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Principes

ORGANISME
14 )
DONNEUR VECTEUR
Extraction et coupure de I’ADN Ou transporteur d’ADN.
en fragment contenant de un a C’est un fragment d’ADN
plusieurs fragments d’intérét. capable de réplication autonome.

\a e

insertion individuelle de chaque
fragment d’ADN dans une molécule
de vecteur.

'

Obtention de ' ADN recombinant

Nouvelle combinaison de I"’ADN d’un génome donneur (qui peut étre
de n’importe quel organisme) avec " ADN d un vecteur qui peut étre
d’origine complétement différente.



I. Etude de la structure des génomes grace aux

enzymes de restriction.

A)Digestion enzymatique du génome du phage lambda.

1. Protocole

Tube S (témoin sans digestion
enzymatique de ’ADN)

Tube E (digestion de I’ADN par I’enzyme
EcoRI)

Tube H (digestion de I’ADN par I’enzyme
HindIIT)

Prélever 8 puL du tube

A (contenant ’ADN du phage) et le déposer dans le tube S/E/H

Ajouter 26 pL d’eau stérile

Ajouter 24 pL d’eau stérile

Ajouter 24 pL d’eau stérile

Ajouter 4 pL. de tampon dans chaque tube S/ E/H

M¢élanger au vortex

Disposer les tubes S / E / H pendant 1h a 37°C pour réaliser la digestion enzymatique

Ajouter 5 uLL de tampon de charge dans chaque tube S/ E/H

Le tampon de charge alourdit la solution et lui permet de "couler" au fond des puits. Il permet également de suivre visuellement
[’avancée de la migration, avec un colorant qui migre aussi vite que les plus petits fragments d’ADN et un autre colorant qui
migre aussi lentement que les plus gros fragments d’ADN.

Installer le gel d’électrophorese dans la cuve, le recouvrir de tampon de migration TAE

Veiller a ce que les puits soient situés du coté de la cathode (pole -)

Déposer 10 uL de chaque tube S / E / H dans les puits du gel

Lancer rapidement la migration électrophorétique a 75 V (30-45 min)

Ne pas attendre apres avoir fait les dépots pour lancer la migration sinon I’ADN diffuse dans le gel et les bandes obtenues ne

seront pas nettes.

Plonger le gel dans la solution de coloration de I’ADN (azure A) pendant 15 minutes.
Transférer ensuite le gel dans I'eau ; laisser tremper le gel quelques minutes, en changeant I’eau réguliérement.

= Les bandes d’ADN apparaissent progressivement en bleu foncé sur fond bleu clair







Réalisation d’ une électrophoreése d” ADN
Epreuve de TP au concours

1. Utilisation d’ un pipetman | |
»——— Bouton poussoir : 2 crans

_ = Ejection du cone
Ajustement du volume

Pour prélever : appuyer jusqu’ au premier
cran

Pour déposer dans le puit : appuyer

jusqu’ au deuxiéme cran pour expulser
toute la solution, sans expulser d’ air.

cone



2.Le gel d’ électrophorese

(Snv jussieu)

Univ-rouen

puits

Ac-nancy



3. Le dépot

2 coudes posés

1 main en bas pour
plus de précision

Ne pas percer le puits!




4. La migration et la révélation
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2. Analyse des résultats : déterminer la taille des fragments de restriction.

HindIII Ecorl
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3- Exploitation des résultats : utilisation des enzymes de
restriction pour étudier la structure d’un génome

On veut comparer les génomes de la souche de phage étudiée et d’une autre souche du méme phage.

Les résultats de la digestion par HindIII de chacun des génomes sont présentés ci-dessous :

Génome du phage étudié Génome d’une autre souche de phage
L 23130 3 L3
I ou6
1

6682 6682
—

/I 1361

1 1361
L1 330~
— - 0 /3 2322
—/ 2027 — 2027




B) Etude de la structure d’un génome : construction
et exploitation de carte de restriction.

Exercice 1

Réference |

{F
3
3

900 pb



Référence |
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Exercice 2

Méthode :

* Représenter I'ADN par un trait linéaire ou circulaire (selon si I'ADN est linéaire ou circulaire).
Pour chaque enzyme de restriction, identifier le nombre de sites de restriction d’apres le nombre de fragments
(attention, la relation entre nombres de sites et de fragments dépend du type d’ADN linéaire ou circulaire).
Positionner les sites sur I’ADN schématisé lorsque c¢’est possible.
Retrouver les fragments des simples digestions sur le profil de double digestion afin de situer les sites de
restriction les uns par rapport aux autres.

EcoRlI

EcoRl Hpall Hpall

| 1,7 kb

1,6 kb
— 1,4 kb

1,2 kb
fo— 0,9 kb l: 0,9 kb

0,5 kb
e— (),4 kb = 0,4 kb




EcoRlI

+
EcoRl Hpall Hpall
el 1,7 kb
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1,4 kb
1,2 kb
(e 0,9 kb 0,9 kb
= 0,5 kb
'—T 0,4 kb 0,4 kb
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Exercice 3

Eco R 1

4.1 kb DNA
Alu 1
kb kb
2.1 —
1,5
08 | —— 08
07 —_—
06
0s —— 05
04
03

Eco RI1+ Alu 1




On veérifie d'abord que tous les fragments sont présents dans les profils observes.

