el - el Ll B sl
+EICH foloHMHot | +2RISHES - HAFS
ECOLE SUPERIEURE DE TECHNOLOGIE - LAAYOUNE

Méthodes d’analyse biologique

Génie Agrobiologie Pr. F. FAHMI
Semestre 2

Année universitaire 2019/2020

Méthodes de séparation

Introduction

* Ensemble de procédés utilisés pour séparer les constituants d’un
mélange.

* Techniques basées sur les différentes propriétés physiques des
constituants du mélange.

* Le choix de méthode est en fonction du mélange considéré et des
états de ses constituants.

* Sidans un mélange on peut distinguer deux ou plusieurs
constituants, le mélange est hétérogeéne. (exemple : un jus de fruit
dans lequel on voit de la pulpe)

* Sionn’en voit qu’un seul, le mélange est homogéne. (exemple :
I’eau de mer)
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1- La décantation

C’est un procédé mécanique qui permet de séparer soit:

* Une phase solide de maticres en suspension dans un liquide (solide-
liquide).

—

On laisse reposer le mélange liquide

trouble

v

mélange d'eau et du sol
apres agitation
(mélange hétérogéne)

dépét

Les particules solides les plus lourdes (sol) se déposent au fond
d'un bécher aprés un certain temps de repos.

La plus grande partie de l'eau pourra ensuite étre versée
délicatement dans un autre récipient.

* Deux phases liquides non miscibles de densités différentes (liquide-
liquide).
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Séparation de I'huile et de I'eau a l'aide d'une ampoule a décanter.

décanter

Le liquide qui possede une grande densité se déplace vers le fond
de ’ampoule.

Le liquide qui possede une faible densité se déplace vers le haut.
Lorsque les deux phases sont bien distinctes, on peut séparer les
deux liquides.
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2- La filtration

La filtration est utilisée pour séparer un liquide d’un solide qui est
insoluble.

® On utilise un filtre qui permet de retenir les particules solides qui sont
plus grosses que les pores (trous) du filtre.

/
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/
/

rd
<
Eau + sable

% Filtre
\ Resndu (sable)
‘ 17 Entonnoir
/

o . . -
Le liquide qui passe au travers du filtre P T

est appelé filtrat et le solide retenu sur le / \
i Filtrat (eau)

papier est appelé résidu.

3- La centrifugation

La centrifugation est une technique de séparation qui, par I’action de
la force centrifuge, permet de séparer de deux a trois phases.

Le mélange est entrainé dans un mouvement de
rotation trés rapide dans une centrifugeuse.

Les particules solides les plus lourdes sont poussées
vers le fond du récipient (culot) sous l'action de la
force centrifuge, alors que les particules plus 1égéres
- et les liquides restent en surface (surnageant).
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Surnageant

Avant la

centrifugation

|
N '; Culot
. Force centrifuge

Aprés la
centrifugation
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4- L’évaporation

L'évaporation est un processus par lequel on élimine la partie liquide d'un
mélange en le transformant en gaz.

Le mélange s'évapore naturellement
a température ambiante

Accélérer le processus en chauffant
le mélange

résultat:
eou salée.
on Chauﬂ-‘ef 4 ébullition et tt
: Vaporisation & :
du liquide dépit de sel

bec Bunsen:
Le liquide a disparu mais
des cristaux sont apparus.

L'évaporation sert a récupérer la partie solide d'un mélange homogéne
(sel dissous).

5- La distillation

La distillation est une technique de séparation des mélanges, utilisée pour
séparer les constituants d'un mélange homogéne liquide ou d'un mélange
hétérogéne comportant au moins une phase liquide.

Sortie d'eau du réfrigérant

Thermométre
Réfrigérant a eau

Ballon

Entrée d'eau
du réfrigérant

= o=

Mélange a distiller

Chauffe-ballon

Distillat

* Le mélange placé dans le ballon est chauffé jusqu’a ébullition.

* L’eau est alors vaporisée tandis que les composés dissous restent.

* La vapeur d’eau traverse ensuite un réfrigérant. A son contact la vapeur d’eau
se refroidit et se liquéfie pour former des gouttelettes qui coulent et forment le
distillat (eau pure).
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6- La chromatographie

La chromatographie sur papier est utilisée pour séparer un mélange de
colorants grace a leurs différentes vitesses de migration.

Plaque de
chromatographie
(rectangle de papier filtre)

Ligne de dépot

(tracée au crayon a papier) \ /

Dépdt d'une goutte de mélange réalisé
a I'aide d'une pipette.

