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TECHNIQUES D’ETUDE DES GENOMES ET DE LEUR EXPRESSION

Le génome d’une cellule est constitué d’ADN, molécule universelle qui contient dans I'enchainement
linéaire de sa séquence de nucléotides la totalité de I'information génétique.

Jusque dans les années 1970, 'ADN est resté tres difficile a analyser en partie du fait de sa grande
taille et sa fragilité lors de manipulations ; son étude n’était qu’indirecte par I'analyse de ses produits
d’expression, les ARN et les protéines, analyse souvent laborieuse a cette époque.

A I'heure actuelle, la molécule d’ADN est au contraire devenue une des molécules les plus faciles a
étudier depuis l'avénement d’un ensemble de techniques dont certaines sont empruntées a la
biochimie ou a la génétique bactérienne et virale, voire a I'analyse des génomes eucaryotes.

Les plus importantes de ces techniques sont :

- le clonage de 'ADN, par lequel un fragment d’ADN spécifique est intégré dans un élément
génétique qui se réplique (plasmide ou virus) et qui réside dans une bactérie, de telle
fagon que la prolifération de cette derniere engendre plusieurs milliards de copies du
fragment. On pouvait ainsi constituer des banques d’ADN. Cette technique est
maintenant supplantée par la PCR, de plus en plus automatisée et performante.

- les hybridations d’acides nucléiques qui permettent d’identifier les séquences spécifiques
d’ADN ou d’ARN selon leur capacité a se lier a une séquence d’acide nucléique
complémentaire avec une grande précision et une grande sensibilité.

- Les méthodes d’électrophorése et d’autoradiographie, spécifiques (« blotting ») ou non,
qui atteignent pour les acides nucléiques la précision a I’échelle d’un nucléotide.

- Le séquencage des acides nucléiques, qui a vu son démarrage avec la méthode de
SANGER (voir cours) mais qui est de plus en plus automatisé, rapide et performant.

- le _génie génétique, par lequel les séquences d’ADN sont remaniées pour fabriquer des
versions modifiées de génes qui sont réinsérés dans des cellules ou organismes. Bref, la
transgenése ou fabrication d’organismes ou de cellules génétiquement modifiées.

. Le clonage de ’ADN : méthodes plus anciennes

Son principal objectif est de mettre a la disposition de I'expérimentateur de multiples copies de
n’'importe quelle séquence d’ADN. Plusieurs étapes étaient nécessaires.

A. L’obtention de fragments d’ADN : les enzymes de restriction

Dans les années 1960-1970, des scientifiques découvrent I'existence chez les bactéries d’enzymes,
les endonucléases, qui coupent '’ADN (par exemple celui d’un virus) introduit dans leurs cellules. Ces
nucléases coupent 'ADN par l'intérieur en agissant sur des sites spécifiques (séquences palindromes
de quelques pb) et libérent de petits fragments que I'on appelle des fragments de restriction, car le
pouvoir pathogéne de '’ADN étranger est ainsi réduit.

1. Propriétés des enzymes de restriction

Il existe plusieurs centaines d’enzymes de restriction, elles reconnaissent toutes des séquences
différentes que I'on appelle des sites de restriction. Il s’agit le plus souvent de séquences de quatre
a huit nucléotides disposées en palindrome, c'est-a-dire que sur une courte portion d’ADN les
séquences des deux brins sont les mémes mais en position inversée et complémetaire. Les coupures
auxquelles procédent les enzymes de restriction correspondent a la rupture de la liaison
phosphoanhydride qui unit deux nucléotides, on distingue deux modes de coupure :

- les coupures franches : 'ADN reste double-brin méme aux extrémités

- les coupures décalées ou en chicane, dans ce cas les fragments produits présentent a

I'extrémité 5’ de courtes séquences monocaténaires comme l'illustre la figure1.
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Exemples de sites de restriction

Dans le cas d’'une coupure décalée, les extrémités monocaténaires sont appelées cohésives, ou
encore bouts collants, car elles peuvent se réassembler spontanément grace a des liaisons
hydrogéne entre les bases complémentaires, a condition que toutes les coupures aient été réalisées
par la méme enzyme.