EcoRl = 18 + 14 + 089 =4 1kbp
Alu = 21 + 08 + 07 + 05 =4 1kbp
EcoRI+Alul =15+08+ 06++05+04+03 =4 1kbp

On recherche quels fragments de la double digestion doivent &tre voisins:

1,8 (EcoRI)=15+03

2,1 (Alul)

=15+06

Donc le fragment de 1,5 khp ayant d'un coté un site Alul et de 'autre un site EcoRl

doit avoir du coté du site EcoRl, le fragment de 0,6 et de 'autre e fragment 0,3.

On obtient finalement la carte de restriction du fragment.

Alul (8300) Alul (2900) Alul (3600)
| 02 021 01 03 |
< >< >< >< >
| 4100
EcoRI(0) EcoRI1 {1400) EcoRI(3200)
< < =2 >
1.4 18 0.0




Exercice 4

Doc. 1 : Fragments Doc. 2 : Autoradiographie
obtenus par action de :

ER1 ERQ ER-;-*-EHQ
— S  I—

14 kb
— 12 kb
— |10 kb

N~
555
|

paires
de bases




Doc. 1 : Fragments Doc. 2 : Autoradiographie
obtenus par action de :
| ER, ER,+ER,

ER,
— /] —

14 kb
e 12kb
— | 10kb

- 5kb '
— | 4kb —
— — | 2kb
paires
de bases

L'ADN est linéaire. Une coupure cree 2 fragments. L'action de ER1 crée 3 fragments — 2 sites de restriction.
L'action de ER2 crée 2 fragments — 1 site de restriction. La sonde se fixe sur les fragments 4kb et 1kb. On peut

donc supposer que la s€quence recherchée est a cheval sur ces 2 fragments

ER1 ER1
2 kb 14kb 1 kb

12 kb 5 kb

ER1



C) Comparaison de génomes par
exploitation des RFLP

Exercice : détection de la drépanocytose
La drépanocytose résulte d’'une mutation dans le gene de la B-globine qui conduit a la disparition d’un site
d’une enzyme restriction (MstlI).

Gene de B-globine

Séquence d'acides aminas 0’2 kb T 1 ,1 kb — g

Séquanca nucléoidique

—Pro—Glu—Glu—
A —CCT—GAG—GAG—

Mst 1l

Type dHD

L ———

Mst I Mst |

Val—Glo— | -
S —C%?—G}G—gﬁﬁ (absent dans I'HbS)

Pour vérifier la présence de la mutation dans des cellules, PADN est extrait, digéré par Mstll et déposé sur gel
d’¢lectrophorese. Le gel est transféré sur membrane et un Southern est réalisé.
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II.Etude de la structure et de la fonction des génes par
diverses techniques de biologie moléculaire.

A)Etude de la maturation des ARNm eucaryotes par Northern Blot.

Do

c.1 : alignement des séquences d’ARNprém et d’ARNm par Anagéne. Anagene, acces ENS Lyon

M Dotplot ARN-Préemessager ARNm-HB-Beta
ARN-Prémessager :

ACAUUUGCUUCUGACACAACUGUGUUCACUAGCAARCCUC (séq. en x)
IARNm-HB-Beta :

ACAUUUGCUUCUGACACAACUGUGUUCACUAGCAACCUC (séq. eny)
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Doc.1 : alignement des séquences d’ARNprém et d’ARNm par Anageéne. Anagene, acces ENS Lyon

M Dotplot ARN-Premessager ARNm-HB-Beta
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Doc : Northern Blot des ARN nucléaires et cytoplasmiques d’ovomucoide

3. A quou correspondent les bandes noires sur le cliché ?

Cyto
Ligne de plas "r que Nuciéaire ) ) o
dépot des —* 4. Quelle est la taille de ["unité de transcription ?
ARN Quelle est la taille de PARNm ?

Quelle longueur dintron a donc été éliminée lors de lexcision-
épissage ?

- —— 5450 nuciooticdes

— 2750 5. En déduire le pourcentage de séquence réellement exprimée.

— 2300 6. Quelle précision sur le mécanisme d’excision-épissage vous
apporte ce document ?

