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Question 1 — Séquence (***) :

Vous étudiez les modifications génomiques pouvant affecter la partie initiale d'un gene a l'aide de
sa séquence nucléotidique d’ADNc (représenté ligne 1). Le début de la chaine d’acide aminé
correspondant a cette séquence est représenté en dessous (ligne 2). A partir de ces séquences et

du diagramme représentant le code génétique ci-dessous, quelle(s) affirmation(s) est/ sont vraie(s)
?

GATCTCCCATGGGTCGATATAGCGCTAATGGCTTCACAAGTC TTAGCCGGGTGG..
M A S Q V F A G W .

Code génétique

A. L'’ADN complémentaire d'un géne peut étre obtenu par une étape de reverse transcriptase
de 'ARNm mature de ce gene.

B. Dans cette séquence, le +1 de 'ADN complémentaire correspond a une Guanine.

C. Si on considére la mutation « c.9A>G », un acide aminé est modifié : il s'agit d'une
modification non synonyme.

D. Sion considére la mutation « c.20T>A », il s'agit d'une mutation NON-SENS.

E. La mutation d’'un seul acide nucléique sur 'ADNc peut étre responsable de la formation
d’une protéine non-fonctionnelle.

Ce type d’exercice, méme s'il peut paraitre difficile au premier abord, est classique a
I'examen. Le but de cet exercice était de vous initier a I’étude d'une séquence grace a la
nomenclature apprise lors du premier cours sur le génome. Lors de I'examen, il faudra
travailler sur des séquences bien plus longues mais vous aurez pour vous entrainer un ED
de biologie moléculaire et un cours du soir proposé par le Tut’. Cet exercice nécessitait de
connaitre la numérotation de I’ADNc et d’avoir appris des notions importantes sur le code
génétique et les SNV.

A VRAI L'ADNc est un ADN simple brin qui peut étre obtenu par une étape de reverse
transcriptase sur un ARNm mature d’un géne d’intérét. Les introns et autres séquences
épissé lors de la maturation de notre pré-ARNm sont donc absente de la séquence de
I’ADNc.
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B FAUX Attention a la nomenclature ! Dans notre ADNc, le +1 correspond au +1 de la
traduction, soit le A du premier codon ATG. Ici, notre +1 correspond donc & une Adénine.

+1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
GATCTCCCATGGGTCGATATAGCGCTAATGGCTTCACAAGTC TTAGCCGGGTGG..

M A S Q V F A G W .

C FAUX Grace a la numérotation trouvé ci-dessus, on sait qu’une mutation c.9A>G
correspond a un SNV en position 9 de notre ADNc avec une adénine qui devient une
guanine. On se situe au niveau du dernier nucléotide d’un codon qui, initialement, code
pour une Sérine (S). On regarde avec notre tableau du code génétique ce qu’entraine cette
modification génétique. On regarde d’abord au niveau du cadran inférieur gauche
correspondant a notre premier acide nucléique, un T puis vers la ligne du C et enfin la
sous-partie du G.

Code génétique

-
sGuolaoN |E |Sm
)

On constate que malgré le SNV, ce triplet nucléotidique code encore pour une sérine. Ce
SNV entraine donc une modification/mutation synonyme qui n‘a pas de conséquence au
niveau de la chaine d’acide aminé car la Sérine en position 3 reste inchangée.

D VRAI Méme raisonnement que pour la question précédente. Ici on se situe en +20 de
notre séquence d’ADNc, une thymine devient une adénine. Notre triplet nucléotidique bleu
clair TTA devient alors TAA. On s’intéresse a notre tableau du code génétique comme
précédemment et on observe que ce triplet code un codon STOP, signal de fin de la
traduction, il s’agit donc d’'une mutation NON-SENS.

E VRAI Comme évoqué a la question précédente, un SNV peut entrainer la formation d’un
codon STOP prématuré, cela peut entrainer la formation d’une protéine non fonctionnelle
car incompléte, son activité biologique ne pourra alors pas avoir lieu.
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Enoncé commun aux questions 1 a 5 (VOIR SEQUENCE TP53 EN ANNEXE):

Le gene TP53 se trouve sur le chromosome 17, et code pour un facteur de transcription p53 qui
permet d’induire la réparation de I’ADN et réguler le cycle cellulaire. Dans une cellule saine, p53 active
la transcription de nombreux genes, dont MDM2 qui permet d’ubiquitiner p53 et donc dégrader p53
en continu, ce qui veut dire que dans une cellule saine p53 n’est que tres peu présent. p53 régule donc
son niveau d’expression protéique via MDM2. Lors d’un stress cellulaire (signal de dommage de I’ADN),
ARF vient séquestrer MDM2 et empéche donc p53 d’étre dégradé par MDM2, ce qui permet a p53 de
pouvoir activer la transcription des génes réparant 'ADN sans étre dégradé. L'exon 5 code pour le
domaine de transactivation, et I’'exon 2 code pour le DBD (=DNA Biding Domain) de p53, chacun
indispensable a la fonction de p53. En annexe se trouvent les séquences 1 et 2 du géne TP53 (bordures
introniques en minuscules et exons en majuscules).

Question 1 — Séquence : (***)
A. Laséquence 1 correspond a I’ADNg du gene TP53.
Le gene possede 7 exons codants.
Le 5’UTR possede 105 nucléotides.
L’exon 1 est composé de 30 nucléotides.
Ce géne code pour une protéine de 305 AA.

mOoOOnOw®

Pas de panique ! C’est la premiére fois que vous avez un exo type « probléme de réflexion
» avec une séquence. Au début, c’est compliqué a aborder mais avec le temps et les ED
de biomol on gagne en automatisme et réflexion, puis cette colle sera un entrainement a
refaire pour bien assimiler toutes les notions qu’on pourrait attendre de vous aux examens
terminaux (certes cette colle est DIFFICILE, mais elle a pour but de vous adapter a tout
type de question le jour j). Ne vous découragez pas ! Avec de |'entrainement ce sera dans
votre poche ! ©)

En premier lieu lorsque vous avez une séquence, c’est regarder si vous avez un exon non
codant PUIS numérotez les exons (1/2/3/4...) ! Avec I’'habitude de s’exercer ¢a viendra tout
seul ne vous inquiétez pas, la premiére fois qu’on voit une séquence c’est fort logique qu’on
ne comprenne rien. ©

A FAUX La séquence ayant des minuscules (introns) est celle de I’ADNg. Donc ici, la
séquence 1 correspond a I'’ADNc (ARNm rétrotranscrit en ADN), et la séquence 2
correspond a I’ADNg.

B FAUX Ce géne possede 7 exons, mais seulement 6 exons codants, car le premier exon
est non codant (ne code pour aucun AA). Le premier exon, non codant donc, posséde 30
nucléotides (en jaune) (D VRAI).
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gatatagggtgaaaagttactacctgtcaaggtttgtgttaccctecctgtaaatggtgta 60
agtgactgaccccagtggtatcctgtgacatgtaacagccaggagtgttaagecgttcaa 120
AETCCACT§§A§TT%§ET§T§§TCACCAACEtcEagggEgactagcttggggagaatggg 180

Ctgtattccttagtgcatggtttctagtctgactggcttggaaattccccgagectgace 240

Ceaccccagagaaatecccagecagegtttatagggegecgcggcggcactgcagagecs 300
tcagcactgcaattecttagtgcatggtagAGCGCCCCAGCGAGGAAGCAGCGCGCAGCT 360

CGCGGCCCAGCGCACCCGCAGCAGCGCCCGCAGCTCGTCCGCGCCATGTTCCAGGCGGCC 420

M F Q A A 5
GAGCGCCCCCAGGAGTGGGCCATGGAGGGCCCCCGCGACGGGCTGAAGAAGGAGCGGCTA 480
E R PQEWAMEGTPRUDTGTLI KTZ KTETRTL 25
CTGGACGACCGCCACGACAGCGGCCTGGACTCCATGAAAGACGAGGAGTACGAGCAGATG 540
LDDRUHDSGTLUDSMTZEKTDTETETYEOQM 45
GTCAAGGAGCTGCAGGAGATCCGCCTCGAGCCGCAGGAGGTGCCGCGCGGCTCGGAGCCC 600
VK ELQETIRTILET PO QEVZPRTGSEP 65

TGGAAGCAGCAGCTCACCGAGGACGGGGACTCatgecctaatgactacgatggaacactga 660
W K Q Q L T E D G D S 75
akaadtagcggagaceeagaactagaagtegteagatectacectaateategeategte 720
gtacatcgacctiacagatteca (. . ) ageectagaatiitecctetettececacag 920

GTTCCTGCACTTGGCCATCATCCATGAAGAAAAGGCACTGACCATGGAAGTGATCCGCCA 980

FE L HL A I I HEUEI KA ATLTMEV IRQ 96
§§TQMGGGAGAQCTQQQQTTCCTCAACTTQQAQAAQMQQTQCAGCAGQtgggggaa&& 1040

V K G DL A F L NF QN N L Q Q 112
gggcaccgcttgcetggececgggttetetetgace (.. .) aggtgaatccttactacgat 1240
cgactacgttcaatccaacggccattggcttac tctctcttgcatt t 1300

actgactgacctgacctggagACTCCAAACCAGCCAGAAATTGCTGAGGCACTTCTGGGA 1360
T P N Q P E I A EATULYLG 125

GCTGGCTGTGATCCTGAGCTCCGAGACTTTCGAGGAAATACCCCCCTACACCTTGCCTGT 1420
A G C D P ELRDU FRGNTUPIULUHTILA ASTC 145

A . e~~~ P~~~ .~~~ ~— ~—~—~— o~~~ i~~~ “ annA

C VRAI Pour calculer le 5'UTR, déja il faut savoir a quoi il correspond, et pour cela je vous
conseille VIVEMENT de bien visualiser ce schéma pour les séquences :

Site d'initiation Introns

de la transcription Signal de terminaison
de la transcription
Stop 3'

PolyA 3’

Epissage "
o P Cohen

o ZE777) Y

—_—

S'UTR 3UTR
EADN complémentaire (U>T) l
-

On voit donc que le 5'UTR est une séquence exonique (en majuscule) transcrite (présente
dans ADNc) mais non traduite (ne code pour aucun AA), cette séquence se situe en amont
du ler ATG codant pour une méthionine, on regarde donc dans I’ADNc en amont du ATG :

ADN génomique
ﬂ CCAAT TATA

Nen Transcription
Pré-ARNm

ou

ATG

S'cap

transcrit
primaire
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60
ATGTTCCAGGCGGCC 120

M F QO A A 5
GAGCGCCCCCAGGAGTGGGCCATGGAGGGCCCCCGCGACGGGCTGAAGAAGGAGCGGCTA 180
E R P QE WAMEGUPURUDGTULZKZKERL 25
CTGGACGACCGCCACGACAGCGGCCTGGACTCCATGAAAGACGAGGAGTACGAGCAGATG 240
L DDRUHUDSGULUDSMZEKTDTETETYEOQM 45
GTCAAGGAGCTGCAGGAGATCCGCCTCGAGCCGCAGGAGGTGCCGCGCGGCTCGGAGCCC 300
VK EL QE I RLEU PG QETVUZPRTGSE P 65
TGGAAGCAGCAGCTCACCGAGGACGGGGACTCGTTCCTGCACTTGGCCATCATCCATGAA 360
W K 0 Q L TEUDGT DS FLHTLA ATIT]IHE 85

GAAAAGGCACTGACCATGGAAGTGATCCGCCAGGTGAAGGGAGACCTGGCCTTCCTCAAC 420
E K A L T M E V I R Q V K G D L A F L N 105
TTCCAGAACAACCTGCAGCAGACTCCAAACCAGCCAGAAATTGCTGAGGCACTTCTGGGA 480

Le 5’'UTR fait 105 nucléotides.
D VRAI Voir correction B ci-dessus.

E VRAI Pour cela on a juste a regarde la numérotation des AA (le dernier AA est le 305
eme).

TGGGGCCGCCCAAGCACCCGGATACAGCAGCAGCTGGGCCAGCTGACACTAGAAAACCTT 900
W G R P S TR I OQQ QL GOQLTTULTENTL 265
CAGATGCTGCCAGAGAGTGAGGATGAGGAGAGCTATGACACAGAGTCAGAGTTCACGGAG 960
Q M L P E S EDETESYDTESETFTE 285
TTCACAGAGGACGAGCTGCCCTATGATGACTGTGTGTTTGGAGGCCAGCGTCTGACGTTA 1020
FE T EDETULU®PYODUDOCVF FGGOQURTLTTL B
TGAGCGCAAAGGGGCTGAAAGAACATGGACTTGTATATTTGTACAAAAAAAAAGTTTTAT 1080

*
TTTTCTAAARAAAAMCAARARA DA AAMCARAAAAATTTRAAAACCACTOCTACTTATATCCACACTOND 114N

Question 2 — Séquence back to back : (**)

A. La mutation c.757A>G correspond a une mutation non sens.
La mutation g.3069T>G correspond a une mutation faux sens.
L'épissage alternatif de I’exon 4 conduit a un décalage du cadre de lecture lors de la traduction.
L’épissage alternatif de I'exon 5 conduit a un décalage du cadre de lecture lors de la traduction.
Le skipping simultané des exons 4 et 5 provoque un décalage du cadre de lecture lors de la
traduction.

mOO®

Pour la numérotation en c., il faut savoir que le c.1 correspond au A du premier ATG
codant pour une méthionine, donc lorsque vous avez une mutation c.X, il faut rajouter ce
qui est en amont du ATG sur I’ADNc, c’est-a-dire le 5'UTR, donc on fait X+5'UTR pour
trouver la mutation grace a la numérotation donnée sur la séquence (voir exemples ci-
dessous pour mieux comprendre).

Pour la mutation en g., c’est plus simple car c’est la méme numérotation que sur la
séquence de I’ADNg, donc vous avez juste a chercher la mutation directement sur I’ADNg
avec le numéro donné dans l'item.