2. Intérét des enzymes de restriction :
Le principal intérét est qu'il est possible d'obtenir a partir de 'ADN génomique plusieurs fragments.
Plus les enzymes de restriction seront variées, plus les fragments obtenus seront de petite taille ; ces

fragments seront plus faciles a analyser et a manipuler.

Il est alors possible de réaliser pour un génome donné une carte de restriction, le principe de
I'établissement de ces cartes est précisé dans I'exemple théorique de la figure 2.
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Figure 2 : Principe de constitution d’une carte de restriction d’ADN génomique (ici avec deux
enzymes)

Des cartes de restriction d’espéces supposées proches peuvent étre comparées afin de déterminer
des liens de parenté sans connaitre les séquences nucléotidiques.
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Les différents fragments d’ADN obtenus aprés digestion sont séparés par électrophorése sur gel
d’agarose (voir principe électrophorése d’ADN).

La cartographie de restriction appliquée aux séquences non codantes de I'ADN était utilisée
notamment en médecine légale : en comparant des séquences non codantes mais homologues chez
différents individus, on s’est apergu qu’il existait un grand nombre de variations dans le nombre et la
taille des fragments de restriction obtenus. Ces variations individuelles sont appelées polymorphisme
de taille des fragments de restriction (RFLP) et servent de marqueurs génétiques, ce sont les
empreintes génétiques.

Les fragments d’ADN obtenus doivent nécessairement étre multipliés a [lidentique, les
expérimentateurs ont alors eu lidée dans un premier temps (années 1980-1990) d'utiliser les
capacités de multiplication des bactéries. L’introduction de 'ADN que l'on désire cloner dans une
bactérie nécessite I'utilisation d’un vecteur que la cellule héte acceptera et multipliera.

La prochaine étape consiste donc en la fabrication d’'une molécule chimére, le vecteur associé au
fragment que I'on désire cloner.

B. Construction d’'une molécule recombinante :

1. Le choix du vecteur

Les bactéries possédent dans leur hyaloplasme des molécules circulaires dADN
extrachromosomiques, les plasmides, de tailles plus réduites que le chromosome bactérien. Ces
plasmides peuvent transiter d’'une bactérie a l'autre lors de processus de transformation ou de
conjugaison. On parle de transfert horizontal d’information génétique

Les virus des bactéries ou bactériophages ont également la possibilité d’introduire dans la bactérie
des fragments d’ADN viral (voir cours phage I).

Un des vecteurs les plus fréquemment utilisés est le plasmide pBR322, plasmide modifié qui contient
24 sites de restriction uniques, donc 24 enzymes différentes peuvent étre utilisées pour le couper ;
d’autre part comme ces sites de restriction sont uniques, I'action d’'un seul type d’enzyme rend linéaire
le plasmide facilitant I'intégration de 'ADN que I'on cherche a cloner. Il posséde de surcroit deux
génes de résistance aux antibiotiques, Amp® et Tcr®.

(Amp = Ampicilline ; Tcr = Tétracycline) ; 'exposant R signifie résistant

2. L’insertion de '’ADN génomique dans le vecteur plasmidique

Elle s’effectue suivant les modalités décrites ci-dessous

’ <
lAATT % V% 5
ﬁ >
2\
s

D) -(C )Gy

Coupure par .
PLASMIDE une enzyme ﬁA’T_T~_§ ADN ligase
de restriction s

TTAA

Fragment d'ADN a
cloner, obtenu par
la méme enzyme
de restriction

Dans le cas du plasmide pBR322, l'insertion du fragment a cloner peut se faire a l'intérieur d’'un géne
de résistance a un antibiotique le rendant ainsi non fonctionnel.

C. La sélection des recombinants (voir exercice 1)

Quelque soit le vecteur utilisé, 'expérimentateur doit pouvoir identifier les bactéries qui I'ont incorporé
pour les sélectionner.
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Dans d’autres cas, la sélection des recombinants s’effectue grace a la technique de I'hybridation des
acides nucléiques in situ, via le Southern Blot. (Voir Il)

L’ensemble des techniques destinées a sélectionner les recombinants porte le nom de criblage des
transformants.

Lorsque les bactéries recombinantes ont été identifiées, leur mise en culture dans des conditions
favorables permet d’obtenir en quelques heures plusieurs millions d’exemplaires du fragment d’ADN
génomique introduit.

