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TTPP  SSVV  

FF33  
  GGEENNEETTIIQQUUEE  MMOOLLEECCUULLAAIIRREE  ::  EETTUUDDEE  DDEE  LL’’EEXXPPRREESSSSIIOONN  GGEENNEETTIIQQUUEE  

CCOOUURRSS  ::  SSVV--FF--11..11,,  SSVV--FF--33,,  SSVV--DD--22..33,,  SSVV--DD22..44                      TTPP  ::    SSVV--DD11,,  SSVV--DD22,,  SSVV--FF11    
 

Au-delà d’études sur la structure des génomes et des gènes (TP F1), les techniques de génétique moléculaire permettent 

d’étudier l’expression des génomes. 

 

Le but de ce TP est d’envisager différentes méthodes d’étude de l’expression génétique. 

 
Programme officiel : 

Analyser des résultats issus d’expériences de transgenèse ou de mutagenèse. 

Analyser et interpréter des résultats expérimentaux utilisant les techniques d’hybridation in situ ou de puce à ADN. 
Analyser et interpréter des résultats expérimentaux utilisant les techniques de Southern blot, northern blot, western blot, PCR et RT-

PCR. 

Identifier et justifier les témoins de charge des blots. 
 

Compétences : 

Exploiter données utilisant des méthodes d’étude de l’expression des génomes : 

transgenèse, mutagenèse dirigée et aléatoire 

hybridation in situ, utilisation de gène rapporteur, puce à ADN 
northern blot, western blot, PCR et RT-PCR -   

 

Explications sur les différentes techniques : 

Voir poly 1 - préparation 

 

6. Exercices 
 

EEXXEERRCCIICCEE  11  ::  PPUUCCEE  AA  AADDNN  EETT  CCOONNTTRROOLLEE  DDEE  LL’’OOPPEERROONN  LLAACCTTOOSSEE  DD’’EE..  CCOOLLII  

 

L’opéron lactose de la bactérie Escherichia coli correspond à  

- Un gène régulateur (lacI) codant une protéine capable de se lier à l’ADN au niveau de l’opérateur 

- Une unité transcriptionnelle comprenant : 

o Un promoteur, permettant la fixation de l’ARN polymérase et donc la transcription d’un unique ARNm 

o D’un opérateur, permettant la fixation de la protéine tétramérique LacI 

o De trois gènes de structure : 

▪ lacZ : code la béta-galactosidase, enzyme hydrolysant le actose en glucose + galactose 

▪ LacY : code une perméase au lactose, permettant l’entrée du lactose dans la cellule 

▪ lacA : code une autre enzyme, à la fonction biologique inconnue 

  
  

  

  AARRNNmm  llaaccII              AARRNNmm  ppoollyycciissttrroonniiqquuee  

  

  

  PPrroottééiinnee  LLaaccII          pprroottééiinnee  LLaaccZZ    pprroottééiinnee  LLaaccYY    pprroottééiinnee  LLaaccAA  

  

DDeeuuxx  ssoouucchheess  dd’’EE..  ccoollii  ssoonntt  tteessttééeess  ppoouurr  ééttuuddiieerr  llee  ffoonnccttiioonnnneemmeenntt  ddee  ll’’ooppéérroonn  llaaccttoossee  ::  

--  LLaa  ssoouucchhee  ssaauuvvaaggee  II++PP++OO++ZZ++  

--  LLaa  ssoouucchhee  mmuuttaannttee  II++PP++oo--ZZ++,,  mmuuttééee  aauu  nniivveeaauu  ddee  llaa  ssééqquueennccee  ddee  ccoonnttrrôôllee  OO  ((ooppéérraatteeuurr))  

OOnn  ccuullttiivvee  lleess  ssoouucchheess  eenn  mmiilliieeuu  ssooiitt  rriicchhee  eenn  gglluuccoossee,,  ssooiitt  rriicchhee  eenn  llaaccttoossee..  

  

LLeess  AARRNNmm  ssoonntt  eennssuuiittee  eexxttrraaiittss  ppuuiiss  mmaarrqquuééss  ppaarr  uunnee  mmoollééccuullee  fflluuoorreesscceennttee  ::  

--  LLeess  AARRNNmm  ddee  llaa  ssoouucchhee  ssaauuvvaaggee  ssoonntt  mmaarrqquuééss  eenn  vveerrtt  

--  LLeess  AARRNNmm  ddee  llaa  ssoouucchhee  mmuuttaannttee  ssoonntt  mmaarrqquuééeess  eenn  rroouuggee  

  

LLeess  AARRNNmm  mmaarrqquuééss  ssoonntt  eennssuuiittee  hhyybbrriiddééss  ssuurr  uunnee  ppuuccee  àà  AADDNN  ppoorrttaanntt  ddeess  ssoonnddeess  ccoommpplléémmeennttaaiirreess  ::  