* On trace la ligne de dépot a environ 1 cm de la partie inférieure.
* Sur la ligne de dépo6t, on dépose une goutte de mélange.

9
Cuve de chromatographie
(Bécher)
*  On prépare ensuite la cuve a
chromatographie.
*  On verse dans de ce dernier de
I’eau ou I’alcool a environ 1 cm.
Eay ———
ou Alcool . J
, ¢ On doit maintenir verticalement
T la plaque et plonger sa base
Attente de quelques dans un solvant.
minutes * Le liquide va alors monter le
long de papier par capillarité et
entraine avec lui le colorant vert
qui fini par se séparer en deux
taches de couleurs bleu et jaune
(molécules.
10
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Méthodes de marquage

Introduction

* Les cellules vivantes non pigmentées ne sont pas clairement visibles
au microscope a fond claire.

Utiliser des colorants spécifiques pour une observation
correcte.

* Cette technique n’est pas suffisante, il faut descendre au niveau
moléculaire pour savoir la localisation et la quantité de molécules
présente dans une cellule.

Techniques de marquage

Fixer d’une maniére spécifique ce qu’on veut détecter pour le
rendre visible au microscope.

11

12

1- La fluorescence

* La fluorescence est une émission lumineuse provoquée par I'
excitation des électrons d'une molécule.

* Permet de marquer spécifiquement un élément, un organite ou une
protéine.

¢ La molécule de détection est accrochée a une molécule fluorescente
(fluorophore, fluorochrome).

* La détection se fait a I’aide d’un microscope a fluorescence.
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2- La radioactivité

* Laradioactivité est I’émission de rayonnement par des atomes

instables.

¢ La molécule de détection est un atome radioactif.

* Poser la préparation sur une pellicule photographique qui sera
développée au bout d'un certain temps d'exposition (quelques heures
a quelques jours). On obtient alors une image dont les zones
sombres sont les plus radioactives.

- = - ’..,.
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13
3- immunomarquage
L’ immunomarquage consiste a révéler une protéine spécifique sur une
coupe de tissu.
Principe :
 utiliser un anticorps spécifique a la protéine recherchée, afin qu’il
puisse s’y fixer. D’un autre c6té, on couple ce méme anticorps a un
fluorophore, pour nous permettre de le détecter au microscope.
-4—Fluarophore
H\* Anticorps secandaire
#4——— Anticorps primaire
Antigéne
14
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Méthodes optiques

+ Etudier I’absorption moléculaire.
* Pour réaliser cette étude, on utilise deux types d’appareils:

Photométres

Spectrophotomeétres

15

Spectrophotométrie

* La spectrophotométrie est I’une des techniques analytiques les plus
utilisées en biochimie.

* Identifier des molécules a 1’aide de leur spectre d’absorption de la
lumiére dans le domaine du visible ou du proche ultraviolet.

* La concentration de composés connus peut étre déterminée en
mesurant 1’absorption de leurs solutions a une ou plusieurs
longueurs d’onde.

* De nombreuses réactions enzymatiques peuvent étre suivies par
spectrophotométrie en observant I’apparition d’un produit ou la
disparition d’un substrat.

16
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* Les spectrophotométres mesurent I’absorption de la lumiére
appartenant aux domaines du visible et de I’ultraviolet (UV).

* Les longueurs d’onde: de 800 a 400 nm pour le visible, de 400 nm a
220 nm pour UV.

17
2- Loi de Beer - Lambert
» L'absorbance est en fonction de la concentration du soluté comme le
montre la loi de Beer - Lambert :
A=log(Io/h)=¢e.A.C
A = absorbance sans unité. L (cm)
I, = intensité lumineuse incidente (avant -
interaction avec le soluté). i zoluté de
I = intensité lumineuse transmise. ; concentration €

¢ = coefficient d'extinction (qui dépend
intensite

—-

transmise I

de la longueur d'onde) : N
intfensite ,

1- Si la concentration du soluté est -
incidente I

en M (ou mol.L!), g est en M-l.em’!,

c'est le coefficient d'extinction

molaire : gy

2- Si la concentration du soluté est en % (masse/volume), € est en g'l.L.cm’!, c'est

le coefficient d'extinction pondéral : €,

A = longueur du trajet optique (en cm)
C = concentration du soluté (I'unité dépend de celle du coefficient d'extinction).

E. Jarpard {2606)

18
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3- Titrage spectrophotométrique

Figurc | Figurc 2

W, fr" \ ! ~ 27 umol/L
FAR -
\ /' \ g

-0 Cs ) C (pm

» On recherche le maximum d'absorption pour la solution chimique
(fig.1).