L'épissage alternatif/exon skipping signifie un « saut » d’exon, c’est-a-dire que lors de la
maturation de 'ARNm un exon va étre épissé comme un intron (éliminé comme les
introns), alors que souvent il ne devrait pas étre éliminé (mais cela peut se passer aussi

L]

. .
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de maniere physiologique). Pour savoir si ces « sauts » d’exons provoquent un décalage
du cadre de lecture, on va regarder si initialement il y a chevauchement d‘un codon entre
les exons, et si épissage alternatif il y a, si cela provoque un décalage du cadre de lecture
(voir C/D/E ci-dessous pour mieux comprendre).

A FAUX FAUX sens, on nous donne la mutation ¢.757A>G, comme dis ci-dessus, je rajoute
le 5'UTR pour ensuite pouvoir trouver directement ma mutation sur mon ADNc avec les
numéros sur le coté, donc 757 + 105 (taille 5'UTR expliqué dans la question 5 C)) = 862,
je vais donc cherche au n*862 de mon ADNc (qui doit normalement correspond a un A) :
pour le trouver je regarde la numérotation sur le c6té, en vert, puis je rajoute 22 pour
arriver au 862 et j'arrive au premier A du codon ATA de l'isoleucine.

H G Y L G I VvV EL L V S L G A DV N A Q 205
GAGCCCTGTAATCACCTCGCAGTGGACCTGCAAAATCCTGACCTGGTGTCACTCCTGTTG 780

E P C N HUL AV DL QNUPDUL V S L L L 225
AAGTGTGGGGCTGATGTCAACAGAGTTACCTACCAGGGCTATTCTCCCTACCAGCTCACC 5@@
K ¢ G A DV NIRV T Y Q G Y S P Y Q L T 245
TGGGGCCGCCCAAGCACCCGG.TACAGCAGCAGCTGGGCCAGCTGACACTAGAAAACCTT 900
W G R P S TR I Q Q Q L G Q L T L E N L 265
CAGATGCTGCCAGAGAGTGAGGATGAGGAGAGCTATGACACAGAGTCAGAGTTCACGGAG 960
Q M L P E S E D E E S Y DT E S E F T E 285
TTCACAGAGGACGAGCTGCCCTATGATGACTGTGTGTTTGGAGGCCAGCGTCTGACGTTA 1020
F T E D E L P Y D D C V F G G Q R L T L 305

TGAGCGCAAAGGGGCTGAAAGAACATGGACTTGTATATTTGTACAAAAAAAAAGTTTTAT 1080

*

A modifié en G, donc ATA—GTA, ce qui code pour une Valine (pour cela je regarde ce que
donne le codon GTA avec le code nucléotidique) et non une isoleucine comme avant la
mutation, cette mutation change I’AA en un AA différent donc c’est une mutation Faux sens
(non sens correspond a une mutation qui induit un codon stop prématuré).

B FAUX NON sens, on cherche 3069 sur I'ADNg, et normalement on devrait tomber sur
un T (car g.3069T>G dans l'item ce qui montre que ce SNV change un T) :

ACACTAGAAAACCTTCAGATGCTGCCAGAGAGTGAGGATGAGGAGAGCTATGACACAGAG 2550
T L ENL QO ML P E S E D E E S Y D T E 280
TCAGAGTTCACGGAGTTCACAGAGGACGAGgtacttgatctaccgatcgatctagctaac 2610
S E F T E F T E D E 290
atgagtctgtgaactccttcggcgctctaactaat (...)atcgatcgacctatggcaac 3000
acttgcacgcattcctgactcatcatatgacgcttaacggcttttttccccttgattcag 3060
CTGCCCT ATGACTGTGTGTTTGGAGGCCAGCGTCTGACGTTATGAGCGCAAAGGGGC 3120
L p Yy DDCVVF GGOQIRULTL * 305
TGAAAGAACATGGACTTGTATATTTGTACAAAAAAAAAGTTTTATTTTTCTAAAAAAAGA 3180
AAAAAGAAGAAAAAATTTAAAGGGTGTACTTATATCCACACTGCACACTGCCTGGCCCAA 3240
AACGTCTTAttgtggtaggatcagccctcattttgttgcttttgtgaactttttgtaggg 3300

T modifié en G donc TAT—-TAG, donc le triplet ne code plus pour une tyrosine mais pour
un stop prématuré ! (TAG, TAA, TGA sont les 3 codons stop, vous pouviez aussi le savoir
grace au code nucléotidique).

C VRAI Pour |'exon skipping de I'exon 4 : déja on repere ou est I'exon 4, ensuite on le
barre (au crayon a papier, ou on le met entre parenthéses ou on s’‘imagine dans notre téte
qu’il n'est plus la) :
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ctgcatcgaccttacggattcca(...)acccctggggtttttccctctcttccccacag 920
GTTCCTGCACTTGGCCATCATCCATGAAGAAAAGGCACTGACCATGGAAGTGATCCGCCA 980
F L H L A I I HEEI KA AT LTME V I R Q 96
GGTGAAGGGAGACCTGGCCTTCCTCAACTTCCAGAACAACCTGCAGCAGgtactctaatt 1040
vV K G DL AVF LN FOQNNUILOQ Q +3 112
ccgcgccgcttgectggecccgggttctctctgace (.. .)acctgaatccttactacgat 1240
cgactacgttcaatccaacggccattggcttactttctctggtctctcttgcattegttg 1300
actgactgacctgacctggag 1360

T P N Q P E I A E A L L G 125
1420
A G C D P E L R DU F R GNTUPULHTULAC 145

., 140

E 0 G C L A S V GV L T Q S C T T P H L 165
taacgtcatgcattccactgactgatgc 1540

H S I L K A T N Y N 175
acatgtctgcctccctgccctgeccccacceececteg(...)acatccaatcatgaccatac 1780

acctgactactaccacgatgactacgaggtggttatacttttttccttttgttcttccag 1840
GCCACACGTGTCTACACTTAGCCTCTATCCATGGCTACCTGGGCATCGTGGAGCTTTTGG 1900

G#2H T C L H L A S I H G Y L G I V E L L 195
TGTCCTTGGGTGCTGATGTCAATGCTCAGgtacttacgtcatgcaactgatgtcaatcga 1960

vV S L G A D V N A 0Q 205

AArA

Ensuite, on va regarder la fin de I’exon précédent I’'exon épissé (le 4) et le début de I’'exon
suivant I'exon épissé, donc on regarde ici la fin de I’exon 3 et le début de I'exon 5. On voit
gue la fin de I'exon 3 est un codon non chevauchant (qui se termine sur le méme exon ou
il commence) : le CAG (en jaune a c6té du 1040). On note #3 car ca se termine par 3
nucléotides codant pour un AA. Ensuite on regarde la méme chose mais au début de I'exon
5, on voit (en jaune) que I'exon commence par un codon incomplet (car chevauchant avec
la fin de I’exon 4) GC (il manque le nucléotide précédant le GC qui se trouve sur I'exon 4
épissé), donc on note 2 (en gros on compte le nombre de nucléotides codant pour un AA
qui sont sur le méme exon, donc la plus part du temps c’est +3, mais si on a un codon
chevauchant alors un exon codera par exemple pour un seul nt du codon, et I'exon suivant
pour les deux nt restants du codon). Aprés cela, vous vérifiez que le chevauchement des
exons 3 et 5 (des exons bordant I'exon épissé, donc le précédent et le suivant) suit le
cadre de lecture (multiple de 3), icion a +3 et +2= 5, 5 n’étant pas un multiple de 3 alors
cela va décaler le cadre de lecture : (nouvelle lecture des triplets, 3 par 3, a I'exon 5 on
lirm GCC puis ACA etc, ce qui codera pour différents AA qgu’initialement et donnera
probablement un STOP précoce) :

GGTGAAGGGAGACCTGGCCT%bCTCAACT?CCAGAACAACCTGCAGCAthactctaatt 1040

VK GDI LAV FILNVFOQNNTLOQ Q 112
ccagcgccagcttgectggeccgggttetectetgace (.. .) acctgaatecttactacgat 1240
cgactacgttcaatccaacggecattagettactttctotggtetetettgcattegttg 1300
actgactgacctgacctggag 1360

T P N Q P E I A E A L L G 125

1420

Cc D P E L RDVFRGNTUPTULHTULAC 145
1480

E 9 G CLAS VGV L TQS CTTPHL 165
gtaacgtcatgcattccactgactgatgc 1540

H S I L K A T N Y N 175
acatgtctgcctccctgcecctgccccacecececteg(...)acatccaatcatgaccatac 1780
acctgactactaccacgatgactacgaggtggttatacttttttccttttgttcttccag 1840
GCCACACGTGTCTACACTTAGCCTCTATCCATGGCTACCTGGGCATCGTGGAGCTTTTGG 1900
G H TOCULUHIU LA A S IHGYUL G I V ELL 195
TGTCCTTGGGTGCTGATGTCAATGCTCAGgtacttacgtcatgcaactgatgtcaatcga 1960

D VRAI Méme chose que pour I’'exon 4 mais avec I’'exon 5 :
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E o0 G CLASV GGVL TOQS CTTPHL 165
CACTCCATCCTGAAGGCTACCAACTACAATGgtaacgtcatgcattccactgactqatgc 1540

H S I L K A T N Y N# 175
acatgtctgcctcecctgccctgccccacceeccteg (.. .)acatccaatcatgaccatac 1780
ctactacca tatacttttttccttttgttcttccag 1840
1900

G H T C L HL A S I HG Y L G I V E L L 195

I - - - 2cqtcatgcaactqatgteaatega 1960

V S L G A DV N A Q 205
attggtgcttcctgcccccgacgcactgagtcagg (.. .)gcaactgacctcatcactac 2250
catcactcaacggatcatcaccgatccaccataagcatctcaaattccttttggtttcat 2310
ctgtccattgacaagGAGCCCTGTAATCACCTCGCAGTGGACCTGCAAAATCCTGACCTG 2370
M8 E P C N HL AV DL QNP D L 220
GTGTCACTCCTGTTGAAGTGTGGGGCTGATGTCAACAGAGTTACCTACCAGGGCTATTCT 2430
v S LLLKCGADUVNWRUVTY QG Y S 240
CCCTACCAGCTCACCTGGGGCCGCCCAAGCACCCGGATACAGCAGCAGCTGGGCCAGCTG 2490

On remarque que cela provoquera aussi un décalage du cadre de lecture, car +1+3=4
(différent d’un mutliple de 3), et modifiera donc les AA finaux et provoquera siirement un
stop prématuré (ca fera AAT/GGA/GCC/CTG/TAA...).

E FAUX Cette fois ce sera un skipping des exons 4 et 5 simultanément et non l'un
indépendamment de l'autre, c’est-a-dire qu’au lieu de sauter UN exon on va en sauter
DEUX ! Donc on pourrait se dire que vu que le 4 et le 5 provoquent indépendamment un
décalage, les deux simultanément en provoqueraient surement un aussi, mais non. Il faut
vérifier de nouveau avec la méme méthode en regarde si le cadre de lecture se suit entre
les exons bordant le 4 et le 5, donc on va regarder la fin de I’exon 3 et le début de I'exon
6 :

ataagtggcg§éggcccggggctgggggtcgtcggatcctaccctgatcatcgcatcgtc 720
ctgcatcgaccttacggattcca(...)acccctaggggtttttccctetcttececcacag 920
GTTCCTGCACTTGGCCATCATCCATGAAGAAAAGGCACTGACCATGGAAGTGATCCGCCA 980
F L HLAITIHEUEI KA ATLTMMEVIRDQQ 96
GGTGAAGGGAGACCTGGCCTTCCTCAACTTCCAGAACAACCTGCAGCAGgtactctaatt 1040

VK G D LATFTLNTFOQNNTL Q QH 112
ceacaccacttgcctageccecgggttetetetgace (.. .)acctgaateccttactacgat 1240
cqactacqttcaatccaacqqggg;g{ggggﬁgggggggggggg;ggggggpﬁgggigpg 1300

1360

T P N Q P E I A E A L L G 125

1420

AG C D P EL RDVFRGNTPIULHTILAC 145
1480

E 0 GC LA S VGV LTOQS CTTUPHL 165

gtaacgtcatgcattccactgactgatgc 1540

H S I L K A T N Y N 175
acatgtctgcctecctgccctgccccacceecteg (.. .)acatccaatcatgaccatac 1780
acctgactactaccacgatgactacgagqg tttatacttttttccttttttcttcca 1840

1900

G H T CLHULAJSIHGYULSGTIUVETLL 195
tacttacgtcatgcaactgatgtcaatcga 1960

vV S L G A DV N A Q 205
attggtgcttcctgcccccgacgcactgagteagg (. . .) gcaactgacctcatcactac 2250

catcactcaacggatcatcaccgatecaccataagcatctcaaattececttttggtttcat 2310

ctatecattagacaagGAGCCCTGTAATCACCTCGCAGTGGACCTGCAAAATCCTGACCTG 2370
BE_ P C N HLAVDULUO QNUPTUDL 220

GTGTCACTCCTGTTGAAGTGTGGGGCTGATGTCAACAGAGTTACCTACCAGGGCTATTCT 2430
vV S LL, L KCGA ADUVNRUYVTYOQG Y S 240
CCCTACCAGCTCACCTGGGGCCGCCCAAGCACCCGGATACAGCAGCAGCTGGGCCAGCTG 2490
P Y QL TWGRP S T RTIOQ QI QLG QL 260

+3+3= 6 (muliple de 3) donc le cadre de lecture est conservé !

Enoncé de la question 3 :

Chez une patiente de 20 ans, Soumaya, on suspecte un cancer de la médullaire de la thyroide
d’origine génétique. Vous savez que TP53 est souvent impliqué dans ce type de cancer, donc vous
effectuez un séquencage Sanger. Un séquencage correspond a une technique permettant de
déterminer I'ordre des nucléotides sur un brin d’ADN. Ici on a réalisé un Séquengage Sanger qui nous
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a permis de connaitre la

résultats obtenus :

séquence de nucléotides d’une partie du géne TP53 de Soumaya. Voici les

Séquence commengant a partir du nucléotide g.936

Individu Sain

5" CATCATCCATGAAGAAAAGGC 3’

Patiente Soumaya

5’ CATCATCCTATGAAGAAAAGG 3’

Question 3 — L’altération moléculaire retrouvée dans le séquencage Sanger chez

Soumaya : (***)
A. EstunSNV.

