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Contexte	:		
Il	y	a	100	ans,	en	1923,	le	prix	Nobel	de	physiologie	ou	médecine	a	été	
attribué	à	Frederick	G.	Banting	et	John	J.R.	Macleod	pour	la	découverte	
et	l'utilisation	thérapeutique	de	l'insuline.	Avant	cette	découverte,	les	
patients	atteints	de	diabète	mourraient	prématurément.	Ces	patients	
ne	pouvaient	vivre	que	3	à	4	ans	après	le	déclenchement	de	la	maladie	
en	 suivant	 un	 régime	 sévère.	 Jusqu’en	 1982,	 l’insuline	 injectée	 aux	
patients	était	extraite	des	pancréas	de	bœuf	ou	de	porc	et	manquait	
d’efficacité.	 Ce	 n’est	 qu’après	 le	 clonage	 du	 gène	 humain	 de	
l’insuline	en	1978	et	la	mise	au	point	de	la	production	bactérienne	
d’insuline	 par	 génie	 génétique	 en	 1982	 que	 l’on	 a	 pu	 injecter	 aux	
patients	de	l’insuline	humaine,	bien	plus	efficace.		

Nous	vous	proposons	dans	cet	AT	de	réaliser	quelques	étapes	clé	du	clonage	et	de	la	production	d’insuline	:	la	
sélection	des	bactéries	exprimant	le	gène	humain	de	l’insuline	et	le	dosage	de	l’insuline	produite	à	partir	
des	bactéries	transformées.			
	
I-	Vue	d’ensemble	des	étapes	du	clonage	moléculaire	
Q1-	 A	 l’aide	 de	 la	 vidéo	 https://www.youtube.com/watch?v=y4AMgE6B5jI	 ,	 compléter	 le	Document	 1	 qui	
présente	les	grandes	étapes	du	clonage	du	gène	humain	de	l’insuline	avec	les	noms	des	étapes	et	les	descriptions	
ci-dessous.		

Noms	des	étapes	:	

- Intégration	de	l’ADN	recombinant	dans	une	bactérie	hôte.		
- Extraction	des	molécules	d’ADN	
- Sélection	des	bactéries	transformées	:	Mise	en	culture	des	bactéries	hôtes	transformées	sur	un	milieu	de	culture	

qui	sélectionne	les	cellules	transformées.	Chaque	colonie	isolée	forme	un	clone.	
- Les	clones	obtenus	doivent	être	testées	(criblées)	après	repiquage	pour	vérifier	que	le	clonage	s’est	

correctement	déroulé	
- Découpage	des	ADN	avec	des	ciseaux	moléculaires	:	les	enzymes	de	restrictions	(=	digestion	par	des	enzymes	de	

restriction)	
- Ligation	:	collage	de	l’ADN	du	vecteur	et	de	l’insert	avec	de	la	«	colle	moléculaire	»	:	une	enzyme	ADN	ligase	

pour	obtenir	de	l’ADN	recombinant	

Descriptions	(cases	grises	du	schéma	à	compléter)	:	

- Les	cellules	hôtes	rendues	compétentes	sont	transformées	puis	étalées	sur	GN.		
- Digestion	de	l’ADN	du	vecteur	(Celui-ci	possède	un	site	unique	de	restriction)	
- Extraction	de	l’ADN	chromosomique	d’une	cellule	eucaryote	comportant	la	séquence	de	l’ADN	de	l’insuline	

(gène	d’intérêt	ou	insert)	
- Culture	des	clones	et	sélection	simultanée	des	clones	
- Digestion	de	l’ADN	comportant	le	gène	de	l’insuline	(celui-ci	possède	deux	sites	de	restriction)	
- Mélange	de	l’ADN	du	vecteur	et	de	l’ADN	avec	le	gène	de	l’insuline	et	ligation	
- Extraction	à	partir	d’une	bactérie	de	l’ADN	plasmidique	appelé	vecteur	

	
	
	
	
	

https://www.youtube.com/watch?v=y4AMgE6B5jI
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Document	1	:	Les	étapes	d’un	clonage		
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II-	Sélection	des	bactéries	transformées	avec	le	gène	humain	de	l’insuline	
1-	Réflexions	préliminaires		

a- Indiquer	à	partir	du	document	1,	quelle	est	l’étape	du	clonage	que	vous	allez	réaliser.	
b- A	partir	de	la	carte	du	plasmide	utilisé	pour	le	clonage	(pUC18)	présentée	dans	le	document	2,	nommer	

les	gènes	utilisés	pour	sélectionner	les	bactéries	transformées.	

	

Document	2	:	Carte	du	plasmide	pUC18	

	

	

Lorsque	le	gène	de	l’insuline	est	cloné	dans	le	vecteur,	il	est	introduit	au	niveau	de	l’un	des	sites	de	restriction	du	
polylinker.	

c- Compléter le schéma ci-dessous pour modéliser les possibilités de transformation bactérienne. 
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E.coli	
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d- Après avoir lu le mode opératoire, calculer le volume de solution mère d’antibiotique à ajouter dans les 

petites boites de GN. 

