07_S_09

[12 - Des débuts de la génétique aux enjeux actuels des biotechnologies

Fiche sujet - candidat
DIAGNOSTIC D’'UNE MYOPATHIE ET ELECTROPHORESE DE L’ADN (produits de substitution)

La myopathie de Becker et la myopathie de Duchenne sont des maladies génétiques liées a une anomalie du géne de la dystrophine. Leurs
symptdmes cliniques sont trés proches chez I'enfant. Pourtant, dans le cas de la myopathie de Becker, il existe une délétion importante de la
séquence nucléotidique alors que l'origine de la myopathie de Duchenne est une délétion d’un seul nucléotide.
La premiére étape commune a de nombreuses techniques de diagnostic génétique consiste a traiter ’ADN par des enzymes de restriction
coupant la molécule en des sites bien spécifiques. Les fragments de restriction obtenus peuvent étre séparés par une électrophorese. Ici, la
manipulation se fera avec des produits de substitution.

On cherche a établir un diagnostic du type de myopathie dont est atteint un enfant.

Matériel
une cuve a électrophorése, un support rempli de gel avec les peignes mis en place

une micropipette et des embouts ou équivalent, papier noir

un microtube A avec une portion d’ADN non porteur de 'anomalie génétique, digéré par 'enzyme Xho

un microtube B avec une portion d’ADN de I'enfant a tester, digéré par 'enzyme Xho

un microtube avec marqueur de taille
une solution de tampon TBE

Activités et déroulement des activités Capacités et principaux critéres d’évaluation | Baréme
1- Justifier, dans le cadre du protocole proposé, la réalisation des deux Comprendre la manipulation 2
migrations A et B ainsi que I'utilisation du marqueur de taille.
2- Mettre en ceuvre le protocole en suivant les indications de la fiche Réaliser une manipulation d’apres un 9
technique. protocole
_ Lo _ respect des étapes du protocole
Appeler I'examinateur pour vérification du montage et obtention des utilisation mattrisée du matériel
résultats observés avec les produits réels organisation de la paillasse
3- A partir des résultats distribués, construire un tableau comparatif des Présenter des données dans un tableau 5
deux migrations comprenant le nombre de fragments de restriction, leur
taille approximative et la longueur totale de ’'ADN avant digestion.
4- A partir des données du tableau, déduire de quel type de myopathie Appliquer une démarche explicative 3
I'enfant est atteint. Justifier.
5- Ranger le poste de travail. 1

Gérer et organiser le poste de travail
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07_S 09 [12 - Des débuts de la génétique aux enjeux actuels des biotechnologies

Fiche technique - candidat
DIAGNOSTIC D'UNE MYOPATHIE ET ELECTROPHORESE DE L’ADN (produits de substitution)

Principe : en milieu basique, les fragments d’ADN sont chargés négativement et migrent dans un champ électrique vers I'anode(péle
positif). Les fragments migrent d’autant plus vite gu’ils sont moins volumineux ; leur taille est exprimée en kilobases (1 kb=1000 paires
de bases). La solution d’ADN est associée a un marqueur coloré qui permet de suivre le front de migration.

Le marqueur de taille est un ensemble de fragments d’ADN de longueur connue : leur migration sert de référence.

PROTOCOLE DE REALISATION D’UNE ELECTROPHORESE

La migration nécessitant plus de temps que la durée de I'épreuve, vous ne pourrez pas exploiter les résultats de votre électrophorese.
L'utilisation de véritable ADN est donc inutile : vous manipulez ici avec des produits de substitution mais la mise en ceuvre du protocole
est exactement la méme.

NB : Organiser votre plan de travail pour manipuler proprement.

PREPARATION DE LA CUVE
1. Poser la cuve sur le papier noir (les puits dans le gel seront davantage visibles).
2. Placer le gel dans la cuve sans le casser, bien parallélement aux cotés, les puits devant étre du c6té de la cathode (borne négative).
3. Verser le tampon TBE dans les deux compartiments de la cuve : le gel doit étre tout juste recouvert (environ 1mm de liquide au
dessus du gel).

DEPOT D’ ADN (NB : produits de substitution)
ATTENTION : il faut réaliser les dépdts en stabilisant le mouvement par calage des coudes sur la paillasse et veiller a ne pas
percer le fond du puits ; changer les embouts entre chaque dép6t.
4. Déposer avec une micropipette la solution d’ADN du tube A dans un puits, sans débordement.
La cuve utilisée nécessite un volume d’ADN de ML.

5. Déposer, de la méme maniére, dans un deuxiéme puits a coté du précédent, la solution d’ADN du tube B et dans un troisiéme puits le
marqueur de taille.

6. Sile dépbt ne parait pas satisfaisant (débordement par exemple), un second essai peut étre réalisé dans les puits situés a cété. Dans
ce cas, bien repérer les puits conservés pour I'électrophorése.

MISE EN ROUTE DE L’ELECTROPHORESE ET MIGRATION : la migration doit avoir lieu juste apres les dépots.
7. Brancher la cuve au générateur et faire migrer a 100 volts. Le pdle négatif (= cathode) doit étre du cété du dépét.
8. Vérifier le bon déroulement de I'électrophorése : de la buée doit apparaitre sur le couvercle dans les cing premiéres minutes si le
générateur et la cuve sont bien alimentés. Si ce n’est pas le cas, appeler 'examinateur.
9. Pendant la migration, répondre aux questions.
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Fiche résultats - candidat
DIAGNOSTIC D’'UNE MYOPATHIE ET ELECTROPHORESE DE L’ADN (produits de substitution)

Remarque : la migration nécessitant plus de temps que la durée réservée a I'épreuve, des résultats obtenus avec produits réels sont fournis :
- agauche : un gel coloré a I'azur A qui correspond aux résultats attendus ; il est donné a titre d’information ;
- adroite : un gel plus précis obtenu par marquage au bromure d’éthidium ; il est donné pour réaliser I'interprétation.

COTE DU DEPOT NB : 1 kb = 1000 paires de bases
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A B Margueur de

taille
Gel d’électrophorése d’ADN digéreés par I'enzyme Xho Gel d’électrophorése d’ADN digérés par I'enzyme Xho
coloré al'azur A. coloré au bromure d’éthidium.
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