B. Se situe dansl’exon 3 du géne TP53.
C. Provoque un décalage du cadre de lecture lors de la traduction et conduit a une protéine

tronquée.

Conduit probablement a une protéine p53 ne pouvant plus se lier a ’ADN.
E. Conduit probablement a une protéine p53 ne pouvant plus lier d’autres protéines.

A FAUX On détecte une insertion d’'un T. Or un SNV est une modification d’un nucléotide
initialement présent. Ici, aucun nucléotide n’est modifi€, il y a seulement une insertion d’un

nucléotide en plus.

Individu Sain

5’ CATCATCCATGAAGAAAAGGC 3’

Patiente Soumaya

5 CATCATCC'ATGAAGAAAAGG 3

B VRAI On vous dit dans I’énoncé que notre séquence affichée ci-dessus commence au nt
936 de I'ADNg, on remarque que l'insertion se situe dans |I'exon 3.

On a surligné en Vert la séquence de I'individu sain.

Séquence 2:

gatgtggggtgaaaagttactacctgtcaaggtttgtgttaccctcctgtaaatggtgta

agtgactgaccccagtggtatcctgtgacatgtaacagccaggagtgttaagcgttcaag

ACTCCACTCCACTTGGCTGTGATCACCAACgtctggtctgactggcttggaggaaattcg

ctgtattccttggtgcatggtttctggtctgactggcttggaaattccccgagecctgacce

ccgccccagagaaatccccagecagegtttatagggcgecgeggcggcgctgcagagece

tcggcgctgcaattccttggtgcatggtagAGCGCCCCAGCGAGGAAGCAGCGCGCAGCC

CGCGGCCCAGCGCACCCGCAGCAGCGCCCGCAGCTCGTCCGCGCCATGTTCCAGGCGGCC
M_E Q A A
GAGCGCCCCCAGGAGTGGGCCATGGAGGGCCCCCGCGACGGGCTGAAGAAGGAGCGGCTA
E R P Q E WA AME G P R D GUL K K E R L
CTGGACGACCGCCACGACAGCGGCCTGGACTCCATGAAAGACGAGGAGTACGAGCAGATG
L D D RHUD S G L D S M K DEE Y E QM
GTCAAGGAGCTGCAGGAGATCCGCCTCGAGCCGCAGGAGGTGCCGCGCGGCTCGGAGCCC
vV K E L Q E I R L E P Q E V P R G S E P
TGGAAGCAGCAGCTCACCGAGGACGGGGACTCgtgcctaatgactacgatggaacactga
W K Q Q L T E D G D S
ataagtggcggaggcccggggctgggggtcecgtcggatcctaccctgatcatcgcategte

ctgcatcgaccttac attcca(...)a;cccggngtttttccctctcttccccacag
GTTCCTGCACTTGGCé ATCATCCATGAAGAAAAGGCACTGACCATGGAAGTGATCCGCCA
= - v

- T u T n T : u n T m Mo © A4 T D n

On a surligné en B8R I'insertion d’un T dans la séquence de Soumaya.

60
120
180
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Séquence 2:

gatgtggggtgaaaagttactacctgtcaaggtttgtgttaccctcctgtaaatggtgta 60
agtgactgaccccagtggtatcctgtgacatgtaacagccaggagtgttaagcgttcaag 120
ACTCCACTCCACTTGGCTGTGATCACCAACgtctggtctgactggcttggaggaaattcg 180
ctgtattccttggtgcatggtttctggtctgactggcttggaaattccccgagectgace 240
ccgccccagagaaatccccageccagegtttatagggcgecgeggcggcgctgcagagece 300
tcggcgctgcaattccttggtgcatggt agAGCGCCCCAGCGAGGAAGCAGCGCGCAGCC 360
CGCGGCCCAGCGCACCCGCAGCAGCGCCCGCAGCTCGTCCGCGCCATGTTCCAGGCGGCC 420
M F Q A A 5

GAGCGCCCCCAGGAGTGGGCCATGGAGGGCCCCCGCGACGGGCTGAAGAAGGAGCGGCTA 480
E R P QEWAMEGUPRDGTUL KK KE R L 25
CTGGACGACCGCCACGACAGCGGCCTGGACTCCATGAAAGACGAGGAGTACGAGCAGATG 540

L DDRHDS GLD S MK KDEEYEQM 45
GTCAAGGAGCTGCAGGAGATCCGCCTCGAGCCGCAGGAGGTGCCGCGCGGCTCGGAGCCC 600

vV K E L Q E I R L E P Q E V P R G S E P 65
TGGAAGCAGCAGCTCACCGAGGACGGGGACTCgtgcctaatgactacgatggaacactga 660
W K Q Q L TEUD G D S 75

ataagtggcggaggcccggggctgggggtcgtcggatcctaccectgatcatcgcategte 720
ctgcatcgaccttacggattecal(...) accectggggtttttccctetetteccccacag 920
GTTCCTGCACTTGGC ACTGACCATGGAAGTGATCCGCCA 980

C VRAI L'insertion d’un nucléotide (donc d’'un nombre de nucléotide qui n’est pas un
multiple de 3) provoque un décalage du cadre de lecture. On observe alors un codon stop
dans le nouveau cadre de lecture. Ce codon stop prématuré conduit a une protéine
tronquée (plus petite).

gatgtggggtgaaaagttactacctgtcaaggtttgtgttaccctcctgtaaatggtgta 60
agtgactgaccccagtggtatcctgtgacatgtaacagccaggagtgttaagcgttcaag 120
ACTCCACTCCACTTGGCTGTGATCACCAACgtctggtctgactggcttggaggaaattcg 180
ctgtattccttggtgcatggtttctggtctgactggcttggaaattccccgagectgace 240
ccgccccagagaaatccccagccagegtttatagggcgeccgecggeggegectgcagageccce 300
tcggcgctgcaattceccttggtgcatggtagAGCGCCCCAGCGAGGAAGCAGCGCGCAGCC 360
CGCGGCCCAGCGCACCCGCAGCAGCGCCCGCAGCTCGTCCGCGCCATGTTCCAGGCGGCC 420
M F QO A A 5
GAGCGCCCCCAGGAGTGGGCCATGGAGGGCCCCCGCGACGGGCTGAAGAAGGAGCGGCTA 480
E R P QE WA AMEGU?PIRUDGT LK KE R L 25
CTGGACGACCGCCACGACAGCGGCCTGGACTCCATGAAAGACGAGGAGTACGAGCAGATG 540
L DDRHDSGULD S M KU DEEYE QM 45
GTCAAGGAGCTGCAGGAGATCCGCCTCGAGCCGCAGGAGGTGCCGCGCGGCTCGGAGCCC 600
V K E L Q E I R L E P Q E V P R G S E P 65
TGGAAGCAGCAGCTCACCGAGGACGGGGACTCgtgcctaatgactacgatggaacactga 660

W K Q Q L T E D G D S 75
ataagtggcggaggcccggggctgggggtcgtcggatcctaccctgatcatcgcategte 720
ctgcatcgaccttacggattcca(...)acccctggggtttttccctctcttcecccacag 920
GTTCCTGCACTTGGCCATCATCC.ATGAAGAAAAGGCACTGACCATGGAAGTGATCCGCCA 980

F L H L A I I L * 83|

GGTGAAGGGAGACCTGGCCTECCTCAACTTCCAGAACAACCTGCAGCAthactctaatt 1040

D FAUX Dans I'énoncé 1, on vous dit que I'exon 2 code pour le domaine de liaison a I’ADN
(DBD) de p53. Sachant que l'insertion décale le cadre de lecture a partir de I'exon 3, I'exon
2 « sain » est donc conservé, il est donc fort probable que la protéine p53 de Soumaya
puisse toujours lier I’ADN.

E VRAI D'aprés l'énoncé 1, on vous dit que lI'exon 5 code pour le domaine de
transactivation (qui permet de lier p53 a d’autres protéines). Sachant que l'insertion cause
un codon STOP prématuré dans I'exon 3, alors les exons 4 a 7 ne codent plus pour des AA.
Il est alors trés probable que la protéine p53 de Soumaya ne puisse plus lier d'autres
protéines.

Enoncé de la question 4 :
Pour vérifier les répercussions sur la protéine p53 de Soumaya, on a effectué un Western Blot
avec des anticorps dirigés contre un seul épitope de p53.
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Ac anti-p53 Individu sain
Soumaya

1 e X

kDa
[ Y

kDa

Electrophorése dénaturante (SDS-

PAGE)

Question 4 — A propos du Western Blot, on peut dire que : (**¥)

A.

mOoOOnOw®

La protéine p53 saine a un poids moléculaire de 33,55kDa (a 0,5kDa pres).

La protéine p53 mutée de Soumaya a un poids moléculaire de 9,13kDa (a 0,5kDa pres).
L’altération retrouvée chez Soumaya est présente de maniere hétérozygote.
L'altération retrouvée chez Soumaya est présente de maniere homozygote.

Les anticorps dirigés contre p53 sont monoclonaux.

A VRAI La protéine saine de p53 possede 305 acides aminés et comme 1 AA = 0,11kDa
alors la protéine p53 a un poids moléculaire de 0,11*305 = 33,55 kDa.

B VRAI La protéine p53 est tronquée a cause d'un codon stop prématuré, on regarde
combien il y a d’acides aminés avant le codon STOP prématuré.
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gatgtggggtgaaaagttactacctgtcaaggtttgtgttaccctcctgtaaatggtgta 60
agtgactgaccccagtggtatcctgtgacatgtaacagccaggagtgttaagcgttcaag 120
ACTCCACTCCACTTGGCTGTGATCACCAACgtctggtctgactggcttggaggaaattcg 180
ctgtattccttggtgcatggtttctggtctgactggcttggaaattccccgagectgace 240
ccgccccagagaaatccccagccagegtttatagggecgecgeggeggegetgcagagece 300
tcggcgctgcaattcecttggtgcatggtagAGCGCCCCAGCGAGGAAGCAGCGCGCAGCC 360
CGCGGCCCAGCGCACCCGCAGCAGCGCCCGCAGCTCGTCCGCGCCATGTTCCAGGCGGCC 420
M F Q A A 5
GAGCGCCCCCAGGAGTGGGCCATGGAGGGCCCCCGCGACGGGCTGAAGAAGGAGCGGCTA 480
E RPQEWAMEGU?PRDGTULKKE R L 25
CTGGACGACCGCCACGACAGCGGCCTGGACTCCATGAAAGACGAGGAGTACGAGCAGATG 540
LD DRUHDSGULDSMIKUDEEYE QM 45
GTCAAGGAGCTGCAGGAGATCCGCCTCGAGCCGCAGGAGGTGCCGCGCGGCTCGGAGCCC 600
V K E L Q E I R L E P Q E V P R G S E P 65
TGGAAGCAGCAGCTCACCGAGGACGGGGACTCgtgcctaatgactacgatggaacactga 660

W K Q Q L TETDG D S 75
ataagtggcggaggcccggggctgggggtcgtcggatectaccctgatcatcgecatcgte 720
ctgcatcgaccttacggattcca(...)acccctggggtttttcecctectetteccccacag 920
GTTCCTGCACTTGGCCATCATCCJATGAAGAAAAGGCACTGACCATGGAAGTGATCCGCCA 980

F L H L A I I L * 83|

GGTGAAGGGAGACCTGGCCT%CCTCAACTTCCAGAACAACCTGCAGCAGgtactctaatt 1040

On remarque alors que la protéine mutée posséde 83 acides aminés et donc a un poids
moléculaire de 83*0,11 = 9,13 kDa.

C VRAI Sur le Western Blot on remarque la présence de 2 bandes diminuées de moitié
(par rapport a la bande de gauche) sur le profil de Soumaya dont une bande a la méme
hauteur que la bande du profil sain. Cela signifie qu‘on retrouve des protéines saines chez
Soumaya et des protéines mutées. C'est ce qu’on retrouve dans le cas de maladies
hétérozygotes. Si la maladie avait été homozygote, on aurait seulement apercu 1 bande
sur le profil de Soumaya (celle de la protéine mutée/plus petite). On a un alléle du géne
qui est muté et l'allele de l'autre géne qui est non muté, ce qui fait que lors de la
transcription/traduction, on aura deux versions différentes de la protéine p53.

D FAUX Cf. item C.

E VRAI Dans I’énoncé, on apprend que les anticorps utilisés pour le Western Blot sont
dirigés contre UN SEUL épitope de p53, ils sont donc monoclonaux

Enoncé de la question 5 :
Apres plusieurs analyses sur la médullaire de la thyroide, nous pouvons confirmer que Soumaya
est atteinte du cancer de la médullaire de la thyroide a cause de I'altération évoquée dans les questions

précédentes. Nous avons décidé d’établir un arbre généalogique de la famille de Soumaya pour
prévenir d’éventuelles personnes a risque dans sa famille. La fleche indique Soumaya (en Il11.1).
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Gar¢on malade |

‘ Fille malade

Question 5 — Il s’agit d’une altération moléculaire : (**)
A. Qui cause la maladie seulement si elle est présente sur les deux alleles (récessive).

Qui cause la maladie si elle présente sur un allele au minimum (dominante).
Autosomique.

Liée a I'X.

