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1. Purification des acides nucléiques

1.1.Extraction de ’'ADN

=technique permettant d'isoler 'ADN

Soit a partir de cellules soit de tissus.

Pourquoi?
L'ADN extrait = digestion, hybridation (Southern

blot), sequencage, PCR, clonage...
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1.Purification des acides nucléiques

1.1.Extraction de ’'ADN

Différents protocoles pour extraire I'"ADN:

A partir de cellules (bactéries, levures, cellules
sanguines ...) ou de tissus (végétal, animal)

Ou encore

A partir de la matiere fraiche (feuilles de plantes ...)

ou de la matiere seche (phaneres ...)
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1.Purification des acides nucléiques

1.1.Extraction de ’ADN

Différentes variantes employées:

I'ADN genomique (issu du ou des chromosomes des
cellules analysées)

Ou

I'ADN plasmidigue (provenant de plasmides portes le
plus souvent par des cellules bactériennes comme

Escherichia coli).

Kits commerciaux -> extractions rapides a l'aide de réactifs

A (R 1 .
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1.1.Extraction de I’ADN

Méme schéma de principe (en quatre étapes) :

(1)Lyse des cellules
(2)Elimination des protéines
(3)Elimination des autres acides nucléiques (ARN...)

(4)Concentration de 'ADN par précipitation a 1'alcool

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



Préparation d'ADN génomique

1/4

=broyage ou pas
+ extraction/détergents

Solution tres visqueuse

I'ADN = tres longs filaments
s'opposant aux écoulements
hydrodynamiques.

disperser les bicouches lipidiques des membranes
edénaturer les protéines srtt celles associées a ' ADN dans la
chromatine
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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
SDS dénature les lipoprotéines
N o SH M OO SH oM branai Tl
Na? \/\/\/\/\/\c(\c“ < membranaires et les gnZ.Yl"nes
2 o o e i M A lysosomiales et libere ainsi |'ADN
Lauryl (dodécyl)-sulfate de Sodium . fout en préservant sa structure.

WES



Préparation d'ADN génomique
2/4

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

protéines dénaturées —> précipité a l'interface phénol-eau =
« gateau »
I'ADN - en solution dans la phase aqueuse
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- Phénol=agentdéprotéinisant

Extraction de I'ADN

Cellules lysées ou Surnageant

tissu homogeénéisé ‘;“:?c Y ADN. ARN
Fp;rotélnee. ADN, ARN - Protélnes
hénol distillé Phénol
saturé Tris Agiter a
d=107
10000 g
Surnageamt g 4¢
ADN, ARN  10mn Surnageant
CHC ADN, ARN
Isoam '?-OH a en solution

d-145
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4/4
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Préparation d'ADN génomique
3/4

=addition d"éthanol ou d'isopropanol
dans la phase aqueuse

L'ADN collecté/centrifugation
-~ dissous dans Tampon ou Eau

pure.

Pour éliminer les ARNs-> Traitement par |I'ARNase.
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Purification de I'ADN

5‘8“2:)?2% 10000 g EtOH 65 %
. 0 ac NaCIO3 M
NaCl3M méduse .5 . .
Surnageant ulot

N/ a d'ADN

ADN, ARN
en solution

10000 g
0 ac sécher
EtOH 75 % i redissoudre
a I'ADN purifié
Culot d'ADN par HO ouTE

+ARNase




SPECTROPHOTOMETRIE a UV

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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ADN natif
non digéré




1.2.Extraction de ’ARN

=technique permettant d'isoler I'ARN de cellules ou de tissus.

Pourquoi?
L‘ARN extrait = hybridation (Northern blot), banques ADN(c,
RT-PCR...

Différents protocoles pour extraire I’ARN avec méme schéma de
principe que pour I'’ADN MAIS avec beaucoup plus de

précautions ...

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



1.2.Extraction de I’ ARN

@Lyse cellulaire mécanique (congélation, billes de céramique ou

détergents) ou enzymatique (lysozyme ou la lyticase)

@Protection des ARN de I'action des ARNases.