La derniére étape consiste a récupérer le fragment cloné ; la purification du vecteur peut étre réalisée
par centrifugation, les plasmides étant de taille et donc de masse moléculaire plus réduite que les
chromosomes bactériens.

\Exercice 1 : : Principe d'utilisation des plasmides bactériens de E. Coli comme vecteur d’ADN

Le géne lys A est impliqué dans la synthése de la lysine .
(acide aminé) chez la bactérie E. Coli. EcoR1 Hind Ill

L’expérimentateur dispose d'un ADN circulaire (plasmide
nommé pBR322) qui confére a cette bactérie une résistance
a deux antibiotiques, l'ampicilline et la tétracycline. Ce
plasmide servira de vecteur pour le géne Lys A. La premiére
étape consistera donc a insérer de fagon fiable Lys A dans le Plasmide
plasmide vecteur. La figure ci-contre donne la carte de BR322

restriction de ce plasmide. P

(4363 paires de bases)

1. Rappeler ce qu’est une endonucléase de restriction

L’expérimentateur ouvre '’ADN bactérien portant Lys A par
'endonucléase BamH1. |l procéde de méme avec son
vecteur pBR322. L’ensemble géne Lys A/pBR322 est mis en
présence d’une ligase.

2. Proposer les différents ADN circulaires possibles obtenus

Afin de vérifier que les plasmides ainsi obtenus contiennent a la fois pBR322 et le géne Lys A intégre,
I'expérimentateur injecte les plasmides dans des bactéries et les fait se conjuguer avec des bactéries
auxotrophes (incapables de se développer sans lysine) pour la lysine [lys A-]. Les bactéries ainsi
transformées sont étalées sur 7 milieux nutritifs afin de les sélectionner ; aprés incubation, on note la
présence ou non de colonies et les résultats sont reportés dans le tableau suivant :

Milieux Milieu minimum auqqe_l on ajoute (« +'») : Lecture des cultqres : « + » = colonie
Tétracycline Ampicilline Lysine présente

1 - - - +
2 + + + +
3 - + + +
4 + - + +
5 + + -

6 - + - +
7 + - -

3. Rappeler a I'aide de schémas le principe de la conjugaison bactérienne. Quel est le type de
plasmide contenu dans les bactéries sélectionnées par le milieu 2 ?

4. Seul le milieu 5 permettrait de sélectionner sans ambiguité les bactéries possédant le plasmide
recherché : pourquoi ?

5. Seul le milieu 6 semble convenir. Conclusion ? Que peut-on en conclure quant a la position du
gene de résistance aux tétracylines dans 'ADN vecteur ?




Eric MESTRE BCPST 1.2 2023/2024

On obtient a partir de la sélection avec le milieu 6 le plasmide désiré, mais il y en a en fait deux
différents (voir figure ci-dessous, ou l'origine de la réplication (Ori) et le géne de la résistance a
I'Ampicilline (ApR) ont été repérés)

6. Expliquez ces différences, puis, aprés avoir recopié ces schémas, épaissir avec un crayon de
couleur la partie correspondant a l'insertion de I'ADN vecteur Pbr322 des questions précédentes.
Avec une autre couleur, localiser le ou les fragments correspondant au géne de résistance a la
tétracycline inactivé.

EcoR1 ElarHi EcoR1

BamH1

ORI ORI

EcoR1
PLASMIDE 2

PLASMIDE 1

BamH1
BarmH1

EcoR1

7. Proposez un protocole permettant de différencier ces deux plasmides

D. Pourquoi cloner : banques d’ADN et séquencage

La technique permet I'obtention d’une quantité quasi-illimitée de fragments d’ADN. Il est alors possible
grace au clonage de constituer des banques d’ADN génomique, qui présentent tout le génome
d’'une espéce donnée en piéces détachées dans des clones bactériens.

Ces banques vont faciliter la détermination des séquences des fragments d’ADN ; le séquengage
d’ADN était il y a 30 a 40 ans réalisé par le protocole de Sanger (voir cours. Un rappel s'impose?).

La plupart des travaux de séquencage sont maintenant automatisés; au lieu de marquer les
fragments avec des amorces radioactives, les machines de séquengage marquent les
didésoxyribonucléotides au moyen de colorants fluorescents, avec une couleur différente pour chacun
des quatre types de nucléotides.

