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Connaditre les outils utilisés dans
ces techniques.

Savoir analyser les résultats de
ces techniques.

R A g A= = e




1.Purification des acides nucléiques
1.1 Extraction des ADN

1.2.Extraction des ARN

1.3.Extraction des plasmides
1.3.1.Rappel sur les plasmides

1.3.2. Purification par Lyse alcaline

1.3.3. Purification par Gradient de chlorure de césium

2.Séparation des acides nucléiques

2.1 _Electrophorese sur gel d'agarose

2.2 .Electrophorese sur gel de polyarylamide

3.Elaboration de Cartes de restrictions des plasmides



1.Purification des acides nucléiques
1.1.Extraction de 'ADN

= de cellules ou de
tissus.
L'ADN extrait > digestion, hybridation (Southern blot),
séquengage, PCR, clonage...
Différents protocoles pour extraire |"ADN avec méme
schéma de principe :

-Lyse des cellules

- Elimination des protéines

- Elimination des autres acides nucléiques (ARN...)

- Concentration de | ADN par précipitation a |"alcool
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Différentes variantes employées:

I"ADN génomique (issu du ou des chromosomes des cellules
analysées)

Ou

I"ADN plasmidique (provenant de plasmides portés le plus

souvent par des cellules bactériennes comme Escherichia coli).

Kits commerciaux -> extractions rapides a |'aide de
réactifs préts a |l'emploi.
TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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Pmm|mmmm °disper'ser' les bicouches |ipidiqU€S des

=broyage ou pas + extraction/détergents hepbnanes
—= P J dénaturer les protéines srtt celles

associées a |' ADN dans la chromatine

I | 'ADN: tres longs filaments
s'opposant aux écoulements
[ hydrodynamiques.

memp’mm ar pr'oTéines dénaturées > pr'écipiTé a
I'interface phénol-eau = « gateau »
I'ADN en solution dans la phase
aqueuse

_’ma'm mmmr»:mnmd L'ADN collecté/centrifugation

=addition d'éthanol ou d'isopropanol :
dans la phase aqueuse — dissous dans Tampon ou Eau pure.

=extraction / solvants organiques,
en général du phénol +/-chloroforme

Pour éliminer les ARNs—> Traitement par I'ARNase.

6 CT UOANALYOU ULO ACLUCO
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tampon sans pression osmotique,
faisant éclater les membranes
fermées

EDTA inhibe les nucléases en
chélatant les ions Mg++ & Ca++

Homogeneisation, deproteinisation

Homogénat
Protéines
ADN, ARN
N - SDS dénature les lipoprotéines
—— AR /C{ PaN /°{ VAN /°{m membranaires .e‘r\ les enzymes
4 © ©° o N o N o ' lysosomiales et libere ainsi I'ADN
Lauryl (dodécyl)-sulfate de Sodium tout en préservant sa structure.

S A R O S g

ES




Phénol = agent déprotéinisant \
Extraction de I'ADN

Cellules lysées ou

Surnageant
tissu homogeneéise

el ADN. ARN

0 4ac
protéines, ADN, ARN Ay Protélnes
Phénol ‘dlstlllé Agiter Phénol
saturé Tris
d=1.07

10000 g
Surnageant g 4
ADN, ARN 10 mn Surnageant

CHCL./ ADN, ARN
Iscamy[-OH a en solution

viv 24:1

d=145
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Purification de I'ADN

EtOH 100 %

0 .20°C 10000 g EtOH 65 %
-20° 0 ac NaCl03 M
NaCl3M méduse ..
Surnageant QU'O‘
ADN, ARN d’ADN
en solution
10000 g
0 ac sécher
EtOH 75 % oy redissoudre
a I'ADN purifié
Culot d'ADN par HO ouTE
+ARNase

Pour éliminer les traces de phénol et d'autres contaminants
(prot., enz..) - dialyse ou purification par chromatographie en
colonne de gel dénaturant ou d'adsorption.




QUANTITE DE L'ADN:
DO260nm =1 correspond a 50 ng/uL d'ADN Total

QUALITE DE L'ADN:
Abs260/Abs280 nm

QUANTITE & QUALITE DE L'ADN:

Electrophorese sur gel d'agarose
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1.1 _Extraction de I'ARN
= de cellules ou de tissus.