Qui est apparue chez Soumaya sans que celle-ci provienne de ses parents (De novo).

mOO®

Tout d’abord on sait que le géne TP53 se situe sur le chromosome 17, il s'agit donc d’une
altération moléculaire autosomique (C VRAI et D FAUX). Grace a |'exercice précédent, on
sait que Soumaya est porteuse hétérozygote de l'altération, et dans I'énoncé on nous
confirme qu’elle est malade a cause de cette altération. On comprend donc qu’il suffit d’un
alléle muté pour étre malade, donc c’est une maladie a expression dominante (notion que
vous reverrez dans le chapitre anomalies du génome ne vous inquiétez pas) (B VRAI, A
FAUX). Ensuite vous ne voyez qu’‘aucun des parents de Soumaya n’est atteint, alors que
cette maladie est dominante (donc qu’il suffit d’un alléle muté pour étre atteint), donc ses
parents ne sont pas porteurs de I'altération. En gros, chacun transmet un alléle a Soumaya,
si jamais |'altération provenait d’'un des parents, cela reviendrait a dire que I'un des parents
posseéde l'altération sur lI'un de ses deux alléles et donc qu’il est malade (maladie
dominante), ce n’est pas le cas ici (ils ne sont pas malades d’aprés la légende). Donc
I'apparition de l'altération est survenue chez Soumaya au cours de sa vie (de novo). (E
VRAI)
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Enoncé commun aux questions 1 a 4 (VOIR SEQUENCES FBN1 EN ANNEXE):
Voici le géne FBN1. Ce géne code pour la fibrilline, une protéine représentant le principal composant
des micro-fibrilles de la matrice extracellulaire du derme et qui participe a la formation des fibres
élastiques. Des altérations génomiques de FBN1 sont impliquées dans le syndrome de Marfan. Vous
recevez Paul, un jeune homme de 18 ans en consultation. Paul craint d'étre atteint du syndrome
de Marfan, en effet son pere est atteint par ce syndrome. Vous savez par ailleurs que la mere de
Paul n'est pas atteinte.

Vous étudiez alors le gene FBN1 de Paul et identifiez certains SNV caractéristiques.
Apres étude de ceux-ci vous concluez que Paul est lui aussi atteint du syndrome de Marfan.

Les séquences 1 et 2 représente les séquences d’ADNg et d’ADNc du géne FBN1 de Paul. A I'aide
de I'énoncé, de vos connaissances et du diagramme du code génétique en annexe, quelle(s)
affirmation(s) est / sont vraie(s) ?

Question 1 - FBN1 (*):
Le dernier exon de ce gene est long (a 2 paires de bases pres) de :

A. 240 paires de bases.
245 paires de bases.
235 paires de bases.
277 paires de bases.
282 paires de bases.

mooO®

Pour cette question, il faut bien comprendre que le dernier exon ne s’arréte pas
nécessairement au codon STOP ou au dernier acide aminé mais qu’il comporte I'ensemble
situé entre I'avant dernier intron et le dernier intron (en gros la derniére séquence continue
de majuscule de la séquence d’ADNg).

ATCTCAGCGTCCAGACATGGATGTTACACACCCGATGTTCTACTCCTCGGACGGGTGGAT

I S A S RHGTCYTU©PDVLLULGR V D 269
CGGCTCTGTATCTTGCACGAGgtccaaacgccccggtgttagtagaaatgectcagtaccg

R L C I L H E 276
gcaaaccaacgactacaaaatgagaccgtcaatgtatgggaaatgcgcgtaccttecttg
ttaccgggcatacaggtcagtctaccgtgcagCTTCCGACGAGAAGAGATGCGAGAATC

L P T R R D A R I 285
TGCGCATACCGCCCACATAGCCATAGGTCGACTCTTGCCGACGAGTACGCACCTGCTTTT
C A Y R P H S HR S T L ADE Y A P A F 305
TGGCAGACTACACCAACGCCTGGATCAAGAgtgactcggtagcccttatattcggcaagt
W Q T T P T P G S R 315

ccactgcttacttaatcacgaaagcaaaagcaatctccgatgctttgcgagcgatcageg
cgaatcattaccataaggcaccatcgctcctcaggcaaccaggggcccctagectcegceaca
gttgtgtgatatgatattcctgcgcgggtctccactcttgttca

F T K T I 320

Q P Y L EMRIRULGP A CUR Q W C G Y R 340

E T T b R L A K N R Y R Y G Y T M K R G 360

vV H R S A A REUL Y CNATN I P V D T 380

N P P W C S R KA R S HE P Y *

BGACGCAGCCAGACTACTTIGATIct gggaagcacataaagggatgtetggctctecceeat
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Pour simplifier un calcul qui pourrait potentiellement étre un peu laborieux, vous pouvez
vous dire que chaque ligne pleine de bases contient 60 paires de bases. On a ici 4 lignes
pleines soit 240 pbs. A cela on ajoute I’équivalent de 5 x 3 paires de bases pour la premiére
ligne du derniére exon (car elle commence par 5 AA, codé chacun par un triplet de 3 paires
de bases). Enfin, on dénombre 22 pbs sur la derniere ligne.

Le dernier exon de FBN1 contient donc 240 + 15 + 22 = 277 pbs.
A FAUX
B FAUX
C FAUX
D VRAI
E FAUX

Question 2 - FBN1 (*):
A propos du géne FBN1 :

A. Contient une partie codante dans son premier exon.

Contient 6 exons.

Une délétion de I’exon 3 entraine un décalage du cadre de lecture.
Une délétion de I’exon 5 entraine un décalage du cadre de lecture.
Code pour une protéine de 395 acides nucléiques.

moOOw

A FAUX Attention, le premier exon du géne FBN1 de Paul ne contient pas de partie codante.
Pour différencier ces exons les uns des autres, il faut se servir de la séquence d’ADNg, qui
permet de les distinguer puisqu’ils sont séparés de bordures introniques en minuscules.
Rappelez-vous aussi que méme si le codon STOP se situe toujours dans le dernier exon, le
codon START ne se retrouve pas nécessairement dans le premier exon (et d‘ailleurs de
fagcon plus habituelle dans le deuxieme exon). Ci-dessous le premier exon en bleu, le
deuxiéme (codant la premiére Méthionine) en jaune.

GGCATTTTTGAGTATCACGCTATGTATTATAGCCGCAGACCGTTTGCTatcccgtaccaa
tggtatctgcacccaaaacatccgagtgctggagtgactctacatgaaAGAGACTATAAA
CAGAAAATATCCAGCAACGGGTATTTTGTAGTGATGTCCACTGACTTGGTAGATCGAGCA

M S T DL V D R A 9
CAAGTGCCCGGGCGATCCTCCGTGCGAACTGGAATGACTTACCTCCCAGCTTCTGTGGCG
Q VvV P G R S S VR RTGMTVYULUPAS VA 29
ACACTTAAgtggaaaccggtcggaggcacttgtettecectgggtcattacategggggg
T L K 32

ccgaaaaatcttgatatttataaatatgcccagtcctataagagactgaaaaggccgaca

ggcggacacagGACGTTGGGAAGTCGCTGCAGACGCAGAACCCCGGGAAAGAGATGTTCC
T L G S R CRURRTUPGIKRC S8 48

GGAATAACTGTGCTCTCAAAAAACGCAACAGGTGATGTAATTGCAACACCGTCTCACATT
G I T VvV L S K NA TG D V I A T UP S H I 68

B VRAI Voir schéma ci-dessous.
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GGCATTTTTGAGTATCACGCTATGTATTATAGCCGCAGACCGTTTGCTatcccgtaccaa
tggtatctgcacccaaaacatccgagtgctggagtgactctacatgaaAGAGACTATAAA
CAGAAAATATCCAGCAACGGGTATTTTGTAGTGATGTCCACTGACTTGGTAGATCGAGCA

M S T D L V D R A 9

CAAGTGCCCGGGCGATCCTCCGTGCGAACTGGAATGACTTACCTCCCAGCTTCTGTGGCG

Q v P G R S §$ VRT G MT Y L P A S V A 29
ACACTTAAgtggaaaccggtcggaggcacttgtcttccecctgggtcattacatcgggggg

T L K 32
ccgaaaaatcttgatatttataaatatgcccagtcctataagagactgaaaaggccgaca

ggcggacacag|

T L G S R C R R R T P G K R C s 48

G I T v L §S K N A T G D V I A T P S H I 68

P P S H L S S F E A R Q F R M G Q O P 0O 88

I s G L T D S H P ENGUPF S Y G A G Y 108
ttgc

G F v v N P T H L DY A F T S L R E 126
agaagtgcggtcggcttttatgtegggctccaacaatgeggecgaccecacagifiiiiiill

L S S 129

W v C FM NS P HULCV S P A V D V Q Y 149
c L A Q NY Q T V WA F L R T V W Y V A 169

W K P G L T ¥ M Q S N K G R A H P K V A 189

vV I G N R R RULTIA ARV FWUDF QG V G L 209

S E S R T sS E S A L G E P S S Q G W I G 229

Yy I I A L VY T OC UL M T NL G W I V D I 249

I s A S R H GG C Y TP D VL L L G R V D 269
gtccaaacgccccggtgttagtagaaatgctcagtaceg

R L C I L H E 276

gcaaaccaacgactacaaaatgagaccgtcaatgtatgggaaaCgcgcgtaccttccttg
ttaccgggcatacaggtcagtcttaccgtgcagCTTCCE! \ TGCGAGAATC

L P T R R D A R I 285
TGCGCATACCGCCCACATAGCCATAGGTCGACTC! TACGCACCTGCTTTT
C A Y R P H S H R S T L A D E Y A P A F 305
TGGCAGACTACACCAACGCCTGGATCAAGAgtgactcggtagcccttatattecggcaagt
W Q T T P T P G S R 315

ccactgcttacttaatcacgaaagcaaaagcaatctccgatgctttgcgagcgatcageg
cgaatcattaccataaggcaccatcgctcctcaggcaaccaggggcccctagctcgecaca
gttgtgtgatatgatattcctgcgcgggtctccactcttgttcag

F T K T I 320

Q P Y L EMRIRULGPACIRQWC G Y R 340

E T T D R L A K N R Y R Y G Y T M K R G 360

vV H R S A A R EL Y CNATNTI P V D T 380

N P P W C S R K A R S H E P Y *

_ctgggaagcacataaagggatgtctggctctcccccat

C VRALI Il faut bien comprendre que souvent des codons (3 nucléotides) vont se retrouver
sur la jonction exon/exon. C'est-a-dire que les premiéres bases d’'un codon vont se
trouver sur un exon et celles manquantes au début de I’exon suivant. Ainsi, aprés épissage
des introns, le codon se retrouve assemblé et pourra étre lu de maniére normale. C'est
guelque chose de tout a fait normal. Ainsi, lorsqu’on cherche a savoir si la délétion d’un ou
plusieurs exon entraine un décallage du cadre de lecture, il faut rechercher au niveau des
débuts et fin de chaque exon ou se situe la base sur le codon correspondant.

Prenons pour exemple I’exon 3 : on remarque que le premier acide aminé de I'exon 3 est
une Thréonine (T) codé par le codon ACG sus-jacent (en ayant définit au préalable grace
L ]

q' [ 4
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a la premiere méthionine que le codon codant I'acide aminé se situe sur la ligne du dessus,
et que I'acide aminé est aligné sur la seconde base du codon).

On remarque néanmoins une base seule avant ce codon, il s'agit d’'un G. Ce G n’est en
réalité pas isolé mais correspond a la suite des deux derniéres bases de |'exon 2, a savoir
A et A. Aprés épissage, on lie les jonctions exons-exons et on retrouve un codon AAG qui
code pour une Lysine (K) (représenté sous la deuxiéme base du codon, a la fin de I'exon
2).

Pour résoudre ce type d’exercice rapidement, on peut ainsi réaliser un tableau ou I’on note
sur quelle base d'un codon (premiére, deuxiéme ou troisieme) commence / se termine
chaque exon. Dans le cas du gene FBN1 de Paul on aurait un tableau comme-ceci.

Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6

Début / fin Début / fin | Début / fin | début / fin | début / fin

+2 [ +3 +1 [ +2 +3 | +1 +3 | +1

Ici, un +1 au niveau de la fin d’'un exon signifie que la premiére base d’un codon se situe
a la fin de cet exon et que les deux suivantes, logiquement, se situent sur I'exon suivant.

Ainsi, on remarque un enchainement logique en cadre de lecture ou aprés épissage, les
bases numéro 2 et 3 d’'un codon se regroupe pour reformer un codon.

En étudiant ce tableau, on peut répondre aux questions, une excision de I'exon 3 entraine
bien un décallage du cadre de lecture car en faisant cela et aprés épissage, on passera de
I'exon 2 a 4 et donc de la deuxiéme base d’un codon a la deuxiéme base d’un autre codon.
La premiére base de I'exon 4 sera alors lu en fonction du cadre de lecture précédent, et
sera lu comme la derniére base du codon précédent (et non plus comme la deuxiéme). On
observera alors un décallage du cadre de lecture.

D FAUX Voir ci-dessus, si on délete I’'exon 5 alors aprés épissage on se retrouvera avec
une continuité entre les exons 4 et 6. L'exon 4 se termine en +3 tandis que I'exon 6
commence en +1, le cadre de lecture est ainsi respecté méme apres délétion de I’'exon 4.

E FAUX Le géne FBN1 code pour une protéine de 395 acides AMINES.

Question 3 : SNV (¥)
Soit le SNV ¢.405 C>G, I'acide aminé obtenu aprés mutation :

A. Estimpliqué dans des réactions de transaminations.
Est un acide aminé essentiel.

Peut subir une glycosylation.

Peut subir une méthylation.

Possede une charge positive au pH isoélectrique.

moOoOw

Pour étudier la mutation €.405 C>G, il faut d’abord retrouver ol se situe celle-ci sur notre
séquence. Pour cela, il convient de compter le nombre de paires de bases portées par notre
région 5’UTR. Elle fait 93 pbs. Ensuite, on ajoute 405 a 93 pour retrouver la position de la
mutation sur notre séquence grace aux numéros du flanc droit. Il faut donc chercher en
position 498. Notre codon AAC devient alors AAG et code donc pour une Lysine. On peut
désormais répondre aux questions.
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A FAUX

B VRAI
C FAUX
D VRAI
E FAUX
o Acides aminés : IMlOdifications ”R\é/;ijl;act?:rrrsde
I'expression
des génes”

Proline of ——— Hydroxylation @ Asparagine N —— Glycosylation o
Acétylation ° )
Sérine S
suMoylation @@ ,
Thréonine T —— o
: Tyrosine Y
Biotinylation @ Cystéine C
Arginine R Glutamate £ =———> L t @

Lysine = AA trés réactif

Question 4 : Transmission (**)

Voici un tableau regroupant les mutations de FBN1 portées par les parents de Paul et lui-méme,
comparé a la séquence de référence du géne FBN1. Ces mutations sont toutes présentes a I'état
hétérozygote chez les individus porteurs de celles-ci.

