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Exercicel:16points

La famille DUPONT dont l'arbre généalogique est représenté ci-dessous (document 1) présente un membre
atteint de mucoviscidose. Le couple présenté sur l'arbre a un nouveau projet parental et souhaiterait savoir
si l'enfant à naître sera atteint ou non de la pathologie. P.Phe5O8del.

La cause moléculaire majeure de cette affection est liée à une délétion au niveau du gène X, situé sur le
chromosome 7.

L'allèle muté « a » à l'origine du phénotype malade est caractérisé par la délétion de trois nucléotides dans
!'exon 10 du gène X entrainant la perte d'une phénylalanine en position 508 de la protéine (p.Phe508del).
La différence de taille entre l'allèle muté et sauvage pourra être utilisé dans la méthode de détection pour
établir le génotype des différents membres de la famille (document 2).

Après extraction de I'ADN génomique à partir des leucocytes sanguins, un fragment d'ADN de l'exon 10 du
gène X contenant la région susceptible d'être mutée est amplifié par PCR à l'aide d'amorces spécifiques de
cet exon encadrant la zone cible. La taille des fragments amplifiés est évaluée après électrophorèse en gel de
polyacrylamide par comparaison à un standard de taille. Les profils d'électrophorèse obtenus pour les

différents membres de la famille sont présentés dans le document 3.

Document 1 : Arbre généaloeique de la famille Dupont

I-

Il-
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Document 2: Schéma global de Ia méthode RFIP utilisée pour l'analvse de la variation de séquence
(délétion p.Phe508del)

Exon 10 du gène du gène x

Anoæ -JErv-ÿ

I

Amplifcation de la region d'interêt par PCR

J

AilèIeNORMAL A Protéine
Gàne

AllèleMUTE â
Délétion de 3Nt lb Gty

5' ATTGGT 3'

PE/téinc
Gàne

ilê Phe Gly
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Document 3 : Geld'électrophorèse

Légende du
document 2 :

L'étoile noire
représente la région
susceptible d'être
porteuse de la
variation de
séquence (délétion
p.Phe508del)

100
97

Légende du document 3:

Les fragments d'ADN détectés
apparaissent en blanc. Un marqueur
de taille a été déposé dans le puits le

plus à droite du gel.

Les indications de taille (100 et 97) à

gauche du gel donne la taille exacte
des bandes obtenues chez les

différents patients.

l-1 t-2 il-1 |-2 il-3
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QUESTIONS:

L. Quel est le nom du gène X ? Quel type de protéine est codé par ce gène ?

2. Déterminer le mode de transmission de l'anomalie.
3. Donner le génotype des individus l-7-,l-2.
4. D'après l'analyse des résultats, l'enfant à naître (ll-3) présente-t-il un risque d'être atteint de la

pathologie ? Donner le génotype de l'enfant.
5. Quel est le risque pour l'individu ll-2 (en odmettant gue so conjointe n'est pos porteuse de

I'onomoliel
a. de transmettre l'anomalie à sa descendance et
b. d'avoir des enfants atteints de la maladie.

6. Quelle méthode biologique utilisant les caractéristiques physiopathologiques de la maladie est
utilisée en clinique pour dépister cette maladie ? Quel est le marqueur biologique d'un patient
atteint ?

Exercice 2: 76 points

L'érythropoïétine (EPO) recombinante humaine (rHuEPO) issue du génie génétique est utilisée chez les
patients présentant une anémie symptomatique. L'érythropoïétine est constituée de 161- acides aminés et
possède 3 sites de N-glycosylation et un site de O-glycolsylation. Pour synthétiser cette protéine les

industriels ont cloné la séquence humaine de l'EPO dans un plasmide d'expression.

Questions:

1) Quels sont les caractéristiques d'un vecteur d'expression par rapport à un vecteur de clonage ?

2't En justifiant votre réponse, quel(s) système(s) de production pouvez utiliser pour produire l'EPO

humaine recombinante utilisée comme biomédicament ?

3) Décrire les différentes étapes (allant du clonage à la protéine purifiée) pour l'obtention de l'EPO

humaine recombinante (vous pouvez vous aider de schémas en complément).

Questions à réponses ouvertes courtes @nOC1 : I points

QROCI: L'extraction de I'ADN génomique humain s'effectue en plusieurs étapes. Les lister dans l'ordre de
leur réalisation.

QROC2; Quels sont les différents types de prélèvement entrant au niveau d'un laboratoire de génétique
moléculaire en cancérologie ?

QROCS; Quelles sont les différentes catégories de gènes dont l'altération va favoriser la prolifération
tumorale ?

QROC4: Citer 2 techniques d'inhibition d'expression de gène
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Exercicel:15points
Plusieurs cas de neurofibromatôse de type 1 sont présent dans une famille dont l'arbre généalogique est
présenté ci-dessous.

il

ilt

Questions:

7- D'après cet arbre génétique quel est le mode de transmission de la neurofibromatose de type 1 ?

2- En admettant que les épouses des individus lll 1 et lll 4 sont saines :

a) Quel est le risque pour l'individu lll 1 d'avoir un enfant malade ?

b) Quel est le risque pour l'individu lll 3 d'avoir un enfant malade ?

3- Une autre famille présentant également des cas de neurofibromatose de type 1 vient en consultation
génétique et un arbre génétique est effectué.

Quel phénomène génétique permet d'expliquer le phénotype du patient pointé d'une flèche sur l'arbre
obtenu ?
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Exercice 2: 75 points

On cherche à cloner le gène d'intérêt dans un plasmide d'expression. Le plasmide lait27OO pb et possède un
site de clonage comme décrit dans la figure A avec des sites de reconnaissance pour les enzymes de
restriction : Pst1, Sacl, EcoRV, BamH1, Sall, Accl, Hindlll. Le

gène d'intérêt fait 7270 pb et possède des sites de
reconnaissances d'enzymes de restriction comme décrit dans
la figure B (les chiffres sous le nom des enzymes désignent la

position du site sur le gène d'intérêt).

Questions:

1. Quelle enzyme allez-vous choisir pour réaliser ce clonage.

Justifier votre réponse.
2. Quelles sont les tailles du plasmide recombinant et non

recombinant (justifiez votre réponse).
3. Le plasmide recombinant est digéré par les enzymes

BamHL et Kpnl.

a. Quelles sont les tailles des fragments observés après

digestion enzymatiq ue.

b. Expliquer comment vous pouvez visualiser les fragments
obtenus.

Pstlq Socl, E@RV, MnHL Soll, Aæ1, Hindill

§lte de donage

Gène d'interet

Xpnl BamHl

Questions ù réponses ouvertes couftes (QROC) :
70 points

QROC1 : Principe de l'exploration (et du calcul) des réarrangements de grande taille

QROC2 : Principaux critères de bonne qualité de I'ADN génomique

QROC3 : Le criblage des mutations ponctuelles : définition, intérêts et inconvénients

QROC4 : Citer 3 des 5 maladies génétiques dépistées chez le nouveau né au 3è'" jour de vie ?

QROC 5 : Compléter la séquence d'ADN double brin suivant sachant qu'il s'agit d'une séquence
palindromique :

5, GATT- 3,

B

320 866 7270
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