L'ARN extrait = hybridation (Northern blot), banques ADNc,
RT-PCR...

Différents protocoles pour extraire I'ARN avec méme schéma
de principe :

@Lyse cellulaire mécanique (congélation, billes de céramique ou
détergents) ou enzymatique (lysozyme ou la lyticase)+Protection
des ARN de l'action des ARNases.

@ 2 grands principes:

1) les différences de propriétés physico-chimiques
ARN/protéines ;
2) l'adsorptionTsélectivesdessARNosur support solide.



GuSCN: agent

puissant de beta2-mercaptoéthanol
dénaturation des :rupture des ponts
rotéines:Lyse : disulfures protéiques
i y | Isolation du RNA Proteld
.NH_ - 8000 rpm
g 7,9 mi tampon 10°C
NH—-C—NH GUu.SCN 4M 10 mn
: : SOsS. N
Thiocyanate de
Guanidinium cellules a

(Gu.SCN)

surnageant 30000
GUSCN  20C

CsCl2,4M 24h
RNA>97S

p=120 a
+Phénol/Chlrf-> accélérer

Pour extraire I'ARN d'un tissuoud' une susg laprocédure dextraction f

... o , (++ieurs séries/- cellules)
impérativement inhiber toute trace d' ARNas¢

Extraction

NaCl0.1 M Précipité
Pheénol Ethanol

«20°C




Parmi les acides ribonucléiques extraits des cellules > les
ARN messagers = ARNm = classe la plus étudiée

se caractérisent par la présence du c6té 3'-terminal d'une
longue queue poly(A) synthétisée a la phase post-
transcriptionnelle.

PURIFICATION

chromatographie d'affinité entre cette queue poly(A) et
une colonne dont la phase fixe est pourvue de fragments
d'oligo(dT) de quelques dizaines de nucléotides qui peuvent
s hybrider avec les RNA poly(A).




Purification du RNA-pon(A)

4 mg (100A,,
xon 0,1 M RNA oamm
xcaosu 70°C 3mn
olig(dT) dépotKCIos M
059

I(Cl 001 M
37°C Micro-essail
RNA-poly(A) 1 ug Tris (pH 7,5) S50mM;

KC1 30 mM; MgCl, 8 mM;
RNA- Inhibiteur de RNase;
poly(A) oligo(d; dithlothrétol;
A, =4 udo dNTP 2mM; dCTP (-"*P);
soit 160 pg Reverse transcriptase

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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QUANTITE DE L'ARN:
DO260nm =1 correspond a 40 ng/pL d'ARN Total

QUALITE DE L'ARN:
Abs260/Abs280 nm

QUANTITE & QUALITE DE L'ARN:

Electrophorese sur gel d'agarose
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1.3.Extraction des plasmides

@Petites molécules d'ADN habituellement circulaire
@Existant indépendamment des chromosomes de I'hote

@Présents chez nombreuses bactéries (qques levures et
mycetes)

@A réplication autonome (=réplicons) indépendamment des
chromosomes

@Portent un nombre de genes tres réduit (<30)

@A information génétique non-essentielle pour I'hote

@ En nbr. variable:

Plasmide a €opie unique Plasmides & coptes multiples
5(1 seul/cellule hote) (40 ou + /cellule hote)



Les plasmides peuvent étre éliminés des cellules
hotes=CURAGE (curing)

> Spontané/Induit

> Principe: traitements inhibant la réplication des

plasmides sans affecter la reproduction des cellules
hotes - Plasmides inhibés progressivement & dilués au

cours de la multiplication bactérienne

¢ Méthodes de curage:

»Mutagenes dérivés de l'acridine
®»Radiations UV ou ionisantes
®»Privation de thymine

®» Températures supra-optimales



ADN super-enroulé Différentes formes d'un plasmide
R, rorme 1 L'axe de la double hélice d'ADN

“ peut lui-méme s'enrouler en une
super hélice droite ou gauche.
Cette forme de
I'ADN joue un rdle biologique tres
important (compaction, stabilité
de I' ADN).