» On trace la courbe d'étalonnage A = f(C) a l'aide de solutions de
concentrations connues (fig.2).

» On place la cuve contenant la solution a titrer dans le

spectrophotometre et on mesure Ag. On lit alors graphiquement Cg
sur la courbe d'étalonnage.

19

4- Suivi d'une cinétique chimique lente

> On place le milieu réactionnel dans le spectrophotométre et on
reléve A au cours du temps,

> On utilise la droite d'étalonnage A = f(C) pour déterminer la
concentration au cours du temps,

> On déduit x = f(t) des concentrations en fonction du temps a l'aide
du tableau d'avancement,

> On trace x = f(t).

* L'ordinateur réalise tous les calculs nécessaires et donne x = f(t) a
partir des mesures d'absorbance.

20
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Microscopie
1- Définition
* La microscopie est I’observation d’un échantillon (préparation
microscopique) a travers le microscope.
* Elle permet de rendre visible les éléments invisibles a 1’ceil nu, soit
par leur taille, soit par leurs couleurs.

2- Types de microscopie

21

a- La microscopie optique

Le microscope optique permet d’observer les cellules qui sont
généralement des corpuscules incolores et translucides.

a-1- Description d’un microscope

22
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b- La microscopie électronique

* Le principal intérét du microscope €lectronique par rapport au

microscope optique est d’augmenter le grandissement.

* Au lieu d’étre éclairé, 1’objet est bombardé par un faisceau

d’électrons.

* [’image mettra en évidence les structures plus ou moins opaques

aux électrons.

* L’objet doit étre coupé en tranches ultrafines puis imprégné de sels

de métaux lourds qui vont se fixer sur les différentes structures
intracellulaire et les rendre plus ou moins opaques aux électrons.

23

Méthodes de de biologie moléculaire
1. Extraction et purification du matériel génétique
Matériel génétique: présent dans les virus, les bactéries et les cellules.

ADN des cellules eucaryotes animales = ADN nucléaire + ADNmit
- source : sang, tissus, cultures cellulaires. ..

ARN = ARNm, ARNt, ARNr
- sensibilité aux RNAses

- spécificité tissulaire des ARNm (ADNCc)

quantification par mesure de 1’absorption a 260 nm.

24
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A partir de 5 ml de sang:

- Hémolyse des globules rouges.

- Récupérations des globules blancs en centrifugeant

- Elimination des protéines par le phénol, qui dissous
les lipides et précipite les protéines en laissant les acides
nucléiques en solution.

- Récupération de I’ADN dans la phase aqueuse.

- Précipitation a 1’Ethanol.

Extraction de ’ARN.

Le principe de la purification est le méme que pour I’ADN.

Les ARN sont trés instables, des molécules stabilisantes sont ajoutées.

25

2. Des outils enzymatiques pour étudier 1 ’ADN

% (endonucléases, DNAses...)

Y
@ (ligases)
h RGUEVE

” J(\\/\\ ROV

RUAIAL
i‘ AN

Q /)olymerases kinases...)
ﬁ atgct gat
(polymérases...)

oooste (polymérases...

)

26
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2.1. Couper
2.1.1 Enzymes de restriction

* Endonucléases capables de couper des séquences nucléotidiques a
des sites spécifiques en termes de bases.

* Enzymes d’origine bactérienne et le nom provient du nom de genre
et d'espéce de la bactérie dont elles ont été isolées.

Eco RI.
s N
AN
Escherichia  coli Ryl3 |
| C
genre t |
espece |
i i
souche:
18 gnzyme de restriction
exiraite de E. colf

27

* Les enzymes utilisées en biologie moléculaire sont de type II. Elles

* Coupures franches
5 '---GTTAAC—- Hpa | 5'—GTT 1 AAC-—
—CAATTG—5" — —CAA

* Coupures cohésives

- nucléase S1: - ADN simple brin
- RNAse A (ARN), H (hybrides ARN/ADM //\

ends

reconnaissent des séquences palindromiques de 4 a 6 paires de base.