--  AA  llaaccII  ::  pprroottééiinnee  iinnhhiibbiittrriiccee  ddee  ll’’ooppéérroonn  llaaccttoossee  

--  AA  llaaccZZ  ::  bbééttaa--ggaallaaccttoossiiddaassee  

--  AA  CCRRPP  ::  ggèènnee  ccooddaanntt  llaa  pprroottééiinnee  CCAAPP  
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11))  AAnnaallyysseerr  lleess  rrééssuullttaattss  aaffiinn  ddee  pprrooppoosseerr  uunnee  hhyyppootthhèèssee  eexxpplliiccaattiivvee  ppoouurr  llaa  ssoouucchhee  ppoorrtteeuussee  ddee  llaa  mmuuttaattiioonn  oo--  

 

 

EEXXEERRCCIICCEE  22  ::  NNOORRTTHHEERRNN  BBLLOOTT  

 

LLaa  ffiigguurree  11  ((ppaaggee  ssuuiivvaannttee))  ccoorrrreessppoonndd  àà  uunn  nnoorrtthheerrnn  bblloott  rrééaalliisséé  ssuurr  ddeess  eexxttrraaiittss  dd’’eemmbbrryyoonn  ddee  XXéénnooppee  ddee  ddiifffféérreennttss  

ssttaaddeess  ::  

--  LLeess  ssttaaddeess  ddee  ddéévveellooppppeemmeenntt  ssoonntt  iinnddiiqquuééss  eenn  hhaauutt,,  dduu  ssttaaddee  11  ((cceelllluullee  œœuuff))  aauu  ssttaaddee  4411  ((ttêêttaarrdd))  ;;  

--  LL’’AARRNNmm  dduu  ggèènnee  MMyyooDD  aa  ééttéé  rréévvéélléé  ppaarr  hhyybbrriiddaattiioonn  aavveecc  uunnee  ssoonnddee  rraaddiiooaaccttiivvee  ssppéécciiffiiqquuee  ddee  ccee  ggèènnee  ;;  

--  LL’’AARRNNmm  ddee  ll’’aaccttiinnee  ccaarrddiiaaqquuee  aa  ééttéé  ddee  mmêêmmee  rréévvééllééee  ppaarr  hhyyddrriiddaattiioonn  aavveecc  uunnee  ssoonnddee  rraaddiiooaaccttiivvee  ssppéécciiffiiqquuee  

((cceettttee  ééttaappee  aa  ééttéé  mmeennééee  aapprrèèss  llee  pprreemmiieerr  mmaarrqquuaaggee,,  aapprrèèss  aavvooiirr  rreettiirréé  lleess  ssoonnddeess  MMyyooDD  hhyybbrriiddééeess  ::  oonn  aa  ddoonncc  

rrééaalliisséé  ddeeuuxx  nnoorrtthheerrnn  bblloott  ssuurr  llee  mmêêmmee  rrééssuullttaatt  dd’’éélleeccttrroopphhoorrèèssee))  ;;  

--  LLaa  lliiggnnee  dduu  bbaass  ccoorrrreessppoonndd  àà  uunnee  vviissuuaalliissaattiioonn  ddee  ll’’AARRNNrr  1188SS,,  ttéémmooiinn  ddee  cchhaarrggee  

 

11))  QQuuee  ppeeuutt--oonn  ddéédduuiirree  ddee  ll’’aannaallyyssee  ddee  ccee  bblloott,,  ppaarr  rraappppoorrtt  àà  ll’’eexxpprreessssiioonn  dduu  ggèènnee  MMyyooDD  aauu  ccoouurrss  dduu  ddéévveellooppppeemmeenntt  

eemmbbrryyoonnnnaaiirree  cchheezz  llee  XXéénnooppee  ??  

22))  QQuuee  mmoonnttrree  ll’’eexxpprreessssiioonn  ddee  ll’’aaccttiinnee  ccaarrddiiaaqquuee  ??  

  

LLaa  ffiigguurree  22  mmoonnttrree  llee  rrééssuullttaatt  dd’’uunn  nnoorrtthheerrnn  bblloott  rrééaalliisséé  àà  ppaarrttiirr  ddee  ttiissssuuss  eemmbbrryyoonnnnaaiirreess  ddiissssééqquuéé  àà  ppaarrttiirr  dd’’eemmbbrryyoonnss  ddee  

XXéénnooppee  aauu  ssttaaddee  2200  ((bboouurrggeeoonn  ccaauuddaall,,  ttaaiill  bbuudd))..  AA  ccee  ssttaaddee  llaa  ppoollaarriittéé  ddoorrssoo--vveennttrraallee  eesstt  eenn  ppllaaccee,,  eett  ddiivveerrss  ttiissssuuss  

eemmbbrryyoonnnnaaiirreess  pprrééffiigguurree  lleess  ffuuttuurrss  ttiissssuuss  ddee  llaa  llaarrvvee  ((ppaarr  eexxeemmppllee,,  llee  nneeuurreeccttooddeerrmmee  ddoonnnneerraa  llaa  mmooeellllee  ééppiinniièèrree,,  

ll’’eennddooddeerrmmee  llee  ttuubbee  ddiiggeessttiiff,,  eettcc..))..  wwhhoollee  ==  eemmbbrryyoonn  eenn  eennttiieerr..  