DMase

coupure simple brin coupure double brin

coupure simple I:|r|r1

»-¢  Formelll Une coupure sur un seul des deux

ngr‘ms d'ADN superenroulé (forme

ot ”*‘W’J I) déverrouille la superhehcu’re et
ADN cireulaire ouvert Aphinéaire  nermet le relachement spontané de
DNA ligase + ATP la molécule sous forme circulaire

ouverte (forme II).

La réparation de cette coupure par
une ligase produit une forme
circulaire fermée (forme Ir).

Une coupure sur les deux brins
d'une molécule superenroulée ou
) d'une molécule circulaire fermée
ADN circulaire fermé o1TECHNIQUEs produit Toune  molécule  linéaire

20 ETD A[?]\)AULC\/LSEEI@ELQMQEfII)




@Parmi les techniques les plus courantes de la biologie moléculaire =
noms abrégés: miniprep, midiprep et maxiprep (volume de la culture

bactérienne).

BUT : Extraire de fagon rapide I'"ADN plasmidique afin de |'analyser avec
des enzymes de restriction et électrophorese en gel d'agarose. Obtenir
plusieurs mg d'ADN partiellement purifié et Réaliser plusieurs digestions
enzymatiques pour vérifier un clone, ou établir une carte de restriction.

@préparation sélective de I'ADN du plasmide contenu dans les

bactéries, tout en éliminant |' ADN du chromosome bactérien.

@Différentes variantes ou améliorations de cette méthode
existent
@kits commerciaux (grd nbr) avec petites colonnes de résine
chromatographique échangeuse d‘ion > améliorer la pureté de
F'ADN.



Préparation d'ADN plasmidique '(

o

Lyse des cellules /détergent (SDS) en présenc gﬁ de (pH 13)

Dénaturation de |'ADN ‘r%

Neutralisation rapide /acé‘ral‘r otassium (pH 5,5)

Renaturation de 'ADN plasmidiun- ecipitation de 'ADN Chromosomique

ration de 'ADN par centrifugation

des ARN/ribonucléases (hydrolyse sélective des ARN/ ADN intact)

Q
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= technique basée sur la centrifugation en gradient de densité.
PRINCIPES DE BASE

@La centrifugation = méthode couramment utilisée en biochimie pour
séparer ou analyser des fractions ou des structures cellulaires, des
macromolécules, etc

@On peut accentuer ou raffiner les méthodes de séparation en

faisant cette centrifugation dans un gradient de concentration:

la différence entre la densité de la particule et celle du
solvant influence la vitesse de sedimentation.

A4

On peut donc moduler cette vitesse en faisant varier
de facon continue ou par étape (discontinue) cette différence
de densité en créant un gradient de concentration




Comment?

Densité de la
particule = celle du

milieu
e ™ 4 N
: : La particule
La particule La particule ne P
o 20 s'éleve >
sédimente sedimente pas
flotte

\. J/ - )
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Fabrication des gradients

@Les variations de densités sont obtenues en faisant varier
la concentration d'un produit chimique dans la solution.
@Divers produits peuvent étre utilisés pour faire ces
gradients: Ils doivent etre:

»>trés solubles en solution aqueuse > des

densités suffisantes.

>inertes, peu coliteux, faciles a manipuler, non

toxiques, etc.

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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»Le produit couramment utilisé, particulierement
dans la séparation des acides nucléiques: le
chlorure de césium (CsCl).

»Ce sel peut atteindre une densité tres élevée, de
I"ordre de 1.9 g/mL a 7.5 mol/L.

»Cette possibilité d'atteindre des densités si

élevées en solution aqueuse est son principal

avantage.



rachent .
%ontinu gmdlcpt
discontinu

Concentration

'y

loganthmque

(convexe
e exponentiel
(concave)

-
position dans le tube

i

C=an -

27

Gradients discontinus

Gradients continus
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1 - 2 — Le gradient de densité se forme an fur et & meswre de la

Malanee de - centrifigation
Plasmide bactirim emoulé & Gradient continu dehCI Cs
probéines o /’_\\
" .
AFN bactizien 7 | .y Force centrifnge
ATH clumemoscomique s, ) ‘f % .
AT plasmidique relachs O centrifiger
———

Les patticules migrent jusqu’a ce
sohdion de C1Cs que leur dengibe coit dgale 4 celle
+ BET de la solution l=z entoutant.

