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Problème n°1



Enoncé 

L’ADN polymérase I d’une souche mutée de bactérie Escherichia coli est

isolée. La mutation touche directement l’ADN polymérase I de cette souche et

est thermosensible, c'est-à-dire qu’à une température dite « permissive » elle

n’affecte pas l’activité de la protéine, alors qu’à la température dite

« restrictive » elle bloque cette activité. Pour trouver l’activité affectée par la

mutation, plusieurs expériences sont réalisées

Problème n°1



Enoncé 

Première expérience:

L’ADN polymérase mutée est mise en incubation avec :

- un tampon approprié

- les 4 désoxynuclotides (dNTPs), le dATP étant marqué par un phosphore

radioactif

- un fragment A d’ADN (partiellement double brin) dont la séquence est:

5’ ACGTTCGTCG
3’ TCGAAGCAGCATAGGATAGCGTATAGGCATAGCTAGCTTAGATCG

Question 1: L’objectif du mélange réactionnel est de marquer radioactivement l’ADN synthétisé.

Réalisez un schéma simple du dATP radioactif utilisé dans l’expérience pour montrer la position 

du phosphate marqué. 

La base peut être symbolisée par son (ses) cycle(s), le sucre par un cycle carboné et les 

groupements phosphates par des P majuscules
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Enoncé 

Première expérience (suite):

Après incubation de 30 minutes aux 2 températures indiquées, la radioactivité 

incorporée dans le produit de la réaction est mesurée, les valeurs sont reportées 

dans le tableau suivant :

Tableau 1 : les valeurs du tableau représentent l’incorporation de radioactivité dans le 
produit en cpm (désintégrations détectées par minute)

Incubation à 30 °C Incubation à 37 °C
Pas de polymérase 30 28
Polymérase sauvage 45 000 46 000
Polymérase mutée 44 000 43 000

Question 2: Quelle activité enzymatique mesure-t-on avec cette expérience ?

Question 3: Interprétez les résultats du tableau 1
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Enoncé 

Seconde expérience :

L’ADN polymérase mutée est mise en incubation avec :

- un tampon approprié

- les 4 désoxynuclotides non marqués (dNTPs), 

- un fragment B d’ADN (partiellement double brin) dont la séquence est:

5’ ACGTTCGTCG
3’ TCGAAGCAGCATAGGATAGCGTATAGGCATAGCTAGCTTAGATCG

Le nucléotide G est marqué radioactivement dans le fragment B
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Enoncé 

Seconde expérience (suite):

Après incubation de 30 minutes aux 2 températures indiquées, avec ou sans 

dNTP,  la radioactivité présente dans le milieu réactionnel est mesurée, les 

valeurs étant reportées dans le tableau suivant :

Tableau 2 : les valeurs du tableau représentent les mesures de radioactivité dans le 
milieu réactionnel après incubation , en cpm (désintégrations détectées par minute)

Incubation à 30 °C
avec les 4 dNTP

Incubation à 37 °C
avec les 4 dNTP

Incubation à 30 °C
sans les 4 dNTP

Incubation à 37 °C
sans les 4 dNTP

Pas de polymérase 30 29 31 28
Polymérase sauvage 29 29 10 000 9 500
Polymérase mutée 31 32 11 000 400

Question 4: Quelle est la raison de la présence de radioactivité dans le milieu sous certaines 

conditions?

Question 5: Quelle est la température restrictive pour l’ADN polymérase

Question 6: A partir des deux expériences présentées , concluez concernant l’impact de la 

mutation sur l’ADN polymérase
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Problème n°2



Enoncé:

Le gène OTC présent sur le chromosome X code une enzyme du cycle de l’urée.

Considérons la séquence de ce gène comportant une partie du promoteur et les deux

premiers exons :

- les désoxy-ribonucléotides appartenant aux exons sont indiqués en caractères majuscule

- le triplet ATG correspondant au codon initiateur de la traduction est souligné

gtgacagttaaaatatattatgaaaaaatgaggaggccaggcaataaaagagtcaggatttcagc

ggtggagcttggcataaagttcaaatgctcctacaccctgccctgcagtatctctaaccAGGGG

ACTTAGACTGAGAAGCTGAAGGGTGATATTACCTTTGCTCCCTCACTGC

AACTGAACGAATCGTCCTTTACACAATTAAAAGAAGATGCTGTTTAATC

TGAGGATCCTGTTAAACAATGCAGCTTTTAGAAATGGTCACAACTTCAT

GGTTCGAAATTTTCGgtaagtgatggtcagagacttgggtttgatttaggaatcatggtgat

gcataaaactatattctgcagtaaggcctctttctatgggtcttttctgaaatacatatttctcccttttaa

atctctttttagGTGTGGACAACCACTACAAAATAAAGTGCAGCTGAAGGGC

CGTGACCTTCTCACTCTAAAAAACTTTACCGGAGAAGAAATTAAATATA

TGCTATGGCTATCAGCAGCTCTGAAATTTAGGATAAAACAGAAAGGAG

AGgtatgtaacattttctttttacgttccattactaccagtcccctttttttaaaggcagcctt

5’

3’

La taille des exons est :

exon 1 = 167pb (position c.-90 à c.77) ;

exon 2= 139 pb (position c.78 à c.216).
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Question 1: déterminer la séquence de 2 amorces de 10 nucléotides situées dans l’exon 2

qui permettraient une amplification complète par PCR de cet exon. 

