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INTRODUCTION GENERALE

Le but de ces travaux réalisés dans le Service de Médecine Nucléaire du Centre Hospitalier
Régional A.MICHALLON a GRENOBLE est de caractériser qualitativement un type
d'adénome hypophysaire, a l'aide de la méthode d'amplification de génes par " Polymerase
Chain Reaction " ( PCR ). Nous nous sommes limités a I'étude d'adénomes a prolactine ou a

hormone de croissance.

En quelques années d'existence, la PCR a bouleversé les possibilités d'investigation en biologie
moléculaire et en recherche médicale. Trés vite, elle a dépassé le cadre de la recherche pour

gagner le domaine du diagnostic, en particulier en endocrinologie.

Aprés un rappel physiopathologique sur l'antéhypophyse sont décrites les méthodes de
biologic moléculaire utilisées, les résultats €tant comparés a ceux obtenus sur coupes

immunohistochimiques réalisées par le laboratoire d'anatomopathologie.

Les travaux de Ricardo V.LLOYD sur l'antéhypophyse, faisant appel a des techniques
d'hybridation in situ et de " Northern Blot ", nous ont servi pour la mise au point d'une

méthode PCR, basée sur la caractérisation du niveau d'expression des genes.
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RAPPELS PHYSIOPATHOLOGIOQUES

[- LANTEHYPOPHYSE :

Situé dans la selle turcique du sphénoide, 1'antéhypophyse est le véritable chef d'orchestre

du systéme endocrinien ( 8, 12).

Cette glande est formée de cellules hormonosécrétantes organisées en cordons sans

systématisation nette :
Schématiquement, on rencontre :

— Les cellules somatotropes sécrétant I'hormone de croissance ( hGH ) : ce sont les

cellules les plus nombreuses, localisées surtout dans les ailerons latéraux.

— Les cellules sécrétant la prolactine ( hPRL ) : ces cellules sont moins nombreuses et ont

a peu pres la méme localisation.

— Les cellules thyréotropes sécrétant la thyréostimuline ( TSH ), localisées dans la partie

centrale de l'antéhypophyse.

— Les cellules corticotropes sécrétant I'ACTH, les endorphines, localisées dans les parties

centrales et postérieures.

~ Les cellules gonadotropes sécrétant la LH et la FSH, localisées de fagon diffuse.

1 — La prolactine = hPRL

Cette hormone est formée de 198 acides aminés (8, 12 ).
Elle induit et maintient la lactation.
Les taux plasmatiques de base sont de 10 pg/l chez la femme.

La sécrétion suit un rythme nyctéméral avec un pic nocturne.
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Durant la grossesse, les taux plasmatiques augmentent de fagon réguliére a partir du
premier trimestre jusqu'a 200 ug/l a terme. Pendant la lactation, cette augmentation est
maintenue par un réflexe neuroendocrinien initié par la stimulation des mamelons

durant les tétées.

2 — L'hormone de croissance = hGH

Elle est constituée de 191 acides aminés dont 161 sont communs a elle et 4 la prolactine
(8,12).

Elle entraine la stimulation de la synthése protéique et de la mobilisation adipeuse. De

plus, elle posséde un effet diabétogene.

Son action s'exerce soit de facon directe au niveau des différents tissus, soit par
l'intermédiaire de seconds messagers hormonaux apelés Somatomédines ou Insuline
like Growth Factor ( IGF ). La hGH stimule leur synthése.

La hGH est sécértée de fagon épisodique selon un rythme nyctéméral avec une

augmentation des taux plasmatiques durant la premiére période de sommeil. Le taux
plasmatique basal est compris entre 0,5 et 5 ug/l.

II - LES TUMEURS HYPOPHYSAIRES :
(812)
Elles représentent environ 10 % des tumeurs intracraniennes chez l'homme. Il s'agit
d'adénomes développés a partir des différentes tumeurs antéhypophysaires. La
transformation maligne est tout a fait exceptionnelle.
On distingue 2 types selon le diamétre de la tumeur :

~ Les microadénomes dont le diamétre est inféricur a 10 mm,

— Les macroadénomes de diamétre supérieur a 10 mm, caractérisé par le risque d'invasion

des structures voisines.

Les tumeurs particuli¢rement envahissantes peuvent gagner I'hypothalamus.
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La symptomatologie de ces tumeurs associe, a des degrés divers, deux types

d'éléments :

- le syndrome tumoral avec céphalées et troubles visuels ;

- le syndrome endocrinien, avec expression particuliére selon le ou les types

d'hormones hypersécrétées.

Les prolactinomes :

Ils représentent 50 % des adénomes hypophysaires, atteignant le plus souvent des
adultes de 20 a 40 ans.

Ce sont les femmes les plus touchées (83 % des cas), en général sous forme de

microadénomes. Chez I'homme il s'agit le plus souvent de formes envahissantes.

Les troubles rencontrés chez la femme sont : I'aménorrhée, la galactorrhée, une

baisse de la libido et un syndrome tumoral.

Chez l'homme, le diagnostic est souvent tardif, occasionné par la survenue du
syndrome tumoral. On remarque une baisse de la libido, des troubles de I'érection,

une gynécomastie.

Le taux basal de PRL est toujours supérieur a la normale (supérieur & 30 ng/ml),
dfi a l'hypersécrétion des cellules tumorales. Les valeurs plasmatiques sont
corrélées a la masse tumorale. Il y a perte du rythme nyctéméral traduisant la

sécrétion autonome de l'adénome.

2 - Les adénomes somatropes :

Ils représentent 25 % des adénomes hypophysaires, touchant également les deux

sexes, le plus souvent entre 30 et S0 ans.

On retrouve un tableau classique de dysmorphisme acromégalique lié a une

hypersécrétion de hGH, permanente et non freinable.

L'action de la hGH se fait par l'intermédiaire de la Somatomédine C, entrainant

une prolifération cartilagineuse et un épaississement des 0s courts.
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A Tl'hypersécrétion de hGH peut s'ajouter celle d'autres hormones rendant le

tableau plus complexe.

Le cas le plus fréquent est I'hypersécrétion associée de prolactine, réalisant le

tableau de I'adénome somato-mammotrope (20 % des cas d'acromégalie).

3 - La maladie de Cushing :

Il s'agit d'un adénome hypophysaire corticotrope, microadénome dans 90 % des
cas, 3 a 8 fois plus fréquent chez la femme, le plus souvent entre 30 et 50 ans.

Il représente 5 % des cas d'adénomes hypophysaires.

I 'y a alors hyperstimulation surrénalienne d'ou production excessive
d'androgénes.

Le syndrome tumoral est le plus souvent absent.

4 — Autres adénomes secrétants :

[Is sont beaucoup plus rares.

— Adénomes thyréotropes : hypersécrétion de TSH et de sa sous—unité avec
hyperthyroidie.

~ Adénomes gonadotropes : hypersécrétion des gonadotrophines.

5 — Adénomes non sécrétants : adénomes chromophobes :

[ls représentent 20 % des adénomes.

En général le syndrome tumoral est trés marqué car il s'agit de tumeurs
volumineuses. Le plus souvent, ils se déclarent aprés 50 ans ct se manifestent & un

stade avancé de I'évolution.
Dans 25 % des cas, les patients ne présentent aucun déficit endocrinien.

Dans 75 % des cas, on retrouve une panhypopituitarisme avec déficit de la

fonction gonadotrope en premier lieu.
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METHODES DE BIOLOGIE MOLECUILAIRE

I - EXTRACTION DES ARN TOTAUX :

1 — Intérét :

Etape préléminaire, indispensable a I'étude de I'expression génique par " NORTHERN-
BLOT " et RT - PCR ", la méthode choisie doit permettre I'extraction des ARN totaux
de qualité et pureté optimales a partir de quantités limitées de matériel biologique ( 2,
15,24).

2 — Méthode (d'aprés 3 ) :

2.1Choix de la méthode : isolement des ARN totaux par extraction au Thiocyanate de
Guanidine — Phénol - Chloroforme ( 3, 6, 15, 24 ).

Le thiocyanate de guanidine, dénaturant protéique trés efficace, est en méme temps un
puissant inhibiteur des ribonucléases ( RNases ) quand il est associé au
bétamercaptoéthanol.

Combinant extraction au thiocyanate de guanidine et extraction phénol — chloroforme,
la méthode de CHOMCZYNSKI et SACCHI remplace avantageusement le protocole
par ultracentrifugation au thiocyanate de guanidine en gradiant de chlorure de césium
(méthode longue et lourde) ou I'extraction classique au phénol — chloroforme ( ARN

souvent dégradé ).

Ce procédé rapide permet l'obtention d'ARN totaux non dégradés et de grande qualité a
partir de trés faibles quantités de tissus ou de cellules.

2.2Protocole :
2.2.1 Réactifs

. Solution dénaturante = Solution D.
— 4M Thiocyanate de Guanidine

- 25 mM Citrate de Sodium pH = 7,0
- 0,5 % N — Lauryl Sarcosine

- 100 mM Bétamercaptoéthanol
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.Phénol saturé en eau

.Dextran T 40 a2 5 mg/ml

.SEVAG = Chloroforme : [soamylalcool (24:1)
Isopropanol

.Ethanol

2M Acétate de Sodium pH = 4,0

2M Acétate d'ammonium

2.2.2 Procédé expérimental

Travailler dans la glace pilée
*EXTRACTION :

50 a 70 mg de tissus broyés et homogénéisés dans 1 volume de

solution D (500 ul) puis addition successive de :

-1 ul Dextran T 40

~0,1 volume 2M Acétate de Sodium pH = 4,0
-1 volume Phénol

-0,2 volume SEVAG

Aprés agitation énergique et attente 15 minutes dans la glace,
centrifuger 20 minutes a 12000 g a + 4° C. (Centrifugeuse de
paillasse 2K15 [SIGMA)).

*PRECIPITATION N° 1 :

Reprise de la phase aqueuse supérieure par 1 volume d'isopropanol

et laisser 2 heures a — 20° C.
Ensuite centrifuger 20 minutes 2 12000 g a + 4° C.
*PRECIPITATION N° 2 :

Culot repris dans 0,5 volume de solution dénaturante puis addition

d'l volume d'Isopropanol.
Attente de 2 heures a — 20° C.

Centrifugation 20 minutes 2 12000 g & + 4° C.
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* PRECIPITATION N* 3:

Culot repris dans 0,5 volume de H20 ; 0,1 volume de M Acétate
d'Amonium et 2,5 volumes d'Ethanol absolu.

Attente de 2 heures a — 20°C.
Centrifugation 20 minutes a 12000G. a + 4°C.
* LAVAGE:

Lavage du culot par 1 volume d'Ethanol & 70 % puis

sédimentation et séchage sous vide.
* SOLUBILISATION :
Solubilisation finale du culot dans H20 et stockage & — 20°C ou
— 80 *°C ( si longue période ).
3 — Résultats :
3.1 Controle de qualité : électrophorése en gel d'agarose coloré au bromure d'éthydium.
L'ARN extrait doit satisfaire a deux critéres de qualité ( 24) :

* L'absence de dégradation par les ribonucléases : elle est déterminée par l'intégrité des
bandes 28S et 18S des ARN ribosomiaux.