S _

£y =
. S
e
La centrifuigeuse est arrétée quand
la zéparation est anffizante

3

S

il =Tl

s
e - . 2 . -
ADN plasmidique recombinant super enroule

(bande intense de BET sous UV)



2.Seéparation des acides nucléiques

La technique la plus utilisée pour la séparation

des acides nucléiques: L'électrophorese

N

Dans un milieu donné, la séparation des particules se fait

Principe général:

en fonction de leur charge électrique et pour des charges

identiques, en fonction de leur taille.

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
29 ET D'ANALYSE DES ACIDES
NUCLEIQUES



ELECTROPHORESE DE L'ADN

= technique de biologie moléculaire - séparer des fragments d'ADN
de différentes tailles en les faisant migrer dans un gel en les

soumettant a un courant électrique.

»Le gel est constitué d'une matrice de polymére baignant dans un

tampon conducteur.

»Deux principaux polymeres sont utilisés : |'agarose et le

polyacrylamide.

Cette technique est assez simple a mettre en ceuvre si on dispose des bons

outils et de quelques astuces.

'NUCLETQUES




Principe:

Cur

basée sur la séparation des acides nucléiques chargés
négativement a pH 7~8, vers |'anode (+) sous |'effet d'un
champ électrique. Cette séparation s'effectue a travers la

matrice du gel en fonction de la taille des molécules.

- -,

)
Sews de Ia migration de FADN _ {[F Les depats se font cote
| carthode car Ia
- 7 mZraton se¢ fait vers

) | +anode I'anode.

%/ I est important de a-
/. Pas ce momper

———

'8 & electopliorage

‘dmpon IBE pH § 3



L’ADN charge (-) migre
toujours vers le pole + (anode)

L’ADN migre generalement
on fonction de ea taille

Les pores du gel sont d’autant

plus petit que le % en agaroee
ou en acrylamide est grand

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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Les applications de I'électrophorése de I'’ADN

PEstimation du poids moléculaire de fragments
d'ADN aprés une digestion par des enzymes de
restriction

™Analyse d'ADN ou d'ARN aprés une
amplification par PCR

PSéparation de fragments d'ADN digérés avant
Southern blot ou d'ARN dans le cas de Northern
Blot.

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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Il existe de nombreux types d'électrophoréses, dont :

» électrophoreése sur gel de po

PAGE pour Poly-Acrylamide Ge

yacrylamide (ou

Electrophoresis)

» électrophorese en gel d'agarose ;

» focalisation isoélectrique (électrophorése dans

un gradient de pH) ;

» électrophorese bi-dimensionnelle ;

» électrophorese en champ pulsé

» Immunoélectrophorése (pour détecter une

interaction antigene/anticorps

TD1.TECHNIQUES DE SE

RATION
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2.1 Electrophorese sur gel d'agarose

@ L'agarose = polymere a base d'agar purifié. Différentes
puretés d'agarose sont disponibles. En général, de
I"agarose de grande pureté a solidification lente est utilisé

lorsque I"ADN doit étre extrait du gel aprés migration.

@ L'agarose est utilisé a des concentrations de 0,5% a 2%

(poids/volume) et permet de séparer des molécules de trés

grande taille, principalement de I"’ADN ou de I"ARN ;
TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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Pouvoir de séparation d'ADN linéaire, double
brin, selon la concentration d'agarose du gel

36

Concentration d'azarose (% en MY | Gamme de tailles idéales (en
Kb}
[).3 2 =6l
L).6 1 —2)
1) 0.5 — 10
L)Y Loy—"
1.2 0.4—6
|.5 ()L2—23

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
ET D'ANALYSE DES ACIDES
NUCLEIQUES