TTG-—-5"'

5 '—-GAATTC— EcoRI 5’ —-g_l_rm AATTg..-s ‘
—CTTAAG--5" o =

2.1.2. Endonucléases Activity of nucleases

- DNAse I : - ADN double ou simple brin |

, A —  —
2.1.3. Exonucléases : 5’3’ ou 3’5’ 4 N P
Internal cuts Nucleotides removed from the

28
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2.2. Synthése et copie
* activité des polymérases : 5’ — - 3~

* ADN polymérases :

- produit : ADN
- matrice : ADN simple brin + amorce ADN

* ARN polymérases :

- produit : ARN
- matrice : ADN simple brin

* ADN polymérase ARN dépendante (transcriptase réverse, inverse) :

- produit : ADN
- matrice : ARN + amorce

29

3. Séparation de fragments d’ADN : électrophoreése sur gel
(agarose, acrylamide...)

* L'action d'une enzyme de restriction sur une molécule d'ADN génére
des fragments de restriction.

* Ces fragments d'ADN peuvent &tre séparés suivant leur taille sur un
gel d'agarose ou d'acrylamide.

* Le mélange contenant ' ADN coupé est déposé a une extrémité du
gel qui est ensuite soumis a un champ électrique.

Ftagment_s d'ADM

Electrophorése an gel

ADN (-) -

cathode (-) anode (+) Générateur d'énergie

30
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Meélange
de molécules

d’ADN
de taille
différente

. ¥ 5
| 4
* Les molécules d'ADN (chargées
négativement) migrent dans le
champ électrique vers 1'anode.

* Elles se séparent selon leur taille
: les molécules les plus grandes
sont davantage retenues que les
molécules plus petites et migrent
moins vite et donc moins loin
dans le gel.

sens de la migration

Potentiel
électrique

Molécules

y o
| »Moiécu\es

plus courtes

31

Visualisation de | ’ADN

* Afin de visualiser les fragments d'ADN aprées électrophorese, le gel
est trempé dans une solution contenant du bromure d'éthidium.

* Cette molécule s'intercale entre les bases des acides nucléiques et a
la propriété d'émettre une fluorescence rouge orange lorsqu'elle est
excitée par la lumiére ultraviolette.

* Le gel est observé sous une lampe a U.V. et les molécules d'ADN
complexées au bromure d'éthidium deviennent visibles.

uv

bromure d ’éthidium
(molécule intercalante fluorescente)

32
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Il est possible de déterminer la taille  J 150 | w
des fragments de restriction obtenus g2
en comparant leur mobilité a celle de
fragments d'ADN de taille 232 kb
déterminée (marqueurs de taille).

0,13kb

* Dans certains cas, les molécules a
séparer ont été préalablement
marquées par l'incorporation d'un

détection facile par autoradiographie
par l'enzyme de restriction Hind Ill).
Abréviation : kb, kilobase.

sens de la migration

. . . . Les échantillons sont déposés dans les puits. Aprés migration des
isotope radioactif, ce qui permet une fagments SADN. leur tails est déterminés par comparaison do leur

q de poids puits 1). La taille des marqueurs
de poids moléculaire est indiquée a gauche (ADN du phage 5. digéré

33

4. Hybridation moléculaire
4.1. Sondes moléculaires et hybridation

* Hpybridation : association de 2 séquences d’acides nucléiques sous forme
simple brin sur la base de leur complémentarité

* Sonde : séquence d’ADN complémentaire de la séquence cible.
Principe:

Cette technique permet la détection d’une séquence cible dans un mélange
d’acide nucléique.

ADN double brin WD DD nIIEE

Dénaturation :
température de 100°c
et/ou soude

ADN simple brin —_————————

+ sonde
Hybridation: température
inférieure a la température de
fusion (Tm).
Apparition d'un duplex
S I

34
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¢ Facteurs ayant une influence sur I’hybridation

- la température: la température optimale d’hybridation est en général
inférieure au Tm de la sonde

- la taille des fragments ou des sondes

- la force ionique: 1’hybridation est accélérée en forte concentration
saline

- la nature des hybrides : la stabilité des hybrides (des plus stables aux
moins stables est la suivante: ARN/ARN > ARN/ADN > ADN/ADN

* Types de sondes

- sonde génomique : fragment obtenu par coupure de I’ADN génomique

- sonde ADNc : sonde ADN obtenue par transcription réverse d’un
ARNm messager (= séquence codante)

- sonde oligonucléotides : ADN (ou ARN) simple brin de 18 a 50
nucléotides synthétisé chimiquement

35

4.2. Hybridation sur support : Southern blot (ADN), northern blot

(ARN)
* Permet aux chercheurs de détecter des séquences nucléotidiques
particuliéres dans un échantillon complexe d’ ADN.

* Southern blot peut servir notamment a comparer les fragments de
restriction produits a partir de différents échantillons d’ADN
génomique.

