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Question 19 - En vous aidant de vos connaissances laquelle (lesquelles) des proposition(s)
suivantes est (sont) exacte(s) ?

A. Les teloméres sont des séquences formées d'un motif de bases répété, localisés aux
extrémités chromosomigies.

B. Pour synthétiser les gélomeres, la t¢lomérase utilise comme matrice un ARN non codant.
C. Le télomere est généré a chaque réplication aprés activation de la télomérase
cellulaire.
D. Siles télo q‘g sont trop courts, les ADN polymérases réplicatives sont bloquées et la
cellule m&
E. L’ ABKPolymerase 0 assure la copie complete des télomeres
o
™+ 2017

La protéine TP53 codée par le géne TP53 est décrite comme un gardien du génome qui permet en
situation de stress cellulaire, par exemple en cas d'exposition a un toxique, de mettre en place les
processus biologiques nécessaires au maintien de I'homéostasie cellulaire. La protéine TP53
non mutée favorise la réparation des 1ésions de I'ADN ou indwit la mort des cellules endommagées
si la réparation n'est pas efficace, limitant ainsi la %%? ration de cellules anormales ou
cancéreuses (activité anti-oncogénique).

Le geéne TP53 est situ¢ sur le chromosome 17 e’l;yfr.nporte 10 exons. La taille de 'ARNm TP53
est de 1,3 kb. Des variations de séquence d e TP53 (perte totale d'un all¢le et/ou mutations
le plus souvent localisées dans les exons 5 a&9) sont retrouvées dans plus de 50 % des cancers (tous
types confondus). Les anomalies moléc_lﬁalres de la protéine TP53 peuvent conduire selon le cas a
une perte de fonction (perte d'activit@anti-oncogénique) ou a un gain de fonction (acquisition d'une
activité¢ oncogénique), a l'origine les deux cas d'une activation de la prolifération cellulaire.
Par ailleurs, il existe des polymorphismes fréquents du gene TP53 qui n'ont pas d'impact
fonctionnel.

La nature et l'impact fonctionnel de trois mutations récurrentes de TP53 impliquant le codon

273 (figure B11) ont été analysés. &
2’
R273C/G/H
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Figure B11 : Représentation schématique de TP53. TA : domaine de transactivation. DBD :
domaine de liaison a I'ADN. DT : domaine de tétramérisation. Les mutations impliquant le
codon 273 sont indiquées : R273C, R273G et R273H.

Afin d'analyser I'impact fonctionnel de ces mutations, cinq constructions plasmidiques sont
transfectées dans deux lignées cellulaires qui n'expriment pas la prot¢ine TP53 : H358 et
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HCC1937. Par ailleurs, la lignée H358 exprime la protéine BRCAI alors que la lignée HCC1937
présente une mutation non-sens homozygote dans le deuxie¢me exon de BRCAI.

Les différents vecteurs utilisés sont décrits ci-dessous :

V1 : vecteur d'expression de TP53 non mutée : H358-V1 et HCC1937-V1
V2 : vecteur d'expression de TP53 273H : H358-V2 et HCC1937-V2
V3 : vecteur d'expressigtrde TP53 273C : H358-V3 et HCC1937-V3
V4 : vecteur d'expredsion de TP53 273G : H358-V4 et HCC1937-V4
V5 : vecteur vida, [358-V5 et HCC1937-V5

Les deux lignées ont,€ ¢ transfectées et les clones ayant intégré les vecteurs (V1, V2, V3, V4 et
lectignnés. Nous disposons donc de dix lignées modifiées qui ont ¢té cultivées de
la méme fagon. o3

g

V5) ont été sé

d'un test de prolifération cellulaire exprimé en

Les résultats
situati 3 non mutée sont présentés dans le tableau B1.

valeur relative comparée a la

Type de vecteur Lignée H358 Lignée HCC 1937
V1 : TP53 non mutée 1 1
V2 :TP53 273H 6,80 + 0,50 3,98 + 0,24
V3 :TPS53 273C 6,72 + 0,41 2,24+0,25
V4 : TP53 273G 320+ 0,27 g, 11,99+£0,25
V5 : Vecteur vide 3284026 ¢ |2,05+0,26

Tableau B1: Test de prolifération cellulaire.
relative comparée a la situation avec TP53'noh mutée.