GEL D'AGAROSE GEL D'AGAROSE

GEL D'AGAROSE 0,6% GEL DAGAROSE 1.2 %
- e N
o oo |

{ N
0 Kb SKp | == W (4
K> - |1Kd
- 0sKd
S [osK»
L - /Jun

Le pouvoir de résolution d'un gel d'agarose dépend
du 7% d'agarose. Il peut varier de 0,5 a 2%

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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Le gel d'agarose n'est pas résolutif pour de petits
fragments d'ADN (Inférieurs a 100 pb)
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Un gel d'agarose avant éclairage
sous ultraviolets

e gel est exposm

rayonnements ultraviolets,
le BET colore I"ADN en
une couleur rouge-orangée

Photographie

du gel Puits :

1. Echelle de marqueur de poids
moléculaire (1kbplus) 2. vide, 3. Un
produit de PCR d'une taille
|égerement supérieure a 500 paires
de bases 4. Fragment d'environ
4 5kb d'un Plasmide digéré par une

TD1.TECHNIQUES DE S@Haig?n@\de restriction
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NH,

Formule du bromure d'éthidium

Le bromure d'éthidium (EtBr) = a la fois un agent intercalant et un
fluorochrome.

Structure aromatique plane = s'intercaler entre les paires de bases >
détorsion de la double hélice et émission de lumiere (fluorescence) dans
le rouge-orange lorsque le complexe ADN-EtBr est excité en lumiere

utraviolette.

C'est I'une des principales méthodes de détection de |I'ADN dans les
gels d'électrophorese.

TDIL.TECHNIQUES DE SEPARATION
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Les avantages de |'électrophorése en gel d'agarose sont:
Ppréparation aisée, rapide, et peu coliteuse des gels
d'agarose

®pas de dénaturation des échantillons

®|'agarose plus ferme et moins toxique que le gel de
polyacrylamide

les échantillons peuvent &tre récupérés en vue
d'analyses supplémentaires



Mize sousz tension
Cathode {-) =t anode @

Matériel nécessairs :
Tampon d'echantlion

Cuve

Suppor: + scotch

Peigne

Erisn (chauffags de I'agazose)

Migration des molecy

chargess pozitigging )
et nagativement .

ADN polfphozphate
donc poifanion dorc du - au +

42

\V
S

Dissclution de |
_disser refo;
Ajputer BET
Pas dabulles!
X arcze : mise en place du peigne.
zse de Fagarcze

Lacsare sous UV : BET

Migration

Sleu clar - Xflane Cfancl, ADN grands taile

Sleu fonce - Sleu de Bromophencl, ADN patite taille, front de migration
Variaable seloz %c agar



2.2 .Electrophorése sur gel de polyarylamide

@L'acrylamide est le nom usuel du 2-propénamide (amide
acrylique) de formule brute C;HsNO.
@En biologie moléculaire, on utilise I'acrylamide polymérisé

(polyacrylamide) pour réaliser des électrophoreses.

@Le polyacrylamide est utilisé a des concentrations de 4% a
20% (poids/volume) et permet de séparer des molécules
plus petites d'acides nucléiques.

@On peut aussi faire varier sa réticulation (taux de
ramification) lors de la polymérisation pour moduler les

parametres de séparation ;
TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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GEL D'ACRYLAMIDE NATIF (L'ADN est double brin)

GEL DYACRYLAMIDE GEL D'ACRYLAMIDE
18%
L 1500
100 ol 1o od [

p— | %00
S 300 bp
— :: m— | 20 bp
SEEE ‘N“: s | 100Rp

70
B | e — | 0P
iy T— 28 bp

Efficace pour les petits fragments d’ADN entre 20
& 2000 paires de bases. (cartographie)
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GEL D'ACRYLAMIDE DENATURANT
(L'ADN est double brin)

150

Efficace pour les tres
s entre 1 & 400 paires

/

-

LT TR
N h'iu‘lF'l

yp

7

|

J"l |

17b

urn
)
.|

THRL
Thel,
o

Ee’ru’rs fragments
SEPA AT]?ON )

TD1.TECH Q
quencage

NUCLEIQUES

GEL D’ACRYLAMIDE :
DEMATURANT + agent chaotropique:
|'urée
//_______.———-—\

dADN



Facteurs affectant la migration

@La longueur de la molécule d'ADN : la séparation se fait en fonction du
poids moléculaire et donc de la taille de I"'ADN.

