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ces techniques.

Savoir analyser les résultats de
ces techniques.
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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 l|'aide de
réactifs préts a |l'emploi.
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hmm|mmm -disperser les bicouches lipidiques des

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

associées a |' ADN dans la chromatine

I  |'ADN: tres longs filaments
[ 1]

s'opposant aux écoulements
hydrodynamiques.

hmamm protéines dénaturées > précipité a
I'interface phénol-eau = « gateau »
I"ADN en solution dans la phase

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

aqueuse

ahiad o) bliosl .mmnm- L'ADN collecté/centrifugation
=addition d'éthanol ou d'isopropanol :
dans la phase agueuse - dissous dans Tampon ou Eau pure.

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




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
o AR c/"{ RAR membranaires .e’r\ les enzymes
d © o0 o oM oW oN O OH, lysosomiales et libere ainsi I'ADN
Lauryl (dodécyl)-sulfate de Sodium . touten préservant sa structure.

UES



Phénol = agent déprotéinisant —

Extraction de I'ADN

Cellules lysées ou

Surnageanmt

tissu homogenéisé e | ADN, ARN
protéines, ADN, ARN %0 ma Protéines
Phénol distillé | Phénol
saturé Tris Agier a
d=1.07
10000 g

Surnageamt g 4¢
ADN, ARN 10 mn Surnageant

CHCL / ADN, ARN
Isoam F_c:H a en solution
d =1 45
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Les solutions d'acides nucléiques et de protéines issues des préparations précédentes sont purifiées par addition de phénol saturé de tampon Tris-EDTA. 
Après agitation douce du mélange, on sépare les phases par une centrifugation de 10 min sous 10000 g à la température de 4°C. A la sortie, on distingue une phase aqueuse surnageante contenant les acides nucléiques en solution, une phase organique au fond du tube : phénol + lipides et à l'interface un « gâteau » de protéines précipitées. 
On recueille la phase aqueuse avant de la laver par un mélange de chloroforme (CHCl3) et d'alcool isoamylique dans un rapport 24:1 (volume:volume). On recueille à nouveau une phase aqueuse contenant l'ADN en solution et une phase organique (24:1) contenant des restes de phénol, de protéines et de lipides.


Purification de I'ADN

EtOH 100 %

0 20°C 10000 g EtOH 65 %
-20° 0 4c NaCIO3 M
NaCl3M méduse g -
Surnageant (?ulot
ADN, ARN | d'ADN
en solution
10000 g
0 a°c sécher
EtOH 75 % 5 mn B e
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.



La purification d'une solution d'ADN se fait le plus souvent par précipitations répétées dans l'alcool. 
Une solution d'ADN, portée à haute force ionique par addition de NaCl 3 M (1/10 du volume), est additionnée d'un large excès d'éthanol absolu à -20°C. Au bout de quelques minutes au maximum, on voit apparaître un précipité blanchâtre, translucide et filamenteux (la « méduse ») constitué de longs filaments d'ADN précipité. 
On recueille ce précipité par centrifugation à 10000 g pendant un quart d'heure environ. Pour laver l'ADN on resuspend le précipité dans de l'éthanol à 75 % toujours à -20°C. puis on centrifuge à nouveau. Le culot de cette dernière centrifugation est égoutté, puis séché sous vide. 
On peut conserver l'ADN à sec ou le redissoudre immédiatement soit dans de l'eau pure stérile, soit dans un tampon Tris-EDTA.



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:

Electrophorése 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) I'adsorptiontsélectivesdessARNosur support solide.


Une fois les cellules convenablement lysées, les ARN, protégés de l’action des RNAses, peuvent être extraits. L’extraction des ARN peut être réalisée selon deux grands principes : 1) les différences de propriétés physico- chimiques entre les différents acides nucléiques et les protéines ; 2) l’adsorption sélective des acides nucléiques sur un support solide. 


GuSCN: agent

puissant de beta2-mercaptoéthanol
dénaturation des :rupture des ponts
téines: : : ”
protéines:Lyse “ Isolation du RNA disulfures protéiques

NH. . 8000 rpm
N 7,9 mi tampon 10°C
NH—C—NH GUu.SCN 4M 10 mn
4 : SDS. 1T
Thiocyanate de a
Guanidinium cellules
(Gu.SCN)
surnageant 35000 rpm Extraction
GUSCN 20°C NaCl0,1 M  Précipité
CsCl 2.4M 24 h Phénol Ethanol

- 20°C

p=120 a

Pour extraire |'ARN d'un tissuoud' une suspension de cellules, il faut

RNA>9,7 S

DL N/l \ 212 ..

impérativement inhiber toute trace d' ARNase.