Si 'ARN est intact, ces bandes sont nettement visibles, la bande 28S ( 4,7 kb ) étant
deux fois plus intense que celle de 18S (1,9 kb ).

* L'absence de contamination par de I'ADN génomique lors de l'extraction.

L'électrophorése étant réalisée en simple gel d'agarose a 1,2 %, une légére dégradation
P ple g g g g

inhérente a cette méthode ( gel non dénaturant ) est visible au—dela du front de solvant.
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Par commodité, les adénomes sont numérotés Al, A2, ....A6
Puits 1 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 ]| 16
Dépot) PM 1 Al | AI'|| A2 | A3 | A3 || Ad | Ad || AS || A6 | A6 - §PM2{ - -

PM1 : 2 ul PM Il BOEHRINGER ( 500ng ) = Phage A digéré par l'enzyme Hind III.

PM2 : 2 ul PM Il BOEHRINGER (500 ng ) = Phage A digéré par les enzymes Hind III et

Eco R1.

Dépots des adénomes : 1 pl

Gel d'agarose a 1,2 % dans TBE x 1

( Cf. figure 1).
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A HindIIl A HindlI-EcoRI
23,130 21,226
9,416 5,148
6,557 4,973
4,361 4,268
2,322 3,530
2,027 2,027
564 1,904
125 1,584
1,375
947
831
564
125

FIGURE 1 : taille des fragments des poids moléculaires AHind 111
et AHind 11l - EcoR 1 exprimée en paires de base.
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Absence de traces
d'ADN génomique

4 25435 67 8 9 Ao AqA243 4445 AC
‘2&. o

Bande 28 S 4 4,7 kb ———
Bande 18Sa19kb—

Front de solvant a 0,125 kb ~

Photo du gel d'électrophorése du controle d'extraction des ARN totaux.
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3.2 Détermination spectrophotométrique du taux d'ARN
3.2.1 Principe :
La quantification des ARN totaux extraits se fait par mesure spectrophotométrique de la
quantité d'irradiation UV absorbée par les bases puriques et pyrimidiques ( 2, 5, 15, 17,
24).
Les lectures de densité optique sont réalisées a 260 nm et 280 nm.
—L'absorbance a 260 nm permet le calcul de la concentration d'ARN dans
I'échantillon sachant qu'une unité de DO a 260 nm correspond a environ 40 pg/ml

d'ARN.

—Le rapport A 260nm / A 280 nm donne une estimation de la pureté des
¢chantillons en ARN.

Ce rapport doit étre compris entre 1,8 et 2,0.
S'il y a contamination ( protéines, phénol, autres acides nucléiques...), ce rapport
est significativement abaissé et ne permet plus une estimation exacte des taux

d'ARN.

(limite de détection de la méthode = environ 0,25 pg/ml ).
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3.2.2 Tableau des résultats :

Volume Dilution|{A 260 nm{A 280 nm|A 260 nm|Concentration|Quantités
d'H20 A 280 nm| calculée en |extraitas
TISSU | d/lequel ug/ul en ug
est repris
le culot
Al 20 1/100 0,424 0,217 1,954 1,70 34)
} 44
Al’ 20 1/100 0,133 0,065 2,046 0,53 10}
A2 60 1/100 | 0,097 0.046 27108 0.39 23
A3 60 1/100 0,167 0,081 2,062 0,67 40)
} 100
A3’ 40 1/100 0.377 0,189 1,995 1.51 60}
A4 40 1/100 0,304 0.150 2,027 1,22 48)
} 112
A4’ 40 1/100 0,400 0,199 2,010 1,60 64}
AS 60 1/100 0,135 §{ 0,064 2,109 0.54 a1
A6 20 1/100 0,310 0,148 2,095 1,24 24)
- - } 32
A6' 20 1/100 0,101 0,045 2,244 0,40 8)

Les mesures d'absorbance sont réalisées sur le spectrophotomeétre d'analyse UV / Visible,
série DU®60 BECKMAN.

3.3 Conclusion :

- Le contrdle de qualité révéle la présence de bandes 28 S et 18 S des ARN
ribosomiaux et I'absence de traces d ADN génomique.

- Le calcul des absorbances a 260 nm et 280 nm nous conduit a des rapports
A260 nm/A280 nm corrects, indiquant l'absence de contaminations
protéiques, phénoliques ou d'autres acides nucléiques.

La pureté et l'intégrité des ARN extraits permettent donc de poursuivre ['étude.
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II - ANALYSE QUALITATIVE DES TRANSCRITS : le NORTHERN - BLOT

1- Principc :

Le NORTHERN - BLOT permet une analyse qualitative et scmi—quantitative des ARN
(2,24).

Cette technique permet de visualiser un ARN spécifique au sein d'une population
hétérogeéne quand on posseéde une sonde reconnaissant au moins 20 bases de la partie

codante du géne correspondant.
Cette visualisation permet :

- d'affirmer la présence ou l'absence d'un ARN dans la cellule qui a servi a sa
préparation.

— de déterminer la taille de cet ARN.

— d'apprécier des variations quantitatives de cet ARN d'un type ou d'un état cellulaire &

l'autre ( semi—quantitatif ).

Les ARN étant des entités isolables, contrairement aux génes, il n'est pas nécessaire de
faire appel aux enzymes de restriction. Les ARN totaux extraits sont soumis a une
électrophorése en gel d'agarose afin d'obtenir une séparation en fonction de leur taille

en référence avec un marqueur de poids moléculaire radioactif.

Leur riche structure secondaire doit €tre détruite afin qu'elle n'intervienne pas dans leur
mobilité. Pour cela |'électrophorése est pratiquée en présence d'un agent dénaturant, ici

le formaldéhyde.

L'extréme sensibilité des ARN vis-a-vis des ribonucléases, enzymes trés répandues et
trés stables, nécessite de travailler avec un trés grand soin, et dans les conditions les

plus stériles possibles ( port de gants indispensable, matériel et solution autoclavés ).

Aprés électrophorése et transfert sur membrane, I'hybridation par sonde
oligonucléotidique marquée au phosphore 32 est révélée par autoradiographie (9, 11).
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FIGURE 2 : Marquage d'oligonucléotides de synthése en 5'

par la T4 polynucléotide kinase.
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2 - Protocole :
2.1 Préparation d'un marqueur de poids moléculaire radioactif :

L'enzyme T4 polynucléotide kinase échange un groupement phosphate en extrémité
5' terminale d'un ADN en présence d'ATP ; cette réaction est d'efficacité suffisante
pour la préparation de marqueurs de poids moléculaire radioactifs si I'ATP utilisé
est marqué en ¥ par du phosphore 32 ( cf. figure 2). (9, 11)

2.1.1 Notions de radioprotection relatives a la manipulation du phosphore 32 :
( cf. annexe 5)

Le phosphore 32 est un élément radioactif donnant une émission § ~ : émission
d'un électron négatif f§ ~.

R2Pp—s 2P
15 16

La période radioactive est de 14,28 jours.
Son énergie est de 1,71 MeV.

Mise en oeuvre de la protection :

Pour arréter totalement les § — de 1,7 MeV, il faut une épaisseur de 4 mm de
verre ou de 8 mm de plexiglas.

Les gants ordinaires constituent une barri¢re contre la contamination mais pas
contre l'irradiation externe des mains.

L'évacuation des déchets est controlée. L'activité initiale est réduite d'un facteur
de 10 au bout de 48 jours, de 100 au bout de 96 jours, de 1000 au bout de 144
jours. Les déchets sont a conserver 4 mois dans une poubelle protectrice avant

élimination avec les déchets conventionnels.
Manipulation du Phosphore 32 :
Jusqu'a 0,16 mCi, travail en zone surveillée sur paillasse

Jusqu'a 1,6 mCi, travail en zone contrdlée sur paillasse

Jusqu'a 16 mCi , travail en zone contr6lée sous hotte aspirante.
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2.1.2 Réactifs :

. tampon kinase x 10
{MgC120,1 M
{TrisHC10,5M ; pH=7,6
{ Dithiothréitol 50 mM
{EDTA1mM ; pH=28,0

{ Spermidine 10 mM

. § (®2P) ATP 2 3000 Ci/mmol ; 10 uCi/ul ( AMERSHAM )

. T4 Polynucléotide Kinase & 10 U/ul ( BIOLABS )

. Poids moléculaire : phage Lambda digéré par l'enzyme EcoT14l en 11
fragments, dosé a 500 ng/ul : A/ EcoT14] (AMERSHAM )

. Trisacryl GF 05M, de limite d'exclusion 3000 daltons ( IBF )

2.1.3 Protocole :

— 500 ng de Poids Moléculaire ( PM ) dilué dans 19 ul H20
— dénaturation 2 minutes a 95 *C et refroidissement immédiat dans la
glace
— addition de :
.4 ul de tampon kinase x 10
2l deb’(ﬁP)ATP
. 1 pl de T4 polynucléotide kinase ( 10U )
.H20 gsp 40 wl
— incubation 30 minutes & 37°C
— purification immédiate par chromatographie de filtration sur colonne
de Trisacryl GF 05 M®.

2.1.4 Résultats :

Obtention d'un poids moléculaire marqué d'activité spécifique :
AS =5,9.106 dpm / pg,, soit 2,68 uCi/pg
(1puCi=2,2.106dpm)
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Calcul :

Pour 500 ng de PM marqué et purifié, le comptage d'une aliquote de 1 ul de PM
pris sur un volume de 40 pl donne un total de 31505 coups CERENKOV par
minute, d'ot une activité spécifique de 5,9.10% dpm/ug, sachant que l'efficacité de
détection est de 43 % pour le Phosphore 32 (25 ).

N.B : Le comptage est réalisé sur le compteur a scintillation liquide MINAXI TRI-
CARB ( PACKARD ), par effet CERENKOV ( cf. Annexe n*1 ).

2.2 Electrophorése en gel d'agarose dénaturant

Les acides nucléiques sont des macromolécules polyanioniques ( chargées
négativement ) uniformément chargées. Leur migration est donc possible dans un
champ électrique. La charge relative étant constante, le systéme de discrimination est
l'effet de filtration du gel. ( 2, 24 )

La vitesse de migration d'une molécule d'acide nucléique sera fonction de 2 parameétres:
— sa masse moléculaire, donc le nombre de paires de bases.