A I'aide de ce tableau, de I'énoncé et des documents annexes, quelle(s) affirmation(s) est/ sont
vraie(s) ?

Mere c.325G>A c.699A>C
Pere c.501T>G c.697G>T
Paul c.501T>G c.699A>C

A. Levariant c. 699C>A est probablement bénin.

Le variant c.1188C>A est probablement bénin.

C. Levariant ¢.325G>A dont est atteint la mere de Paul entraine la création d’un acide
aminé basique.
La transmission de cette maladie semble ici récessive.

E. Le gene FBN1 pourrait étre localisé sur le chromosome X.

w

Chez Paul, si I'on compare a la séquence de référence de FBN1, cette mutation
est synonyme, un GCC devient un GCA et code aussi pour une Alanine. Par ailleurs, on
constate que la meére de Paul, aussi porteuse de cette mutation n’est pas atteinte du
syndrome. Tout cela nous laisse penser que cette mutation est probablement bénigne.
(Erreur dans I’énoncé : le variant 699 devrait étre c.699C>A pour la mére et Paul)

B FAUX Ici on constate que les deux individus porteurs de cette anomalie sont atteints
(Paul et son peére). Aussi on constate que cette anomalie code pour un codon STOP
prématuré. De plus Paul ne posséde que deux altérations moléculaires et on sait que la
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seconde est SYNONYME et probablement bénigne. Cela nous fait entendre que cette
mutation est sans doute pathogénique.

C VRAI Cette mutation entraine la création d‘un codon AGA, qui code pour une Arginine
(Arg) , un acide aminé basique.

D FAUX On a montré jusqu'ici que la seule mutation probablement pathogénique porté
par Paul est la mutation c.501T>G, On sait avec |'’énoncé que toutes les mutations
présentées ici sont hétérozygotes. La transmission semble donc ici dominante.

E FAUX Il suffit de constater que le pére de Paul lui a transmis |'altération moléculaire
c.501T>G, hors Paul étant un homme, son pére lui a transmis un Y. La transmission est
donc ici autosomique.
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Enoncé commun aux questions 1 a 3 (VOIR SEQUENCE ATM EN ANNEXES):
ATM est une protéine se liant a I'ADN qui permet de détecter des dommages doubles brins de
I’ADN. Des mutations de ATM ont été retrouvé dans I'ataxie télangiectasie (AT) ou syndrome de
Louis-Bar. L'ataxie telangectasie est une maladie rare, neurodégénérative et immunodépressive.

Vous avez a disposition en annexe les séquences d’ADNc et d’ADNg du gene atm codant pour la
protéine ATM ainsi qu’un tableau du code génétique.

Question 1 — ATM (***) :
Vous étudiez différentes altérations moléculaires affectant le géne atm : c.372T>G (V1),
¢.334_474del (V2), c.604-1G>T (V3), c.712G>A (V4).

Parmi les propositions suivantes concernant le géne atm et ces variants laquelle/lesquelles est/sont
vraie(s) ?

A. Le gene ATM contient 5 exons codants et 1 non codant.
B. La protéine ATM comporte 286 acides aminés.

C. La séquence d’ADNc est la séquence 2.

D. V1 entraine la formation d'un codon STOP prématuré.
E. V2 est une petite délétion.

A FAUX Le géene ATM contient 5 exons tous codants. En effet, le codon START ATG se situe
dans le premier exon de notre séquence, le premier exon est donc bien codant. Ci-dessous
les 5 exons (en majuscule) du gene.

Séquence 1

atgtgatgttcactcaggggaccgctcctactggagcacggq_ 66
132

M S K V F T W T 8
198
G A Y WRTFRPNS R KULA AU CUDWY D S S 30
gttgtgatacgttactagcgatagtctggggattaaggcgttgaggcaaaag 264
N K T H Q 35
atgagAGGCGGAACAGCTGGTGGCAAGTATCGGGCCTCCAATTACAGTAAGGAGATGATCGAGACA 330
G G T A GG K Y RASNY S KEWMTIET 55
CGGAATATCAGCGCAAGTCTCATTCCTCTTTACCGGGCGGCGCAAGGTATTAGATACCGACGTTAC 396
R NI S A S L I P L Y RAAOQG I R Y R R Y 77
AAACCCTGGGTGAGTACAGAAGTCCAGATAGATATAAGCAGCCATCGTTCTAATATGCAGGAATCT 462
K P W VS TEV QI DI S S HR S NMUOQE S 99
ACCCgtttcggtaaattttcaataactttactttagegtggccatacagTGGGCGTGGCTCCGACA 528
T L GV A P T 106
ATTATCCAAGAGTGTATATATAGACATTCGAGCCCAGGTGTGTCGTTACCTTATGTGGGTGTGAAT 594
I I Q EC I Y R H S S P GV S L P Y V G V N 128
ACTCCCCCCGCATACAACTCCATGTCGACTCCAGATTTGAGGTTCCTGACGCTCGACTTAAATGGC 660
T PP A YNSMSTUPDILRU FILTTIULUDTILNG 150
CCCGACCGGTCAGCTACCGGCTTGCTATACTCTTACCTAGTTTCGATCGGCGATTTGTTCAACTGT 726
P DR SATSGULIULYS YLV S IGDTILTFNTC 172
GGACGAAGGAAGATGATGTTGTGTGGGATTTATAGAGTCCCCAAGTTAGCTGAAACGCGCTGGCGA 792
G R RKMMILUCGTI YRV P KULAIETIRWR 194
ACGGGACCGTCTGCTCAGTACgtttaggttctccecccacaatatcaactgeggtattataageggg 858
T G P S A Q Y 201
agct cetagtag ENIGEICGEEEATATIGCIACAAACCGACARCITACCCIIITICCIGIGAGONA 524
| ; (N ) - O O o A O - T T O, ) O -,y O - ) IO 219
990
R R G Y CW Y R Y S TDTTIKLHA AUV Q P G 241
gtacctttgagtcgaatatatgacagatctatcgtctatatttgaagtg 1056
S A R D L L 247
cttccactcgtcaccacaacatgcccggettacaaatggcagtcatacaccggacgcaaagtaatt 1122

gtgggacceggtgtaaaaget tecaq i NNNINEINCEINEOONCONINEONOOENEE 1158
Q S L A Y L A KH S TUL T 260

1254

E P CVRUYMWRPCMSDRP RVYPGER L 282

Q E F *
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B FAUX La protéine ATM comporte 285 acides aminés, le codon STOP marqué par un
astérix « * » ne code pas pour un acide aminé.

C VRAI On remarque que la séquence 2 représente la séquence d’ADNc car elle ne
comporte que des séquences exoniques, en MAJUSCULE.

D VRAI Avant de répondre, il faut déterminer la taille de notre région 5'UTR. Ici, elle est
assez facile a dénombrer puisqu’elle s’étend sur une ligne pleine seulement, dont 5’'UTR =
66 pbs. On s’intéresse a la mutation c.372T>G, il faut donc regarder en position 438 sur
la numérotation de notre séquence. La mutation porte sur la troisieme base d’un codon
TAT, qui devient alors un TAG. Il s’agit bien d‘un codon STOP.

Séquence 2

TATCCCCAGCCATAAGGTCCGTTCACCCATTACATACAAAGTGCGCTGCGGCTACAATAGGAGAGC 66
ATGAGTAAGGTGTTCACGTGGACGGGAGCATACTGGAGAACCTTCCGCCCTAATTCGCGCAAACTC 132
M S K VFTWTGA AYTW® RTTFURUPNSTR RIKL 22
GCATGTGACTGGTACGACAGTAGTAATAAGACCCACCAAGGCGGAACAGCTGGTGGCAAGTATCGG 198
A CDW YD S S NI KT HO QGG GTA AGTGI K Y R 44
GCCTCCAATTACAGTAAGGAGATGATCGAGACACGGAATATCAGCGCAAGTCTCATTCCTCTTTAC 264
A S N Y S KEMTIETR RNTISASTILTIUPTILY 66
CGGGCGGCGCAAGGTATTAGATACCGACGTTACAAACCCTGGGTGAGTACAGAAGTCCAGATAGAT 330

A AQ GIRYIRIRYI KUPWUV S TEUVOQTITD 88

ATAAGCAGCCATCGTTCTAATATGCAGGAATCTACCCTGGGCGTGGCTCCGACAATTATCCAAGAG 396

I S S HR S NMUOQESTULGVAUZPTTITIQE 110 Matthieu Lemesre
TGTATATATAGACATTCGAGCCCAGGTGTGTCGTTACCTTAIGTGGGTGTGAATACTCCCCCCGCA 462 V1. ¢.372T>G. codon initial TAT = TAG > codon STOP
C I YRH S S P GV S L P YV GV NTPP A 132
TACAACTCCATGTCGACTCCAGATTTGAGGTTCCTGACGCTCGACTTAAATGGCCCCGACCGGTCA 528

Y NS M S TUPDULRT FTLTIULTUDTLNGUZPDTR S 154
GCTACCGGCTTGCTATACTCTTACCTAGTTTCGATCGGCGATTTGTTCAACTGTGGACGAAGGAAG 594

A TG L L Y S YLV S IGDTULTFNTZECSGT RRK 176
ATGATGTTGTGTGGGATTTATAGAGTCCCCAAGTTAGCTGAAACGCGCTGGCGAACGGGACCGTCT 660

M MLCGTI VY RVZPI KTLA AETU RUWIRTGP § 198
GCTCAGTACCATGGTCGGGGATATTGCTACAAACCGACAACTTACCCTTTTTCGTGTGAGCTAAGG 726

A Q YHGRGYOCYZ KU®PTTYU®PTFSCETLR 220
CGGGGATATTGTTGGTACAGGTACTCGACGGATACCACGAAACTTCATGCGGTTCAACCGGGCTCC 792

R G Y CW YR Y S TODTTI KULUHA AV QP G S 242
GCCAGGGATCTCCTGCAAAGCCTAGCGTACCTCGCCAAGCATAGCACCTTGACCGAGCCATGCGTT 858

A RDULUL Q S LAY LA AIZ KU HSTTLTTEUPTCUV 264
AGGTACATGTGGAGACCGTGTATGAGTGATCGGCGGGTACCGGGTGAACGACTGCAAGAGTTCTAG 924

R YMWU RUPOCMSUDU RI RVPGET RTLTOQE F *

E FAUX La limite pour qualifier une insertion/ délétion de « petite » est de 50 paires de
bases. Ici, notre délétion s’étend sur 141 paires de bases, il s’agit donc d’une grande
délétion.

Question 2 — ATM (***) :
Vous étudiez différentes altérations moléculaires affectant le géne atm : c.372T>G (V1),
C._334_474del (V2), c.604-1G>T (V3), c.712G>A (V4).

Parmi les propositions suivantes concernant le géne atm et ces variants laquelle/lesquelles est/sont
vraie(s) ?

A. V2 entraine un décallage du cadre de lecture.
B. V3 affecte un site donneur d’épissage.

C. V3 peut entrainer une délétion de |'exon 4.
D. V4 créé un site possible d’ubiquitnylation.

E. V4 est une mutation SYONYME.

A FAUX Cette délétion, qui a lieu en plein dans I'exon 3 du géne ATM, affecte au total 141
paires de bases. Pour retrouver ce nombre, car il est ici impossible de compter avec ses
doigts (a part en y passant 15 minutes), il faut se souvenir d’'une petite astuce. Pour
retrouver le nombre de paires de bases délétées, ici on peut faire (474-334)+1 = 141 (141
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étant le multiple de 47 par 3). On déléte donc 141 paires de bases, il n'y a donc pas de
décallage du cadre de lecture mais une délétion de 47 acides aminés.

B FAUX Attention a la numérotation, une numérotation en c.X+1 ou c.X+2 correspond a
un site donneur d’épissage tandis que la numérotation en c.X-1 ou c.X-2 correspond a un
site accepteur d’'épissage.

C VRAI V3 affecte un site accepteur d’épissage. Ce site accepteur d’épissage ne pourra
donc plus étre utilisé et il va donc se produire un épissage alternatif qui pourra, si un
nouveau site accepteur est utilisé en aval de I'exon 4 (par exemple le site accepteur juste
en amont de I'exon 5), entrainer potentiellement une délétion de I'exon 4.

D FAUX Cette mutation (voir sa localisation ci-dessous) touche la premiére base d’un
codon GTT codant pour Valine et entraine la formation d'un codon ATT qui code pour une
Isoleucine. C’est donc une mutation FAUX-SENS. Mais l'isoleucine n’est pas un site possible
d’ubiquitinylation, ga aurait pu étre le cas si I'acide aminé créé était une lysine.