L'homogénéisation dans le tube de Potter se fait dans un tampon Tris-EDTA en présence de thiocyanate de guanidinium 4 M et de SDS. Les débris cellulaires sont sédimentés en 10 min à 10 °C. 
Le surnageant contenant les acides nucléiques est déposé sur un gradient de densité comprenant au fond du tube une solution très dense de CsCl 5,7 M surmontée d'une couche intermédiaire de CsCl 2,4 M. Ce gradient est ultracentrifugé durant 24 heures à 30000 tours/min à la température ambiante. 
On peut alors recueillir un culot d'ARN de masses moléculaires élevées qui seront soumis à l'extraction par le phénol et le chloroforme.
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Purification du HNA-paIy(A)

4 mg (100A_,
r.muulu Hunmlm umniu
:Il:-‘.:l 0.5M 70°C 3 mn
oligo{(dT) dépotKCI0.5 M
059
* Ao =0
KCl ﬂ.ﬂl 1
I7°C Micro-essai H
RNA-polylA) 1 ug Tris(pH 7.5 50mid; ?
KCl 30 mM; MgCl, 8 mM; HO =C=H
RNA- Inhibiteur de 'i'msr; H-E-I:IH
poly( A) oligold; dithiothrétol;
A, =4 udo dNTP 2mi; AC TP (a-p); ?H'z
soit 160 pg Reverse transcriplase
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Après avoir lavé la colonne en milieu alcalin (potasse), on charge les RNA totaux à haute force ionique (KCl 0,5 M) puis on rince la colonne avec du KCl 0,1 M en surveillant l'absorbance de l'éluat à 260 nm pour s'assurer de l'élimination des RNA non retenus par la colonne (rRNA, tRNA,... ). Enfin, on élue la fraction retenue par la colonne en abaissant la concentration de KCl à 0,01 M et en élevant la température. 
Un micro essai avec la reverse transcriptase permet de s'assurer de la qualité de ce RNA poly(A) comme matrice pour la synthèse de cDNA. 



QUANTITE DE L'ARN:
DO260nm =1 correspond a 40 ng/uL 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 a copfes 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 suer-crrouté Différentes formes d'un plasmide
R HEY rome L'axe de la double hélice d'ADN

’ peut lui-méme s'enrouler en une
super hélice droite ou gauche.

DMase

Cette forme de
caupumm—e bBrin cuupurl:.::fuubl-clhnn I.ADN JOLIZ un r.ale blOlOquue Tf‘éS
rd ‘ important (compaction, stabilite
; coupure simple I:|r|n
: de I' ADN).
g rome 4 > Formeln }Une coupure sur un seul des deux
5 brins d'ADN superenroulé (forme
P W I) déverrouille la superhélicité et
ADN circulaire ouvert ADN linéaire per-me-r IC r-elachemen-r 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 ToiTEcHNIQUES preduifitioune  molécule  linéaire

: " (Forme TIT),




@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 I'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 «

e

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

Dénaturation de I' ADN T(g’

Neutralisation rapide /acé’rz’r otassium (pH 5,5)

Renaturation de 'ADN plasmidiun‘ ecipitation de 'ADN Chromosomique

EIVQi des ARN/ribonucléases (hydrolyse sélective des ARN/ ADN intact)
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Le principe: 
lyse des cellules au moyen d'un détergent (dodécyl sulfate de sodium) en présence de soude, à pH 13
Dénaturation de l'ADN
Neutralisation rapide
Renaturation brutale
Réappariement des brins du duplex d'ADN
L'ADN chromosomique, très long (~106 paires de base) ? enchevètrements insolubles (haute force ionique) + protéines précipitées+ détergent
L'ADN plasmidique, court (~10³ paires de base) ? Réappariement en solution
Séparation des espèces par centrifugation
Concentration de l'ADN plasmidique par précipitation à l'alcool
Elimination des ARN  ribonucléases (hydrolyse sélective des ARN/ ADN intact)
Principe de la lyse alcaline
Le milieu de culture est d'abord éliminé par centrifugation. Le culot de bactéries est ensuite resuspendu dans la solution 1, qui contient du Tris (tamponne le pH) et de l'EDTA. L'EDTA chélate les cations métalliques divalents (majoritairement le calcium et le magnésium), ce qui déstabilise la membrane bactérienne, et inactive les DNases.
Les bactéries sont ensuite lysées dans la solution 2. Cette solution contient de la soude (NaOH 0.2 M) ainsi que du SDS, qui est un détergent. Les parois
bactériennes sont fragilisées à pH basique. De plus, à pH basique, les deux brins de l'ADN se séparent. Le chromosome bactérien, très fragile, se linéarise en grands fragments, mais les deux brins des plasmides, beaucoup plus petits, restent circulaires et donc demeurent associés (contrainte topologique).
La solution 3, constituée d'acétate de potassium 3M à pH 5,5, permet aux brins d'ADN de se réapparier de façon complémentaire. L'ADN plasmidique se renature très vite car les brins n'avaient pas pu se séparer l'un de l'autre. La renaturation de l'ADN génomique nécessite plus de temps, et finalement ne peut avoir lieu car ces fragments d'ADN simple brin précipitent sous l'effet de la forte concentration en sels. L'ADN double brin reste en solution. Le SDS est lui aussi éliminé par précipitation.
L'ADN plasmidique est finalement précipité par addition d'isopropanol ou
d'éthanol. Ces alcools mobilisent l'eau du milieu, ce qui diminue la solubilité de
l'ADN. Les charges négatives portées par les phosphates de l'ADN sont neutralisées par les ions potassium ajoutés lors de l'extraction.



