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Le séquençage d’un segment d'ADN monobrin est effectué en utilisant des didésoxynucléotides. En examinant les schémas suivantes, représentant des  partie de l'autoradiogramme du gel de migration, écrire la séquence du segment d'ADN monobrin correspondant.
Quel est le nom de ces techniques ? Expliquez en quelques lignes le principe de chaque une ? 
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Exercice 2: 
Un gène de 10 kb a subi une mutation au niveau d’un seul nucléotide : remplacement d’une cytosine par une guanine. On cherche à identifier la mutation en soumettant le gène normal et le gène muté à l’action d’une série d’endonucléases de restriction (indépendamment). Après électrophorèse en gel d’agarose, on obtient les résultats suivants exprimés en kb
	Enzyme utilisée
	Spécificité
	Gène normal
	Gène muté

	EcoR I
	G ↓ AATTC
	7,4 + 2,6
	7,4 + 2,6

	Bgl II
	A ↓ GATCT
	10
	10

	Pst I
	CTGCA ↓ G
	6 + 4
	10

	Sac I
	G ↓ AGCTC
	10
	6 + 4


1. Quelles sont vos conclusions en ce qui concerne l’effet de chaque enzyme sur chaque gène ?
2. A la lumière de ces conclusions, reconstituez une séquence de quelques nucléotides en précisant le siège de la mutation ?
Exercice 3:
La séquence d’une partie du gène de la β globine humaine est présentée ci-dessous, elle comprend le promoteur, l’exon 1 et une partie de l’intron 1. 
Sur cette séquence de 315 pb, le n° 100 (A) correspond au début de la transcription, de 150 à 153 est l’ATG initiateur de la traduction et le n° 241 est le G de la fin de l’exon 1.
On veut amplifier par PCR le fragment commençant à 36 et se terminant à 302 suivant la numérotation indiquée au dessus du brin codant 5’ → 3’.
1. Quelles amorces seront utilisées?
2. Quels sont les différents constituants nécessaires à la réaction de PCR?
3. Quelles sont les différentes étapes d’une réaction de PCR? A quoi servent-elles?
4. Comment peut-on mettre en évidence le produit de PCR?
5. Quelle est la taille attendue pour le produit de PCR?
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Exercice 4: 
L’hématochromatose est une maladie caractérisée par une surcharge en fer dans le corps. Dans sa forme génétique, la maladie est autosomique récessif due à deux types de mutation dans un gène HFE, la plus fréquente est la mutation Cys282Tyr (transformation de GTGC en GTAC).
Pour savoir si deux enfants A2 et A3 issus d’une famille connue pour cette forme de maladie, sont atteints ou non, vous demander à un laboratoire de biologie moléculaire de faire le diagnostique. 1. Que va faire le laboratoire exactement ? Sachant que ce laboratoire dispose, en plus de plusieurs dispositifs nécessaires aux différentes techniques de :
· Deux amorces qui peuvent se fixer de part et d’autre de ce gène.
· D’une enzyme de restriction RsaI qui coupe au niveau de : GT/AC.
2. Le résultat est représenté dans le gel suivant, sachant que A1 représente un témoin sain. Commenter le résultat.
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1. Pour réaliser ce test, le laboratoire fait : (choisissez la bonne réponse)
A. Une détermination de groupe sanguin pour déterminer a coup siir le lien de parenté
B. Une analyse durine, car clle contient les mémes moléeules chez les parents et leur descendance.
C. Un test ADN & partir d'un échantillon de salive.

Les mémes analyses sont effectuées sur la femme et I'enfant. Quelques jours plus tard, les résultats de ce
test de paternité apparaissent et sont représentés dans la Figure c.

2. Que représente cette figure?

3. Quelle est la réaction du pére envers sa femme aprés la lecture de ce test ?

A. "Comment ai-je pu douter de toi ? Je suis bien le pére de cet enfant !"

B. " Comment est-ce possible ? Je suis bien le pére de cet enfant, mais tu n'en es pas la mére!!!"
C."Euh... ! Je ne suis pas le pére de cet enfant... 1 2"

D. "Nous ne sommes ni I'un ni lautre les parents de cet enfant. Mais alors, qui sont-ils?"

4. Est-ce que les résultats de ce test permettent de confirmer a 100% que ce pére est bien le pére
biologique de I'enfant?

5. Quand est-ce que les résultats de ce test nous permettent de se prononcer avec certitude sur la
paternité.

Lamére L'enfant Le pére
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Exercice 3:

L'hémochromatose est une maladie caractérisée par une surcharge en fer dans le corps.

Dans sa forme familiale (dite primitive ou génétique), la maladie est autosomique récessive due 4 une mutation dans un géne
appelé HFE situé sur le bras court du chromosome 6.

Deux types de mutations sont possibles dans cette maladie, dont la plus fréquente est la suivante: la mutation Cyst282Tyr ou
C282Y (substitution G> A en position 845 dans I'exon 4 du géne > transformation d'une séquence GTGC a GTAC).

Pour savoir si deux enfants (A2 et A3) issus d'une famille connue pour cette forme de la maladie sont atteints ou non de la
maladie, vous demandez & un laboratoire de biologie moléculaire de vous faire le diagnostic. Que va faire le laboratoire
exactement? Sachant que dans ce laboratoire on dispose, en plus de plusieurs dispositifs nécessaires a différentes techniques
de biologic moléculaire, de ce qui suit:

- Deux amorces d'oligonucléotides qui peuvent se fixer de part et dautre de la séquence du géne HFE.

- Une enzyme de restriction Rsal qui coupe au niveau d'un site quelle reconnait comme suit: GT|AC.
Le laboratoire vous rend le résultat suivant (Figure b). Sachant que "Al" représente un témoin sain. Quels seront vos
diagnostics pour les deux enfants.
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Figure b
Exercice 4:
Un exemple de gel diélectrophorése obtenu lors d'une réaction de séquengage utilisant des didésoxynucléotides est donné
dans la figure (placée latéralement). Quelle est la séquence de I'ADN étudié?
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