— la concentration en agarose du gel : dans la pratique, les concentrations en

agarose sont comprises entre 0,6 et 1,5 % :

% Agarose Taille des fragments a s€parer

09a1,2 0,2a7kb
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2.2.1 Réactifs

.Tampon MOPS x 10 { MOPS 0,2M
{ Acétate de Sodium 50mM
{ EDTA 10mM
{pH=17,0

.Formaldéhyde : solution a 37 % (P/V)
Formamide désionisé sur Résine AG 501 X 8 (BIORAD)

.Tampon de charge x6  { 0,05 % Bleu de Bromophénol (P/V)

{ 60 % Glycérol (V/V)
.Agarose SEAKEM HGT (FMC)
.NaOH 10N
2.2.2 Protocole :

Tout le matériel d'électrophorése (cuve et peigne) est traité
préalablement 4 la soude 0,4N durant 30 minutes puis lavé plusicurs
fois a 'eau ultrapure stérile.

—Réalisation d'un gel d'agarose :
{1 % Agarose (P/V)
{ Tampon MOPS x1
{ Formaldéhyde 2,2M

~Tampon de migration { Tampon MOPS x 1
{ Formaldéhyde 2,2M

~Les échantillons sont préparés comme suit :
.8 ug d'ARN totaux gsp 10 ul H20

.10 wl de tampon dénaturant :
{ Formamide 50 %
{ Formaldéhyde 2,2M
{ Tampon MOPS x 1
{ Tampon de charge x 1



puis dénaturation 2 minutes a 95° C puis refroidissement dans la

glace avant le dépoOt.

— L'électrophorése est poursuivie jusqu'a une migration suffisante du

colorant (bleu de bromophénol).

2.3 Transfert sur membrane :

L'hybridation au sein d'un gel d'agarose étant trés difficile, les fragments
d'acides nucléiques séparés par électrophorése sont transférés sur un
support solide. Ce transfert est assuré par un phénomeéne de capillarité,
d'ot le nom de "blotting" donné a cette étape. (2, 24, 26)

Les membranes de Nylon activé ici utilisées sont des membranes de

seconde génération, de tres haute sensibilité.

Ces nouvelles membranes sont chargées positivement sur un support de
Nylon. Ces propriétés physicochimiques leur apportent robustesse et

facilité d'utilisation (fixation par chauffage inutile).
2.3.1 Réactifs :

- SSCx20
{ Citrate de Sodium 0,3M
{ NaCl 3M
- Membrane de transfert par hybridation = Nylon chargé
positivement (BOEHRINGER — MANNHEIM).

2.3.2 Protocole :

- Le transfert est réalisé en SSC x 20 par capillarité durant une
quinzaine d'heures.
La membrane découpée aux dimensions du gel est mouillée
dans I'eau ultrapure puis saturée 10 minutes en SSC x 20.
Le montage est réalisé selon le schéma suivant en évitant toute

bulle d'air entre la membrane et le gel.



32

Poids /%\

v

Pl
ilf

Plaque de verre >

Epaisseur de papier absorbant _____,

Papier Whatman 3M

Membrane de Nylon N“ ..

Gel d'agarose

» MO O O T

Plaque de verre

Papier Whatman 3M —

SSCx 20

FIGURE 3 : Schéma de montage d'une technique de NORTHERN-BLOT.
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— Fixation : aprés transfert, ]a membrane est traitée par NaOH

0,05 N, rincée en SSC x 2 puis séchée.

Ceci entraine la formation de liaisons covalentes entre l'acide
nucléique et la membrane, afin de supporter les traitements
nécessaires a l'hybridation, et autorise de nombreuses
hybridations et déshybridations successives.

2.4 Hybridation :

La régle d'appariement des bases ( A-T et G-C ) est la notion fondamentale sur
laquélle repose la technique de I'hybridation moléculaire ( 2, 5, 17, 24 ).

Deux acides nucléiques dénaturés d'origines différentes, mélangés dans des conditions
appropri¢es, peuvent former des hybrides s'ils possédent des séquences
complémentaires. Ainsi, une sonde spécifique d'un acide nucléique donné peut
s'associer de fagon stable avec une séquence homologue et le marquage préalable de la

sonde permet alors la détection du duplex.

2.4.1 Marquage radioactif des sondes

Le marquage de 3 sondes oligonucléotidiques a été nécessaire pour notre étude ( cf.
Annexe2):(2,7,18,19,20,22,27)

— 1 sonde complémentaire de la région codante pour la séquence | 66-72 ] de
hPRL . (18, 19).

— 1 sonde complémentaire de la région codante pour la séquence [ 11-17 ] de hGH
(18,19) '

- 1 sonde " 28 S rRNA " pour valider les hybridations spécifiques ( référence
CLONTECH ).

Produites sur un synthétiseur d'oligonucléotides ( GENSET pour hGH et hPRL,
CLONTECH pour 28 S rRNA ), ces sondes sont obtenues sous forme d'ADN simple

brin. Elles ne sont marquées qu'apres leur synthése.
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Le marquage que nous avons réalisé sur l'extrémité 5' par la T4
polynucléotide kinase selon le protocole décrit pour le marquage du
poids moléculaire (chapitre 1l-2-1) a donné des sondes de haute
activité spécifique : (9, 11, 25)

GH (21 mer) |PRL (21 mer)|28S rRNR (29 mer)

Quantité de sonde|13pM = 90 ng{l0pM = 70 ng 10pM = 100 ng

cpm CERENRKOV sur

un aliquot de 1lul 411828 391322 307782
sur 20 ul
8 8 g
AS en dpm/ng 2,1.10 2,.6.10 1,4.10
2.4.2 Hybridation :

Les parametres affectant les taux d'hybridation et la stabilité des
hybrides sont : (24)

- la température de fusion des hybrides Tm qui est définie comme
étant la température a laqueile la moitié des hybrides est dissociée,
dépendant de la composition en bases (% G+C), des
microappariements isolés de bases.

- la composition du milieu dans lequel la sonde est en solution ou
stringence : force ionique, pH, température, viscosité.

- la longueur de la sonde.

En pratique, pour les oligonucléotides de 14 a 27 nucléotides de long,
la température de dissociation Td est approximativement donnée par la
formule :

Td =4 (G+C) + 2 (A+T) en conditions standard de 1M Na+.
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Les hybridations et les lavages peuvent étre réalisés a température plus
basse en réduisant la concentration de Na+, ce qui est le cas dans le
tampon d'hybridation ici utilisé : ceci permet de diminuer Td de 10 a
15°C.

~SSPE x 20 { NaCl 3M
{ NaH2PO4 0,2M ; 2H20
{ EDTA 20mM, pH = 8,0

-DENHARDT x 50
~ { Ficoll type 400 1 % (P/V)
{ Polyvinylpyrolidone 1 % (P/V)
{ Sérumalbumine bovine 1 % (P/V)

-SDS 10 % pH = 7,2 (Sodium dodécylsulfate)

—ADN de sperme de hareng a 4 mg/ml, soniqué et dénaturé
(BOEHRINGER-MANNHEIM).

Une étape préalable de préhybridation par de 'ADN hétérologue (ici de I'ADN de

sperme de hareng) est nécessaire afin de saturer les sites de fixation potentiels de la

membrane.

— la composition du tampon utilisé est la suivante :

{SSPEx 5
{DENHARDT x 10
{SDS 1%

avec 100 ug/ml d'ADN hétérologue.

~ la préhybridation est réalisée en sac scellé mis au bain-marie agitant & 50° C

pendant au moins 1 heure.
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- L'hybridation est ensuite pratiquée en ajoutant la sonde marquée choisie (1 sonde
par hybridation), a raison d'environ 5.10° cpm/ml de tampon, et ce pendant au

moins 8 heures de bain-marie agitant.

GH (21 mer)|PRL (21 mer)| 28 S rRNA
(29 mer)
Td estimé 70° C 68° C 81° C
T° hybridation
choisie 58° C 56° C 60° C

— Avant d'étre mise en autoradiographie, la membrane doit étre lavée. Cette étape
particuliérement critique doit étre conduite avec soin pour obtenir le meilleur

rapport signal / bruit de fond possible.

- Le tampon de lavage utilisé (SSPE x 2 et SDS 0,5 %) durant un temps court de 10

minutes est de stringence suffisante pour les sondes oligonucléotidiques.

~ Pour réhybrider avec une sonde différente, il est nécessaire de déshybrider la sonde
précédente. Ceci est réalis€é dans des conditions de stringence maximales : 2

minutes dans l'eau ultrapure a 100° C.
2.4.3 Autoradiographie :

Les hybrides sont révélés par autoradiographie a l'aide de films
photographiques " HYPERFILM MP AMERSHAM " qui sont mis en
exposition 8 — 80° C dans une cassette avec écran intensificateur (Cf
Annexe 3).

Le temps d'exposition nécessaire est fonction de la quantité de cibles

présentes.

Hybridation hGh hPRL 28S rRNA

Temps d'exposition’ 13 jours 7 jours 3 jours
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REVELATION AUTORADIOGRAPHIQUE du NORTHERN-BLOT.
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3 - Résultats

La méme membrane du NORTHERN-BLOT a servi de support aux
hybridations successives des 3 sondes oligonucléotidiques choisies.

Les autoradiographies sont rassemblées pour comparaison sur la méme

reproduction du film.

L'hybridation par la sonde "28S rRNA" réalis€ée en méme milieu permet

l'interprétation des deux autres :

- les ARN totaux déposés (8 ug) sont révélés en quantité sensiblement
équivalente, témoignant d'un dépdt électrophorétique et d'un transfert

correct.

- le poids moléculaire bien visible permet le repérage des bandes

recherchées.

Interprétation semi—quantitative:

Expression du géne Expression du géne
codant pour hPRL codant pour hGH

Adénome Al ..... - -

Adénome A2 ..... + -

Adénome A3 ..... ++ *

Adéncme A4 ..... + ++

Adénome A5 ..... - -

Adénome A6 ..... - +4+

Cette méthode d'analyse par NORTHERN-BLOT va nous servir de référence pour la mise

au point d'une méthode beaucoup plus sensible : la RT-PCR.
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FIGURE 4 : Schéma récapitulatif de la technique du NORTHERN-BLOT.
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III - LA REVERSE TRANSCRIPTION - POLYMERASE CHAIN REACTION : RT-PCR

Outre la méthode d'analyse des ARN messagers par NORTHERN-BLOT
(précédemment développée), la technique de RT-PCR est une autre fagon originale
de les étudier.

Elle devient de plus en plus utilisée pour l'analyse de la transcription des génes car

elle est rapide et hautement sensible.

Apres isolement des ARN totaux a partir de tissus ou de cellules, les ARN messagers
sont soumis a ['action d'une enzyme Reverse Transcriptase qui permet la synthése
d'un ADN simple-brin complémentaire = cDNA.

Une séquence déterminée de ce cDNA est ensuite amplifiée un grand nombre de fois
par une réaction de PCR utilisant des amorces oligonucléotidiques spécifiques ou

"Primers", nécessaires a I'action de I'enzyme ADN polymérase.