@La conformation de I"ADN: I"ADN plasmidique, non digéré par une
enzyme de restriction, migre a différentes vitesses (du plus lent au
plus rapide) : ADN circulaire, ADN linéaire et ADN superenroulé.

@La concentration du gel: I'augmentation de la concentration réduit la
vitesse de migration et permet la séparation de fragment d'ADN de
plus petite taille.

@Le voltage: plus le voltage est important, plus la vitesse de migration
augmente. Toutefois le voltage est limité en intensité (5V/cm): un fort
voltage - augmentation de température (fondre le gel).

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
46 ET D'ANALYSE DES ACIDES
NUCLEIQUES



Electrophorése de I'ADN plasmidique

r? Bande a moindre mobilité
¥ > forme relachée
r

\('\%{‘F"* WD Bande a + forte mobilité
oo boe b b 5 fopme superenroulée
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Formes linéaire, relachée, super-enroulée

Ligne de dépot

Relachée (OC)

Lincaire

Superenroulée (CCC)

Relachée BEEiiiiuuisnon
Superenroulée EESEEE
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3.Elaboration de Cartes de restrictions des plasmides

Définitions:

La carte de restriction (= physique) est une représentation graphique
de la localisation des sites reconnus par les principales enzymes de

restriction sur une molécule d ADN.

Grace a une telle carte, il est facile de prévoir la taille des fragments

produits par digestion par une seule ou plusieurs enzymes de

restriction.

A ne pas confondre avec « Carte génétique »: Représentation graphique de
la position des génes les uns par rapport aux autres sur un génome.

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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vlein milieu du

AluI

EcoR 1
- --aAgleT - - -3 W ‘\ —Numéro
3 - - -TC/GA - - -5 Genre @ Escherichia (sl v a

W Expve © ooli plusieurs
/ \ Varicéid ; CTREY IS )

s /0
en décalé >

5---AG cCT-- -3
3 = =T C GA-- -5 extrémités
N cohésives
EcoRI . (3'sortant
5---GAATTC- - -3
3---CTTAA|6 - - -5
5= - - AATTC - - -3

3---CTTAA G - - -5

Aat IT
-E!LE.GT|E---3‘

3- - - c|TGcaﬂ---5'

5- - -GACGT c - - -3

3- - - ¢ TGCAG-- - -5
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Valeurs de longueurs en pb:

produits de la digestion
totale du plasmide pBR322
par Alu I.

Utilisation comme marqueur de
poids moléculaire
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Bsusl 23

Hindlll 29
Eco32l 185

Nhel 229
BamHl 375

SorA 40a Pael 562
/
/ Xagl 622
A
s 7Sall 651
7z

EcoRl Xapl 4359
Aatll 4234\
Sspl 41688

Scal 3844 )
Pvul 3733

~
Vspl 3537,

Eco31l 3433 Ecob2l ¢
Eam106l 331 gre
BsoM| 1063

Mva12691 1353

T_Fco130l 1369

Cail 2884 -~ _Eco88l 1425

Misl 1444

V' Bput0l 1550

\\ Bsgl 1650
Al BspLU111 2473 N Kpn2l 1664
Sapl 2350 \ BsaBl 1668

Ndel 2295
Bst11071 2244

BsaAl 2225

Carte du plasmide pBR322.
es sites'exis Atg@ﬁg@%ﬁ;&%mplaire

TDA
sur ce plasmide sont indiqués en gras.

Esp3l 2122
Psyl 2217

r
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Notion de Polylinker

Un polylinker = petite séquence d'ADN portant de tres
nombreux sites pour les enzymes de restriction les plus
utilisées en génie génétique.

Doté d'un polylinker, un plasmide ou un ADN de
bactériophage devient un vecteur de clonage dans lequel il

est possible d'insérer de |'ADN étranger.



Eco01091 2674 BstAPl 179

Aatll 2617
Sspl 250

Pdml 2294

Begl 2215
Scal 2177

Sapl 683

Aflll, BspLU11| 806
Gsul 17284

el 17794

Cail 1217
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