Le clonage de 'ADN permet également I'étude de l'organisation des génes grace aux techniques
d’hybridation qui sont présentées au |l

Exercice 2 : utilisation d’un logiciel d’alignement de séquences (Geniegen 2)
https://www.pedagogie.ac-nice.fr/svt/productions/geniegen2/

On cherche a comparer 2 a 2 les séquences de plusieurs ARN (3), issus de la transcription du
géne CALCA :

- L’ARN pré-messager CALCA
- ARNm codant la Calcitonine (hormone thyroidienne contrélant la calcémie)
- ARNm codant le CGRP, neurotransmetteur cérébral

Proposez une explication ux différences observées
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E. Le principe de la PCR
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Il. Exemple de ciseaux moléculaires et sélection de séquences spécifiques

Exercice 3 : recherche de sites d’interaction ADN/protéine par ciseaux moléculaires (ENS 2007)

Plusieurs protéines impliquées dans I'exportation des ARN messagers du noyau vers le cytoplasme
ont été caractérisées. Parmi celles-ci, la protéine REF fait des allées-venues entre le noyau et le
cytoplasme. On cherche a savoir avec quelle région cette protéine se lie pour permettre I'exportation
des ARNm matures

Dans I’expérience qui suit, on utilise les propriétés de la RNase H, une enzyme qui clive ’ARN
de maniére non spécifique, uniquement lorsque celui-ci se présente sous forme d’hybride
ADN/ARN.

Des ARNpm TPI uniformément marqués au **P* ont été incubés en présence d’extraits nucléaires de
cellules Hela, puis la solution a été divisée en plusieurs fractions. Dans chaque fraction, un ADN de
12 nucléotides (oligonucléotide) s’hybridant a une courte région de TARNm TPI a été additionné en
présence de RNase H. Enfin, les ARN issus de chaque réaction ont été analysés par électrophorése
et autoradiographie.

1. Expliquez a P'aide de schémas les profils de digestion attendus pour différents
oligonucléotides, dans le cas d’un ARNm TPI interagissant avec une protéine et d’'un ARNm
TPI n’interagissant pas.

2. Résultats de Ila co-immuno-précipitation aprés digestions spécifiques en présence
d’oligonucléotides diversement placés et de la Rnase-H. Cette méthode consiste en une variante du
western-blot, mais s’intéresse a I'électrophorése des complexes ADN-protéines en présence
d’anticorps plutét qu’a des seules protéines en présence d’anticorps spécifiques

ARNpm TPI

96 -72 48 -24 0 24 48

ARNpm

ARNm

ARNmMm obtenus apres
clivage spécifique a la
RNase-H
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lll. Les techniques d’hybridation

Ces techniques permettent de détecter une séquence donnée parmi une population d’autres
séquences, a l'aide dune sonde, fragment d’ADN monocaténaire dont la séquence est
complémentaire de celle recherchée. La sonde est marquée par incorporation d’atomes radioactifs (ex
¥P) ou de groupes fluorescents. La détection d’'une séquence homologue a la sonde est rendue
possible car celles-ci s’apparient de fagon spécifique grace a la régle de complémentarité des bases.

A. L’hybridation in situ et les puces a ADN

Ces deux techniques different par 'ampleur de ce qui est recherché : site expression d’un unique
géne pour la premiére, criblage plus vaste et recherche de multiples ARN pour la seconde.

Exercice 4 : utilisation de I'hybridation in situ pour la recherche du site d’expression du géne CMLC2
au cours du développement cardiaque (Agro-Véto 2008)

I.1a- Expression du gene codant la chaine légére n°2 de la myosine spécifique des cellules cardiaques
(gene CMLC2) chez des embryons sauvages et des mutants nat.

L’expression est suivie par hybridation in sifu avec une sonde complémentaire d’une séquence
spécifique de I’ARNm de CMLC2. Le marquage dil 4 la sonde correspond aux régions bleu foncé ou
violet sur les cliches.

A, C, D, E: Vues dorsales d’embryons sauvages dans la région antérieure.

B : Coupe transversale d’embryon sauvage (région dorsale) au méme stade que A.

F : Vue dorsale d’embryon mutant nat.

Barre d’échelle des clichés A a F : 60 pm

La localisation des observations est présentée dans I’encadré ci-dessous.