¢ ¢ &2
I
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Figure 11.38 Maturation de FARNm d'ovomucoide. 1.5
phosographie illustre une sechnique, appelée transfert Narchern
(Northern bloc), par hiquelle PARN extraat {dans be cas présent 4
partir de noyaux de cellules de loviducte de poule) est fractionne
par dloctrophordse en el e sepnis par capillanté sur un pageer flsr
L'ARN imenobilisé sar le filtre est ensuire incubé avec un ADN
radicactif (dans ce cas, wn ADNc construit 4 partir ée FARNm
d'ovomucoide) pour produire dos bandes qui permettont
d'dentifier s positioa des ARN contenant b séquence
complémentaire. L'ARNm mature codaat h proséine ovomuosids
compte 1100 mockéotides et se trouve vers le bas. 1l est évident guc
le noyan comtient un cortain nombre d'ARN plus grands qui
renferment ausn b ségaence FARNm dovomucoide, Les plus
grands ARN présents sur le Shee sont Jongs de 5.450 nuddéatides,
e qui correspond 4 ka taille de Nunité de transcrption de
l'evomucolde ; cot ARN serait be transcrit paimaire dans lequel
FARNm est fmlement taallé, D'autres bandes importantes
contiznsent des ARN loegs de 3.100 nusckénnades (coerespondasr .
un transcrit dépourvu des intrans § ex 6), 2300 nuckéorides
{transcrit sans Jes introns 4, 5, 6 et 7) e1 1.700 nucléotides (trassc
<qui a percha tows Los introes, sauf le 3). (D & Fedipeance de Bert
O'Mailey. )




Voicti la carte de restriction d'un gene autosomal de Drosophile.

sart of
trarsaption enon 1
ADN génomique | G L
E 1.0 Q6

E = site de restriction par Eco RI
H = site de restriction par HindIII
Tailles des fragments en kpb

e@n2

e@en3

[0z J=—" I a5

E

Q1 E Qs i0.3

Vous possédez le fragment complet de 3,85kpb EcoRI-HindIII du géne, a partir duquel
vous fabriquez plusieurs sondes ADN complémentaires de ’ARN; par digestion aux

enzymes de restriction (cf. tableau).

Vous extrayez ’ARN de ce géne chez des males et des femelles
et faites quatre Northern blots, en hybridant chaque blot avec une sonde différente (probe en anglais). Vous obtenez le

résultat suivant :

Probe: A

RMNA
from: male female
Size:
1.3t el
1.1t | 4

male female

C

male female

I
H

—
p—

08 €9%% y

Sonde Fragment de restriction

A

B
C
D

1,0kb EcoRI — HindIII
0,6kb HindIII — EcoRI
0,1kb EcoRI — EcoRI

0,5kb EcoRI — Hind III

male female




B) Transgéneése.

les disques sont mis en culture
pour 24 h avec |la bactérie
Agrobacterium, modifiée

par génie genéetique

disque retiré
d'une feuille de tabac

cal /milieu de sélection
permettant

la prolifération

vegetales ayant
intégré I’ADN
de |la bactérie

_-gusse

milieu induisant
la formation
de pousses

—_— _ -
pousse croissance
transférée de la pousse
en milieu avec racines
induisant

la formation
de racines

plante transgénique
adulte porteuse

du géne initialement
présent chez les bactéries Trqnsgénique adulte.

animaux transgéniques
croissance (les 2 saumons ont le méme age)

On peut produire des plantes
transgéniques grdce a la technologie
de I'ADN recombinant. On découpe un disgue
sur une feuille et on I'incube sur une culture
d'Agrebacterium, dans laguelle les cellules
bactériennes portent un plasmide recombinant
qui présente a la fois un margueur de sélection
et un géne modifié. Les cellules endommagées,
de la périphérie du disque libérent
une substance qui attire les bactéries
et qui est responsable du fait qu’elles injectent
leur ADN dans ces cellules végétales. Seules
les cellules de la plante qui se sont approprié
cet ADN et expriment le marqueur sélectif
survivent et proliférent pour former un cal.
En manipulant les facteurs de croissance
apportés & ce cal en culture, on induit
la formation de pousses puis de racines,
pour darriver finalement & une plante

exemple des saumons ayant un transgene codant pour une hormone de




Souris KO

Prom. lacZ

pis de recombinmson homologue -
- plasmide éliminé
- cellule ES non nmuxlifiée

vecteur

transfection des
cellules ES

recombinaison Immu!ugm'

nmnhrcu:g)} ':} 2
élimination d'une
copie du géne A
sélection de cellules
séquences o ES avam .n‘a.lis'é la
Prom. identiques "“"cf"":" q¢ recombinaison
: Lac Z ik la homaologue
place <dn
: p gene A
A gene A B )

cellules ES
B

sélection

blastocoele

(3) Réimplantation
des embryons dans
une mére porteuse

(4) Obtention de jeunes

souris mosaiques
Cellule ES recombinee @ @
Certains tssus (variant selon les

individus) dérivent des cellules
ES recombinées

. ¢ Cellule de 'embryon receveur
gene A porté par .
/ - some e o
b . un chromosome: o3y pyioction des cellules ES dans la cavité
lac Z a la place du gene A

' (blastocoele) d'un trés jeune embryon de
sur l'autre chromosome A 3
sourts
Ces cellules peuvent s'intégrer @ cet embryon receveur