Question 2: déterminer la séquence d’une amorce permettant d’obtenir directement 

la séquence du brin - (moins) de l’exon 1. 

Question 3: déterminer la conséquence d’une mutation c.80G>A
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Enoncé

Chez un garçon, on identifie une mutation hétérozygote c.123C>T. Afin de rechercher

cette mutation chez la sœur du patient et chez leur parents, vous amplifiez leurs ADN par

PCR à l’aide du couple d’amorce que vous avez identifié (Question 1). La consultation des

bases de données indiquent que l’enzyme de restriction DpnI est spécifique de la séquence

5’ GATC créé par la mutation c.123C>T. Après PCR, le produit d’amplification est digéré

par DpnI et les fragments d’ADN sont séparés par électrophorèse (schéma du gel ci-

dessous: M= garçon atteint de la maladie)

Dépôt des ADN

150 pb

100 pb

50 pb

2 M1 3

Masses moléculaires

apparentes
Question 5: indiquez le sexe des 

individus 1, 2 et 3 et leur statut 

génétique vis-à-vis de la mutation 

c.123C>T du gène OTC.

Anode
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Problème n°3



Enoncé 

Vous disposez de la séquence du promoteur (schéma ci-dessous) du gène ABC

sur laquelle une analyse bio-informatique indique la présence de 2 éléments 

cis-régulateurs répondant aux facteurs NFkB et C/EBPb

Problème n°3

Question 1: quelle est la fonction des facteurs  NFkB et C/EBPb ?

promoteur exon 1

-100-200
Numérotation en paires de bases (pb)

Position des sites de coupures pour 
les enzymes NotI, EcoRI et BamHI



Problème n°3

Enoncé 

Vous souhaitez mettre en évidence le rôle des facteurs NFkB et C/EBPb sur

l’activité du gène ABC. Pour cela vous décidez de cloner la séquence

promotrice dans un plasmide, directement en amont d’un gène rapporteur dont

vous pourrez mesurer l’activité dans des cellules en culture. La carte de ce

plasmide dont la taille totale est 2000 paires de bases (pb) est représentée ci-

dessous.

Question 2: sur le plasmide, que représente la séquence MCS ?

La séquence du MCS 

(position 48 à 85) 

et de sa partie 5’ 

est indiquée en 

dessous de la carte. 



Question 3: sur la carte précédente, le gène rapporteur est le gène LacZ , issu de 

l’opéron lactose. Quelle est l’activité de ce gène et comment peut on la mesurer ?

Enoncé 

Pour réaliser le clonage, vous choisissez de couper le plasmide avec l’enzyme

XhoI pour insérer votre fragment d’ADN (la séquence du promoteur) digéré

par la même enzyme. Après l’étape de ligation et de transformation des

bactéries, que vous cultivez sur un milieu sélectif, vous n’arrivez pas à

récupérer un plasmide contenant votre séquence promotrice.

Question 5: en étudiant la carte du plasmide, expliquez l’échec de votre stratégie

Question 4: la présence de 2 types de séquences est nécessaire à l’obtention de 

bactéries  cultivées sur milieu sélectif comme décrit ci-dessus, lesquelles et ou peuvent 

elle se trouver sur le plasmide ?
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Dépôt des ADN

200 pb

100 pb

50 pb

2 41 3

Question 6: en analysant les 

résultats du gel d’électrophorèse, 

déterminez la position des enzymes 

de restriction sur le promoteur sur 

la première figure du problème

(une des enzymes indiquée a servie 

à cloner  le promoteur dans le 

plasmide)

Anode

1: digestion du plasmide avec EcoRI

2: digestion du plasmide avec NotI

3: digestion du plasmide avec BamHI

4: digestion du plasmide avec EcoRI +BamHI

5: digestion du plasmide avec NotI + BamHI

Enoncé 

Vous avez changé votre stratégie et réussi à produire un plasmide recombinant contenant le

promoteur que vous voulez étudier devant le gène LacZ (c’est-à-dire inséré quelque part dans

le MCS). Vous voulez également produire d’autres plasmides contenant des séquences

tronquées du promoteur grâce à des digestions avec des enzymes de restriction du plasmide

que vous venez de construire. Le résultat de la digestion du plasmide avec les enzymes listées

ci-dessous est visualisé sur un gel d’électrophorèse

1000 pb

5
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300 pb

2000 pb



Enoncé 

Vous avez produits plusieurs plasmides avec des version tronquées du promoteur. Dans des

conditions expérimentales équivalentes, l’activité de LacZ est mesuré pour chacune des

séquences du promoteur insérée (figure ci-dessous)

Activité de LacZ (%)

100
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promoteur

Séquences en amont de lacZ
(les zones grisées représentent des séquences retirées)

Question 6: à l‘aide des données ci-dessus, indiquez quelles sont les fonction possibles 

des facteurs NFkB et C/EBPb et leurs sites d’interaction sur le promoteur
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