= 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 sédimentation.

AV

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
s N ~ R s N
: : La particule
La particule La particule ne P
2 i s'éleve >
sédimente sedimente pas
flotte

k J‘ . ~ \ /
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PRINCIPES DE BASE
La centrifugation est une 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. En effet, un des facteurs qui influence la vitesse de sédimentation est la différence entre la densité de la particule et celle du solvant. On peut donc moduler cette vitesse en faisant varier de façon continue ou par étape (discontinue) cette différence de densité en créant un gradient de concentration.
Si la densité de la particule est plus grande que celle du milieu, elle sédimentera. Plus la différence de densité est grande plus la sédimentation est rapide. S'il n'y a aucune différence de densité, il n'y aura aucune sédimentation, quelle que soit l'accélération. Si la particule est moins dense que celle du milieu, celle-ci s'élèvera dans le tube jusqu'à atteindre un niveau de densité égal à la sienne ou, le cas échéant, jusqu'à flotter à la surface.



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 étre:

>trés solubles en solution aqueuse > des

densités suffisantes.

*>inertes, peu coliteux, faciles a manipuler, non

Toxiques, etc.
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On recherche aussi des produits qui sont relativement inertes, peu coûteux, faciles à manipuler, non toxiques, etc. Évidemment aucun produit ne réunit toutes ces qualités et on doit choisir en tenant compte des contraintes expérimentales



»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.


Son coût et le fait qu'il s'agisse d'un sel, donc de molécules chargées, réduisent son champ d'application. 



I
e e logarithmique
(convexe

exponentiel
(concave)

Concentration

position dans le tube

o |
discontinu

Gradients discontinus Gradients continus
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On peut faire des gradients discontinus en juxtaposant un par-dessus l'autre des solutions ayant des différences suffisantes de densités. On obtient ainsi des gradients discontinus. On peut facilement fabriquer des gradients discontinus en déposant une sur l'autre deux ou trois couches de solutions de diverses densités.
On peut aussi obtenir des gradients continus où la variation de densité est graduelle le long du tube à centrifuger. Cette variation graduelle peut être linéaire, exponentielle (concave), logarihtmique (convexe), etc.




1 - 2 — Le gradient de densité se forme au fur el & meswe de la

Mélanee de - centrifiigation
Flemide bactérin emwoulé (55 Gradient continu dn.’CICs
protéines o J/d—__\\l
v .
AFH bactirien ,:, | .y Force centrifizge
ATH duremoscrtique ™., ) ‘f % .
ADH plasmidique relacks O centrifiger
—h.

Les particules migrent jusqu’a ce
sohufion 4= C1Cs que lewr densité coit égale 4 cells
+BET de la solution lzs entourat.

l\-\'\-\_l-'/ll -

£ =
. I °°¢
™
La centrifigense est arrBtée oiand
la séparation est aaffisante

%

/O

i == THie——1

e
£ ADN plasmidique recombinant super enroulé

(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.
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L’électrophorèse est – avec la chromatographie – la principale des techniques utilisées en biologie pour la séparation et la caractérisation des molécules. 
Elle a quelques applications en chimie, mais est principalement utilisée en biochimie ou biologie moléculaire pour la séparation des protéines ou celle des acides nucléiques. 



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 polymere 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.

NUCLETIQUES




Principe:

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.

"

./ F" -}

[ Les depots se font cote

cathode car Ia

mazranon s¢ fait vers
Fanode.