Séquence 2

TATCCCCAGCCATAAGGTCCGTTCACCCATTACATACAAAGTGCGCTGCGGCTACAATAGGAGAGC 66
ATGAGTAAGGTGTTCACGTGGACGGGAGCATACTGGAGAACCTTCCGCCCTAATTCGCGCAAACTC 132

M S KV FTWTGA AYUWIRTTFIR RZPNSTR REKL 22
GCATGTGACTGGTACGACAGTAGTAATAAGACCCACCAAGGCGGAACAGCTGGTGGCAAGTATCGG 198

A CDWYDS S NI KTHU QG GTA AGTGI K Y R 44
GCCTCCAATTACAGTAAGGAGATGATCGAGACACGGAATATCAGCGCAAGTCTCATTCCTCTTTAC 264

A S NY S KEMTIETA RNTISA ASTLTIZPTLY 66
CGGGCGGCGCAAGGTATTAGATACCGACGTTACAAACCCTGGGTGAGTACAGAAGTCCAGATAGAT 330

R AAQGTIURY RIRYIKPWV S TEUVOQTITD 88
ATAAGCAGCCATCGTTCTAATATGCAGGAATCTACCCTGGGCGTGGCTCCGACAATTATCCAAGAG 396

I S S HR S NMOQESTULGVAZPTTITI QE 110 Matthieu Lemesre
TGTATATATAGACATTCGAGCCCAGGTGTGTCGTTACCTTATGTGGGTGTGAATACTCCCCCCGCA 462 V1. ¢.372T>G. codon initial TAT = TAG > codon STOP
C I YRHS S PGV SLPYVGVNTZPZPA 132
TACAACTCCATGTCGACTCCAGATTTGAGGT TCCTGACGCTCGACTTAAATGGCCCCGACCGGTCA 528

Y NS M S TPDTILRT FULTULUDTULNGU®PDTR S 154
GCTACCGGCTTGCTATACTCTTACCTAGT TTCGATCGGCGATTTGTTCAACTGTGGACGAAGGAAG 594

A TG L L Y S Y LV S I GDULTFNTZG CGTZ RTRK 176
ATGATGTTGTGTGGGATTTATAGAGTCCCCAAGTTAGCTGAAACGCGCTGGCGAACGGGACCGTCT 660

M MLCGTI VYU RUVPI KTLAETU RUMWIRTGUP S 198
GCTCAGTACCATGGTCGGGGATATTGCTACAAACCGACAACTTACCCTTTTTCGTGTGAGCTAAGG 726

A Q YHGRGYCYZ KZ?PTTTYUZPTFSCEL R 220 Matthieu Lemesre
CGGGGATATTGTTGGTACAGGTACTCGACGGATACCACGAAACTTCATGCGGTTCAACCGGGCTCC 79277 7| VA4.c.712G>A codon initial GTT (valine) - ATT (isoleucine)
R G Y CW YR Y S TDTTI KTULHA AVO QZPG S 242
GCCAGGGATCTCCTGCAAAGCCTAGCGTACCTCGCCAAGCATAGCACCTTGACCGAGCCATGCGTT 858

A RDULTULIG QSILAYULATZ KU HSTTULTTETPTCUV 264
AGGTACATGTGGAGACCGTGTATGAGTGATCGGCGGGTACCGGGTGAACGACTGCAAGAGTTCTAG 924

R YMWU RUPOCMSDU R RVYVPGET RTLIOQE F *
ACCTTCCGCCCTAATTCGCGCAAAC

E FAUX Voir question précédente, il s'agit d’'une mutation FAUX-SENS.

Question 3 — ATM (*) :
Parmi les délétions d’exons possibles du géne atm suivantes, laquelle/ lesquelles entraine(nt) un
décallage du cadre de lecture ?

A. Délétion de I'exon 2.
Délétion de I'exon 3.
Délétion de I'exon 4.

Délétion simultanée des exons 2, 3 et 4.

m o o

Délétion simultanée des exons 3 et 4.

Pour résoudre cet exercice, soit on regarde directement notre séquence d’ADNg en
repérant directement dans sa téte les délétions de quells exons entraineront ou pas un
décallage du cadre de lecture. Deuxieme possibilité, plus longue mais plus slire : réaliser
un tableau ! On observe sur la combientieme base de chaque codon les exons

L #
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commencent-ils et se finissent ils et on remplit notre tableau en fonction. Je vous redonne
ici un exemple, entre la fin de I’exon 1 et le début de I'exon 2 (voir schéma ci-dessous).

AATAAGACCCACCAgttgtgatacgttactagcgatagtctggggattaaggcgttgaggcaaaag 264
N K T H Q 35
atgagAGGCGGAACAGCTGGTGGCAAGTATCGGGCCTCCAATTACAGTAAGGAGATGATCGAGACA 330

G G T A G G K Y RA S NY S K EMTIE T 55

On constate que l'exon 1 se termine par un codon incomplete CA codant pour une
glutamine, la derniére base de ce codon se situe au début de I'exon suivant, A.

L'exon 1 termine donc sur un +2 (deuxiéme base d’un codon) et I’exon 2 attaque sur un
+3 (la derniére base de ce codon.

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5

début / fin | début / fin | début / fin | début  / fin | début / fin

+2 | +3 +1 | +2 +3 | +1 +2 | 43

A VRAI En délétant I’exon 2, on passe donc d’'un +2 a un +2 : il y aura donc décallage du
cadre de lecture.

B VRAI En délétant I'exon 3, on passe donc d’un +1 a un +1 : il y aura donc décallage du
cadre de lecture.

C VRAI En délétant I'exon 4, on passe donc d’'un +3 a un +3 : il y aura donc décallage du
cadre de lecture.

D FAUX En délétant simultanément les exons 2, 3 et 4, on passe donc d’'un +2 3 un +3 :
il n'y aura donc pas de décallage du cadre de lecture.

E VRAI En délétant simultanément les exons 3 et 4, on passe donc d’'un +1 aun +3 :ily
aura donc décallage du cadre de lecture.
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Enoncé commun aux questions 1 et 2 (VOIR SEQUENCE TYP EN ANNEXES):

Le géne TYR code pour la tyrosinase qui est impliqué notamment dans la synthése de mélanine
indispensable chez I'étre humain pour la coloration des téguments (peau, cheveux, yeux). Cette
synthése passe par la formation de la dihydroxy-phénylalanine qui se produit a partir de la tyrosine
grace a I'enzyme codée par ce gene.

Il est localisé sur le locus 11q14.314.3 c'est-a-dire sur le bras long du chromosome 11. Les
séquences de I'ADNc et de 'ADNg du géne TYR (qui code pour la protéine tyrosinase) sont
présentes en annexe (exons en majuscules et bordures introniques en minuscules).

Question 1 — A propos des séquences (**) :

La séquence 1 correspond a I’ADNg du géne TYR.
Le géne contient 5 exons qui seront transcrits et traduits.

L'épissage alternatif de I'exon 3 conduit a une protéine tronquée.

o0 ®w »

L'exon 5 commence en c.494.
E. Ce géne code pour une protéine de 645 nucléotides.
A VRAI Effectivement, la séquence qui contient encore les introns est I’ADNg.

B FAUX Il contient 5 exons dont seulement 4 codant. Un exon codant sera transcrit et
traduit.

C VRAI C(C'est vrai, question pas vraiment sympa mais mieux vaut bien s’entrainer
maintenant ¢a n’en sera que plus simple ensuite. Tout d’abord quand on parle d’épissage
d’'un exon ou d’exon skipping (méme signification), il faut regarder si le dernier exon
précédent |'épissage et le premier suivant [|'épissage sont composés d'un codon
chevauchant. Pour cela, on regarde la séquence d’ADNg : On remarque que lI’'exon 2 se
termine par 1 nt supplémentaire (une guanine qui est surligné en jaune sur la séquence
ci-dessous) avant le site donneur GT de l'intron 2. En temps normal, aprés un épissage de
I'intron 2, la guanine s’associe avec les 2 premiers nucléotides de I’exon 3 (A et G) apreés
le site accepteur AG de l'intron 2 pour former de |'acide glutamique E. Cependant, comme
I'exon 3 est épissé on s’intéresse aux premiers nucléotides de I'exon 4. On remarque qu'il
ne s’agit pas d’un codon chevauchant puisque les 3 premiers nucléotides de I'exon 4 font
tous partis du méme codon (ATG qui codent pour une méthionine).

Comme il y a un nucléotide qui fait partie d’'un codon chevauchant a la fin de I'exon 2 et
gu’il n’y pas de codon chevauchant entre I'exon 2 et 3, il y alors un décalage du cadre de
lecture d'1 nucléotide (s'il n'y avait aucun nt qui faisait partie de codons chevauchants ou
3 nts en faisait partie alors il n'y aura pas eu de décalage du cadre de lecture).

Maintenant, il s’agit de chercher si ce décalage provoque un codon stop (TGA) prématuré.
Pour cela, il faut regarder les nouveaux codons formés aprés [[EPICSaUCIICIIERON 3 ici en
bleu et jaune. On remarque qu’un codon stop prémature est formé a cause du frameshift
(= décalage du cadre de lecture), la protéine est donc tronquée a cause de |'épissage
alternatif.

Séquence 2 : ADNc
En OHBR : I'exon 3 qui va étre épissé
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En bleu et jaune : les nouveaux codons qui vont étre formés apres le décalage du cadre
de lecture.

En Vert : le codon stop prématuré

60

120

180

240

300

ACTGCCCAGTGCGGCCGAGCTGCTTGTCAAAAGAGAGAACAATGGCAGTAACCCGTGCCT 360
CATGACTGAGTGCAGTGGCACCTCTCAGCCACCGCCGGCCAGTGTCCCCACCACTGCAGC 420
M T E C §$ G T S Q P P P A S V P T T A A 20

. AGGGACGTATGGTCATCCAGGATATTCCTGCTGICACCAGCAGAGGGCATGTGEA .
s E G R M ¥V I €@ D I P A VYV T 8 R G B VY E 40

GAACACACCTGACCTGGTTTCAGACTCCACCTACTACAGCAGCTTCTACCAGCCGTCTCT &
N T P D Isi ¥V 8 D S i ¥ ¥ S S F ¥ «Q P S L 60

GTTTCCTTATTACAACAATCTATACAACTGCCCGCAGTACTCCATGGCCTTGECTGCTCA -
F P Y ¥ N N L Y N C P Q ¥ S M A L A A D 80

TCTGCTTCTGEGCACETGGCARATCCCCTCGRGGEATCCCCTGTGARGARCAGCETTCG -
S A §S G E V G N PUL G G S P V K N S L R 100

GGECCTCCCCEEACCTTATGTGCCTGGTCAGACAGGARACCAGTGECAG . i oo 2l
G L P G P Y V P G Q T G N Q W Q M K N M 120

GGAGAACCGCCATGCAATGAGCTCCCAGTACAGGATGCATTCTTACTACCCGCCTCCLCTC 780
E N R H A M S S Q YR MH S Y Y P P P S 140

TTACCTGGGCCAGAGCGTGCCCCAGTTCTTCACTTT-GGATGCTCCCTCTTACCCGGA 840
Y L. G Q §S VvV P Q F F T F E D A P S Y P E 160

AGCCAGGGCGAGCGTATTCTCGCCGCCCAGCAGTCAAGATTCTGGCTTGGTTTCCCTCTC 900
A R A 8 VvV F s P P 8 S 9 Ds G L VvV s 1. s 180

GAGCAGCTCTCCTATTAGTAACAAGAGCACAAAGGCAGTGCTTGAATGTGAGCCTGCGTC 960
s 8§ § P I 8§S N K S T K A VvV L. E€C E P A 8 200

GGAGCCCAGCAGCTTCACAGTCACTCCCGTCATCGAGGAGGACGAGTGAGCAGTGCCTGC 1020
E P § §$ FP T V T P V I E E D E * 215

j *CGATGG G AT N GGAG A A AT A TCCACTT TCCATGECETTTETTAAT 1080
A ! 1140
G ; 1200
C ; 1260
T 1320
T ATCT GT1T A 1380
TAGGGG. .. 1386

D VRAI Je veux d'abord chercher ou se trouve le nucléotide placé en c.494, pour cela je
sais que je dois faire 494 + 5'UTR (car numérotation c. ne contient pas la 5'UTR donc on
ne peut pas s’aider de la numérotation sur le coté de la séquence sans avoir additionner le
5'UTR), le 5'UTR fait 361 nucléotides : 5’'UTR en marron, tout ce qui est en amont du 1er
ATG codant pour une M dans I’ADNCc)
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AGAGTTGCGGGCTTCGCTCGGCTCGGGGTTCCCCACGATCTCTCACCCTGTGTTTCGGCG 60

GAGTTGCGGGGGTTCCCTCTGCTCCCGGGTCCCTGAGATCCCTGATCCCGCTCTCAGGGC 120
AGGGAATTCCGGGGTTCGCCCCTCTGGGCTTCCCCGCGATCCCAGAGCCCGCGTTCCAAC 180
AGAATTGGGAGGGTTTATTGCGCTAGAGGAGTCTTCAGGATCTTCGCTCCCGCCCTCCGA 240
GGTGGCCCTGAGAAGGCAGCAGGCCCAGGAGGAGGAATTGGGTATCAGCCACCCCATCCC 300
ACTGCCCAGTGCGGCCGAGCTGCTTGTCAAAAGAGAGAACAATGGCAGTAACCCGTGCCT 360
CATGACTGAGTGCAGTGGCACCTCTCAGCCACCGCCGGCCAGTGTCCCCACCACTGCAGC 420
M T EC S G T S Q p P P A S V P T T A A 20
TTCAGAGGGACGTATGGTCATCCAGGATATTCCTGCTGTCACCAGCAGAGGGCATGTGGA 480
S EGR MV I QDI P AV T S R G H V E 40
GAACACACCTGACCTGGTTTCAGACTCCACCTACTACAGCAGCTTCTACCAGCCGTCTCT 540
N T P D L V S D S T Y Y S S F Y Q P S L 60
GTTTCCTTATTACAACAATCTATACAACTGCCCGCAGTACTCCATGGCCTTGGCTGCTGA 600
" P VY VvV N N TV N ~ P N V Q@ M A T. A A N [N

Donc 494+361= 855, je cherche a le 855éme nt sur mon ADNc a |'aide de ma numérotation
sur ma séquence, je tombe sur le T du GTA codant pour la valine 165 (surligné en jaune).