Le produit d'amplification est alors analysé par une électrophorése en gel d'agarose
puis validé selon une technique de SOUTHERN-BLOT, c'est—a-dire hybridation de
I'ADN obtenu avec des sondes oligonucléotidiques spécifiques marquées au
phosphore 32.
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FIGURE 5 : Diagramme schématique de la Méthode RT-PCR.
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1 - La reverse transcription :

1.1 Principe :

Des sondes ADN simple brin complémentaires (cDNA) d'échantillons
d'ARN messagers peuvent étre synthétisées en utilisant des amorces oligo
(dT) non spécifiques qui se lient aux séquences polyA trouvées a l'extrémité
3' de la majorité des ARN messagers. ( 1, 2, 13, 14, 23,24)

La synthése du cDNA est catalysée par une enzyme ADN Polymérase ARN
dépendante appelée "Reverse Transcriptase" (Cf. Figure 6).

L'Avian Myoblastosis Virus Reverse-Transcriptase" (AMV-RTase) et
l'oligo (dT) ;,_;5 ont été utilisés pour cette synthése.

L'AMV-RTase posséde une activit¢ RNase H qui se traduit par la
destruction de I'ARN matrice apres transcription en cDNA ; cependant cette
enzyme peut entrainer la synthese d'un cDNA anticomplémentaire utilisant le
cDNA produit comme matrice. L'introduction de la "RNase Bloc II
Ribonucléase Inhibitor" au cours de la réaction permet de minimiser cet effet
négatif des RNases se traduisant par une diminution de rendement de la
synthese. ( 24)

L'apport d'une quantité définie de {o Phosphore 32 dCTP] permet la
quantification du cDNA synthétisé.

1.2 Protocole ;
1.2.1 Réactifs :

.Tampon x 10 RTase pour cDNA simple brin (ss cDNA).
{Tris HCl 0,5M pH = 8,3.
{KCl1 0,4M.
{MgCI2 80mM.

.Pyrophosphate de sodium 0,2M.
.Bétamercaptoéthanol 350mM.
.a (32P) dCTP 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml.
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.RNase Block II Ribonucléase Inhibitor, 1000 U/ml STRATAGENE.

.Avian Myoblastosis Virus Reverse Transcriptase 21,6 U/ul
GENOFIT.

.Phénol équilibré dans Tris HCI pH 7,5 ; 0,1M.

.SEVAG.(Chloroforme : isoamylalcool (24 : 1).

(ANTP mix :
{dATP 20mM
{dTTP 20mM
{dGTP 20mM
{dCTP 10mM

.NaOH 4N.

.Primer oligo (dT),s 2 1 mg/ml dans H20 BOEHRINGER.

.Sérumalbumine bovine a 5 mg/ml CLONTECH.

.EDTA 0,5M.

.Colonne Trisacryl GF 05 M, de limite d'exclusion 3000 daltons
(IBF).

1.2.2 Protocole :

-Diluer 8 ug d'ARN totaux dans 20 ul H20.
-Ajouter 2,5 ul oligo dTs a 1 mg/ml.
~Dénaturer 2 minutes a 95° C puis plonger dans la glace.

~Ajouter dans chaque tube :
{1 ul sérumalbumine bovine a 5 mg/ml,
{0,06 U RNase Block II,
{2 ul Bétamercaptoéthanol 350mM,
{5 pl Tampon x 10 RTase,
{2,5 ul dNTP,
{10 ul Pyrophosphate de sodium 20mM.

-Incuber 15 minutes dans la glace.

-Ajouter :
{2 ul dCTP*,
{2,2 ul AMV-RTase 21,6 U/ul,
{qsp 50 ul H20.
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— Incuber 50 minutes a 40° C.

— Stopper la réaction par addition de :
{2 ul EDTA 0,5M,
{4 4l NaOH 4N.
afin d'hydrolyser 'ARN restant.

- Incuber 30 minutes a 50° C.
— Neutraliser sur colonne Trisacryl GF 05 M.

— Purifier par addition de :
{90 ul Phénol, Tris HCI,
{90zl SEVAG.

— Centrifuger 5 minutes a 3000 g.

— Récupérer le surnageant et vérifier la neutralit¢ du pH sur

bandelette réactive.
— Ajouter 180 ul SEVAG et centrifuger 5 minutes a 3000 g.
- Récupérer le surnageant (= 90 ul).

- Prélever sur chaque échantillon 5 ul et compter les cpm
CERENKOV sur le compteur a scintillation liquide MINAXI
TRI-CARB (PACKARD).

— Conserver le reste de I'échantillon a - 20° C.

1.2.3 Quantification de la synthése de cDNA (Cf. Annexe 1) : (25)

~ 8 ug ARN totaux gsp 20 gzl H20.
— Total des coups : 24,6 10° cpm CERENKOV
(pour 2 ul @ dCTP(3?P) apporté par tube).




- TABLEAU DES RESULTATS DE LA SYNTHESE DE ¢cDNA

Adénome cpm de 5 pl cpm de I = cpm éluat | Masse de cDNA | Concentration
d'éluat 1'éluat total cpm total en pg (ng/ul)
- masse cDNA
Volume d'éluat
1 9990 1,26.108 0,051 1,69 19
2 89173 1,50.106 0,061 2,01 22
3 40045 0,72.106 0,029 0,97 11
4 49710 0,90.106 0,037 1,21 13
5 61933 1,12.108 0,046 1,50 16
6 51399 1,93.106 0,038 1,25 14

Taux d'incorporation M =1x 33 ug
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FIGURE 6 : Synthése de cDNA par la Méthode oligo(dT).

Des oligonucléotides oligo(dT) sont hybridés a la séquence terminale polyA des ARN
messagers. Toute la population des ARN messagers sert de support a la synthese de cDNA.
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FIGURE 7 : Les 2 premiers cycles d'amplification par Polymerase Chain Reaction.
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2 - La " Polymerase Chain Reaction "
2.1 Principe : ( cf. Figure 7) (1, 2, 13, 14, 16, 23,24 )

La Polymerase Chain Reaction ( = PCR ) est une technique de biologie moléculaire
permettant d'amplifier spécifiquement et de mani¢re exponentielle une séquence
d'ADN donnée.

Cette technique se préte bien a l'automatisation et des appareils effectuent désormais
I'ensemble des opérations pour un grand nombre d'échantillons.

Le principe de la PCR est simple. Il consiste a réaliser in vitro de nombreuses
réplications successives de I'ADN en utilisant comme amorces deux oligonucléotides
de synthése P1 et P2 s'hybridant spécifiquement aux extrémités 3' de la portion de
séquence a amplifier.

P1 est complémentaire du brin @ ( ou brin codant ) de ' ADN et P2 du brin © ( ou brin

non codant ).
Il s'agit d'une réaction cyclique et chaque cycle comprend :

— dénaturation de 'ADN,
— hybridation des amorces P1 et P2,

— synthese du brin complémentaire par l'enzyme ADN Polymeérase.

L'échantillon d'ADN est dans un premier temps dénaturé par la chaleur en présence d'un
large excés de concentration des deux amorces et des quatre nucléotides ( ANTP ).
Puis le mélange réactionnel est refroidi jusqu'a la température critique optimale

1

permettant aux amorces de se lier a leur séquence complémentaire ou " phase
d'annealing ". Les cinétiques d'hybridation des amorces sont tres favorables par rapport
aux cinétiques de renaturation de 'ADN du fait de la forte concentration et de la faible
taille de P1 et P2.

L'échantillon est ensuite amené a la température optimale de travail de I'ADN
polymérase afin d'étendre les amorces-ou " phase d'extension ".

Dés lors, un nouveau cycle identique peut démarrer.
Le produit obtenu majoritairement est un segment d'ADN double brin.
Comme les produits synthétisés lors d'un cycle d'amplification servent de base pour le

suivant, chaque cycle successif double le taux d'ADN produit :

Rendement théorique = 2 (n+ 1) aprés n cycles.
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La taille de la séquence amplifiée peut €tre assez grande (plusieurs kilobases)
mais le rendement diminue linéairement avec l'augmentation de la taille ; si
bien que si une sensibilité optimale est recherchée, il est préférable de choisir
des amorces correspondant a des séquences distantes de seulement cent 4
quelques centaines de bases.

L'enzyme ADN Polymérase utilisée a l'origine ¢tait le fragment de
KLENOW de E.coli ADN Polymérase I mais elle était inactivée aux
températures requises pour dénaturer I'ADN, d'ou la nécessité d'en rajouter a
chaque cycle d'extension.

Ce probléme a été résolu avec lintroduction d'ADN Polymérases
thermostables, Taq Polymérase (extraite de Thermus aquaticus trouvé dans
les sources chaudes du Yellowstone National Park), présentant une activité
d'¢longation optimale entre 75 et 80° C, puis d'autres plus résistantes encore
aux hautes températures. Nous avons utilisé ici la Vent™ DNA Polymérase
(obtenu a partir de Thermococcus litoralis, une bactérie qui pousse dans les
fosses sous—marines volcaniques). Cette enzyme posséde une excellente
fidélité et peut étendre un primer jusqu'a 10 — 13 Kbases. ( 10)

2.2 Choix et méthode d'extension des amorces :

Le choix de nos amorces P1 et P2 a été réalisé a partir de la publication de
COOKE qui donne les séquences en bases et acides aminés correspondantes
des ARN messagers de hPRL et hGH (Cf Annexe 2). (4)

Des séquences riches en (G+C) et hétérologues par rapport au reste de I'ARN
messager sont choisies de préférence. Leur taille doit étre supérieure a 16
nucléotides, de préférence 20 a 24 (probléme de spécificité). ( 21, 24)

La synthése a été réalisée par le laboratoire GENSET qui utilise des
automates pilotés par microprocesseur. En pratique, il suffit de cﬁargcr les
réservoirs de l'appareil avec des réactifs appropriés, de rentrer la séquence
désirée et de récupérer en sortie l'oligonucléotide synthétisé. La voie de
synthése choisie pour ces appareils est celle des phosphoramidites. (21 )

(Cf Figure 8).
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FIGURE 8 : Le cycle de condensation phosphoramidite.
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Bien que les appareils actuels permettent de fabriquer des oligonucléotides
de 100 & 120 bases, il n'est cependant pas conseillé de dépasser les 40 - 50

bases afin d'éviter une diminution du rendement de synthése.

Ainsi obtenu, l'oligonucléotide doit étre purifié pour éliminer les produits de
réaction ayant avorté. Cette purification est réalisée soit par électrophorése
préparative en gel d'acrylamide, soit par chromatographie liquide haute
performance (HPLC) en phase inverse ou en échange d'ions. Des

microcolonnes manuelles spécifiques sont maintenant commercialisées.