Une fois les cellules convenablement lysées, les ARN, protéges

de I'action des RNAses, peuvent étre extraits.

L’extraction des ARN peut étre realisée 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
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QUANTITE DE L’ARN:
D0O260nm =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



ASPECT DES ARN SUR GEL D'AGAROSE

@queur de
PM (1kb

ARN totaux
non dégradé

ARN totaux
dégradés
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1.3.Extraction des plasmides
1.3.1. Les plasmides: Rappel

@Petites molécules d’ADN habituellement circulaire
@Existant indépendamment des chromosomes de I'hote
@Presents 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 copie unique Plasmides a copies multiples
19(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-enroule

JJ ‘(}Kﬂwﬂ}? Forme 1

Y

coupure simple brin

"1":" ‘_75-'-':-’\}:').:\_:*

£

Forme 11

NN,
*I’QJ\‘_\/;

0, Py ~J
N o

ADN circulaire ouvert

DNA ligase + ATP

‘\"'\\. -'J-’U
ADN circulaire ferme
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coupure simple brmgﬁ

Différentes formes d'un plasmide
L'axe de la double helice d'ADN peut
lui-méme s'enrouler en une super
hélice droite ou gauche. Cette forme
°°“"“’iii"f'° orin de I'ADN joue un réle
rd “q ~biologique tres important
(compactlon stabilité de I'ADN).

> Forme II1

5Une coupure sur un seul des deux

?é;?) 5 brins d'ADN superenroulé (forme I)

“n

oo™ o déverrouille la superhélicité et permet
AbWiineaire  Je reldchement spontané de 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 produit

o1 TECHNIQUESwReamelécule linéaire (forme III).
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1.3.2. Purification par Lyse alcaline
@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 |'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 «Q

o

Lyse des cellules /détergent (SDS) en présence &)&(pH 13)

Dénaturation de I'ADN totg ;@

Neutralisation rapide /acét:t tassium (pH 5,5)

Renaturation de I’ADN plasmidiquv ecipitation de 'TADN Chromosomique

Concentration de N &smidique par précipitation a l'alcool

ration de I’ADN par centrifugation

sion de ’'ADN plasmidique dans TE ou Eau pure

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

& ET D'ANALYSE DES ACIDES
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1.3.3. Purification par Gradient de chlorure de césium
= 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.

@0On 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.

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.

24 ET D'ANALYSE DES ACIDES
NUCLEIQUES




Comment?

Densité de la
particule >celle du
milieu

La particule
sédimente

25

Densité de la
particule = celle du
milieu

La particule ne
sédimente pas
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Densite de la
particule <celle du
milieu

La particule
s’éleve = flotte



1 - 2 ~ Le gradient de densité se forme au fur ef & mesue de la

Mélange de : centrifugation
Plaanide bactéren emoulé 5 Gradient continu de'Cle
P ®

prctéines o *
— .

AR bactizien 7 l /_\\ I .y : Force centrifuge

ADN clunmozomique ™ ] f é .

ADN plasmidique relacké O centrifuger

—p.

Les particules migrent jusqu’a ce
sohudion de C1Cs que leur densité soit égale & celle
+ BET de la solution lzs entourant.

— .

LN a >
La centrifugeuse est arrétée quand
la séparation est suffisante

3.

I =i — 1

7
£’ ADN plasmidique recombinant super enroulé

(bande intense de BET sous UV)
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La technique la plus utilisée pour la séparation

des acides nucléiques: L'électrophorese

Principe général:

Dans un milieu donné, la séparation des particules se fait
en fonction de leur charge électrique et pour des charges

identiques, en fonction de leur taille.



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 polyméres sont utilisés : |'agarose et le

polyacrylamide.

NUCLEIQUES



Principe:

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

matrice du gel en fonction de la taille des molécules.

