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I-	Extraction	ADN		
	
	
	
	
	
	
Source																												Extraction																										Purification	
	
	
•Dosage	de	la	quantité	produite	
•Contrôle	de	la	pureté	
•Contrôle	de	l’activité	
•	Stockage	

Obtenir	en	quantité	suffisante	D’ADN	tout	en	préservant	ses	propriétés	
physiologiques	(structure	et	activité).	

Chapitre	I	







I-	Plasmide		

•  Ajouter	10	ng	de	plasmide.	
2.	Laisser	incuber	dans	la	glace	pendant	1	h.	
3.	Incuber	à	42°C	pendant	2	min.	
4.	Ajouter	1	mL	de	milieu	de	culure	stérile,	mélanger	par	aller-retour.	Incuber	1	h	à	37°C.	
5.	Centrifuger	à	3	000	g	pendant	3	min	à	température	ambiante.	
6.	Eliminer	1	mL	de	surnageant.	Reprendre	délicatement	le	culot	avec	les	200	μL	restants.	
7.	Inoculer	2	boites	de	cultures	avec	100	μL	de	bactéries	chacune.	Les	boites	de	cultures	
doivent	contenir	du	milieu	de	culture	et	l’antibiotique	de	sélection.	
Laisser	incuber	15	min	à	37°C,	

•  Décongeler	200	μL	de	bactéries	compétentes.		
Souches	bactériennes		
-	E.	coli	BL21	(DE3),		
-	Rosetta	2	(DE3)		
-	Rosetta-gami	2	(DE3)	sont	utilisées	pour	sur-exprimer	la	protéine		





1	

Les	bactéries	ayant	intégré	le	plasmide	recombinant	sont	inoculées	dans	10	ml	de	milieu	LB	(Luria	Broth,	
1%	de	tryptone,	0,5%	d’extrait	de	levure	et	0,5%	de	chlorure	de	sodium)	contenant	de	l’ampicilline	à	une	
concentration	de	100	µg/ml.	Les	cultures	sont	incubées	sous	agitation	(200	rpm)	toute	la	nuit	à	37°C.		Ces	

précultures	servent	à	ensemencer	1	l	de	milieu	de	culture	supplémenté	de	l’antibiotique.	

10	h	 15	h	 20	h	 24	h	



Courbe	de	croissance		



Resuspendre	le	culot	bactérien	avec	de	tampon	(50	mM	Tris-Cl,	
pH	8	;	10	mM	EDTA,	100	µg/µL	RNase	A).	5	min	

Ajouter		200	mM	NaOH	;	1	%	SDS		
Incuber	à	t	ambiante	-	5	min		

3	M	potassium	acétate,	pH	5,5.-	Incuber	4C	

Précipiter	l’ADN	avec	560	µL	d’isopropanol		

I-1	Lyse	Cellulaire	

I-2	Précipitation	





Précipiter	l’ADN	avec	560	µL	d’isopropanol		

Centrifuger	à	18	000	g	pendant	30	min.	

Laver	le	culot	d’ADN	avec	1	mL	d’éthanol	70	%.		

Reprendre	le	culot	d’ADN	dans	20	µL	de	tampon	
d’extraction	(10	mM	Tris-Cl,	pH	8	;	1	mM	EDTA)			

I-3	Elution	



Ethanol	ou	Isopropanol	?	Utilisez	l'éthanol	si	:	
	
1.  Vous	avez	l'espace	nécessaire	pour	mettre	deux	volumes	d'éthanol	à	l'échantillon	

dans	votre	tube.		

2.	L'échantillon	doit	être	stocké	pendant	une	longue	période	de	temps.	
	
3.	Vous	avez	besoin	de	précipiter	de	très	petits	fragments	d'ADN.	
	
Utilisez	l'isopropanol	si	:	
	
1.  Le	volume	de	votre	échantillon	est	important	et	vous	ne	pouvez	mettre	qu'un	

volume	de	solvant	dans	votre	tube.	

