryatesT

2% Popnes fa détinition 4™ an Tatran

o« Cammeent exploue: veus b faite qu'en indron piisae des présent deos o ENA 7
Erierivee e méeaniime moltcolaie o Taf Qéfhet

~ Trbgrives dod ppdthades poae metEee on dvidence o ARMN mosseger ooy ke solnilon
AT ARMN bptaix?

Pt de b prévece ofe etron dars PARN mecssnger di {a proédine S13,

L vesl sle tranmocipiisrn i wive o poalisd on ronsfectont des cellules sncaryotes en culine
st Aesd wt plasmnida wida it avee un plasmide reessribinant renfermant e cTMA el
merad da peoiding B3, conlaonnt on zog Piios 1 {seheren oi-dessous). La oA esd clomd
soas Y dépendanes 4'on proseteur escaryate. Les sellules trunsfesieos soal nsebées i
18Iy, fer AR tofwax sl exisnils of PARNM messsper BES enl quapilié. Loy rdsullads send
progentds das [*histpreatme of dessona,
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P’ snavzider gan B gralfine 513 so e b vigeer s Pisteon prlsend daas 17ARN mesener,
oot [otron: osl syEiRelise fr vitk,
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Stgnetce sucldncidigne g Uenon § et 2| e leferes capdioles] of de iiron 3§ Terfres
mimvendes) o g confoee ponr fa peotding cilRkeatpee S01

- Flamsimay fo agpbeeecs £15% scEEnnhiles d B nlcessaieos pony sraplificr pur PR
FADMN oo Py Pisedemt.

« Bdcrives jos dewy strebbplos giilisdes en Baboratoice pensr syathdticer uh ATENV In vigiea]
cépobgs sews farme o selbnn commentd}

« (eoble expiricece cffcetacree gl prur motire cg evidence I'interacdion de It pratéing
53 grec PPARN corTasprsdant 4 narenl? '

« Fagpget o8 ¥ rienucieatites sulvaniy, lequet nfidrerey vaRs prodl BRegmer
racioactbrement I ARN syalkitizé in vime ;s foP FGTR, [P 1UTP, [07F 1-ATF

Toning vos rdponsey dolvent fre |nstiféon,
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1° Décrivez les stratégles utilisées pour marguer au P un fragment
d'ADN

29 Calculez le poids en pg d'une Curie de P et I'activité spécifique en
Ci/mole de ce radio-isotope

1Ci= 2,2 10" dpm. Période P = 14, 3 jours,

CM -

- Décrivez les caractéristiqgues de |'ARN polymérase bactérienne et le rdle
des sous unités gui la constituent.

- Comment peut-on mettre en evidence in vitro et in vive l'interaction
entre une protéine et un fragment d'ADN, (développez votre réponse).
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L Le plasmide ci-dessons renferme plusieurs types de promoteurs (3), quelles sont les
carpctéristiques de ces promoteurs et dans quel cas les utilise Uon ? (10 points).
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I1. Le fragment de restriction BamHI {site BamHI : G'GATCC) de 120 paires de bases est
margué au P par remplissage des extrémités par la T4 DNA polymérase.
GATCC SR

[ R CCTAG

0,6 pmoles du fragment BamHI soat incubés dans un milieu réactionnel de 30 pl. renfermant
les 4 dNTPs (0,5 mM de chague), 3 U de T4 DNA polymérase, du Tampon 1 X et § pi de
[a“P]-dATP (6000 Ci/mmole ¢t 10mCi/mL).
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1) Caleulez le vohune des solutions stock & prélever pour préparer le milieu réactionnel
dcerit oi-dessus (3 points).
2%) Quelle est "activité Spéeifique (Cinmole) du fragment d*ADN margué (5 points)

Solutions Stock : Fragment BamHI { 100 ng/pl), une solution des 4 dNTPs (5 mM de
chaque), T4 DNA polymérase (1 U/pL) et H0.
PM d'une paire de bases : 660g/mole.

C
I Décrivez fes différents événements qui se produisent avant gue "ARN polymérase
hactérienne n'entre en phase d*élongation (10 points).

II. Qu'est ce que Pauénuation ranscriptionnelle, illustrez voire réponse en décrivam e
mécarmsme maléculaire de la régulation de "'expression de "opéron tryptophane. Une réponse
sous forme d'un schéma comments est attendue (10 poinis),