VUE DORSALE VUE LATERALE
A i
Coupe
transversale
£ . Embryon 32 heures
. - 3 Sac vitellin aprés fécondation
e L
0 '
W 0,5 mm
LOCALISATION DES OBSERVATIONS Caeur en formation
Antérieur
1
A | ﬁ D
I
1
1
1 o
i . il
: » ‘ .
I -
3 I
- 1-.. : s - ' e r’,, ‘ |
Gauche | T e mabroite | 3
17 heures aprés ! 18 heures aprés 19 heures aprés
Sfécondation 1 fécondation [fécondation
Plan de symétrie
bilatérale E ; F
DOS 5 i :
- e Nl - & ‘
. (.;r Tube 1 * ; .
neural /' ol :
&f

Tube cardiaque — —

Individu SAUVAGE Individu MUTANT
24 heures aprés fécondation 24 heures aprés fécondation




Eric MESTRE BCPST 1.2 2023/2024

Exercice 5 : idem pour I'expression du gene PHAN au cours du développement de la feuille (Agro-
Véto 2007)

Hybridation in situ avec une sonde complémentaire d’une séquence spécifique de ’ARNm de PHAN. Le
marquage di a la sonde correspond aux régions bleu foncé sur les clichés.

A: coupe longitudinale du méristéme (cz: zone centrale, P1 et P2 respectivement premier et second
primordium)

B : coupe transversale du méristéme (sont visibles : les primordia 2 a 5, P2 a P5, les débuts d’expansion
latérale foliaire, 1b, la nervure principale, mv)

Barres d’échelle pour les clichés A et B : respectivement 60 et 80 pm.
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2. Pour la méthode des biopuces (on parle aussi d’analyse de profil d’expression), les ARN totaux
sont extraits des cellules étudiées et sont amplifiéss. Ces ARNm sont ensuite transformés en
(ADNCc) par la technique de transcription inverse et marqués par un fluorochrome.
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Les ADNc ainsi marqués sont ensuite mis en contact avec la puce (des ADN sonde fixés en rangées
ordonnées sur une petite surface). Chaque brin d'’ADNc va alors s'hybrider aux sondes qui lui sont
complémentaires pour former un duplex sonde/cible double brin.

La biopuce est lavée par des bains spécifiques pour éliminer les brins ne s'étant pas hybridés car non
complémentaires des sondes fixées sur la lame.

La biopuce va ensuite étre analysée par un scanner a trés haute résolution, et ce a la longueur d'onde
d'excitation des fluorochromes. L'image scannée est alors analysée informatiquement afin d'associer
une valeur d'intensité a chaque sonde fixée sur la biopuce et ainsi de déterminer s'il y a eu une

hybridation pour chaque sonde.
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Exercice 6 : les puces a ADN, application a I'opéron lactose

Deux souches d’Escherichia coli sont testées pour étudier le fonctionnement de I'opéron lactose : la souche
sauvage [*P*O*Z* et la souche mutante pour la séquence de controle 0" Le gene | code le répresseur lac . P
est le promoteur tandis que O est 'opérateur. Le géne Z code I'enzyme B galactosidase. Les souches sont
cultivées dans des milieux soit riches en glucose, soit riches en lactose. Les ARNm sont ensuite extraits
puis marqués par une molécule fluorescente : les ARNm de la souche sauvage sont marqués en vert tandis
que ceux de la souche mutée sont marqués en rouge. Ainsi, une fluorescence jaune indiguera la présence
des ARNm des deux souches. Ces ARNm sont mélangés puis placés sur la puce a ADN pour I'hybridation.
L'ADN fixé sur la puce correspond aux génes lac I, Z et CRP qui code la protéine CAP.

A partir des résultats obtenus (figure TP12.9), expliquez le fonctionnement de I'opéron et proposez une
hypothése explicative pour la souche porteuse du site o0~

[+P+0-Z+ lacl Z CRP
glucose glucose . .
glucose lactose . .
lactose glucose
lactose lactose

FiGURE TP12.9 Résultat d’une puce & ADN pour I’étude de 'opéron lactose.

Souche sauvage I'P"O"Z", souche mutée I'P'0"Z" ; En vert : ARNm de la souche sauvage ; en rouge : ARNm
de la souche mutée ; en jaune : fluorescence verte + fluorescence rouge ; en noir : aucun signal fluorescent.

