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Mini-Questions :

1 - Le géne de l'insuline humaine contient des introns. Comment peut-on faire exprimer le
géne de l'insuline par une bactérie sachant que les bactéries ne possédent pas le systeme
d’excision des introns ?

2- Citer 3 éléments importants d’un vecteur de clonage.

3- Comment distingue t'on des bactéries transformées de bactéries non transformées ?

4- Comment discrimine t'on des bactéries transformées avec un vecteur recombinant de
celles transformées avec un vecteur vide ?

Exercice n®1:

On veut cloner un fragment d'ADNc de 1,4 Kb ayant des extrémités Xhol et Pstl. Le vecteur
choisi est le plasmide pK (figure 1) ne contenant pas de site Xhol, le fragment est donc inséré
par ligation entre les sites Sacl et Pstl du plasmide. On considérera que les distances entre les 4
sites notés du polylinker sont négligeables et que leur localisation est & 640 paires de bases de
l'origine notée 0=2900.

site Xhol : (C/TCGAQG)

site Pstl : (CTGCA/G)

site Sacl : (GAGCT/C)

Quelles expériences devez-vous réaliser afin d'intégrer ce fragment dans le plasmide?

Un échantillon de la ligation est transformé dans des bactéries sensibles a I'ampicilline puis les
bactéries sont étalées sur milieu + ampicilline + IPTG (inducteur du géne p3-Gal) + X-Gal
(substrat incolore de la -galactosidase qui est converti par I'enzyme en un produit bleu). On
obtient 1000 colonies blanches et 2 colonies bleues.

Commentez ce résultat.

Cing clones blancs appelés pK rec sont mis en milieu liquide + ampicilline. Aprés une nuit de
croissance a 37°C, les bactéries sont lysées, leur ADN purifié et digéré par différentes enzymes
de restriction. En paralléle, I'ADN du plasmide vide (pK) est digéré par les mémes enzymes de
restriction. Les fragments obtenus sont analysés par électrophorése sur gel d'agarose et le
résultat de la migration est présenté dans la figure 2. Tous les clones blancs donnent le méme
résultat.

Donnez la carte de restriction du plasmide pK rec.



2900=0

Pvull
525
Amp LacZ \
pK
2900 bp
ori Pvull
970
Figure 1
Figure 2
pK pK rec
- _T _ _ _T
T % _-sB5E T _ 5 535
&8 O B & 2 0mM g O B & S Oom
pb [an] L o w O w4+ o L o ow o W 4+
2900 - |— — — — —_— _ —_
2455 = — —_—
45 = —_ —

640
BamH1
Sac
Pstl
EcoR1

pb

-a— 4300

~—3700
~—3300
~-—2900
~— 2455

-a— 1845

-« 600
~=—550
450
~—400

—— 250
- 200