2.3 Protocole :

2.3.1 Réactifs :

.Tampon x 1 pour enzyme DNA Polymérase
{KCl 10mM
{(NH4),S04 10mM
{Tris HCl 20mM ; pH 8,8
{MgSO04 (concentration de 2mM,4mM,6mM,8mM MgSO4)
{Triton X - 100/0,1 %

MgS04, 7H20 ; IM

.Sérumalbumine Bovine acétylée a 100 ug/ml

(dNTP 10mM |

Amorces :

Pl P2 Fragment amplifié

(105-111) (10-16)

hPRL 21 mer 21 mer 306 pb
Td=68°C. Td=68°C.
(136-142) (-1/+6)

hGH 20 mer 20 mer 428 pb
Td=62°C. Td=62°C.

.Vent™ DNA Polymérase & 10/ul BIOLABS

Huile minérale
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La concentration en Mg2+ affecte différentes variables de la réaction
de PCR: (24)

— le primer annealing
~ la température de dissociation
— la spécificité du produit d'amplification

— l'activité de I'enzyme ADN polymérase.

Dans ce but, des concentrations croissantes ont ¢té essayées afin

d'obtenir le résultat optimal.
2.3.2 Protocole : 1 série pour hPRL, 1 Série pour hGH
. Ajouter dans 'ordre dans chaque tube :

{H20 gsp 50 gl —> 28,5 ul

{5 td Tampon x 1

{0,5 gl Sérumalbumine bovine acétylée
{dNTP 10mM chacun

{10 ul échantillon cDNA

{Primer P1 100pM } correspondant a chacune
{Primer P2 100pM } des 2 séquences

. Ajouter ensuite 1 U de Vent™ DNA Polymérase
(1 U pour 50 ul réactionnel).
Il s'agit d'une concentration rr|10yenne dans la zone possible
(0,5 a 5'U/100 ul).

. Couvrir 'échantillon d'une couche d'huile minérale pour éviter

l'évaporation.
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. Mettre en route l'automate de PCR selon les conditions suivantes :

hGH hPRL
Dénaturation 97°C/10s 96*C/10s
Annealing 53*C/30s 57°C/30s
Extension 73°*C/30s 73*C/30s

Ces conditions sont enregistrées dans un programme de I'automate.
Le cycle est répété 30 fois ( durant la nuit ).

L'automate de PCR utilisé ( le THERMAL REACTOR de HYBAID, CERA-LABO )
est un bloc chauffant, refroidissant, destiné a réguler la température de 1 jusqu'a 54
tubes de 0,5 ml, format EPPENDOREF ( il remplace trés avantageusement la technique

manuelle du bain—marie ).

~

Les échantillons peuvent y é€tre maintenus a température constante, chauffés

rapidement, ou refroidis, & des températures et temps différents.

Alternativement les échantillons peuvent y étre soumis a des cycles thermiques.
( Cf. Annexe 4 ).

L'avantage du procédé HYBAID est de pouvoir contrdler et réguler le déroulement d'un

programme par un thermocouple placé dans un tube témoin.

2.4 Contrdle du produit d'amplification par électrophorése en minigel
d'agarose (24 )

Nous avons fait varier la concentration en MgSO4 lors de la PCR.
Ainsi, nous avons réalisé 4 réactions de PCR avec des concentrations
en MgS04 de 2mM, 4mM, 6mM, 8mM.

De ce fait nous avons réalisé plusieurs gels d'électrophorése. Seule la
concentration de 2ZmM MgSO4 a donné des résultats pour hPRL donc

seul ce résultat est présenté.
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2.4.1 Premiére série :

Nous avons ici testé hPRL avec concentration en MgSO4 de 2mM et
hGH avec cette méme concentration en MgSO4.

.Préparer 40 ml de gel 21,6 % :
{Agarose KILOROSE CLONTECH
{TBEx 1
{Bet a 1 mg/ml

.Poids moléculaires marqués :
PM1 =) Hind III + Eco R1 BOEHRINGER
PM2 = ¢ X 174 / Hae IIl CLONTECH

.Dépot :
8 ul de produit PCR
2 ul de tampon de charge :
{0,25 % Bleu de Bromophénol
{0,25 % Xyleéne Glycol
{30 % Glycérol

PUITS

DEPOT

PM1

Al

AZ2|A3|A4|AS|A6|H20|PM2 |A1|AZ[A3|A4|AD|AG|H20

Résultats de la migration :

Nous remarquons l'absence de bandes pour les puits de 1 a9 =ni le
poids moléculaire 1, ni la présence éventuclle de hGH nc sont

révélées.

Par contre le poids moléculaire 2 peut étre observé sur
I'électrophorése et nous remarquons la présence de bandes

caractéristiques de hPRL pour les adénomes 2, 3, et 4.

Voir Page 52
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2.4.2 Deuxiéme série :

Ici nous avons testé des concentrations en MgS0O4 de 4mM, 6mM et
8mM pour hGH et 2mM pour hPRL.

Les conditions de l'électrophorése sont les mémes pour les 2 gels
réalisés.

*Ier gel :
hGH avec 4mM MgSO4
hGH avec 6mM MgSO4,

PUITS| 1| 2| 3| 4| 5| 6| 7 8 9110|11(12|13{14| 15| 16
DEPOT A1 |{A2|A3 (A4 |AS5|AG6|H20|PM2|ALl A2 {A3|A4 A5 A5 |H20|PML
L'électrophoreése nous révele la présence de hGH pour les adénomes
3, 4, et 6, caractérisée par les bandes correspondantes.
*2éme gel :
hGH avec 8mM MgS0O4
hPRL avec 2mM MgSO04,
PUITS| 1| 2| 3| 4| 5| 6| 7 8 9(10111112}{13|14| 15| 16
DEPOT |Al | A2 | A3 A4 A5|A6|H20|PM2|A1 |A2 A3 |A4|A5|A5 |H20|PM1L

Nous pouvons confirmer la présence de hPRL pour les adénomes 2,
3 et 4 et de hGH pour les adénomes 3, 4 et 6.

Cependant, une bande correspondant a hGH est révélée pour
'adénome 5, non observée pour des concentrations plus faibles en
MgSO4.

Voir Page 52.
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PREMIERE SERIE

DEUXIEME SERIE

PHOTOGRAPHIES DES MINIGELS D'AGAROSE DE CONTROLE
DES PRODUITS D'AMPLIFICATION PCR.
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2.5 Validation du produit d'amplification par hybridation par sondes
oligonucléotidiques marquées au Phosphore 32 :
technique du SOUTHERN-BLOT.

2.5.1 Principe :

La technique de blotting adaptée aux ADN a été mise au point par
E.M. SOUTHERN. Le NORTHERN-BLOT précédemment détaiilé
est une application de cette méthode aux ARN. ( 2, 24,26)

Nous avons réalisé le transfert par capillarité sur une membrane de
Nylon activé et dans un tampon adapté des fragments d'ADN qui ont
migré dans un gel d'agarose.

Apres fixation des fragments d'ADN sur la membrane, 'hybridation
est réalisée par action de sondes oligonucléotidiques marquées au
Phosphore 32 spécifiques des séquences d'ADN étudiées.

La révélation se fait par autoradiographie.

Nous avons utilisé deux sondes spécifiques pour chaque fragment
d'ADN : (18,19,22)

hGH = hGH (11-17) selon la publication de LLOYD ;
hGH (88-95) selon recherche personnelle ;

hPRL = hPRL (66-72) selon la publication de LLOYD ;
hPRL (57-64) selon recherche personneile.

Ces sondes ont été fabriquées par le Laboratoire GENSET sur
demande.

2.5.2 Protocole :
.Electrophoré¢se en gel d'agarose a 2 %

—réaliser un grand gel d'agarose (140ml) :
{2,8 g. Agarose Kilorose CLONTECH,
{140 ml TBE x 1,
{70 ul Bet a 1 mg/ml.
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-dépots :
PM = ¢ x 174 RF/Hac 11l marqué au Phosphorc 32.

Puits| 1y 2| 3| 4} S| 6 7{ 8] 9 |10f11]|12|13[14]|15|16]17}18 |19

Dépot|PM{ -|Al1IA2|R3I|A4|AS|A6)H2C| -1 ~1ALliR2|R31A4|AS|A6[H20] -

Pour la série de puits de 3 & 8 : on a utilisé le produit d'amplification
PCR en GH avec une concentration en MgS04 de 8mM.

Pour la série de puits de 12 a 17 : on a utilis¢ le produit

d'amplification PCR en PRL avec une concentration en MgSO4 de
2mM.

. ~Migration: 2ha S0 V.

- Vérification de la migration sous UV (grace au Bet).

Voir Page 55.

. Transfert sur membrane de Nylon activé BOEHRINGER pendant
la nuit en SSC x 20 (1 membrane pour chaque sériec GH et PRL,
selon le méme principe que le NORTHERN-BLOT).

Fixation de la membrane en NaOH 0,05 N pendant 5 minutes puis
neutralisation dans SSC x 2 pendant 10 minutes.

Hybridation sur produit PCR avec les sondes :
hGH (11-17)
hPRL (66-72).

les sondes oligonucléotidiques sont marquées au Phosphore 32 en
5' terminal selon le protocole précédemment détaillé. (9,11)
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PHOTOGRAPHIE DU GEL D'AGAROSE DE L'ELECTROPHORESE DU
SOUTHERN-BLOT.
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- préhybridation (en sac) :
{12 ml tampon {SSPE x5
{DENHART x 10
{SDS 1 %
{300 xl ADN hétérologue.

Bain-marie a 42° C pendant 3 heures, sous agitation.

- hybridation pendant la nuit sous agitation a la température
optimale de la sonde utilisée :
{1,5 ml tampon  {SSPE x5
{Denhardt x 10
{SDS 1 %
{38 ul DNA hétérologue
{Sonde hGH ou hPRL seclon la membrane

- lavage {SSPE x 2
{SDS 0,5 %

ringage dans 100 ml

lavage au bain—marie a 42° C pendant 5 minutes, sous agitation.
- autoradiographie.

Le méme protocole est suivi en utilisant cette fois—ci les sondes
hGH (88-95) et hPRL (57-64).

2.5.3 Résultats

Aprés une exposition de durée convenable, la révélation des
autoradiographies donne des résultats cohérents avec les études
précédentes, c'est—a—dire confirmation de la positivité en hGH des
adénomes 3, 4, 5 et 6 et en hPRL des adénomes 2, 3 et 4.

La grande spécificité des sondes oligonucléotidiques choisies pour
cette étude permet une validation des travaux effectués et confirme la
trés haute sensibilité de la technique PCR.




REVELATION AUTORADIOGRAPHIQUE DU SOUTHERN-BLOT.
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ADENOME COUPE RT - PCR
HYPOPHYSAIRE IMMUNO- NORTHERN - BLOT SOUTHERN - BLOT
HISTOCHIMIQUE
GH PRL 288 GH PRL
Al non immunoréactif - - ++ - -
A2 GH-  PRL+ -~ + ++ - +++
A3 GH-  PRL+ * ++ 4+ + +++
Ad GH+ PRL+ ++ * +++ +++ +++
A5 GH + PRL - - - ++ + -
A6 GH + PRL - +4+ - +++ ++4 -

Les résultats mettent en évidence la grande sensibilité de la RT ~ PCR par rapport au
NORTHERN - BLOT.