O est important de ac

Pparc ce n'ClmPél' ‘ |

Cuve 3 slectrophiorse ' 2
* Tampon TBE pH § 3
- < -_.q

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



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

L’ADN migre genéeralement
en fonction de sa taille

Lee pores du gel sont d’autant

plue petit que le % en agaroee
ou en acrylamide eet grand
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Les applications de I'électrophoréese de |'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

P Séparation de fragments d'/ADN digérés avant
Southern blot ou d'ARN dans le cas de Northern
Blot.
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Il existe de nombreux types d'électrophoréses, dont :

» électrophorese sur gel de po

PAGE pour Poly-Acrylamide Ge

yacrylamide (ou

Electrophoresis)

» électrophorése en gel d'agarose ;

» focalisation isoélectrique (électrophorese dans

un gradient de pH)

» électrophorese bi-dimensionnelle ;

» électrophorése en champ pulsé ;

» Immunoélectrophorése (pour détecter une

interaction antigene/anticorps) ;-

TD1.TECHNIQUES DE SEPARA
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2.1 Electrophoreése 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 €tre 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 trées

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

Concentration d'agarose (% en MY [ Gamme de tailles idéales {(en
Kb}
(.3 2 — 6l
.6 1 —2)
)./ 08— 10
(.4 3=
|.2 .4 — 6
| .5 (L2—=3
2.0 (.1 -2
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GEL D'AGAROSE GEL D'AGAROSE

GEL D'AGAROSE 0.6% GEL DAGAROSE 1.2 %
r. . -\ ﬁ
- 20 Kb
WKL | - 10 Kb . p—
KD | skp | == W 4>
kb | e (WD | 4x> - (15
' ' - [0sK>
1K
0,8 Kb R [%sKb
0,8 Kb L S JeA KD
o Jun

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

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



38

B
8
-

=

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 exposé a des
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
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N Formule du bromure d'éthidium

: \_CH;’
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 |'une des principales méthodes de détection de I"ADN dans les
gels d'électrophorese.
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Les avantages de |'électrophorése en gel d'agarose sont:
®préparation aisée, rapide, et peu coliteuse des gels
d'agarose

®bas 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



Materiel necessaire -
Tampon d=chantllon

Cuve

EI;ZI::': s g garcse : mise en place du peigne.
i 3rs= de 'egarcss

Exian (chxufiags de ['agascas) e

‘=

Lactors sous TV - EET

siigration des molecy

dis= sous T=rsion
Cothode ) =t umre%

chargess posit ni
et negativement N - Migreson
Sdeu char : Eflen= Cfzncl, ADN grands= taile
ATM _;fpl'r:spha'.z Bi=u fonos - Sl=u de Bromaophencl, ADY petite taile, fror de migration
donc poffanion donc du - au + Varahle seloz %o agar
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2.2.Electrophorese sur gel de polyarylamide

@L'acrylamide est le nom usuel du 2-propénamide (amide
acrylique) de formule brute C;H;NO.
@En biologie moléculaire, on utilise |'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 .
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GEL D'ACRYLAMIDE NATIF (L'ADN est double brin)

GEL D'ACRYLAMIDE GEL D'ACRYLAMIDE
g% 16%
1600
oy N ey

—— - 00
500 bp| — — ﬁ m=
—ET
r— Iﬂﬂ: — 100 bp
B e — 1
e — 8 bp

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

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

/

-

e

|

i

nen

. l.l;“

L s

16k

UL A
'R

ieb

Efficace pour les trés EeTn‘s fragments d ADN
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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 |"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).
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Electrophorése de I'ADN plasmidique

Gel MiGroscopee Schema

Bande a moindre mobilité
> forme relachée

= f-"',;,-“ {*"?1 Bande a + forte mobilité
wEE T > forme superenroulée
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Formes linéaire, relachée, super-enroulée

Ligne de depot

Relachée (OC)

Lineaire

Superenroulee (CCC)

B Relochée eSSy
Superenroulée B
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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.

Grdce 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 genes les uns par rapport aux autres sur un génome.
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cohésives
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-CTTAA e - - -5
Aat IT
Ghﬂﬂ!“c---s*
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Valeurs de longueurs en pb:
produits de la digestion
totale du plasmide pBR322
par Alu I.

v

Utilisation comme marqueur de
poids moléculaire

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



52

Bsu§
— Frmuu
Aafll 4284,
Sspl 4168 '
Scal se44
2
Pl 33 N

Pstl 3807

Vspl 353%‘&

Ecodll 34335%
Eami0bdl 3381

| 23
| 28
IE::n;iH 185
Nhel 225
/ BamHl 375

Sgrh) 409 Pagl 552
P ;._I'ayl 622

/ //San 851
’f: Boxl 712

EcosM ¢
S a7e
BsoMl 1063

-~ Mval269l 1353

T~ Fco130l 1368
Cail 2884 - ~~_EcoBBl 1425
: 4 s 1444
“Bpa10l 1580
%“*{%Eegi 1850
AfIL, Bsplli 11 2473 ‘x .Irgniélmaa
ﬁ]ﬂ; ;35& / | Pvull 2084 NI
Battiar aoaul || (B 2122
2244 ]_|st1 o
Bsafl 2275
Carte du plasmide pBR322.
Les siTé?lg%aﬁéﬁtEséD@@%ﬁg&@i&mplaire
sur ce plasmld\éugmgu iqués en gras.



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.
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