2.	Vous	avez	besoin	d'espèces	de	grand	poids	moléculaire.	
	
3.	La	concentration	d'ADN	dans	votre	échantillon	est	faible.	
	
4.	Vous	êtes	pressé	et	voulez	accélérer	la	précipitation	des	acides	nucléiques	à	la	
température	ambiante.		
	



Précipitation	à	l'éthanol	:	
•  	Ajouter	60%	volumes	d'éthanol	à	l'échantillon	et	congeler	à	-20°C	pendant	au	moins	1	

heure	ou	toute	la	nuit	pour	de	meilleurs	résultats.	
•  	Centrifuger	l'échantillon	à	pleine	vitesse	(20	000	g)	pendant	20	minutes	pour	recueillir	tout	

le	matériel.	
•  	Laver	avec	de	l'éthanol	à	70	%,	puis	centrifuger	pendant	10	à	15	minutes	pour	éliminer	

l'ADN.		
•  Laissez-le	sécher	à	l'air	libre	ou	utilisez	un	évaporateur	centrifuge	(5	minutes	suffisent),	puis	

remettez-le	en	suspension	dans	le	tampon.	

	Précipitation	d'isopropanol	:	
•  Éviter	les	températures	froides	en	raison	de	la	précipitation	excessive	de	sel	qui	peut	se	

produire.	
•  Pour	augmenter	les	rendements	précipités,	incuber	le	mélange	d'échantillons	à	

température	ambiante	pendant	15	minutes.	
•  Le	culot	est	parfois	plus	difficile	à	voir	que	le	culot	d'éthanol.		
•  Après	le	lavage	à	l'éthanol,	le	culot	devient	visible	et	blanc.		
•  Assurez-vous	qu'il	ne	glisse	pas	sur	le	côté	de	la	paroi	du	tube	avant	de	décanter	le	

surnageant.	
•  	Laissez-le	sécher	à	l'air	libre	ou	utilisez	un	évaporateur	centrifuge	(5	minutes	suffisent),	puis	

remettez-le	en	suspension	dans	le	tampon.	



Reprendre	le	culot	d’ADN	dans	20	µL	de	tampon	
d’extraction	(10	mM	Tris-Cl,	pH	8	;	1	mM	EDTA)			



Dosage	spectrophotométrique	d’un	ADN	purifié		





En	matière	de	dosage	des	acides	nucléiques,	il	apparaît	fondamental	(si	vous	utilisez	un	
spectrophotomètre)		de	connaître	la	fameuse	loi	de	Beer	où	A=Ɛ.l.C	
	
•  A	étant	l’absorbance	(sans	unité)	et	Ɛ	est	le	coefficient	d’absorption	moléculaire	(unité	:	

L.mol	-1	.cm-1)	
•  l	:	la	longueur	du	trajet	optique	(valeur	fixe,	donnée	par	l’épaisseur	d’une	cuve	ou	d’un	

ménisque	sur	un	Nanodrop)	(unité	:	cm)	
•  C,	souvent	ce	que	l’on	souhaite	déterminer:	la	concentration	d’acides	nucléiques	(unité	:	

mol.L-1)	
Cette	formule	permet	d’estimer	assez	aisément	une	concentration	en	acides	nucléiques,	elle	
est	vérifiée	lorsque	la	solution	est	de	concentration	inférieure	à	:	c	<	0,1	mol.L-1	

Point	méthodologique	:	le	dosage	d’acides	nucléiques	



En	pratique,	pour	chaque	séquence	d’ADN/ARN,	il	n’est	pas	nécessaire	de	calculer	le	coefficient	
d’extinction	(ε)	spécifique.	Des	coefficients	d’extinction	estimatifs,	acceptés	par	la	communauté	
scientifique,	sont	généralement	utilisés	pour	calculer	les	concentrations	des	acides	nucléiques	et	
qui	sont	suffisamment	précises	pour	les	expériences	de	biologie	moléculaire.	Ces	coefficients	
d’extinction	sont	listés	ci-dessous	:	
	
.			ADN	double	brin	=	~50	ng.cm/µl	
.			ADN	simple	brin	=	~33	ng.cm/µl	
.			ARN	=	~40	ng.cm/µl	



Une	exception	existe	pour	les	oligonucléotides	qui	sont	en	simple	brin	et	dont	les	séquences	
sont	 très	 courtes.	 La	 composition	 de	 séquence	 des	 oligonucléotides	 influence	
significativement	 l’absorbance	contrairement	aux	ADN/ARN	simple	brin	ou	double	brin	plus	
longs.	 La	 formule	 ci-dessous	 est	 recommandée	 pour	 calculer	 les	 concentrations	 des	
oligonucléotides	:	
	
C (pmol/µl) = A260 x 100 (1,5NA + 0,71NC + 1,20NG + 0,84NT)

Il	n’est	pas	 rare	d’observer	des	différences	de	5	à	10%	parmi	 les	 résultats	de	quantification	
des	 oligonucléotides	 faute	 d’utiliser	 un	 coefficient	 d’extinction	 correct.	 Un	 exemple	 de	 ces	
variations	est	donné	dans	le	tableau	ci-dessous	:	