B. Le Southern blot

Dans cette technique, I'ADN cible est un mélange de fragments, obtenus par digestion enzymatique,
séparés par électrophorese sur gel et transférés sur membrane de Nylon.

Le transfert sur feuille de Nylon ou nitrocellulose est nécessaire pour rendre les molécules d’ADN
accessibles aux sondes ; la feuille est ensuite entierement lavée, de sorte que seules les molécules
d’ADN qui s’hybrident a la sonde sont marquées par radioactivité et apparaissent sous forme de
bandes sur les autoradiographies.

Une telle technique est utilisée dans le cas du diagnostic prénatal des maladies génétiques.
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Exercice 7 : analyse d’'un Southern Blot (ENS 2001) : hybridation ADN/ADN

Monsieur X consulte pour une faiblesse musculaire au niveau des jambes, surtout aprés effort. Il souffre
aussi d'une vision double. Suite aux analyses médicales, une maladie mitochondriale est suspectée. 'ana-
lyse d'un prélévement de tissu musculaire squelettique révele une désorganisation importante des fibres
musculaires, les myofilaments étant remplacés par des mitochondries qui ont proliféré. A partir de biop-
sies musculaires, I'ADN cellulaire est purifié, digéré par I'endonucléase de restriction Pvull, soumis & une
électrophorése en gel d'agarose, transféré sur membrane de nitrocellulose et hybridé avec une sonde
radioactive correspondant a I'ADN mitochondrial (ADNmt) total, selon la technique du Southern blot.
La membrane a été autoradiographiée et les résultats sont donnés dans la figure TP12.7a. Des résultats
identiques ont été obtenus en remplacant Pvull par I'endonucléase Nhel. La structure de 'ADNmt humain
et les positions des sites de restriction pour 5 endonucléases sont données sur la figure TP12.7h.

Si vous ne le saviez pas, quels arguments vous permettraient de déduire de cette expérience que
I'ADNmt est circulaire ? Comparez les résultats obtenus. Comment interprétez-vous vos observations ?

(a) Kool Konl (b)

-2 -7 xnol SO 1613 Xbal
et i) 83 Kpnl : 2577, 16052, 16133

Kpnl
- Nhel : 4580
Pvaull : 2652
Xbal : 1193, 2953, 7440, 8286. 10256
Xhol : 14955

[e]
16104 T 16569

e

=2
ADNmt 22
16569 pb

23100 =

9400 = -

Sonde XK : 14955 4 16052
Sonde KK : 16133 4 2577
Sonde KN : 2577 4 4580

Xbal
Xbal 7440
B286

Ficure TP12.7 Résultat d’un Southern blot (a) et structure de PADNmt (b).

(a) 12 estun individu sain. l1I-7 est le patient malade. A gauche : marqueurs de taille (pb). (b) PADNmt
humain est un ADN double brin circulaire de 16 569 pb (paires de bases). Les sites de clivage de
5 endonucléases de restriction sont indiqués a droite de la carte.

Note : dans le méme esprit, il existe le Northern Blot qui consiste en une hybridation entre ADNc et
ARN

IV. Latransgenése et ses multiples applications

La transgenése consiste a introduire au sein d’'un organisme eucaryote un géne supplémentaire ou a
remplacer un géne par une autre séquence tout en conservant le promoteur. Si le transgéne s’intégre
dans le génome de I'héte la transgenese est stable dans le cas contraire, elle est dite transitoire.
Plusieurs techniques de transfert d’ADN existent :

- utilisation de transposons, éléments génétiques mobiles,
- utilisation de plasmides (plasmides Ti, dans le cas des plantes OGM),
- utilisation de canons a ADN

Un nombre important de Mammiféres et d’Angiospermes a fait I'objet de transgenése, soit pour des
questions de productivité, soit pour des raisons médicales (production de protéines thérapeutiques)

A. Effet de I'introduction d’'un géne exprimé par une toute autre espéce
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Exercice 8 : introduction du géne codant les occludines dans des tissus d’Insectes (n’exprimant
normalement pas ce géne)

Document 1: A partir d’'occludines de poulet séquencées, il a été construit un ADNc pour cette
protéine. Cet ADN a été introduit dans un plasmide et celui-ci a été introduit dans des cellules Sf9
d’Insectes (transfection). Ces cellules n'expriment pas naturellement ce géne.