 résultats sont exprimés en valeur

On effectue une extraction des protéines a p

e ”

ir des lysats cellulaires pour réaliser un western

blot révélé avec un anticorps monoclonal tfﬁ‘ 3 reconnaissant aussi bien la protéine non mutée

que la protéine mutée (pour tous les, w stém blots, la protéine béta-actine est utilisée comme

contrdle). Les résultats sont présent%&ns la figure B12.
R

P53 " - o -

Béta-actine

P53

Béta-actine MM D W

V2:TP53 273H

- e

V3:TP53 273C

V4 : TP53 273G
V1 : TP53 non mutée
V5 : Vecteur vide

HCC1937

Figure B12 : Western blot analysant 1’expression de TP53 en condition de culture standard
dans les deux lignées. L efficacité de transfection est identique pour les cing vecteurs.
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Question 40 : Au vu des résultats présentés dans le tableau B1 et la figure B12, quelle est la
ou quelles sont les proposition(s) exacte(s) ?

A.
B.

C.
D

E.

. Ces expériences,

Le mutant TP53 273H est associ¢ a une augmentation de la prolifération cellulaire par
comparaison a la situation TP53 non mutée et a la situation absence d'expression de TP53
Concernant le test de prolifération, les résultats suggerent que le mutant TP53 273G est une
mutation perte de fonction
Certaines mutations Ol]‘,bml effet positif sur la prolifération cellulaire, supérieur a celui
observé en cas d'absehec de la protéine

@? trent que l'absence de TP53 est associée a une augmentation de la
prolifération eﬂif‘lalre
Un défaut dﬁ.‘ dation de TP53 pourrait expliquer les résultats obtenus en présence d'une

mutatlon@"‘fPﬁ
'{'.5'

La sensi 1bt~é ‘au cisplatine, un agent utilisé en chimiothérapie, a ¢ét¢ étudiée en fonction de la

présen

e TP53 non mutée ou de TP53 mutée ou en I'absence de TP53. Elle est exprimée par la

concentration minimale de cisplatine nécessaire pour tuer 50 % des cellules ou ICso. Les résultats
sont présentés dans le tableau B2.

Parallélement, un second western l
H358-V1, H358-V2, H358-V3,

Type de vecteur Lignée H358 Lignée HCC1937

V1 : TP53 non mutée 4,5+ 0,59 2,75+0,14

V2 :TP53 273H 13,17+ 0,60 =% |2,58+0,22

V3 : TP53 273C 933+0,6 8" [267+0,43

V4 : TP53 273G 6,00 5@\ 2,83 +0,30

V5 : Vecteur vide 6 25,,d:-i);"52 2,77 +0,43
Tableau B2 : Etude de la sensibilité aucisplatine. Les valeurs des ICso sont
exprimées en micromoles/L (uM). .&\‘N

T
v’ 2

' été effectué dans les conditions suivantes. Les lignées
V4 ot H358-V5 sont traitées pendant 24 heures par une

concentration de cisplatine de 4 pM. Les protéines ont été extraites a partir des lysats cellulaires
et un western blot est réalis¢ et révelé avec un anticorps monoclonal anti BRCA1 et un anti PARP
clivée. Les résultats sont présentés dans la figure B13.
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PARP clivée - -—
Figure B13: Western blot analysant BRCAT e s
I’expression de PARP clivée et BRCA1
aprés 24 heures de traitement par le Béta-actine Vo Nt e — e,
cisplatine des lignées H358- 1358-

V2, H358-V3, H358-V4 6; 358—V5
On précise que le cli ﬁﬁe la protéine
PARP est li¢ a I’ @atlon de la mort
cellulaire, .

! W

V

&

V1 :TP53 non mutée
V5 : Vecteur vide

V2 : TP53 273H
V3 : TP53 273C
V4 :TP53 273G

Question 41 : Au vu de vos connaissances et des résultats présentés dans le tablean B2
et la figure B13, quelle est la ou quelles sont les proposition(s) exacte(s) ?