Ratio	A260/A280	:	
•  	un	ratio	de	1,80	(+/-	0,1)		permet	de	qualifier	une	extraction	d’ADN	comme	pure,	ce	ratio	se	

situe	autour	de	2,0	pour	une	extraction	d’ARN	(+/-	0,1).		
•  Si	ce	ratio	est	inférieur	cela	signifie	que	l’extraction	est	polluée	par	des	protéines	et/ou	des	

composés	phénoliques	

Ratio	A260/A230	:		
•  la	valeur	attendue	de	ce	ratio	se	situe	entre	2,0	et	2,20.		
•  Si	ce	ratio	est	plus	faible	cela	indique	nécessairement	qu’un	composé	absorbe	à	230	nm.	
•  	Ces	composés	peuvent	le	plus	souvent	être	de	l’EDTA,	des	sucres,	et	encore	une	fois	le	

phénol	et	particulièrement	le	TRIzol	reagent.	

Ces	valeurs	de	ratios	peuvent	parfois	être	négligées,	cependant	elles	donnent	une	indication	
quant	à	la	présence	d’éventuels	inhibiteurs	qui	viendraient	perturber	le	devenir	de	vos	acides	
nucléiques	(PCR	et	autres	réactions	enzymatiques).	Il	est	important	de	réaliser	une	valeur	de	
blanc	sur	la	solution	qui	vous	aura	servi	à	éluer	vos	acides	nucléiques	(car	comme	il	a	été	
précédemment	mentionné	l’EDTA	absorbe	à	230	nm…	et	bien	souvent	le	TE	1X	sert	à	reprendre	
et	conserver	des	acides	nucléiques	





QUANTIFICATION	PAR	FLUORESCENCE	(FLUOROMÉTRIE)	
—————	
La	quantification	par	fluorescence	est	une	méthode	plus	sensible	que	la	spectrophotométrie	qui	
permet	d’obtenir	une	sensibilité	de	l’ordre	du	pg/µl.	De	plus,	elle	est	plus	spécifique	et	n’est	pas	
impactée	 par	 la	 présence	 de	 contaminants	 dans	 la	 solution	 d’acides	 nucléiques.	 Elle	 est	
particulièrement	intéressante	lorsque	la	solution	contient	à	la	fois	de	l’ADN	et	de	l’ARN,	car	elle	
permet	 de	 les	 quantifier	 spécifiquement.	 Mais	 contrairement	 à	 la	 spectrophotométrie,	 la	
fluorimétrie	 ne	 permet	 pas	 d’analyser	 la	 pureté	 et	 ni	 d’identifier	 des	 contaminants	 dans	 une	
solution	d’acides	nucléiques.		

Le	ratio	A260/A280	d’une	série	de	dilution	n’est	pas	toujours	constant	
Même	si	 la	dilution	est	parfaite,	 le	ratio	A260/A280	peut	varier	à	cause	du	changement	de	pH	
suite	aux	dilutions.	
	
La	 spectrophotométrie	 ne	 permet	 pas	 de	 discriminer	 les	 ADN	 et	 les	 ARN	 dans	 une	 même	
solution	
L’absorbance	d’une	solution	est	le	résultat	des	absorbances	de	l’ensemble	des	acides	nucléiques	
présents.	Ainsi,	si	une	solution	d’ADN	contient	de	l’ARN	ou	si	des	contaminants	absorbent	à	260	
nm,	la	concentration	de	l’ADN	sera	surestimée.	Si	une	solution	contient	de	l’ADN	dégradé	et	non	
dégradé,	 la	 concentration	 mesurée	 par	 la	 spectrophotométrie	 correspond	 aux	 deux	 types	
d’ADN.	 Il	 est	 donc	 important	 de	 traiter	 les	ADN	par	 de	 la	RNase	ou	 les	ARN	par	 de	 la	DNase	
avant	la	quantification	par	spectrophotométrie.	