* Northern blot permet d’analyser 1I’expression d’un géne. Une
variation de la quantité d’ARN d’un échantillon & un autre refléte
une variation d’expression du géne correspondant.

TECHNIQUE :

Dans cet exemple, nous comparons des échantillons d’ADN génomique
provenant de trois individus : un homozygote pour 1’alléle normal de la

B-globine (I), un homozygote pour I’all¢le mutant des cellules
falciformes (II) et un hétérozygote (III).

36
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s Fragments
: ADN + enzyme Acle restriction Aot
—_—
[ Allele 11 Allele M Hétérozygote

nomalde  descelules
la p-globine  falciformes

Chaque échantilon o ADN est mélangé &
|2 méme enzyme de restriction -

La digestion de chaque échantillon donne
unmélange de millrs de fragments de restriction.

Wwrmiemnmnm

i0 e v m

el
il

Wiy mimwerrnnm

(0 Préparation des fragments de restrction. ) lectrophorése sur gel. Les fragments de
restriction farmés & partir de chaque échantillon
sont separés par électraphorése.

Membrane
e nitrocellulose
(buvard)

Vg Senviettes
Solution ~~ £ papier

alcaline

9 Transfert d'ADN (buvardage). Le gel éfant
dlisposé: comme on |e voit c-dessus, Lne solution
alcaling monte et passe a travers le gel sous
['efft de la capillarté; I'ADN se trouve ainsi
dénaturé et transféré sur une membrane
de nitrocellulose. Cela produit un buvard avec
un motif de bandes d'ADN identiques & celles
qui sont présentes dans e gel.

37

Solution dans un sac de plastique
contenant [z sonde marquée

d'un isotape radioactf ‘
pour le géne de 2 f-globine. |

-

Buvard de nitrocelulose

11
[

Applications:

La sonde se e par des iaisons hydrogene

3 des fragments contenant des séquences
(' ADN ce la p-globine normale ou mutante

%Fragmentde [l

e I3 frolobing
3 celules falciformes

lfragmem de alile
de 3 f-globine nomale

(0 Hybridation a s 'une sonde marguée. L membrane denioceluose est mie
en présence d'une salution contenant une sande maruée d'une facan quelconque.

Mise en évidence de réarrangements chromosomiques.
Diagnostics de maladies héréditaires (Mutations).

I I I

= _\Pelhcule

—  — oo
graphique
sur e buvard

() Detecton de a sonde, Une el
photographigue est placée sur le buvard.
La radioactivité de a sonde liée mene
& la eproduction, sur fa pellicule, de image
des bandes contenant I'ADN dont les bases
sont appariées avec a sonde.

38
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boucie

4.3. Synthése d’un ADNc

5 purification d'un mRNA 3’

mmm

hybridation d'un oligo{dT) ¢

copie du mRNA en cDNA

dégradation du mRNA *NaOH

5’

DNA polpmérase

synthése d'un deuxiéme brin *

suppression de la boucle

AAAAAAAAAAA
L OA VOV NN OO N O, N gininnssnn

39

*  ARNm est mis en contact avec une amorce poly-T, qui hybride avec
la queue poly-A de I'ARNm.

* La transcriptase réverse reconnait I'amorce et initie la production
d’un brin d'ADN complémentaire du messager de départ.

* RNase H reconnait les diméres ADN-ARN et dégrade ' ARNm.
* Le brin d’ADN fabriqué forme spontanément a son extrémité 3’ une
boucle en épingle a cheveux en s’hybridant sur lui-méme.

* Dextrémité 3’ de cette boucle va servir de site de démarrage pour la
ADN polymérase qui va synthétiser un brin de ADN
complémentaire du premier.

* Une nucléase spécifique du ADN simple brin supprimera la boucle
de I’extrémité. L’ ADNc double brin est prét.

40
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6. Les « banques » d’ADN

» banque génomique
- obtenue en intégrant des fragments d ’ADN génomique dans des
vecteurs.
- représente tout le matériel génétique

O
= (2 2 //F} O (43)
77 et & R
e ( W, DD 0
O
C:n/l;:Intn fragments. OODE" up vecmrc
O O O O

Make recombinant DNA.

O® ow%}i O 0§y (O@

Introduca into bacteria to clone.
(o}
» banque ADNc : Selec clone i gens A
- obtenue en intégrant des fragments d *ADNc dans des vecteurs
- ne représente que 1 ’ADN exprimé dans les cellules a partir desquelles
I’ARNm a été extrait

41
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