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La cocaïne est un stimulant psychomoteur addictif. L’une des actions premières de la cocaïne est de bloquer l’incorporation des mono-amines (dopamine, sérotonine) en inhibant les transporteurs de la membrane plasmique des neurones. Cela provoque une augmentation de la concentration des mono-amines dans la synapse qui conduit à une hyper activation neuronale. Néanmoins, les mécanismes moléculaires fins  de la réponse à la cocaïne ne sont pas connus. Dans l’article analysé, les auteurs utilisent la puissance de la génétique de la drosophile pour comprendre les mécanismes de réponse à la cocaïne.

Pour cela, les auteurs criblent une collection de mutants obtenus par insertion aléatoire d’un élément transposable dans le génome. Comme indiqué figure 1, le mutant (EP 1529) présente une sensibilité accrue aux effets de la cocaïne par rapport aux contrôles (Ctl). Répondez aux questions suivantes de manière concise, précise et argumentée. Chaque réponse nécessite quelques phrases claires, détaillées et explicites 

Voici un corrigé : La notation prend également en compte la clarté des réponses. Il ne suffit pas de mettre tous les mots clés dans le désordre  mais d’avoir une pensée cohérente et compréhensible par le correcteur.

1. Les auteurs proposent que le phénotype observé est dû à l’insertion de l’élément  transposable dans, ou à proximité d’un gène dont il affecterait la fonction. Proposez une expérience simple qui permette de confirmer cette hypothèse     (1 point).

En apportant une source de transposase on excise l’élément transposable. Dans certains cas (à vérifier par des expériences  de séquençages) l’élément transposable est excisé de manière parfaite . Si le phénotype est « reverté », l’élément transposable est responsable de la mutation.

2. Les auteurs montrent  que  l’élément transposable est situé entre deux gènes CG 4313 et CG 4322 (Fig 2A). Proposez des expériences précises qui permettent de savoir lequel des deux gènes est affecté par l’insertion et provoque le phénotype (2 points). 

Le mieux est d’obtenir des drosophiles transgéniques contenant l’un ou l’autre des cDNA sauvages que l’on sur-exprime (par le système Gal4 UAS par exemple). Si la surexpression du cDNA sauve le phénotype, le dérèglement du gène en question est responsable du phénotype observé.  Autre possibilité mais moins performante, inactiver l’un ou l’autre des gènes et voir si le phénotype obtenu correspond à celui de la lignée EP.  

3. Le gène affecté (CG 4322) code pour un récepteur couplé aux protéines G (GPCR) dont le locus est schématisé Figure 2B.  En figure 2C , on vous montre un Northern blot de deux tissus (B=body et H=head, exc= excision de l’élément transposable). A quoi correspondent RA et RB ?. Décrivez et commentez les résultats de ce western (2 points).

RA et RB correspondent à deux transcrits provenant d’un épissage alternatif  du gène CG 4322. Chez le sauvage, l’épissage alternatif est tissu spécifique. Les deux transcrits sont présents dans la tête alors que seul RB est exprimé dans le reste du corps. La tubuline sert de contrôle interne pour s’assurer que la quantité de matériel déposé dans chaque puits est identique. Dans le mutant  EP 1529, la forme RB n’est plus présente ni dans la tête ni dans le corps. Ce résultat est logique dans la mesure où l’élément P semble inséré au niveau d’un exon non codant spécifique à RB. Résultat intéressant, il semble que l’absence de transcrits RB induise une accumulation de RA. Il se peut que les molécules nécessaires à l’épissage soient en quantité limitante et qu’en absence d’épissage pour RB, le taux  de production de RA soit augmenté. Le phénotype du mutant est donc à la fois une disparition de RB dans la tête mais également une accumulation anormale de RA. La ligne exc ressemble fortement  à la ligne wt H. Conclusion, l’élément P est vraiment responsable des perturbations du CG 4322 (cela répondait déjà à la question 1).

4. Le séquençage des transcrits de CG 4322 donne les séquences montrées en 2D. Les boîtes colorées correspondent aux exons. Que cela signifie-il et qu’elles sont les conséquences in vivo sur la nature des protéines 4322 produites ? (2 points)

L’épissage au niveau de la frontière exon 4 et 5 peut se faire de deux façons in vivo. Il y a alors un décalage de deux nucléotides et donc de la trame de lecture. Cela signifie que deux protéines différentes seront produites  et . Or ce phénomène d’épissage différentiel à lieu entre l’exon 4 et 5 qui sont communs à RA et RB. Conséquence ;  avec un seul et unique gène , le locus CG 4322 DE  drosophile  génère 4 protéines partiellement différentes

Raa Rab, Rba et RBb. 

5. Les auteurs ont obtenu des anticorps spécifiques des versions  et  de 4322. La taille attendue en western est aux alentours de 70 kDa17 correspond à la délétion montrée Fig 2A). D’après le western montré Fig 2F, la taille des bandes obtenues est supérieure. A quoi cela peut-il être du et comment pouvez-vous le tester ? (2points).