Une discordance est visible entre les résultats obtenus par NORTHERN — BLOT ou

RT-PCR ( méthodes basées sur l'expression génique ) et ceux d'immunohistochimie (

basés sur la traduction en protéine ) : cas de I'adénome A3.

L'absence de témoins normaux traités en paralléle aux échantillons s'explique de deux

facons :

— Obtention d'un tissu hypophysaire humain normal pratiquement impossible

(intervention transphénoidale sur un coma dépassé trés difficile a mettre en

oeuvre , durée de vie des ARN messagers trés bréve interdisant la possibilité de

prélévement post-mortem ).

- Utilisation de fragments tissulaires juxtadénomateux non rigoureuse en qualité

de témoin car les lignées cellulaires y sont en état de freination par rapport a

I'adénome .

Nous faisons donc référence aux travaux de Ricardo V.LLLOYD, dont les recherches sur

les ARN messagers hypophysaires sont trés poussées.
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CONCLUSION

La RT - PCR offre l'avantage d'une grande sensibilité grace au phénoméme d'amplification et
a sa rapidité de réalisation.

La confrontation des résultats qualitatifs avec ceux obtenus par les méthodes

immunohistochimiques en permet la validation.

En effet, il y a concordance pour cinq des adénomes. De plus, dans le cas de I'adénome 3, le

phénomeéne d'amplification par PCR a permis de le positiver en GH.
En comparaison avec le NORTHERN - BLOT, la PCR donne des résultats plus nets.

L'application d'une technique RT — PCR a la recherche des ARN messagers de la prolactine et
de I'hormone de croissance se révéle donc particulierement bien adaptée au diagnostic et a la

caractérisation des adénomes hypophysaires.

Les choix d'utilisation de cette méthode sont trés vastes, autant dans le domaine de la biologie

moléculaire que dans celui du diagnostic médical.

Récemment une technique combinant hybridation in situ et PCR a été mise au point,
l'amplification étant effectu¢e directement sur les coupes cellulaires. Ce serait.une excellente
alternative aux deux méthodes combinées d'immunohistochimie et de RT-PCR. Ainsi, les
chercheurs disposeraient d'outils de diagnostic d'une sensibilité jamais atteinte, tout en offrant

une trés haute fiabilité (1 ).
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ANNEXE 1

MESURE DE LA RADIOACTIVITE DES EMETTEURS BETA™
PAR EFFET CERENKOV,

Il est possible d'utiliser les compteurs & scintillation liquide pour
mesurer les radioactivités des émetteurs B~ de fortes énergies

en mettant & profit un autre phénoméne de création de lumiére

l'effet Cerenkov qui se produit dans tout milieu liquide.

Cela permet de s'affranchir de la nécessité d'utiliser les solutions
scintillantes.

Si le radioisotope est dissous dans de 1'eau 1'énergie minimale est
théoriquement de 0,25 MeV, cependant on obtient une efficacité de

détection suffisante seylement lorsque 1'émetteur B~ a une énergie
maximale d'environ 0,7 MeV.

Conditions de mesure :

Le réglage des voies de mesure peut 8tre réalisé manuellement.

S'il y a des voies préréglées par le constructeur, on peut mesurer

le Phosphore 32 par effet Cerenkov dans la voie correspondant au Tritium.

Intérét par rapport & la scintillation liquide :

~ mouvement propre 2 4 4 fois plus faible, surtout en utilisant des
fioles plastiques

— pas de phénoméne d'autoabsorption

— comptage dans tout l'espace

= pas de préparation des échantillons
~ pas de quenching chimique.

Pour le Phosphore 32 d'énergie B™max = 1,71 MeV,
l'efficacité de détection est de 43 I .

Ny o' bvsrarment

- Spectre d'émission 8~ du Phosphare-32.
La zone hachurée comespond aux particules 8~ non détoctables
pur effet Céronkov dans |'esu.

0.2 0.8 12 1% £ on ey
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ANNEXE 2

COMPOSITION EN BASES ET EN ACIDES AMINES DES ARN MESSAGERS DE
LA PROLACTINE ET DE L'HORMONE DE CROISSANCE.

Hunan Prolactin

Ihanan Growth tocmene

thanan Cixc lanic

-2
Met Asn [le lys
N AN AL ARA
ML Q) AR
Mel Ala b
=246 aca
Pro
1
Alg Pro lew Poo
[FRNNS RO Y PR

AMy:

GGALOCUGUGGACAGCUCAOCUN AL

Sapatopamot ropin . mmcmrmmlmmmmmm:}gi
-20 -10

Gly Ser Pra Trp lys Gly Ser leu leu lew leu Leu Val Ser Asn [eu Leu Leu Cys Gln 3er val

GA X0 OCA UG AAA GG UOC QX QUG QUG CUG QUG GUG UCA ARC QUG CLS QUG uae CAG N G

! U - OG0 AG U QUG QU QUG QU U GA ———————— A0 A UaC QUG OO0 WG Ol CAA GAG Gl

Gly Bex Ary ‘N Ber leu Leuy Ley Ala. Pha Gly Ley [ay cTa fau Pru Txp (au Glo Glu Gly

=20 Qe -10 G

Ala Ala

I PRLAPL T - '3 20
1la Cys Pro Gly Gly Ala Ala|hg Cys Gln Val v leu ArglAsp Leu Phe Asp Arg
ALY LEAD QL G QG L) QT OGA W CHG QUG KX Gy GAC QUi WA GAC aoc

WU [X O O°A

A

Ala Val Val Leu Sec Uls 1y
GIC QKT GUC O WC CAC UK

QU MG CQUIC OGC GOG |CAu i)

Ala t&t fau Acg Alafilis Ay
-GH{24wee) Cal o

ALK OOC uxr NG Icuj WU GA] MO
Ser [Ala Phe Ppo Nu GH( z+) (e Pro | Ser Argliew Plaihsp Asn
R -1 G can 2 s Gl g g 0| H4 CcN2
Gly Val Glu Val Pro , ila

30 40 50

Ile Hla Asn [eu
ALY CAL AR L
AV YN SN R TH
Lea (g Gl ey

Ser Sec Olu Met Phe Ser Glu Phe Asp lys Arg ‘Iyr ‘Ilu llia Gly Azg Gly Pha Ile

VLD UCA GRA ALK LU MIC GAR UUC GALN AAA OXG UAL WX CAl GOC OG0 GOG LU AR

QLI L GHY NEU-HCCH?CMUUGMGMQJ:UNJMECO\WGMCMMW

Ala Fhia Asp 'lig Ty Gmlglu Plie Gly Glu Ala 1yc lle Fro Lys Gly Gln lys Tyc
NO .

Gln Acy

‘e [ya Ald 1le Asn Sef5¥
A ARG QOO MK AAC N —

UCA LAIC QUG CAG AAC OOC CHG

Sar Plm [eu Gln Asa Pso Glu
g AL Gl 40 uoG CAll GAC U
Ala |le ULITd — Bac Hia Asp Sav
mL (2.2'-} a0 [{n & fRL[t‘im) 70 L Ba
Cy6 Niky Nu Ber Sar feu Alal el fra Glu Asp (ya Glu Gln Ala]Gln Gln Met Asn Glo Lys Asp Plwe (eu 3ar (eu (le
e WL UNY AU X QA GO0 AL OOC GAA GAT AN GAG CAA GOC| CAA C2L ALK AAL CAA ARA GAC UUU QUG AT QUG AUA
Wunarmummacmtm NAJ OO0 pCA OO0 UCC ANC NG GAG GAA MCAH CAA CAG AAA UOC AMC CUA GAG QUG CUC OO0 AUC W
e Ser Leu Cys Mie Ser Glu-Ser -Ile- Pep Ty Pro Setr Asn Acg Glu Glu ‘I Gln Gln Lys Spc Aspy Leu Glu [eu Leu Arg [le 3er
30 we u GAD 60 AG o] 70 AN
Pha Cye Asp et il
90 100 ey PEL (Pe - 110 4
Val Ser [le leu Arg Ser 'lvp Asn Glu Pro Jeu Tyr Hls feu Val ‘e Glu Val Arg Gly Met Gin Glu Ala Pro Glu Ala|fle {2u Set
WD AT AIA LA (UA TLYY UG AR GAG OO Qg UG CAL QG GC AOG GAA QA OGU GGUHJALG CAR GAA GOC (0G GAG GCU| AUC CUA W
QU O AU CNG G B35 QU A OO0 —————— GG CRG IIC CUC NG AGU[GUC UOC GOC ARC AGC CUG GUG UAC S G0
leu [eu leu Lle Gl Ser Top lew Gl Pro Val Gln Plie Leu Arg Ser|Val Pha Ala Asn Sec Leu Val Tyr Gly ala
an G GH (LLmer) 90 OOG 9 MG A UM GXC ML
Glu L' ] at Asn Tye Asp
120 130

lys Ala Val Qlu
AMA LI GUA UGN
WA GA ALY AN
Seq Asp Ser Asn
[ER] Gay
Ser Asp

Glu Tle Ty Pio
GAL 1L U 'y
G A NETan
Gly Gl Hle Phe

[43¢ GH (Ps-)

Ile Glu Glu Gl Mg Lys Arg Ley (eu Qlu Gly (Wt Gly (en Ile Val Ser Gln Yal
ALY GRI GHI CAA KL AAA O QU CUA GAT GGC AL GAG QUG AA G AT CAG
(A0 UAL GA Qe CUA AAG GAD CUA Ga GAA GG Al CAA ACG Q) Nnasqaml.m

Val ‘Iyr Asp Leu Leu Lys Asp [&NGly Glu Gly [le Gln The Leu it Gly Acg Leu
GAC CHe 120

Asp Wis

150 lag
Val Tip Sec Gly t&u Pro Ser fzu Gln Met Ala Asp Glu Glu Ser Arg wau Ser Ala
(AL U] WU COA QLR QUA UOT CUG CAG Al 00U GAL GAA GAG LY C6C S Wy Gau
TREG CAG NC {UA! NGY AAG UL GAC ACA AAC UCA CAC ANC GAU GAC OCA CUA CUC AAG
fys Glu ‘g [1ye Sec Lys Pl Asp b A=y Sec 1lis Asn Asp Asp Ala (eu leu Lys
140 A2 U uos (&7 cug

Tew

Leu Arg Aty Asp
Cun Q3 NG AN
WL Ay A G
flie Ary lys Asp

Pha Sex tils teu
180 130
Ser Wiy Lys [le Asp Asn Iyr deu iys fey (2u Lys Cys Acg [le 1le His Asp Asn
WA CAL) ARA ALD GAD AL UAL CUC ARG QL QUG ANG UGE OCA AL ALC CAC AR AAC
AL GAC AN GO GG ACA S QU CGC AL GUG CAG UGR OG0 QY GUa GAg —— GOC
Mat Asp Lys Val Glu hic Pha [zu Acg 1le Val Gln Cys Arg Ser Val Glu Gly
10 ' NG 180
et

140
Ils Pro Glu Thy Lys Glu Asn

G CAL OOU GRA M MAR GAA AA

GAA GAL GUC AGC Q32 QoL A
Glu Asp Gly Sar Pro Acg i

GAC axc

Asp Ary

170

Tyr Tyc Asn ieu leu iils Cys
UALL UA AAC OUG CUC ZA0 uos
AN UAD GGG CUG QUC UAC B
Asn Tyr Gly ifeu leu T/¢ Cys

160

f L]
Asny Cys (b o]
AN UOC ———— UAA

M W GGC T uAG
Ser Cys Gly Ae M
190 191

VATLE IR LA RRR AL UALLRL WRGA AN UCOCUUAALEALL G JUCUALIUGC AR ICUASCU UUATUIOGHIALCUCULR UGARL OCADGCUUG IGUGUARCAGUCUOCUL U JARARA

CUCLULYE 2 000N LU A0 O0CA SUGCCUCUOCUGGO0CU A UUGCC ACUCC AGUCOCAOCHSICU AR CCUAALIAAAA X IAAGUUCALIC | Po L yA]
GUCDOOGA 2 LALOCU A D0CUO000C AGUGCCUCUCCIGEIT .