AGAGTTGCGGGCTTCGCTCGGCTCGGGGTTCCCCACGATCTCTCACCCTGTGTTTCGGCG 60
GAGTTGCGGGGGTTCCCTCTGCTCCCGGGTCCCTGAGATCCCTGATCCCGCTCTCAGGGC 120
AGGGAATTCCGGGGTTCGCCCCTCTGGGCTTCCCCGCGATCCCAGAGCCCGCGTTCCAAC 180
AGAATTGGGAGGGTTTATTGCGCTAGAGGAGTCTTCAGGATCTTCGCTCCCGCCCTCCGA 240
GGTGGCCCTGAGAAGGCAGCAGGCCCAGGAGGAGGAATTGGGTATCAGCCACCCCATCCC 300
ACTGCCCAGTGCGGCCGAGCTGCTTGTCAAAAGAGAGAACAATGGCAGTAACCCGTGCCT 360
CATGACTGAGTGCAGTGGCACCTCTCAGCCACCGCCGGCCAGTGTCCCCACCACTGCAGC 420
M TEC S G TS Q P P P A SV P TTA A 20
TTCAGAGGGACGTATGGTCATCCAGGATATTCCTGCTGTCACCAGCAGAGGGCATGTGGA 480
S EGRMV I QDTIPA AUV TS R G H V E 40
GAACACACCTGACCTGGTTTCAGACTCCACCTACTACAGCAGCTTCTACCAGCCGTCTCT 540
N TP DLV S DS TY Y S S F Y Q P S L 60
GTTTCCTTATTACAACAATCTATACAACTGCCCGCAGTACTCCATGGCCTTGGCTGCTGA 600
F P Y Y NNULYNTCZPOQY S MATLAA ATD 80
TTCTGCTTCTGGGGAGGTGGGAAATCCCCTCGGGGGATCCCCTGTGAAGAACAGCCTTCG 660
S A S GEVGNUPILGSGS PV KNS LR 100
GGGCCTCCCCGGACCTTATGTGCCTGGTCAGACAGGAAACCAGTGGCAGATGAAGAACAT 720
G L PGPYVPGOQTGNO QWOQOMIEKNM 120
GGAGAACCGCCATGCAATGAGCTCCCAGTACAGGATGCATTCTTACTACCCGCCTCCCTC 780
E NRHAMS S QY RMHS Y Y P P P S 140
TTACCTGGGCCAGAGCGTGCCCCAGTTCTTCACTTTTGAGGATGCTCCCTCTTACCCGGA 840
Y LG Q S VvV P QF F T FEDA AUP S Y P E 160
AGCCAGGGCGAGCGThTTCTCGCCGCCCAGCAGTCAAGATTCTGGCTTGGTTTCCCTCTC 900
A_RA S VF S PUPS S QDS GUL VS L S 180
GAGCAGCTCTCCTATTAGTAACAAGAGCACAAAGGCAGTGCTTGAATGTGAGCCTGCGTC 960
S S $ P I S N K S TIZ KAV LETCE P A S 200
GGAGCCCAGCAGCTTCACAGTCACTCCCGTCATCGAGGAGGACGAGTGAGCAGTGCCTGC 1020
E P S S F T VTU®PUVIEETDE * 215

TGCCGATGGCGGTTCACTTGGAGTAACAGGCTIATTCCACTTTCCATGGGGTTTGTTAAT 1080
ATTTTGCATTGACTCATACTATCTTAACTGTTGAGAACGTATTTGGTTTATATTCCTTAT 1140
GAGTTTAGTCCAGAGGCTGTAACACATTTGTAATACTTTAGGGTCCGTGACTACCATCTG 1200
CATGGTTTAAGTGCTTTACTCACGGAGTTTAAATAATAGTGTTCATTTTTTTAATGACAC 1260
TGGTTTCATGTAGTTTTCAAGAAATAAAAGAATTCATTCAAGTGAAGCCATTTGTGTGCC 1320
TCTAAATGAGTCATCTAATTAGATGTTACTTTTAGTTTTAAAATGAAATCTTAGGTGCCT 1380
TAGGGG (...) 1386

Pour savoir ou se situe ce nt par rapport a un exon, je dois regarder sur mon ADNg (vu
gue c’est pas la méme numérotation pour les nucléotides que sur I’'ADNc, mais que celle
des AA est la méme je regarde la valine 165 sur I’ADNg) :
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GTTTCCTTATTACAACAATCTATACAACTGCCCGCAGTACTCCATGGCCTTGGCTGCTGA
F P Y Y NDNTULYNGCZPOQYSMATLA AATD
TTCTGCTTCTGGGGAGGTGGGAAATCCCCTCGGGGGATCCCCTGTGAAGAACAGCCTTCG
S A S GEUVGNTPTLGTGSZPUVKNS L R
GGGCCTCCCCGGACCTTATGTGCCTGGTCAGACAGGAAACCAGTGGCAG
G L PG PY VPG QTGN QWO
ATGAAGAACAT
M K N M
GGAGAACCGCCATGCAATGAGCTCCCAGTACAGGATGCATTCTTACTACCCGCCTCCCTC
E NRHAMS S QY RMUHS Y Y P PP S
TTACCTGGGCCAGAGCGTGCCCCAGTTCTTCACTTTTGAGGATGCTCCCTCTTACCCGGA

S v P QF FTF E DA AUZP S Y P E

<
=
@
©

AGCCAGGGCGAGCG

A R A S
TATTCTCGCCGCCCAGCAGTCAAGATTCTGGCTTGGTTTCCCTCTC
vV F S PP S S QD S GL V S L S§
GAGCAGCTCTCCTATTAGTAACAAGAGCACAAAGGCAGTGCTTGAATGTGAGCCTGCGTC
s §$ S P I S N K S TI KAV L ECE P A S
GGAGCCCAGCAGCTTCACAGTCACTCCCGTCATCGAGGAGGACGAGTGAGCAGTGCCTGC
E P S S F TV TPV I EEDE *

Je remarque donc que mon T correspond bien au début de I'exon 5.

80

100

116

120

160

164

180

200

215

E FAUX Une protéine contient des AA et non des nucléotides ! Ce géne code donc pour
une protéine de 215 acides aminés.

Enoncé question 2:

Plus de 330 variants du gene TYR sont actuellement décrits dans la base de données OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man), parmi lesquels les variants suivants, dont I'activité enzymatique a
été mesurée pour tester leur fonctionnalité.

Enzyme Tyrosinase | Variant
Sauvage

Variant A €.228C>T
Variant B c.320T>A
Variant C c.588T>A
Variant D C.65-2A>T

Question 2 — A propos de ces variants (**) :

A. Le variant A correspond a une mutation non sens.

B. Le variant B correspond a une mutation faux sens.

C. Le variant C correspond a une mutation non sens.

D. Le variant D affecte le site accepteur d'épissage de l'intron 3.
E. Tous ces variants sont des variants de séquence.

L}
UE2 *e
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A FAUX 228+361= 589, ce qui correspond au C du codon GCC codant pour l'alanine n*76,
GCC-->GCT (voir code AA) ce qui donne aussi une alanine, donc c’est une mutation
synonyme.

AGAGTTGCGGGCTTCGCTCGGCTCGGGGTTCCCCACGATCTCTCACCCTGTGTTTCGGCG 60
GAGTTGCGGGGGTTCCCTCTGCTCCCGGGTCCCTGAGATCCCTGATCCCGCTCTCAGGGC 120
AGGGAATTCCGGGGTTCGCCCCTCTGGGCTTCCCCGCGATCCCAGAGCCCGCGTTCCAAC 180
AGAATTGGGAGGGTTTATTGCGCTAGAGGAGTCTTCAGGATCTTCGCTCCCGCCCTCCGA 240
GGTGGCCCTGAGAAGGCAGCAGGCCCAGGAGGAGGAATTGGGTATCAGCCACCCCATCCC 300
ACTGCCCAGTGCGGCCGAGCTGCTTGTCAAAAGAGAGAACAATGGCAGTAACCCGTGCCT 360
CATGACTGAGTGCAGTGGCACCTCTCAGCCACCGCCGGCCAGTGTCCCCACCACTGCAGC 420
M T EC S G T S Q P P P A S V P TTA A 20
TTCAGAGGGACGTATGGTCATCCAGGATATTCCTGCTGTCACCAGCAGAGGGCATGTGGA 480
S EGR MV I QDI P AV T S R G H V E 40
GAACACACCTGACCTGGTTTCAGACTCCACCTACTACAGCAGCTTCTACCAGCCGTCTCT 540
N T P DL V S DS T Y Y S S F Y Q P S L 60
GTTTCCTTATTACAACAATCTATACAACTGCCCGCAGTACTCCATGGCCFTGGCTGCTGA 600
F P Y Y NNTULYNTCU?P QY S MA LA ATD 80
TTCTGCTTCTGGGGAGGTGGGAAATCCCCTCGGGGGATCCCCTGTGAAGAACAGCCTTCG 660
S A S G EV GGNUZPULGGS PV KNS L R 100
GGGCCTCCCCGGACCTTATGTGCCTGGTCAGACAGGAAACCAGTGGCAGATGAAGAACAT 720
G L PG P Y VPG QTGNOQWOQMIEKNM 120
CONCANCCCCCATCCAANTCACCTOCCACTACACCATCCAATTOTTACTACCCCCCTOCCT 7Qn

B VRAI 320+361= 681 qui correspond au T du GTG codant pour la valine 107,
GTG—GAG, V—E, il y a donc un changement d’AA ce qui correspond a une mutation
FAUX sens.

C VRAI 588+361= 949 qui correspond au T du codon TGT codant pour la cystéine 196,
TGT— TGA (codon stop), donc cela correspond a une mutation NON sens.

D FAUX 65+361= 426, qui correspond au A du codon GAG codant pour un glutamate :

AGAGTTGCGGGCTTCGCTCGGCTCGGGGTTCCCCACGATCTCTCACCCTGTGTTTCGGCG 60
GAGTTGCGGGGGTTCCCTCTGCTCCCGGGTCCCTGAGATCCCTGATCCCGCTCTCAGGGC 120
AGGGAATTCCGGGGTTCGCCCCTCTGGGCTTCCCCGCGATCCC A,Agcccucg TCCAAC 180
AGAATTGGGAGGGTT GCGCTAGAGGAGTCTTCAGGAT > "GCCCTCCGA 240
GGTGGCCCTGAGAAGGCAGCAGGCCCAGGAGGAGGAATTGGGTAT

CAGCCACCCCATCCC 300
ACTGCCCAGTGCGGCCGAGCTGCTTGTCAAAAGAGAGAACAATGGCAGTAACCCGTGCCT 360
CATGACTGAGTGCAGTGGCACCTCTCAGCCACCGCCGGCCAGTGTCCCCACCACTGCAGC 420

M TECSGTSQPPPASVPTTANA 20
TTCAGAGGGACGTATGGTCATCCAGGATATTCCTGCTGTCACCAGCAGAGGGCATGTGGA 480
S EGR MV I QDTIUPA AV TS R G H V E 40
GAACACACCTGACCTGGTTTCAGACTCCACCTACTACAGCAGCTTCTACCAGCCGTCTCT 540
N T P DLV S D ST Y Y S § F Y Q P S L 60
GTTTCCTTATTACAACAATCTATACAACTGCCCGCAGTACTCCATGGCCTTGGCTGCTGA 600
F P Y Y NNULYNUCUPOQY S MATLA AR BAD 80
TTCTGCTTCTGGGGAGGTGGGAAATCCCCTCGGGGGATCCCCTGTGAAGAACAGCCTTCG 660
S A S G EV GNUZPULGGS P V KNS L R 100
GGGCCTCCCCGGACCTTATGTGCCTGGTCAGACAGGAAACCAGTGGCAGATGAAGAACAT 720
G L P G P Y VPG QT GNOQWOQMIEKNM 120

On regarde ensuite ou se situe cette mutation sur I’ADNg (on sait que c¢a touche le
glutamate 22) :
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AGAGTTGCGGGCTTCGCTCGGCTCGGGGTTCCCCACGATCTCTCACCCTGTGTTTCGGCG
GAGTTGCGGGGGTTCCCTCTGCTCCCGGGTCCCTGAGATCCCTGATCCCGCTCTCAGGGC
AGGGAATTCCGGGGTTCGCCCCTCTGGGCTTCCCCGCGATCCCAGAGCCCGCGTTCCAAC
AGAATTGGGAGGGTTTATTGCGCTAGAGGAGTCTTCAGGATCTTCGCTCCCGCCCTCCGA
Ggtgaggctagaggggagggttcg acctal(..)ac itgactcat t

GTGGCCCTGAGAACGCACCAGGCCCAGGAGCACGAATTGGGTATCAGCCACCCCATCCC
ACTGCCCAGTGCGGCCGAGCTGCTTGTCAAAAGAGAGAACAATGGCAGTAACCCGTGCCT
CATGACTGAGTGCAGTGGCACCTCTCAGCCACCGCCGGCCAGTGTCCCCACCACTGCAGC

M__.T T E C S G T S Q P P P A S VvV PTTA A
TTCAG 1atctggaggaqg 19aqg 1 1gagatttttettttttett aa

S

1 JAGGGACGTATGGTCATCCAGGATATTCCTGCTGTCACCAGCAGAGGGCATGTGGA
E G R MV I Q DI P AV T S R GH YV E
GAACACACCTGACCTGGTTTCAGACTCCACCTACTACAGCAGCTTCTACCAGCCGTCTCT
N T P DLV S DS TY Y S S F Y Q P S L
GTTTCCTTATTACAACAATCTATACAACTGCCCGCAGTACTCCATGGCCTTGGCTGCTGA
F P Y Y NNUL Y NCUP QY S MATULAA ATD
TTCTGCTTCTGGGGAGGTGGGAAATCCCCTCGGGGGATCCCCTGTGAAGAACAGCCTTCG
S A S GEV GNUPULGGS PV KNS L R
GGGCCTCCCCGGACCTTATGTGCCTGGTCAGACAGGAAACCAGTGGCAGgtatgatatta

G L P G P Y V P G Q T G N Q W Q
) 3 agagagt (...) tctgatgata gATGAAGAACAT
M K N M

20

21

40

60

80

100

116

120

La mutation c.65-2 se situe donc en amont du A (du codon GAG codant pour la glutamate
22), cette mutation impacte donc le site accepteur de l'intron 2 et non 3 (compter quel
intron cela touche).

E VRAI Tous ces variants sont des SNV et donc des variants de séquence (<50pb)
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Enoncé commun aux questions 1 et 4 (VOIR SEQUENCES RET EN ANNEXE):

La maladie de Hirschsprung est une maladie intestinale due a une anomalie d'innervation
intestinale. Elle est causée par un défaut de migration des cellules de la créte neurale a destinée
entérique (il n'y a pas de plexus parasympathique donc pas de péristaltisme intestinal). Elle se
traduit donc par un défaut de péristaltisme intestinal sur la partie distale, conduisant a des
obstructions intestinales chez le nouveau-né. Le géne responsable de la pathologie est le gene
RET. Vous recevez en consultation Clément, un nouveau-né de 9 mois chez qui on suspecte une
maladie de Hirschprung, vous apprenez également que le pére est atteint de la pathologie. Sa mére
est saine. Vous étudiez le gene RET de Clément et identifiez certains SNV intéressants. Aprés
études, vous concluez que Clément est lui aussi atteint de la pathologie.