Pourquoi	la	concentration	de	mon	échantillon	est-elle	négative	?	
Ceci	peut	être	dû	à	l’utilisation	d’une	solution	inappropriée	pour	effectuer	le	«	blanc	»	ou	bien	le	
«	 blanc	 »	 a	 été	 effectué	 dans	 une	 cuvette	 sale	 ou	 sur	 une	 surface	 de	 piédestal	 sale.	 Il	 est	
important	d’utiliser	pour	le	«	blanc	»	une	solution	dont	la	composition	et	le	pH	sont	les	mêmes	
que	ceux	utilisés	pour	les	acides	nucléiques	purifiés.	
Mes	résultats	ne	sont	pas	reproductibles	
Votre	 solution	d’acides	 nucléiques	 n’est	 peut-être	 pas	 homogène.	 Les	ADN	de	 grandes	 tailles	
comme	 les	 ADN	 génomiques	 peuvent	 être	 plus	 difficiles	 à	 dissoudre.	 Il	 faut	 bien	mélanger	 à	
l’aide	 d’un	 vortex	 la	 solution	 contenant	 ces	 ADN.	 Ou	 bien,	 les	 concentrations	 d’acides	
nucléiques	 sont	 trop	 faibles	 ou	 bien	 elles	 sont	 trop	 élevées	 par	 rapport	 aux	 limites	 de	
quantification	du	spectrophotométre,	les	mesures	ne	sont	donc	pas	reproductibles.	
Voici	les	limites	de	détection	des	ADN	double	brins	pour	les	NanoDrop®	:	
NanoDrop	ONE	:	2	à	27	500	ng/µl	
NanoDrop	ONEc	:	0,2	à	75	ng/µl	en	mode	cuvette	ou	2	à	27	500	ng/µl	en	mode	piédestal	
NanoDrop	2000	:	2	à	15	000	ng/µl	
NanoDrop	2000c	:	0,4	à	75	ng/µl	en	mode	cuvette	ou	2	à	15	000	ng/µl	en	mode	piédestal	
NanoDrop	8000	:	2,5	à	3750	ng/µl	
NanoDrop	1000	:	2	à	3750	ng/µl	
La	 spectrophotométrie	 permet-elle	 de	 quantifier	 les	 acides	 nucléiques	 marqués	 par	 des	
fluorochromes	?	
Oui.	 Dans	 ce	 cas,	 il	 est	 important	 de	 prendre	 en	 compte	 l’absorbance	 à	 260	 nm	 des	
fluorochromes.	Le	spectrophotométre	NanoDrop®	inclut	le	mode	de	mesure	«	Microarray	»	qui	
permet	de	mesurer	simultanément	les	absorbances	des	acides	nucléiques	et	des	fluorochromes	
et	de	calculer	la	concentration	de	l’acide	nucléique.	



Figure	 :	Electrophorèse	 sur	 gel	 d’agarose	
1%.	 Contrôle	 de	 l’intégrité	 du	 plasmide	
recombinant	

Séquençage	de	l’ADN	
Le	séquençage	de	l’ADN	est	réalisé	en	utilisant	la	
méthode		de		Sanger.		Les		résultats		de		séquençage		
sont		analysés		à		l’aide		du		logiciel	Chromaspro113	
et	comparés	à	des	bases	de	données	(NCBI	Blast).	



II-	Extraction	ADN	– Trizol	
1-	Cellules		



B-	Extraction	ADN	– Trizol												
	2-	Tissus	(poudre)		

ADN	pellet	



Réduire	en	poudre	les	tissus	sous	l’azote	liquide	
	
La	portion	d’intérêt	prélevée	est	plongée	directement	dans	
de	l’azote	liquide	jusqu’à	congélation	complète	de	
l’échantillon.	
	
	Pour	réaliser	une	extraction	des	ADN,	ARN	et	protéines,	la	
portion	est	préalablement	réduit	en	poudre	sous	azote	
liquide	à	l’aide	d’un	dispositif	constitué	d’un	pilon	dans	
lequel	l’échantillon	est	disposé	puis	pulvérisé	à	l’aide	d’un	
maillet.		
	
La	poudre	ainsi	obtenue	est	ensuite	conservée	à	-80	°C.		



-	Utilisation	d’abrasifs	:	
L’agitation violente en présence de microbilles de verre désintègre les 
micro-organismes par rupture de la paroi et libration des constituants 
cytoplasmique. 
- Extraction par homogénéisation a haute pression : 
L’homogénat est obtenu après passage dans un appareil de Potter-
Elvehjem 



II-	Extraction	ARN	– Trizol	
1-	Cellules		



II-	Extraction	ARN	– Trizol	
2-	Tissus	a	partir	de	la	poudre	



II-	Extraction	ARN	– Trizol	
2-	Tissus	avec	ultrathurrax	



Spectrophotomètre		

Analyse	quantitative	:	mesure	de	la	concentration	

Nanodrop		