OOnn  uuttiilliissee  ssuucccceessssiivveemmeenntt  ttrrooiiss  ssoonnddeess  ::  

--  CCoommpplléémmeennttaaiirree  ddee  ll’’AARRNNmm  MMyyooDD  ((mmêêmmee  ssoonnddee  qquuee  ppoouurr  llaa  ffiigguurree  11))  

--  CCoommpplléémmeennttaaiirree  ddee  ll’’AARRNNmm  ddee  ll’’aaccttiinnee  ccaarrddiiaaqquuee  ((mmêêmmee  ssoonnddee  qquuee  ppoouurr  llaa  ffiigguurree  11))  

--  CCoommpplléémmeennttaaiirree  ddee  ll’’AARRNNmm  EEFF--11,,  ccooddaanntt  uunnee  pprroottééiinnee  iinntteerrvveennaanntt  ddaannss  llaa  ttrraadduuccttiioonn  cchheezz  lleess  eeuuccaarryyootteess  

  

33))  QQuueell  rrôôllee  jjoouuee  iiccii  ll’’aannaallyyssee  ddee  ll’’eexxpprreessssiioonn  ddee  EEFF--11  ??  

44))  QQuuee  ddéédduuiirree  ddee  ll’’aannaallyyssee  ddeess  rrééssuullttaattss  ppoouurr  MMyyooDD  eett  ll’’aaccttiinnee  ccaarrddiiaaqquuee  ??  

  

55))  QQuueellllee  hhyyppootthhèèssee  ppeeuutt--oonn  ttiirreerr  ddeess  ddeeuuxx  ddooccuummeennttss  qquuaanntt  aauu  rrôôllee  ddee  MMyyooDD  aauu  ccoouurrss  dduu  ddéévveellooppppeemmeenntt  

eemmbbrryyoonnnnaaiirree  cchheezz  llee  XXéénnooppee  ??  
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FFiigguurree  11  ::  FFiigguurree  22  ::  

  

  
 

 

 

EEXXEERRCCIICCEE  33  ::  LLEE  BBOOUURRGGEEOONN  DDEE  MMEEMMBBRREE  DDEESS  VVEERRTTEEBBRREESS  ––  HHYYBBRRIIDDAATTIIOONN  IINN  SSIITTUU  EETT  MMUUTTAAGGEENNEESSEE  

 

On cherche ici à étudier le bourgeon de membre des Vertébrés. Le bourgeon de membre est une masse cellulaire qui se 

développe pendant le développement embryonnaire et qui aboutit à la formation du membre. 

On étudie en particulier le rôle de la région ZRS : il s’agit d’une région du chromosome 7 chez l’Homme, situé à environ 

850 kb du gène Shh (Sonic Hedgehog). 

 

1) Expression de Shh dans le bourgeon de membre 

 

On étudie par hybridation in situ l’expression de Shh dans le bourgeon de membre postérieur du Python (un serpent 

possédant des membres rudimentaires) et de l’Anole (un lézard ; il possède des membres complets). L’expression de Shh 

serait similaire chez un Mammifère comme la Souris. 
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 En quoi ces observations sont cohérentes avec un rôle important de Shh pour le développement du membre ? 

 

 

2) Recombinaison homologue 

 

Des souris ont été produites par recombinaison 

homologues, afin : 

- De réaliser une délétion de 1324 pb dans 

la région ZRS 

- De placer le gène lacZ sous le contrôle de 

la région ZRS 

 

On vérifie le génotype des Souris en réalisant une 

PCR utilisant des amorces complémentaires de la 

région ZRS. 

  

 

On observe par ailleurs le phénotype des Souris obtenues : 

 
 

 Quel rôle semble jouer ZRS ? 

 

 

On réalise ensuite une hybridation in situ utilisant une 

sonde complémentaire à l’ARNm Shh (voir ci-contre). 

 

 

 Quelle hypothèse peut-on émettre sur la relation entre 

la région ZRS et le gène Shh ? 
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3) Mutagenèse dirigée 

 

On utilise le système CRISPR/Cas9 pour remplacer la région ZRS, chez des Souris, par la région ZRS de différentes 

espèces de Vertébrés : voir ci-dessous 

 

 
Mouse : souris 

Human : Homme 

Python et cobra : serpents, présence de membres postérieurs très réduits 

Cœlacanthe : poisson Sarcoptérygien 

ΔZRS : délétion de la région ZRS (voir partie 2) 

 

 

 Ces résultats permettent-ils de confirmer l’hypothèse émise précédemment ? 

 

 Qu’apporte l’observation chez le Cœlacanthe, d’un point de vue évolutif ? 
 


