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TD Génétique : série 6 génétique moléculaire.
Solution 

Exercice 1

Soit la séquence d'ADN suivante :
5'- ATTTACGGGCCTTAATGGCATAACCGCCTAATGGTTAACCGCTAGCGCG - 3'
· Donner la séquence de l'ADN double brin correspondant.
· A quelle condition (nécessaire) cet ADN double brin serait transcrit in vivo ?
· Donner la séquence du transcrit éventuelle.
Solution 1

· La séquence de l'ADN double brin correspondant est complémentaire est antiparallèle :
5'ATTTACGGGCCTTAATGGCATAACCGCCTAATGGTTAACCGCTAGCGCG 3'
3’ TAAATGCCCGGAATTACCGTATTGGCGGATTACCAATTGGCGATCGCGC 5’
· Cet ADN double brin serait transcrit in vivo s’il existe un promoteur en amont. Bien sûre, il ne faut pas négliger la présence de la machinerie de transcription dont principalement l’ARN pol et tous ses cofacteurs et des NTP.
· Séquence du transcrit éventuelle :
Par convention : Le brin d’ADN transcrit est le brin antisens.
Le brin d’ADN non transcrit est le brin sens.
Pour avoir un transcrit nous allons donc d’abord supposer la présence d’un promoteur. Ainsi, nous avons deux possibilités :

Possibilité 1:
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La séquence du transcrit:
5' AUUUACGGGCCUUAAUGGCAUAACCGCCUAAUGGUUAACCGCUAGCGCG 3'

Possibilité 2:
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La séquence du transcrit:
3’ UAAAUGCCCGGAAUUACCGUAUUGGCGGAUUACCAAUUGGCGAUCGCGC 5’
Exercice 2

Ci-joint une représentation schématique de la structure d’un gène isolé d’un organisme eucaryote.
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· Définir la nature de l’élément en amont du 1er exon
· Représenter sur le schéma la position du codon d’initiation ATG et du codon stop. Est-ce les seules positions possibles ? expliquer.
· Schématiser la structure du pré-ARNm (transcrit primaire) et de l’ARNm mature formés à partir de ce gène
Une mutation survient au niveau du site d’épissage situé au début de l’intron 2 le rendant inconnu par la machinerie d’épissage (splicéosome).
· Donner la structure de l’ARNm qui dérive de ce gène.

Solution 2

· Définir la nature de l’élément en amont du 1er exon c’est le promoteur. C’est une séquence reconnue par la machinerie de transcription permettant sa fixation et l’initiation de la transcription. Nous citons à titre non exhaustif principalement le motif TATAAA qui définit la TATA box en position -30 à -25 NT, et le motif Py Py A N (T/A) Py Py qui définit le Inr en position -6 à +4 NT.
· Représenter sur le schéma la position du codon d’initiation ATG et du codon Stop.
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Cette position théorique simpliste n’est pas la seule possible, au contraire, dans la plupart des gènes l’ATG peut être rencontré dans ou au-delà du premier exon. Et le codon STOP bien avant la fin du dernier exon.
· Schématiser la structure du pré-ARNm et de l’ARNm mature formés à partir de
ce gène.
Pré- ARNm appelé aussi transcrit primaire :
Il contient toute la séquence transcrite depuis l’Inr jusqu’au signal de la fin de transcription.
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ARNm mature :
Il ne contient que les séquence des exons, plus les modifications apportées lors de la maturation : la coiffe, la queue poly A, et d’autres modifications liées à l’édition si elle existe pour ce transcrit.
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· Donner la structure de l’ARNm qui dérive du gène muté :
Dés lors que le site d’épissage devient inconnu à la machinerie d’épissage (splicéosome) ; le lasso n’est plus formé pour l’intron. Ceci conduit à l’inclusion de la séquence intronique dans le mRNA mature. Notez qu’en plus de ce type de mutations ; il existe des mutations qui créent de nouveaux sites de splicing au niveau des exon ou des introns.
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Exercice 3

L’ADN génomique présenté ci-dessous contient la totalité de la séquence d’un gène codant une protéine. Les segments nucléotidiques soulignés correspondent aux séquences d’ADN de ce gène retrouvées dans l’ARNm.