	

2-	Mode	opératoire		

Les	boites	GN	dont	vous	disposez	ont	été	ensemencées	avec	 les	bactéries	 transformées	avec	 l’ADN	issu	de	 la	
ligation	du	gène	humain	de	l’insuline	dans	le	plasmide	pUC18.		

Vous	 criblerez	 4	 colonies	 ayant	 poussé	 sur	 la	 boite	 GN.	 Pour	 chacune,	 vous	 réaliserez	 une	 suspension	
bactérienne	dans	1	mL	d’eau	physiologique	stérile.	Pour	chaque	suspension,	vous	ensemencerez	en	surface	:	

- Une boite GN (à couler) 
- Une petite boite GN + ampicilline : l’ampicilline (Csolution mère = 20 mg/mL) est étalée sur la petite boite GN 

(contenant 10 mL de gélose) à l’aide d’un râteau stérile afin d’obtenir une concentration finale d’ampicilline 
de 100 µg/mL de gélose.  

- Une petite boite GN+ X-Gal  

	

3-	Exploitation	des	résultats	(J2)		

Q2-	Présenter,	sous	forme	de	tableau,	les	résultats	de	lecture	des	milieux	pour	les	4	colonies	criblées.		

Q3-	Conclure	sur	le	clonage	en	indiquant	si	vous	avez	obtenu	un	clone	valide.		

	

III-	Dosage	de	l’insuline	produite	à	partir	d’un	clone	bactérien		
1- Réflexions préliminaires 

Document	3	:	Structure	primaire	de	l’insuline	

	

e-A	partir	du	document	3,	indiquer	et	justifier	à	quelle	famille	de	biomolécule	appartient	l’insuline.		

f-Compléter	 le	 tableau	 de	 préparation	 de	 la	 gamme	 d’étalonnage	 dans	 la	 partie	 2.1.	 «	 Étalonnage	 du	
spectrophotomètre	».	
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2- Mode opératoire 

2.1.		Étalonnage	du	spectrophotomètre	

A	l’aide	d’une	solution	étalon	de	protéines	de	concentration	massique	ρprotéine	=	20	g·L-1,	préparer	en	microcuve,	
la	gamme	d’étalonnage	suivante	:	

Tube Blanc 1 2 3 4 5 6 7 8 

Solution étalon de protéine 
(µL) 

 25 50 75 100 125 150 175 200 

Eau physiologique qsp 200 
µL 

         

Réactif de Gornall 1 mL par cuve 

m(protéine; cuve) (en mg)          

	

2.2.		Dosages	«	essais	»	

En	parallèle	de	la	gamme	d’étalonnage,	réaliser	deux	essais	sur	200	µL	de	purification	d’insuline.	Les	essais	seront	
traités	dans	les	mêmes	conditions	que	la	gamme.	

Sceller	toutes	les	cuves,	homogénéiser	et	laisser	la	coloration	se	développer	à	l’obscurité	pendant	30	minutes.	
Lire	les	absorbances	contre	le	blanc	à	540	nm.	

3- Exploitation des résultats 

Q4-	 Présenter	 et	 exploiter	 les	 résultats	 expérimentaux	 avec	 l’outil	 informatique	 afin	 d’obtenir	 la	 courbe	
d’étalonnage,	A	=	f(m(protéine,	cuve)),	avec	l’équation	de	la	droite	de	régression,	puis	calculer	la	masse	en	protéines	
dans	les	essais	(mprotéines	dans	l’essai,	cuve).	

Q5-	Calculer	la	concentration	en	protéine	dans	les	essais	de	la	purification	d’insuline	(Exprimer	l’équation	aux	
grandeurs,	aux	unités	et	aux	valeurs	numériques).		

Q6-	Vérifier	la	compatibilité	des	résultats	pour	les	deux	essais.		

Q7-	Exprimer	le	résultat	final	à	l’aide	des	données	fournies	et	de	l’aide-mémoire	de	métrologie.	

Données	:		

-	 Sr	(concentration	massique	en	protéines	de	la	purification)	=	0,5	g·L-1	

-	 U	(ρ	protéines	du	de	la	purification)	=	1,0	g·L-1	à	95%	de	confiance,	k=2	

	

Q8-	 Après	 lecture	du	document	4,	 et	 sachant	 que	nous	 avons	100	mL	de	purification	d’insuline,	 calculer	 le	
nombre	de	cartouche	de	stylo	NovoRapid	Flexpen	que	nous	pourrons	produire.		
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Document	4	:	Fiche	VIDAL	du	stylo	à	insuline	NovoRapid	Flexpen	
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AIDE	MEMOIRE	DE	METROLOGIE	
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