A. En présence du mutant TPS53 273H, la répara

cellulaire inhibée

B. La présence de la protéine TP53 est néces!

traitées par le cisplatine

C. Laprésence du mutant TP53 273H

soit le statut de BRCA1

D. L'absence de BRCAI est assp_c&é,‘e

.{‘J—

FA %

&lﬁ) de I'ADN est activée et la mort

pour activer la mort des cellules H358

S‘t&ssomee a une résistance au cisplatine quel que

a une résistance des cellules au cisplatine

E. En l'absence de BRCALI @eﬁ%ibilité au cisplatine ne dépend pas de TP53
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La possibilité de discriminer les couleurs s'explique par la présence de pigments
(protéines) dont 2 des génes (codant le vert et le rouge) sont localisés sur le chromosome
X.

P

?

‘1":?-"

Notre objectif est d'|der@rfier les altérations genethues associées au défaut de vision
des couleurs chez I h.o e. On s'intéresse uniguement a I'exon 3 du géne V.

Une amplification Iﬁir PCR est effectuée en utilisant des amorces spécifiques

positionnées dansiles introns de part et d'autre de I'exon 3. Puis le fragment amplifié
est digéré par 'enzyme de restriction "ER".
Sont analyses.Jes génomes d'l homme ayant une vision normale des couleurs (HN) et de

2 homm&s\ ant une vision déficiente du vert (HD1 et HD2).

Structure du géne « V »

ATG TAG

Question 3- En vous basant sur vos connaissances et sur les informations ci-dessus
laquelle (lesquelles) des proposition(s) suivantes est (sont) exacte(s) ?

A. Lors de la réplication, I'ADN polymérase alpha assure la synthése d'une amaorce
ARN orientée de 5' vers 3" sur le brin continu @.7

B. La séquence TATAAT en amont du gene permet le recrutement du‘nk.; RN
polymérase qui assure la transcription du gene V en ARN pré-messager

C. La methylatlon des cytosines localisées au niveau les ilots CpG du pro feur sera
associée a une augmentatlon de la transcription du géne ,,5"

D. Si cette région du génome est sous forme d'hétérochromatine Ié)«gene V ne sera
pas activement transcrit o

E. Lors de la réplication, un mésappariement T>G en positi ;l?lZ par rapport au
début de I'exon 3 (Figure 1, fleche 1) pourra étre ré par le systéme de
réparation par excision de base (BER) %,3’_
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ANNEXES
ANNEXE 1 : Liste des 20 acides aminés constituant des chaines peptidiques et
abréviations
Les 20 acldesaﬁinés
Acide glutamique [Glul E Leucine Leu! L
Acide aspartique [ Asp, D Lysine tysi K
Alanine Alal A Méthionine Meti M
Arginine Arg| R Phényialanine Pkei F
Asparagine _ [Asn|N | |Proline  |Pro| P
Cystéine Cysi C Sérine Ser| S
Glutamine Glni Q Thréonine Thel T
Glycine Gy G Tryptophane Tip | W
Eﬂlsﬁdiue - His| H Tyrosine Tyrl Y
Isoleacing 1M 1] [vatine val] v

ANNEXE 2 : Code genethue

uuu_._- i Phe; .ucu_. .ﬁer '_u_au. Tyr | UGU Cys.
L wuC phe lUCC - Ser| UAC Tyr L UGC £vs -

CUUA- teu| UCA  SeriUAA Stop UGA Stofs,
L UUG Leu | UCG Ser! UAG Stop UGG Trp

L CUU Leu | CCU ProlCAU HiS | CGU ArG
L CUC Leu | CCC Prol CAC His | CGC Arg.
- CUA  Leu ] CCA Proj CAA Gln | CGA Arg

CUG Leu | CCG Pro| CAG Gln | CGG Arg

CAUU Ile ACU Thr | AAU Ash | AGU Ser
C AUC 1le | ACC Thr | AAC Asn | AGC Ser
- AUA  Ile| ACA Thr ! AAA LYS | AGA Arg
- AUG Met | ACG Thr! AAG Lys | AGG Arg.

GUU vallGcu Ala|GAU Asp | GGU Gly &
S GuC vallGCC Ala| GAC Asp | GGC Gly @
- GuA  vallGCA Ala GAA Glu | GGA Gly tg.,

| GUG  val|GCG Ala| GAG -G"S_u....GGG- Gly . >

ANNEXE 3 : Principales abréviations habituellement utilisées Q

ADN (Acide DésoxyriboNucléique), ARN (Acide RlboNucwa A (adénine), G
(guanine), T (thymine), C (cytosine), RT-PCR (réaction d'? nscription inverse et
amplification par PCR).
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