) £
“[4 Les depots se font cote
carthode car Ia
mazratgon se fait vers
I'anode.
I st important de ac
Pat =& wromper ’

.-.'-, Y . \ A
/’d(_ g \ F

Lmeg '.’.'t’s.‘tu"_:‘..'ZC-Tf.’J e

‘dmpon TBE pH 8.3



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

L’ADN migre generalement
en fonction de ea taille

Les pores du gel sont d’autant

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

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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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 tres

grande taille, principalement de I"'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

32

Concentration d'agarose (% en M/V) |  Gamme de tailles idéales (en
kb)
(.3 S5—=060
0.6 | =20
0.7 0.83-10
0.9 0.5-7
.2 04-6
[.5 0.2-3
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GEL D'AGAROSE
GEL D'AGAROSE 0,6%

282~
1-F15

GEL D'AGAROSE

GEL DAGAROSE 1.2%
E 3 A
0 Kb - -
SKD | w— - s
- |1k
- osK»
. [osx»
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 est exposé a des
rayonnements ultraviolets,
le BET colore |'ADN en une

couleur rouge-orangée

Photographie
du gel

Un gel d'agarose avant éclairage

sous ultraviolets

Puits :

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

TD1TECHNIQUES DE senzymenrde restriction
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Révélation de I'ADN

La méthode de détection de |'ADN dans les gels d'électrophorese la
plus utilisée est celle au 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 lumiére utraviolette.



Matériel nécessairs :

Dizzclution de I’
_disser refodd

gr:::on d'echantlion Ajoutar BET
Pas de bulles !
g;;;::::-. + scotch Cuv arose : mise en place du peigne.
9 = e de I'agarcze

Eriso (chaunffags de 1'agazose)

Mize sous tension
Cathode (-) =t anode |
Migration des molecd

chargess positi \
et negativernent .

DN polfphosphate
donc poifanion donc du - au +

36

Lactare sous UV : BET

Migration

Sleu clar - Xflens Cfancl, ADN grands taile

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



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 'ADN.

@La concentration du gel: '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).

@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.

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION ET
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Electrophorése de I'ADN plasmidique

Gel Microscopie Schéma

Hgi Bande d moindre mobilité
j -> forme relachée

0T R R ST 3 forme superenroulée
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Formes linéaire, relachée, super-enroulée

— Ligne de dépot

Relachée (OC)

Lincaire

Superenroulée (CCC)

S Relachée SRRSOt
Superenroulée EEEE

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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3.Elaboration de Cartes de restrictions des plasmides

Définitions:

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 genes les uns par rapport aux autres sur un génome.

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION
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plein milieu du
motif 2>
extrémités
franches

en décalé >
extrémités
cohésives
(5' sortant)

41

AlurI
5'- = =AGCT~- - =3

3= =«=TC|IGA - - -5 Genre : Escherichia

N

5--~-AG CT-- -3
3'- - -TC GA- - -5
Eco RI
5- - -GAATTC - - -3
33- --CTTAA|G - - -5
5- - - G AATTC - - -3
3- - -CTTAA G - - -5
Aat II
5'---GACGT‘C---3'
3---clrecAac- - -5
5'- - -GACGT cC---3
3- - - ¢ TGCAG- - -5

TD1.TECHNIQUES DE SEPARATION

EcoR 1

\.\'mm‘m
d'ordre
(syva
plusicurs
enzymes)

Fspece : coli
Variété ;

en décalé 2>
extrémités
cohésives
(3' sortant)

Sites reconnlg et types d'hydrolyse



Valeurs de longueurs en pb:
produits de la digestion totale
du plasmide pBR322 par Alu I.

v

Utilisation comme marqueur de
poids moléculaire
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Pdml 2294

Begl 2215
Secal 2177

Gsul 1784

Cir10l 1779 /

Eco31l 1768

Eam1105] 1694 ,./

Eco01091 2674 BstAPl 179
Aatll 2617
Sspl 250

pUC18/19
2686 bp

Cail 1217
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Sapl 683

Aflll, BspLU11| 806



Not1(2441) Not1(7)

SacI(2438) HindIII (14)
Kpnl (2439) BamHI (20) Q
Ndel (2423) EeoRI (A
) |

pEX-For ac Promoter

pEX-Rev

Seal (1732) pUC Ori
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