N IRAAANUGH O CGUUAGAGACAC | Poly Al
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ANNEXE 3
AUTORADIOGRAPHIE

Autoradiography produces permanent images on photographic film of the
distribution of radioactive atoms on a two-dimensional surface. In molecular
cloning, autoradiography is used for a variety of purposes, including the
visualization of bands of radioactive nucleic acids in Southern and northern
hybridizations, the identification of bacterial colonies or bacteriophage
plaques that hybridize to radioactive probes, and the localization of bands of
DNA in gels (e.g., in DNA sequencing). A diagram of the events that occur
during exposure of photographic emulsion to radioactivity is shown in Figure

E.2.

The two isotopes most commonly used for autoradiography are **S and **P,
both of which emit B8 particles. However, the energies of these particles are
very different: **S emits a particle with a maximum energy of 0.167 MeV that
can penetrate film emulsion only to a depth of 0.25 mm (see Figure E.3).
Although this is sufficient to allow the emitted B particles to interact
productively with silver halide crystals in the emulsion, it is not enough to
allow the particles to pass through barriers (e.g., Saran Wrap) that might be
placed between the film and the source of the radiation. Thua, when
establishing autoradiographs of **S-labeled material, it is essential that the
film and the source of the radiation be directly apposed to one another. Gels
should be as thin as possible and should be fixed and dried before auto-
radiographs are taken (see Chapter 6, page 6.45). Nitrocellulose filters and
nylon membranes should be thoroughly dried, and care should be taken to
ensure that the surface carrying the radioactivity is placed in contact with
the film. (Note: Damp gels and membranes stick tightly to the film and

usually cannot be removed).

K
b ®
@ sllvor halide

? @ o

® O ®
X-ray film
emuision
@

[ {\ Agt

Events leading to the formation of an autoradiographic image. The diagram shows that particles

entering autoradiographic film cause ejection of electrons from silver halide crystals.
electrons attract positively charged silver ions, generating precipitates of silver atoms.

These
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Energy ot radiation emitted by commonly used isotopes. The graphs in the upper part of the figure show Lhe spectra of energies

u}rried b’f particles emitted by decaying radioactive isotopes. In each case, the arrow marks the average energy per particle Tk
diagram in the lower part of the figure shows the depth to which commonly used isotopes penetrate autoradiographic film




73

ANNEXE 4

INTRODUCTION AU PROGRAMME D'UTILISATION DE L'APPAREIL
POUR PCR "HYBAID THERMAL REACTOR" DE CERA-LABO.

INTRODUCTION

Le Thermal Reactor de HYBAID est un bloc chauffant refroidissant,

destiné a réguler la température de jusqu'a 54 tubes de 0,5 ml, format
Eppendorf.

Les échantillons peuvent y &tre maintenus a température constante, ou

chauffés rapidement, ou refroidis, a des températures et teaps
différents.

Alternativement, les échantillons peuvent y &tre soumis & des cycles
thermiques.

Il est alimenté par un réseau standard 220-240 V, 50 Hz.

Il est commandé par un clavier digital qui agit sur un menu standard,
visualisé sur un affichage a cristaux liquides,

IMPORTANT : La garantie sur nos appareils et produits s'applique uniquement au
changement des pieces reconnues défectueuses, seulement en cas d'utilisat:c
conforme au mode d'emploi. La garantie ne couvre pas les dommages corporels
ou matériels résultant du bon ou mauvals usage des ces Produits ou apparei.
L'utilisation des appareils ou produits pour des usages Ou procédés couver-
par des brevets est sous la seule responsabilité de l'utilisateur.
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The Hybaid Thermal Reactor

Programmed Operation

} _RUN PROGRAM MANUAL]
T -

‘ EDIT NEW VIEW I
! -

l PROGRAM NO

xx]

ENT

[ TEMPERATURE CONTROL PLATE I LTEMPERM URE CONTROL TUBE I

I

ENT ~
A
STEP TEMP TIME
1.1 00.0 00.00
Maximum of 8
\L ENT sieapxsr;er sri:ge
STEP TEMP TIME
1.8 00.0 00.00 w
- — —C——— (L]
ha
‘]’ ENT > &
=
[ CYCLES XX I O
Maximum )
OFOB sTc:ges l et
per
program l HOLD TEMP XX ]
ENT /
h
STEP TEMP TIME
2.1 00.0 00.00
ENT
A4

PROGRAM AUTOMATICALLY SAVED
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PASSAGE D'UNE TECHNIQUE MANUELLE EN BAINS~MARIE
(OU AUTOMATISEE SUR UN AUTRE APPAREIL COMMANDE PAR
THERMOCOUPLE DE PLATEAU) A UNE TECHNIQUE AUTOMATISEE
A L'AIDE DU THERMAL REACTOR HYBAID

.'avantage unique au monde du procédé HYBAID de pouvoir contrdler et
réguler le déroulement d'un programme par un thermocouple placé dans
i tube témoin fait dans la plupart des cas que vous avez intérét 2a
itiliser ce thermocouple pour réguler l'appareil plutdt que celui de
>lateau. En effet, il vous permettra de voir, contrdler et soumettre
lirectement vos produits réactifs aux températures et durées nécessai-
res sans risque de surchauffes, pertes de temps, donc d'activité ...

Le contrdle par le thermocouple de plateau vous permettra par contre
de soumettre vos produits aux m&mes conditions qu'um bloc chauffant
ordinaire.

Ce thermocouple de plateau permet de plus, lorsque c'est lui qui
régule l'appareil, de se servir alors du couple extérieur comme
appareil de mesure trés précis de la température.

Pour reproduire une manipulation en bain-marie (ou en autre bloc), il
faut en déterminer avec précision les paramétres, en fait les teampé-
ratures de palier et les durées de ces paliers auxquels sont soumis
les produits.

Pour cela, branchez le thermocouple de tube externe long réf HBTR ET 100,

puis mettre le Thermal Reactor sous tension. Mettre le Thermal Reactor
en manuel, A température constante de 30°C (pour moins de 25°C d'am-
biante). Introduire le contrdle par le thermocouple de plateau.
Attendre la stabilisation une dizaine de minutes.

Vérifiez que le tube témoin contenant le thermocouple externe soit
bien rempli d'un volume d'huile de paraffine égal & celui : volume
réactionnel + huile de recouvrement.

Munissez-vous d'un chronométre et faites-vous assister pour noter les
résultats.

Pressez la fliéche droite, vous verrez s'afficher la température du
tube témoin.

Les manipulations de cyclages thermiques se font en général avec trois
bains-marie.

Effectuez alors avec le tube témoin (en le plagant éventuellement dans

le rack oll vous mettez vos autres tubes) les mesures suivantes :

- Températures de stabilisation dans vos différents bains-narie.

- Puis faites=-lui effectuer deux i trois cycles et mesurez les durées
des paliers obtenus & ces températures de stabilisation,

Ces températures et durées mesurées serviront de base & l'établisse-

ment d'un programme automatisé.
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Criteres de manipulation et
Paramétres a programmer sur le Thermal Reactor T.R. HYBAID
pour une boune réussite
en cyclage enzymatique avec Taq Pol.

mAztxtatzdztatatat=

1. Evitez les contawinations -

Lieu de travail isolé, irradiations UV, solutions autoclavées, pipettes positives,
réactifs aliquotss, zants usage unique, éclaboussures, pipettes a déplacement
positif, etc...

Si vous &tes confrontds a ce type de problémes, consultez nos spécialistes.
N'oubliez surtout pas d'effectuer des contrdles positifs et négatifs.

2. Dénaturation initiale du DNA
Elle est en movenne de 3' pour le plasmide et lQ' paur.le.génomique, & SRaRGiGe =t

effectués avec 'anz'me.

Cas 1 : certains tvpes 4'enzymes ne supportent pas ou mal cette dénaturation longue.
Cas 2 : dans ce cas, L. vy a lieu de dénaturer le DNA iéparément et préalablement,
plonger les -uces dans la zlace 0°C immédiatement pour casser les aérosols et
stabiliser le INA -{énaturé,

Préparez séparsmen:z /os -ubes tests contenant le mix 2t l'huile de recouvrement,
sous flux laminairz : passez sous UV 254 nm 5' pour les décontaminer (les
nucléotides et la =2a ool résistent).

Y transférer le ONA iénaturé en ouvrant 1 seul tube a la fois.

Changez de zants si vous pensez les avoir contaminés i l'ouverture des tubes de
dénaturation.

Centrifugez et mettez dans le TR.

CONTROLE TUBE

3. Programmation

A) Dénaturation initiale

Cas 1 - lére édtare : 25°C - 5 & 10' (enzymes en place) suivi des cyclages

Cas 2 - lérs 2tar= : vous dénaturez sans les enzymes

a) vous dénaturez 1 sart, dans un bain marie par ex. : Sautez cette lére étape
b) vous dénaturez ians le TR : 95°C - 5 & 10', suivi d'un Hold a 70°C.