Vous disposez en annexe des séquences de référence d’ADNg et d’ADNc du gene RET.

Question 1 — RET :
Le dernier exon du géne RET est long de (a 2 paires de bases pres) :

A. 49 pb
52 pb
152 pb
165 pb
178 pb

monow

Pour résoudre cet exercice, il faut se référer a la séquence de référence de ’ADNg du
gene, donc la séquence 1 en annexe. Le dernier exon est celui qui contient le codon stop
TAG. Cependant, attention, I’exon ne s’arréte pas au codon stop, il continue plus loin
jusqu’a la position g.1055 (il y a 20 acides aminés par ligne donc 60 nucléotides). On
repére également que le dernier exon commence en position g.891. L’exon mesure donc
bien 165pb (on prend en compte le nucléotide numéro 891 et le numéro 1055).

Le piege ici était de s’arréter au codon stop !
A FAUX
B FAUX
C FAUX
D VRAIL
E FAUX

Question 2 — RET :
A propos du géne RET, cochez la(les) réponse(s) vraie(s) :

A. Il contient 4 exons.

Il contient une partie codante dans son premier exon.

Il code pour une protéine de 162 acides aminés.

Une délétion de I'exon 4 entraine un décalage du cadre de lecture.

Une délétion de I’exon 3 entraine I'apparition d’un codon stop prématuré a la place d’'une
lysine en p.88.

monOw
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Pour cette question, on se référe également a la séquence d’ADNg du géne RET.

A FAUX Attention ! Il y a un premier exon qui ne contient pas de séquence codante au
début du gene. Nous avons ensuite 4 exons contenant une séquence codante, le géne
contient donc 5 exons et pas 4 !

B FAUX Cf Item A, le premier exon se situe sur les 47 premiers nucléotides du géne, il ne
contient pas de partie codante, le codon d’initiation ATG se situe dans le 2¢™e exon.

C VRAI D'aprés la nomenclature de la séquence, la protéine obtenue avec la séquence
d’ADNg de référence du géne RET est bien constituée de 162 acides aminés.

D VRAI Ici, il faut tout d’abord repérer I'exon 4, c’est celui qui commence en g.647 et se
termine en g.830. Ensuite, on considére que cet exon se retrouve éliminé lors de |I'épissage.
On s’intéresse alors a la fin de I'exon 3 et au début de I’exon 5. L’'exon 3 se termine par un
C qui n‘appartient pas a un codon et qui se continue avec I'exon 4 (code pour une
Glutamine), il y a donc dans la séquence de référence un chevauchement entre I'exon 3 et
I'exon 4. Il en va de méme pour la fin de I'exon 4 et le début de I'exon 5 ou on retrouve
une Sérine a cheval entre les 2 exons.

En éliminant I'exon 4, On se retrouve avec la création d’'un codon CAC entre I'exon 3 et
I'exon 5 qui code pour une Histidine puis un codon C (Acide Aspartique) etc. Cela
correspond bien a un décalage du cadre de lecture par rapport au codon de référence
qui code pour une Arginine.

E FAUX Par le méme mécanisme que l'item précédent, on se retrouve avec la création
d’'un codon AAC en début d’exon 4 qui code pour une Asparagine en position 85. Si on
continue, on a bien l'apparition d’'un codon stop TAG en position p.88. Cependant,
attention, la lettre L correspond a une Leucine et non pas a une Lysine (K), I'item devient
donc faux ! Attention a ne pas vous faire piéger sur les lettres des acides aminés !

Question 3 —SNV :
Vous retrouvez chez Clément le SNV c.231 C>G. A l'aide de vos connaissances, des séquences et
du code génétique donnés en annexe, cochez la(les) réponse(s) vraie(s) concernant la mutation :

Il s'agit d’'une mutation faux-sens.

Il s'agit d'une mutation non-sens.

Elle entraine la production d’une protéine tronquée.

Elle entraine I'apparition d’un acide aminé pouvant subir une phosphorylation.

moouw>

La protéine obtenue fait 77 acides aminés.

Il faut maintenant s’intéresser a la séquence d’ADNc du géne RET. Ce qu'il faut bien se
souvenir, c’est que la numérotation de I’ADNc débute au niveau du A codon d’initiation
ATG ! Le A devient donc le c.1 (qui est le 57¢™ nucléotide sur la séquence 2), il faut ensuite
compter 230 nucléotides pour retrouver la mutation identifiée.

On trouve alors une mutation sur le codon TAC de la Tyrosine en position p.77 qui devient
alors TAG (qui est un codon stop !).

A FAUX Il s'agit d'une mutation non-sens puisqu’elle entraine la formation d’un codon
stop !

B VRAI Cf Item A.
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C VRAI On a la formation d’'un codon stop en position 77, on obtient donc bien a la suite
de la traduction une protéine tronquée.

D FAUX Attention, si on se trompait en partant du premier nucléotide de la séquence 2,
on tombait sur un codon ACC codant pour une Thréonine qui devient AGC codant pour une
Sérine qui peut bien subir une phosphorylation !

E FAUX Attention, le codon stop se retrouve alors en position 77, il ne compte pas comme
un acide aminé, la protéine obtenue fait alors 76 acides aminés !

Question 4 — Transmission :
Vous étudiez les mutations retrouvées chez les parents de Clément, comparées a la séquence de

référence du géne RET. Ces mutations sont toutes présentes a I'état hétérozygote chez les individus
porteurs.

A l'aide de ce tableau, de I’énoncé et des données annexes, quelle(s) affirmation(s) est/sont
vraie(s) ?

Péere c.231C>G c.88A>G
Mere c.105C>T c.2537>C
Clément c.231C>G c.105C>T

A. Le variant c.105C>T est probablement bénin.

B. Le variant c.231C>G est probablement bénin.

C. La transmission semble dominante.

D. La mutation pathologique peut également étre notée p.77Y>*,
E. Le géne RET pourrait étre localisé sur le chromosome X.

A VRAI D'apres I’énoncé, on sait que la mére de Clément n’est pas atteinte, de plus, si on
étudie ce variant sur la séquence d’ADNc du géne RET, on voit qu’elle entraine la
transformation d’un codon TTC en TTT qui code tous les deux pour une Phénylalanine. Avec
ces données, on suppose que le variant est probablement bénin.

B FAUX On sait que le pére est aussi atteint de la pathologie, on voit que ce variant est
commun entre Clément et son pére. De plus, on sait que tous les variants cités sont
présents a l|'état hétérozygote chez les porteurs, ce qui nous fait suspecter une
transmission dominante. Avec ca, et les éléments de la question précédente, on suspecte
ce variant d’étre responsable de la pathologie.

C VRAI Cf Item B.

D VRAI En effet, d’aprés les données de la question 3 et I'étude des séquences, on
remplace une Tyrosine par un codon stop en position 77.

E FAUX Ici, on sait que le pére est atteint de la pathologie et que Clément en est également
atteint. Clément étant un gargon, son pére lui as forcément transmis son chromosome Y,
le géne RET ne peut donc pas étre sur le chromosome X puisque Clément est atteint.
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Enoncé commun aux questions 1 a 3 (VOIR SEQUENCES FGFR3 EN ANNEXE) :

L'achondroplasie est la maladie osseuse constitutionnelle la plus fréquente avec une fréquence de
1/25 000 naissances vivantes. Cliniquement, on retrouve une petite taille, un raccourcissement des
membres, une macrocéphalie, une hypotonie, ... Sur le plan génétique, elle est due a une mutation
du géne FGFR3 qui code pour un récepteur de croissance fibroblastique. Ce géne est aussi
responsable de deux autres formes de nanisme : le nanisme thanatophore (souvent Iétal) et I'hypo-
chondroplasie.

Aprés étude du géne FGFR3 sur plusieurs individus malades, vous retrouvez quatre variants
intéressants :

V1:c.273T>A
V2 :c.243-1G>A
V3 : c.341del

V4 : c.449T>C

Vous disposez en annexe du code génétique et des séquences d’ADNg et d’ADNc de référence du
gene FGFR3.

Question 1 — FGFR3 :

A propose du géne FGFR3, cochez la(les) réponse(s) vraie(s) :

A. Ce géne contient 4 exons codants.

Le 2éme exon de ce géne fait 88pb.

V1 est une mutation faux sens.

V3 entraine un décalage du cadre de lecture.

mOoO O w

V4 est une mutation faux-sens.
Ici, on s’intéresse a la séquence d’ADNg du gene. On compte bien 4 exons tous codants.
z

Grace a la numérotation des AA, on peut déterminer qu'il y a 23*3 = 69 nucléotides par
ligne. On peut donc déduire la taille du 2°™ exon a 88pb.

Pour I'étude des variants, il faut se référer a la séquence d’ADNc. On déduit que la région 5'UTR
fait 27pb donc pour nos variants :

V1: 273 + 27 = 300. On regarde le nucléotide en position 300, on tombe sur la transformation
d’un TAT (Y) en un TAA (codon stop !), c’est donc une mutation NON-sens.

V2 : 1l faut pour celui-la regarder les 2 séquences, le nucléotide en position 243 + 27 = 270 de
I’ADNCc correspond au premier T de I'exon 3 sur la séquence d’ADNg. La variation en c.243-1 affecte
donc le site accepteur d’épissage en transformant le AG en AA.

V3 : Le nucléotide en position c.341+27=368 de I'’ADNc correspond au A du codon CAC codant
pour une Histidine. Il y a délétion d’un nucléotide donc décalage du cadre de lecture !

V4 : Le nucléotide en position ¢.449+27=476 entraine la transformation d’'un ATT (I) en ACT (T)
donc il s'agit bien d'une mutation faux-sens.

A VRAI
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B VRAI
C FAUX V1 est une mutation non-sens !
D VRAI Délétion d’un seul nucléotide au milieu de la partie codante.

E VRAI Ce variant entraine un changement d’AA donc il s’agit bien d’une mutation faux-
sens.

Question 2 — Etude des variants :

A propos des quatre variants retrouvés dans le gene FGFR3, cochez la(les) réponse(s) vraie(s) :

A. V4 entraine 'apparition d’un acide aminé pouvant subir une phosphorylation.
V2 entraine la délétion de I'exon 4.

B.
C. V3 entraine l'apparition d’'un codon stop en position p.119.
D. V1 entraine la production d’une protéine de 91AA.

E.

V2 entraine un décalage du cadre de lecture.

On étudie maintenant les conséquences de chaque variants :

GATCTCGCCCS \AGgttagccgaaattgcacgtygty
L

£ TAG!
Séquence 2 b Y R L

gcgeccgecgactgeteccegagtgtggetetttgatetgacaacgegegacetecategeggecgatt

gtttctgcggaccatgtcgtectcatagtttgggeatgtttocg: GCTT

A VRAI V4 entraine 'apparition d’une thréonine a la place d’une isoleucine. La thréonine
peut bien subir une phosphorylation.

B FAUX V2 touche le site accepteur d’épissage de I'intron situé entre I'exon 2 et I'exon 3,
I’épissage ne va donc pas s’arréter a cet endroit et va continuer jusqu’au prochain site
accepteur AG avant I'exon 4. On a donc une délétion de I'exon 3 avec V2.

C VRAI V3 entraine un décalage du cadre de lecture qui aboutit quelques AA plus loin a
I'apparition d'un codon stop en position p.119

D FAUX V1 : il entraine la formation d‘un codon stop TAA en position p.91 donc la
formation d’une protéine de 90AA.

E VRAI On utilise la méthode pour savoir si la délétion d’'un exon entraine un décalage du
cadre de lecture. On numérote donc le premier et le dernier nucléotide des exons qui nous
intéressent en fonction de sa place dans le codon :

Exon 2 Exon 3 Exon 4
Début +3 +1
Fin +2 +3

Si on enléve I'exon 3, on a un +2 en fin d’exon 2 et un +1 en début d’exon 4, il y a donc
bien un décalage du cadre de lecture.
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Question 3 — Transmission :

Vous recevez en consultation un nouveau-né chez qui vous découvrez une achondroplasie. Vous
étudiez la transmission de cette pathologie dans sa famille, pour cela vous disposez d'un arbre
phylogénétique de transmission ainsi que de I'ébauche d’un tableau regroupant les alleles portés
par chaque individu de cette famille. Un alléle noté « A » est un alléle atteint de I'altération
moléculaire responsable de I'achondroplasie, un allele noté « a » est un allele sain. D’apres
I'énoncé, I'arbre phylogénétique de transmission, I'ébauche de tableau de répartition allélique et
vos connaissances, quelle(s) affirmation(s) est/ sont vraie(s) ? Le nouveau-né étudié est l'individu

II1.2
O "
O ®
.
1.1 1.2 1.1 1.2 .3
Alleles aa aa aa aA aa

A. La transmission de la pathologie semble autosomique récessive.

B. L'individu II.5 peut étre hétérozygote aA.

C. Il s’agit probablement de mutations de novo apparues dans cette famille.

D. L’individu III.1 a un risque de transmettre un alléle muté a sa descendance.

E. Les parents du nouveau-né ont un risque de 50% de transmettre la maladie en cas de

prochaine grossesse.

Ici, par I'étude des alleles présents chez les individus de la premiere génération (tous les
eux AA) et chez l'individu II.3 qui est atteint, on se rend compte que la pathologie chez cet
individu est due a une mutation de novo. Grace a I'’étude du génotype du nouveau-né
étudié, on se rend compte que la pathologie est dominante puisqu’il n‘a qu’un seul alléle
muté.

Les parents du nouveau-né étant sains, ils sont donc forcément homozygotes AA, donc la
mutation présente chez ce nouveau-né est de novo également.

A FAUX La pathologie est dominante car il ne faut qu’un seul alléle malade pour étre atteint
(II1.2 atteint est aA).

B FAUX L'individu II.5 étant sain, il est homozygote AA.
C VRAI
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D FAUX L’individu III.1 (donc la sceur de notre cas) est saine, elle est donc homozygote
AA, elle n’a aucun risque de transmettre la maladie a sa descendance.

E FAUX On sait que les mutations présentes dans la famille sont de novo, les parents du
nouveau-né n’‘ont pas la mutation donc pas de risque de la transmettre !

¥
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