Il a été ensuite procédé a une électrophorése en présence d’anticorps mAc-Oc2 dirigés contre les
portions extramembranaires des occludines. Les résultats sont sur le document 1.

123 Document 1 : Western-blots en présence

kDa SR , . e

. d’anticorps anti-mAc-Oc?2 réalisés sur lysat
200 de cellules Sf9 entiere non transfectées
116 = (piste 1), lysats de cellules entieres

N transfectées (piste 2) et jonctions isolées
97 . .
66 — de foie de poulet (piste 3)
45 =
31 =

Document 2.

Les cellules d’Insectes ainsi transfectées présentent une surexpression du géne codant pour
I'occludine de poulet (le gene est précédé d’un promoteur particuli€rement fort).

Elles ont été observées au microscope électronique a transmission (document 2). Le segment en bas
a gauche (2a) mesure 1um. Les 3 photographies 2b ont été obtenues a plus fort grossissement. Les

segments mesurent 100nm.

Nk,

Document 2a
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Document 2b.

Document 3.

Les mémes cellules transfectées et présentant une surexpression du gene codant pour I'occludine ont
été incubées en présence d’anticorps mAc-Oc1 et mAc-Oc2 mélangés et marqués a l'or colloidal
(grains denses aux électrons). Les répliques de coupes minces ont été observées au microscope
électronique a transmission.
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B.
fluorescente

Etude de I'expression d’'un géne par introduction d’'une séquence codant une molécule

Exercice 9 : expression des genes codant CMLC2 et les protéines de jonction au cours du

développement cardiaque (Agro-Véto 2008)

SAUVAGE
18 heures apreés
[fécondation
19 heures aprés
fécondation
(
MUTANT {

I.1b- Une lignée transgénique « emle2-gfp » de poisson zebre a été obtenue aprés introduction de la
construction génétique ci-contre dans des zygotes : +1

I

Promoteur du géne codant une  Séquence codante du géne de la GFP
chaine légére n°2 de ln myosine  (green fluorescent protein)
cardiague (cmcl2)

Coupes transversales (région dorsale) d’embryons emle2-gfp sur lesquelles certaines protéines ont éte
spécifiquement localisées. La GFP est repérée par sa fluorescence naturelle. Les autres protéines sont
révelées a 'aide d’anticorps spécifiques couplés a une molécule fluorescente.

Les clichés sont presentés en couleurs artificielles.

GFP : couleur bleue

B-caténine (protéine présente dans certaines jonctions adhérentes) : couleur rouge

Protéines kinases C caractéristiques des jonctions adhérentes dans les tissus embryonnaires : couleur
verte

A, B, C : embryons de lignée transgénique emle2-gfp

D : embryon de lignée transgénique emle2-gfp et portant la mutation nat

DOS
)
]
-

17 heures apres
JSécondation
vitellin

M, = Barre d’échelle :
19 heures aprés
fécondation 20 pm

-~
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C. Utilisation d’'un géne rapporteur

Exercice 10 : recherche de la distribution de | ‘auxine dans une feuille au cours de son développement
(Agro-Véto 2007)

La distribution de I'auxine est suivie grice a une construction moléculaire comprenant un promoteur
activable par I’auxine et un géne permettant l'expression de la B-glucuronidase. Cette construction permet
d’obtenir une coloration (grice a I’expression du géne de la B-glucuronidase) uniquement dans les tissus ot
le promoteur est activé grace a la présence d’auxine.

L. 5.a : Expression de la B-glucuronidase au cours du développement d’un primordium foliaire d’ Arabidopsis
thaliana.

A : vue latérale de primordia deux jours apres la germination.

B : quelques heures plus tard.

C : photo de la face abaxiale du primordium aprés deux jours de germination.
D, E, F : méme face, respectivement, 3, 4 et 5 jours apres la germination.

De A A E, la barre d’¢chelle indique 50 um ; en F : 200 pm.

Apparition de nervures primaires (I1°).........

G : aspect des cellules des nervures en formation
sur un primordium foliaire de 4 jours.

Mise en place des nervures secondaires (I12°) et
Mise en place des nervures tertiaires (13°).

H
1 } Détails de G

Barre d’échelle : 50 um
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