B) Cvclages

Les temps au palier devraient &tre aussi courts que possibles pour économiser
l'enzvme et les nucléotides.
[l y a intérdt sauf si.vous 8tes absolument certain d'avoir 100 % d'homologie) i
introduire un ramping sur les 5 premiers cycles pour éviter la dislocation de
l'hybride formé, zar le TR est tras rapide.
Temps d'annealing : 30 secondes en moyenne suffisent
Temperatura 1 annealine : - pour des primers courts : 12-15 hases vers 40°C

- pour des primers normaux : env. 20 bases de 30 a1 60°C
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Temps d'élongation : la Taq pol travaille i env. 30 bases par seconde (certains
estiment meme A0 bases par seconde). Pour un segment de 900 bases par =x., il

guffira done de 900 = 30 secondes
30

Température d'élongation : 75°C
Température de denaturation : 95°C

Temps de denaturation : 10 secondes (méme 1" suffirait)

C) Souvent on termine par un maintien i la température d'élongation de S min pour

épuiser les nucléotides.
Exemples de programmses

Cas A - Dénaturation initiale avec enzyme en place et primers courts

Etape Pas
1- 1-95C~5a 10 .
2-1-=-95°C - 10" )
2 - 40°C - 30" )

1x

3 = 75°C - temps selon long. du segment Yy x

avec ramping de 3 sec/°C )

3-1-095C-10" )
2 - 40°C - 30" ) 30 x
3-75C-T )
4-1-75C=5" )
2-3C-1 5 L%

De méme avec primers longs :

1-1-95°C=~-5410° 1x
2 - 1 - 95°C - 10" )
- 50/60°C - 30" )

3 - 75°C - temps selon segment T g 5 %

avec ramping 3 sec/°C

3-1-95C =~ 10" ;
2 - 50/60°C - 30" ) 25 x
3-75°C-T )

4 -1-75°C-5' ;
2 - 30°C -1 1x

Ed

Cags B - Dénaturation sans enzymes

- On peut programmer le TR en manuel i 95°C - 5 a 10'.

et les avoir mis dans la glace, le mettre sur 70°C.
- On peut également commencer le programme par
Etape 1 - 95°C - 5 a 10' 1 x
70°C - Hold )

Apras avoir sorti les tubes,

Mais attention de sortir les tubes immédiatement avant le passage au Hold.

I1 suffit ensuite de programmer comme ci-dessus.
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E) Aprds le dernier palier 30°C - 1', stopper le programme. L'appareil se mettra i
la température ambiante une fois la manip terminée et affichera 'PROGRAM COMPLETE".
Les produits n'en souffriront pas (le DNA résiste a 95°C) et les cyclages sont
stérilisants. Imutile de vous lever la mrit ou de revenir durant le week end pour
les mettre au congélateur, ils seront parfaitement conservés.

4) Mettre le T.R. en route, contrdle par le tube.

5) Amélioration des résultats pour la spécificité

La température d'annealing est une température estimée. Si vous produisez des
fractions non spécifiques, remontez la température, de 1°C a la fois pour observer
éventuellement une amélioration. Ceci peut éventuellement s'effectuer au détrimen:
du rendement.

6) Pour la mise au point de méthodes précises, respectez tous les paliers ci-dessus,
mais utilisez du DNA plasmidique.
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CEA SN

QAR PHOSPHORE 32
SPRex

FICHE TECHMIQUE OE RADICPROTECTION
SOUR L'UTILISATION OE RAOIO-SLEMENMT EN SOWRCES NON SCELLEES

- PRlK"-IPAL_ES CARACTERISTIOUES |

Emertour
Energl e maximum (Ma¥) 1N
s Pourcant age 100
Perioce- ragloactive: 14,3 jours
Organe critique 11
Poriods nloiogl que 1,139 jours
Porfodc et foctT ive 14,1 Jours
f\ ) = §,56 MBq (180 WCl)
Erurq s eftective (Ma¥) 3,5

2 = LIMITES Of CETECTION

Antirocoradl avetrie @ = 9,3 kSq.l“f (=150 nGl} A \
Mesure dans les urines : |Imite theorique = | 5 8q.i”" {40 pCl. 17"

J = OOMMEES POUR L*EYALUATION DU RISOUE

3 = 1. Irradlation exrerna dans |'air

Une sourca panctuslle non protegae de | mCl donne en milllrems at an mil{ls]avert par haus :

| 310 cm | 3100 cm
an §~ 3150 16
(31,5 mSv) (0,16 mSv)

3 = 1. Contaminarion

3 = 2.1 Absororion maximale sdmissibie trimestrislle oour un osrsonns! DATR catéqoris A

= Inhaiation 45 Gl (1,6 MBa)
- Ingastlon 37,5 Wl (1,4 MBql

3 =~ 2.2 Limite dérivée de contaminarion da surfaces

- vatemants de travall Llil 237 3g.cm %J
= surface de travall ) 6.10 LCI (2,2 «Bgq.cm™
- sols et maveriel )

3 = 3. D8ni+ de dose au contact d'une seringe cantenant | mCl

. volume sertngue | aml ot de dose 7,703 magunt (7,7 Gvanth
.o, " 2 cm? " " 303 . (3" GyenT D
. " flacan peniciiilne " . 5 .03 " (5 mGy.n- )
.. " becner, " . 3,3.000 (35 mGv.n”
N iperte | " " s .0t (500 aGy.n™
T PP 0 e " " 2,3.10% = (28 sGy.n~ 0

3 = 4. Le ragporT entre la dose lue sur une baque oour des agents Travaillant le % oT la dosa lue sur le flim ear
de 50 (ex.: doigt * 930 mrem (5,5 mSvl ; poitrine =10 mrem (0,] mSv)).

3 = 5. Grouoe de radlotoxicite : I (mocerse)

4 = MISE EN OEUYRE DE LA PROTECTION

4 = 1. Ecran de ororsction : pour arrater tortaiement les § de |,7 Me¥, || four 4 mm de verrs ou 3 mm de plexiqlas
{oresenca de ravannement da frainagel. Les gants ordinairas cans'ri'hjgf une her‘r;la-o conftre |la contanination
mals pas contrs 1'irradiarion mcrno des malns. | uCl (37 «Bq) de sur 1 cm* je oeau 3ellvra yn 1801t Is
dose & |'toiderme de 7,5 raden=t (79 mSv) di a

|*omlssion

4 = 1, Odchers : . avacuation controlee - l'acrivita {nltlale du 3% est radulta d'un tacteur 10 su daur 3da 48

Jairs, 3tun facteur 100 su JuT de 96 Jours et d'un facteur 1000 su dout de 144 jours. lonserver les sécnars
radicacrtifs 4 mols avant sflminarion avec les dechets conventlonnels.

. -_cancornanf les rojers de |lquide asqueux dans les o?ior: ardl nalru. 11 convient 3u'lis scient
i\fu-jou a la concentrarion maxims(e samissible ae 0,02 WCl, =
1

: o 0 ucl. {740 39«1~ ) at 36 timiter le rejer journa=
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4 = 3, Ne Jmels icus-ssTimar la 'oxlclfa chimique ou ololoqlquc des solurions raoloacTives oouvant arrs manioul des

Qu ' rajeTses sour |'snsemble cu HarimenT scus raserve 18 |'azuTorisaTlon Ju responsacie 18 securita e ' At
bllssemant.

4 = 4, Aytres. Zonnaes .:.La contramipation surfaciaue seuT s& masurer svac 4ne sonde SIBM du MiP 10 : 10 c.s”! «
Y] Tecm ¢ 12,3 8g.em™ 4.

3 = THERAPEUTIOUE .

Le pnosonore @TANT normalement Jrasent. dans |'argani sne, toute contami narioa oar la 12 n® oeuT ATre rraltde que oar
ls méthoce de ia 3llution lsotrcolques 11 axiste de_nomoreuses soecialltes conrenant U 3nOIOROre achangesaie : le
rraitamant aar uns relle soeciall te uevr‘a cspendant atrs massif, la our racnerchs ne corrascondant cas a la flnatl-
t8 oremlérs au Tadlcoment, Josas : $q ds 20, 1ans un verrs a'say, Jar axemOie 18ux TA0Suies 38 "NeuTroonos® conTe-
nanT dy gnosonars de Na er Je X alacasique, 3ins| gue du onosgnaTe de Na arv is £ monoooaslaue.

§ - RAPPEL METASCL IQUE

Aores [ngestion ds ohosonors, environ 73 1 sonr aosoruas ay niveau du fube dlquﬂf ouls se revarTissent dans |'or—
qanisne. Lg fractlon décosee alors dans |e squelerts aoras |'zosoroTlon est d'snviron 371.

7 = SURVEILLAMCE DU PERSONMEL

Dosimarrie Individuelle
Analy ses radlotoxicaioglques des urines
Exsmans rad| omeTriques

8 = LIMITES ANNUELLES O'!NCORPORATION (LAI) ET LIMITES OERIYEES DE CONCENTRATION DANS L'AIR (LDCA)

INGESTION FNHALATION
RAQ IONUCLEIDE
] 1] [~
% LAl (Ba) 2x 107 | 3x10/ 1 X lo;
LOCA (Bgem=") - 1 x 10" 5 %10

a) La phospnore d'origine alimentaire ast bien absorpe par |'apparei! gastro Intestinal
b) Tous les comosas du onosonors, sauf |es phosohates qul sonT Inalquss i la note ¢
c) Phosphares de Zn®*, sa’*, Mgz", Fol*, 817* or de lanthanides

9 - TEXTES DE REFERENCE

= DagreT 66-450 du 20 Juln 1966 relarif aux principes généraux de protection contra |es rayonnemants lonisants.

- Dacrer §7-228 du |3 mars 1967 portant raqiement ' administrarion suoilque relatif 3 la prorection des travall-
leurs contre |es dangers des rayonnements lanisants.

- Arrirtas q'eppilcation du dacrer 67-228 du 13 mars 1967, parus au J. O. du 8 Julin 1968, et sarticulléremants

. arreTé du 18 avril 1968 acprouvent les mathodes da controle alaborses oar le Servica Cantral de Protece
tion Contre ies Rayonnements lonisants ;

. nr'ﬂru du (9 avell 1968 pracisant les condltfons d'utlifisation des dosimetres fndlivicuels destines ay
controle des oquivnlenu de doses regus oer ias Travallleurs dirscrement atfecrss 3 des travaux sous
rayonnemenTs at 0xposes ay rl sque d'Irradiation axrerne ;

arrara du 23 avrll 1968 sporcuvant les termas des racommandar{ons sux madecins axergant la surveillanca
medlicale das rravallleurs soumls sux dJangers des rivonnemenTs [onlsants.

. ascrar n* 86.1103 du 02 ocroora 1986,

- Clrarlaire 328 du 03 acit 1972 relative 3 ['uTiiisarion des radloalaments artificiels an scurces nan scallsas
dant la domaine clologique at medlcal (Ministere de |2 Sante Pubiliquel.

- Avi$ aux bl sareurs de radl«lmnrs scumls au ragime d'sutoriserion orévu osr le Coda da la Sante Pubiique,
relarit a 1'aliminarion des dschars radloacTifs (scurcas non scallees exciusivemant!, (TFD, au 06 Juin 1970).

= RecommandaTion n* 22 de la CIPR. {Las puoilcations de la CIPR sont dlstrituses an Francs par les 8dl+lons GAU=
THIER=Y ILLARS) o :
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