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Clonage du gene humain de l'insuline :
bioinformatique

Crééle: 21 nov. 2023
Date limite : Pas encore diffusé

I-Réalisation des analyses bio-informatiques pour le clonage du gene humain de
I'insuline

1 - Recherched'information sur I'insuline humaine

Q1- Donner le nom du géne de l'insuline.

Nom du gene de l'insuline :

Coef. 1

Q2- Donner le nombre d‘acides-aminé total qui est codé par le géne de l'insuline.

Nombre d'acides aminés total :

Coef. 1

Q3- Alaidedela partie_, associer les légendes aux parties de la

séquence protéique codée par le gene de l'insuline.

Séquence protéique codée par le géne de I'insuline

1 24 25 54 57 87 90 110



https://www.uniprot.org/

Partie 2 Peptide C

Partie 1 Chaine A de l'insuline
Partie 3 Chaine B de l'insuline
Partie 4 Peptide signal

Coef. 1

Q4- Sachant que l'insuline est composée de la chaine A et de la chaine B, déduire le
nombre d’acide aminé composant I'hormone.

Nombre d'acides aminés composant l'insuline :

Coef. 1

2 - Identification de la séquence codante du géne de I'insuline

Un géne peut contenir des séquences codantes (qQui coderont pour un peptide ou une
protéine) et des séquences non codantes (promoteur du géne, terminateur du gene,
séquences de régulation, etc.). Pour notre clonage, nous souhaitons cloner la séquence
codante du géne de l'insuline, nous allons donc l'identifier dans la séquence compléte
du gene. Nous allons réaliser un alignement des deux séquences a |'aide d'un logiciel
d‘alignement de séquence.

okt ot o oot b0 e G e o el
dralignement : https://www.uniprotorg/align/
—

Q5- Copier I'image du résultats (print screen) ci-dessous.



https://www.uniprot.org/align/

Coef. 2

Q6- Indiquer I'emplacement de la séquence codante (numéro des nucléotides) sur la
séquence complete.

de

Q-

La séquence codante correspond au nucléotides

la séquence nucléotidique complete.
Coef. 1

Q7- A l'aide du tableau du code génétique (document 1, ci-dessous), identifier et
entourer dans la séquence compléte du géne de l'insuline, en bleu le codon initiateur et
en rouge le codon STOP.

Le tableau du code génétique.
Second Letter
Irg}m :gz}s,, v [ISt}ore

TTA } Leu TCA TAA Stop TGA Stop
T7G TCG TAG Stop TGG Trp

cTT ccT CAT Y vie 1| SSF
ctc |, . ll ccc \ o || cAC CGC L arg
CTA CCA CAAlan [| SOA

cTG

ATT ACT AAT AGT | T
H ATC Y ie ACC}Thr anc J Asn | RG]} ser

cca CAG CGG

First Letter

ATA ACA AAA AGA
ATG Met || AcG ancitys || AGa}Are

GTT GCT GAT } e GGT
G‘rc}vm GC:} Ala || GAC il GGC}GIV
GTA GAA GGA

GTG

B i

GAG GGG

Séquence nucléotidique du géne de 'insuline :

GCAACAGGAGATCAAGGCGATCCACATGGCCCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTGCTGGCGCTGCTGGCCCTCTGGE
GACCTGACCCAGCCGCAGCCTTTGTGAACCAACACCTGTGCGGCTCACACCTGGTGGAAGCTCTCTACCTAGTGT
GCGGGGAACGAGGCTTCTTCTACACACCCAAGACCCGCCGGGAGGCAGAGGACCTGCAGGTGGGGCAGGTGGAGC
TGGGCGGGGGCCCTGGETGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTGGCCCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGTGGCATTGTGE
AACAATGCTGTACCAGCATCTGCTCCCTCTACCAGCTGGAGAACTACTGCAACTAGGAATTCATCAGGCTAGATG
CGGGG

Coef. 1

3 - Analyse du plasmide

Nous souhaitons cloner le gene de I'insuline dans un plasmide. Pour cela, nous devons
préalablement digérer (c’est-a-dire couper) I'ADN codant le géne de l'insuline et le
plasmide. Nous avons deux plasmides a disposition au laboratoire : les plasmides pUC18
et puC19.



Q8- A l'aide de la carte des plasmides pUC18 et pUC19 (document 2), associer chaque
légende a la bonne signification.

pUCTE/19
(2,685 bp)

pucis
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Rep(pMB1) Géne de résistance a I'ampiciline

AmpR Géne codant la béta-lactosidase

Site de clonage multiple ou site de
polyclonage

LacZ

MCS Origine de réplication bactérienne

Coef. 1

Q9- Donner la taille des plasmides.

Taille des plasmides :

Coef. 1

Q10- Indiquer le nombre d’enzyme de restriction qui peut étre utilisé pour chaque
plasmide.

Nombre d'enzyme de restriction pour pUC18 :



Nombre d'enzyme de restriction pour pUC19 :

Coef. 1

Source : https://www.youtube-nocookie.com/embed/7DsEeElotD4

Q11- Indiquer quel type d’enzyme de restriction est utilisé en biologie moléculaire.

Type lll

Typel

Type VI

Type ll

O O O O O

Type V

O  TypelVv

Sélectionnez la bonne réponse.

Coef. 1


https://www.youtube.com/watch?v=7DsEeElotD4

Pour choisir de bonnes enzymes de restriction pour le clonage, celles-ci doivent
respecter plusieurs criteres :

- L'enzyme choisie coupe le plasmide au niveau du site de clonage multiple

- L'enzyme choisie coupe l'insert en amont ou en aval de la séquence codante ou les

deux
- L'enzyme choisie ne coupe pas a l'intérieur de la séquence codante

Q12- Lister les enzymes de restriction qui coupent en amont (avant) de la séquence
codante du gene.

Coef. 1

Q13- Lister les enzymes de restriction qui coupent en aval (aprés) de la séquence
codante du gene.

Coef. 1


https://nc3.neb.com/NEBcutter/

Q14- Parmi les enzymes listées en Q12 et Q13, indiquer celle(s) présente(s) dans le site de
polyclonage du pUC18.

Coef. 1

Q15- Parmi les enzymes listées en Q12 et Q13, indiquer celle(s) présente(s) dans le site de
polyclonage du pUC19.

Coef. 1

Q16- Indiquer quelle(s) enzyme(s) vous allez choisir pour le clonage, justifier.



Coef. 2

Q17- Recopier le site de restriction de chaque enzyme utilisée.

Coef. 1

Q18- Indiquer pour chaque enzyme, s'il s'agit d'une coupure a bouts francs ou de
coupure a bouts collants (ou cohésifs). Aide dans la vidéo précédente.

Enzyme1:

O Bouts collants ou cohésifs

O Bouts francs

Sélectionnez la bonne réponse.

Coef. 1

Enzyme 2:



O Bouts francs

O Bouts collants ou cohésifs

Sélectionnez la bonne réponse.

Coef. 1

Q19- En comparant les conditions d’utilisation des deux enzymes, choisir la
température et le tampon que vous allez utiliser pour réaliser la digestion.

Température : °C

Coef. 1

Tampon:

Eau distillée
NEBuffer r11

RCutSmart Buffer

O O O O

NEBuffer r31

(O NEBuffer r21

Sélectionnez la bonne réponse.

Coef. 1

Q20- Indiquer quel plasmide vous allez utiliser pour le clonage et justifiez.



Coef. 2