Ce sont des modifications post-traductionnelles, phosphorylations, glycosylation….

Pour tester cette hypothèse, l’extrait protéique est traité avec des enzymes qui éliminent ces résidus (phosphatases ; glycosylases ). Si l’hypothèse est valide, la taille des protéines en SDS-PAGE western conditions dénaturantes (seules conditions dans lesquelles on peut effectivement analyser le PM de protéines vis-à-vis d’un marqueur) après traitement doit correspondre à la taille théorique. . 

6.  En figure 3, les auteurs étudient le domaine d’expression des protéines 4322  et  au niveau des cellules gliales par immunocytochimie et microscopie confocale. Décrivez précisément comment cette expérience a été réalisée et les résultats obtenus. Qu’en concluez vous ? (2 points)

Vous devez savoir comment s’effectue un marquage sur un tissu (fixation….). L’important ici est que nous avons deux protéines donc deux anticorps primaires. Il est alors essentiel que ces deux Ac soient produits dans deux espèces différentes (ex : rat et chèvre). Car lors de l’étape de révélation avec un Ac secondaire marqué au fluorochrome, si les deux Ac primaires sont de la même espèce, les marquages vont êtres identiques même si les domaines d’expression sont différents. Je voulais aussi vous voir écrire que certes les domaines d’expression de  et sont parfois identiques mais pas partout. Au niveau de la flèche e, seule la protéine  est exprimée. Il s’agit d’un tissu et non pas d’une cellule avec un noyau. Mais ne vous ayant pas donné d’informations là-dessus, cela n’avait aucune importance de me parler  de noyau versus cytoplasme. Ce qui m’importait c’est que vous observiez certes la colocalisation mais également l’expression différentielle de  et . 

7. Indépendamment de cette étude, des chercheurs ont mis en évidence chez la souris le rôle de 4432 dans la mise en place de la frontière entre cerveau et le reste du corps (Blood- Brain Barrier, BBB).  Pour savoir si 4432 assure la même fonction chez la drosophile, les auteurs injectent  des marqueurs fluorescents dans l’abdomen et analysent leur passage dans la rétine. En conditions normales, (fig 4A Ctl), le marqueur n’apparaît pas dans la rétine. Cependant si la BBB est rompue, celui-ci est alors visible (Figure 4A 17). Les auteurs utilisent ici le système Gal 4/UAS associé à l’interférence à ARN pour inactiver 4432 dans l’œil. Décrivez brièvement le principe de ces deux techniques. Quelles sont les limites possibles de l’interférence à ARN ?  (2 points).

Vous devez connaître le principe du système Gal 4/UAS et de l’interférence à ARN (Prix Nobel de médecine cette année). 

Limites de l’interférence :



Ne permet pas toujours d’inactiver complètement un gène


Peut provoquer l’inactivation de plusieurs gènes à la fois et donc absence de spécificité.

8. Le pilote Gal4 utilisé est Hs Gal dont l’activation dépend d’un pulse thermique (+ hs). Décrivez et analysez les résultats obtenus en fig 4C ? (2 points)

Les auteurs combinent ici la technique Gal4/UAS avec l’interférence à ARN. Lors d’un choc thermique, la protéine Gal 4 est produite, elle va activer le promoteur UAS. Cela va déclencher la production d’un ARN double brin CG 4322 qui par interférence à ARN va inactiver le gène moody endogène.

Première photo : seul Gal 4 est présent, pas de colorant dans l’œil, la BBB est intacte.

Deuxième photo : Gal 4 est associé à UAS-RNAi mais sans choc thermique. On pourrait s’attendre à se trouver dans la situation précédente. Or ce n’est pas le cas, il y a un peu de colorant au centre de l’œil. J’eusse aimé que vous observiez cela et que vous ne le passiez pas sous silence. Une hypothèse possible, mais il y en a d’autres, c’est que même en l’absence de choc thermique,  le hsp Gal 4 produit un peu de protéine Gal 4 d’où le phénotype  observé.

Troisième photo : CG 4322 est inactivé, le colorant passe, la BBB est bien détruite. Moody a la même fonction chez la drosophile et chez la souris.

Quatrième photo : lorsque le choc thermique est arrêté on voit que la BBB se reforme. On pourrait s’attendre à ce que sa destruction soit définitive. Cette expérience nous prouve que non. 
9. Les auteurs ignorent les ligands potentiels de 4432. Proposez quelques expériences qui permettraient de les identifier ( 2 points).

Cette question peut avoir de multiples réponses. Toutes les expériences d’interaction protéique sont valables (IP, GST pull down,….). Par contre il est essentiel d’expliquer alors comment lorsque l’on a une bande sur un gel on détermine la nature de la protéine (Spectrométrie de masse…). 

10. Expliquez le mode d’activation de la rhodopsine par son ligand lors de la vision (3 points).

Voir cours mais il ne s’agissait en rien d’évoquer le signal de transduction de la rhodopsine mais bien de son activation par le ligand 