1. Quels sont les composants moléculaires nécessaires à la transcription ?
2. Comment se fait l’initiation de la transcription ?
3. Quelle partie de cette séquence peut participer à la régulation de l’expression d’un gène par un signal hormonal ?
4. Parmi les « motifs » de cette séquence marqués en gras ( ggccaatct / tatata / gt / ag / aataaa / tatgtttg ) :
- Quels sont ceux qui définissent l’orientation de la transcription ?
- En quoi définissent-ils le brin sens et le brin matrice ?
- Quels sont ceux qui définissent le début et la fin de la transcription ?
- Quels sont ceux qui interviennent lors de la maturation du transcrit primaire ?
5. A quoi correspondent les segments soulignés dans cette séquence ?
6. Quels « motifs » interviennent dans le processus qui permet de les réunir ?
7. Quel est le rôle du triplet de nucléotides en 206-208 ?
8. Le nucléotide en position 391 est un C qui fait partie de la séquence traduite : quelle est sa position dans le cadre de lecture : N1, N2 ou N3 ?
9. Quelle sera la longueur après transcription et maturation (comprenant l'addition de 1000 AMP du côté 3'-OH) de l'ARN messager ?
10. De combien d'acides aminés se compose votre protéine ?
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Solution 3
1.	Les composants moléculaires nécessaires à la transcription :
Chromatine accessible à la transcription (ex : histones acétylées), séquence promotrice (nécessaire comme la boite TATA, en plus d’autres boites et autres régulateurs en Cis), la RNA polymérase II, la TBP et les facteurs associés, et les looping factors, et n’oubliez pas les NTP.
2.	L’initiation de la transcription :
• Le couple cis-régulateur trans-régulateur liés entre en contact avec le complexe d’initiation de la RNA polymérase II par l’intermédiaire d’un ensemble de protéines appelé médiateur. La liaison du trans-régulateur et du médiateur nécessite un repliement du DNA du promoteur, par les looping factors, pour permettre le rapprochement de ces protéines.
• La RNA polymérase peut démarrer lorsqu’elle est activée par les facteurs de transcription. 
•  Alors la transcription peut commencer si les ribonucléosides substrats sont présents.
3.	La partie de cette séquence qui peut participer à la régulation de l’expression d’un gène par un signal hormonal se trouverait au niveau du promoteur. Un exemple des éléments cis-régulateurs spécifiques le CRE (cyclic AMP responsive element) TGACGTCA.
4.	Parmi les « motifs » de cette séquence marqués en gras ( GGCCAATCT / TATATA / GT / AG / AATAAA / TATGTTTG ) :
- Ceux qui définissent l’orientation de la transcription, et le brin sens et le brin matrice  sont : les boxes : GGCCAATCT, TATATA
- Ceux qui définissent le début et la fin de la transcription sont respectivement : TATATA (-30 NT) et TATGTTTG
- Ceux qui interviennent lors de la maturation du transcrit primaire sont les site donneur et récepteur : GT et AG.
5.	Les segments soulignés dans cette séquence correspondent à : des exons
6.	Les « motifs » intervenant dans le processus qui permet de lier les exons lors de la maturation du transcrit primaire par épissage (splicing) sont GT et AG
7.	Le rôle du triplet de nucléotides en 206-208 ATG est l’initiation de la traduction. Ce codon permet l'association de l'ARNm sur la petite sous-unité du ribosome. Notez que, les nucléotides entourant le triplet initiateur ATG sont aussi bien conservés, ils sont nommés séquence de Kozak, chez les vertébrés cette séquence est 5’- GCCGCCPuCCATGG-3’
8.	Le nucléotide en position 391 est un C qui fait partie de la séquence traduite : sa position dans le cadre de lecture est définit de cette façon : 
N0 étant 205, pour le codon 1 : N1 206, N2 207, N3 208 ; codon 2 : N1 209, N2 210, N3 211, etc. => Donc N1=N0+3X+1, N2=N0+3X+2, N3=N0+3X+3. X étant le numéro de codon, ATG est le codon 0. Bien sûr, il faut soustraire d’Intron 1.
La position 391=205+186-114=205+3x23+3 => le nucléotide C en position 391 est en N3 dans le cadre de lecture du codon 24.
9.	La longueur après transcription et maturation de l'ARN messager (comprenant l'addition de 1000 AMP du côté 3'-OH) : le transcrit primaire s’allonge de 30 NT après la TATA boxe au signal de terminaison : de donc de 102 à 834. Lors de la maturation, le mRNA perd ses 2 introns, une enzyme coupe une dizaine de NT après le signal de poly adenylation AAUAAA, et gagne une queue de 1000 AMP en moyenne et un GMP en coiffe.
834-102=732 taille du transcrit primaire moins le signal de terminaison.
732-113-168+1+1000=1452 NT taille du mRNA « Ce chiffre est approximatif. Car le début de la transcription et la taille de la queue reste théorique dans cet exercice ».
10.	Le nombre des Aa dépend du nombre de codons entre le codon de démarrage ATG à la position 206-208 et le codon Stop à la position 713-715.
(713-206) = 507
Les introns en moins !
507-113-168 = 225
La séquence traduite : 
ATG GCT CTT CTT TCA GCG TTT TCG GCC ACC CAG GCA CGG AAG GGC TTC TGG GAC TAC TTC AGC CAG ACC AGC GGG GAC AAA GGC AGG GTT GAG CAG ATC CAT CAG CAG AAG ATG GCT CGC GAG CCC GCG ACC CTG AAA GAC AGG CTG CAG GCC CGT CTG GAT GAC CTG TGG GAA GAC ATC ACT CAC AGC CTT CAT GAC CAG GGC CAC AGC CAT CTG GGG GAC CCC
225/3 = 75 Aa.
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ANNEXE II.
- Codes des acides aminés
A:ala F :phe K:lys P :pro T :thr
C:cys G:gly L:leu Q:gin V:val
D:asp H : his M : met R:arg W:itp
E :glu 1:ile N :asn S :ser Y tyr
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ANNEXEI .
CODE GENETIQUE
1er 2éme 3éme
Nucléotide Nucléotide Nucléotide

u c A G

Phe Ser Tyr Cys u
“ “ “ “ c

Leu “ Stop Stop A
“ “ Stop Trp G
“ Pro His Arg u
“ “ “ “ c
“ “ GIn “ A
“ “ “ “ G

lleu Thr Asn Ser u
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“ “ Lys Arg A
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3' UAAAUGCCCGGAAUUACCGUAUUGGC66AUUACCAAUUGGCGAUCGCEC 5

Exercice 2 :

Ci-joint une représentation shématique de la structure d’un gene isolé de plantes.
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QI- Definir la nature de I'élement en amont du 1 exon

Q2- Représenter sur le shéma la position du codon d’initiation ATG et du codon stop

Q3- Donner les bordures probables de I'un des trois introns

Q4- Schématiser la structure du pré-ARNm et de I’ARNm mature formés a partir de ce gene

Q5- Une mutation occure au niveau du site d’épissage situé au début de I'intron 2 le rendant inconnu
par la machinerie d’épissage. Donner la structure de I"’ARNm qui dérive de ce gene.
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