


L'accumulation de protéines mal repliées entraine I'activation d’'une réponse cellulaire, le systeme
UPR ("unfolded protein response"). Cette activation implique entre autres la dimérisation de IRE1,
une protéine transmembranaire du réticulum endoplasmique {RE). On sait qu’une fois dimérisée,
IRE1 posséde une activité endoribonucléase qui va modifier dans le cytoplasme '’ARN du facteur
de transcription XBP1 pour permettre la traduction d’'une forme fonctionnelle de XPB1. Afin
d'étendre les connaissances de cette voie, on recherche des protéines pouvant interagir avec
IRE1.

Parmi les interacteurs potentiels de IRE1 les chercheurs identifient Ia filamine A (FLNA). Pour
rappel, la filamine A crée des ponts entre les filaments d'actine pour les organiser en réseau.

Question 1 - Indiquez la ou les affirmations correctes parmi les propositions suivantes :

A. les protéines du nucléoplasme se replient dans le cytosol
B. les protéines du RE qui sont mal repliées sont dégradées dans les lysosomes
C. l'activation du systéme UPR provoque généralement une diminution de la synthése des

protéines chaperons
D. lorsqu'une protéine transmembranaire de la membrane plasmique a été N-glycosylée, la N-

glycosylation s'est toujours effectuée sur des asparagines présentes dans une partie extracellulaire

de la protéine
E. les protéines chaperons de la famille Hsp70 consomment de I'ATP

Question 2 - Indiquez la ou les affirmations correctes parmi les propositions suivantes :

A. les filaments d’actines sont constitués de monomeres d’'actine alpha et d’actine beta

B. les monomeéres d'actine fixent le GTP
C. les filaments d’actine organisés en faisceaux paralléles déterminent la forme des microvillosités

des cellules épithéliales de l'intestin
D. I'actine participe a la cytodiérese
E. la liaison des kinésines et des dynéines aux filaments d’actine permet aux cellules de se

déplacer

Question 3 - Indiquez |a ou les affirmations correctes parmi les propositions suivantes :

A. la lamine est un filament intermédiaire
B. le raccourcissement des microtubules du fuseau mitotique participe a la séparation des

chromatides soeurs au cours de la mitose.
C. pendant la mitose certains microtubules relient les péles du fuseau mitotique a la membrane

plasmigue
D. pendant la mitose, les microtubules perforent I'enveloppe nucléaire pour s’attacher aux

kinétochores
E. la contraction des filaments d’actine donne sa forme ovale au fuseau mitotique






Expérience 2 :

Afin de confirmer cette interaction avec la filamine A, le géne codant IRE1 est inactivé dans des
fibroblastes embryonnaires (MEFs) grace au systeme CRISPR-Cas9. Les cellules KO ainsi
produites sont ensuite transfectées avec un plasmide codant la fusion IRE1-HA placée sous le
contréle du promoteur de IRE1. On teste la capacité de IRE1-HA a modifier 'TARNm de XBP1.

Les cellules sont traitées ou non a la tunicamycine, qui bloque fa N-glycosylation des protéines,
générant ainsi une surcharge en protéines mal repliées et un stress du réticulum. Les ARN sont
ensuite purifiés, soumis a la Transcriptase inverse pour produire des ADNc qui seront amplifiés par
PCR. Les produits de PCR sont analysés par électrophorése sur gel d’agarose en présence d’un
intercalant fluorescent de 'ADN (le bromure d’éthidium).

IRE1-KO
Cellules WT IRE1-KO +
IRE1-HA
Tunicamycine - + - + - + Longueur (pb)
— 200
— 100

WT : MEFs contréle, non modifiées par CRISPR
IRE1-KO : MEFs KO pour IRE1
IRE1-KO+IRE1-HA : MEFs KO transfectées avec les plasmides exprimant IRE1-HA

Question 6 - Indiquez la ou les affirmations correctes parmi les propositions suivantes :

A. la technique CRISPR-Cas9 permet de modifier la séquence d'/ADN a un endroit précis du

génome
B. la protéine Cas9 est une endonucléase
C. dans la technique CRISPR-Cas9, 'ARN "guide" inactive I'expression du géne ciblé par

dégradation de son ARN messager

D. la transgénése classique par injection d'un fragment ADN dans un ovocyte fécondé permet de
cibler I'intégration du fragment dans les régions exprimées du génome

E. la transgénése par recombinaison homologue nécessite d’injecter dans les ovocytes fécondés
un ADN homologue a la région ciblée en plus du transgéne

Question 7 - Indiquez la ou les affirmations correctes parmi les propositions suivantes :

A. les amorces de PCR utilisées doivent se situer de part et d'autre de la région modifiée de

'ARNm de XPB1

B. la taille des fragments amplifiés par PCR montre que 'ARN messager de XBP1 modifié par
IRE1 fait environ 150bp

C. le résultat des PCR indique que le traitement par la tunicamycine induit une delétion dans
I'ARNm de XBP1

D. on peut conclure que la présence de IRE1 est indispensable a la modification de 'ARN
messager de XPB1 en présence de tunicamycine

E. la protéine de fusion IRE1-HA est fonctionnelle


















