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A 

ACTH 

ADN(ou DNA) 

AMV-RTase 

ARN(ou RNA) 

ARNm 

ARNr 

AS 

ATP 

BBP 

Bet 

c 
cDNA 

Ci 

cpm 

DO 

dpm 

EDTA 

FSH 

G 

hGH 

hPRL 
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ABREVIATIONS 

adénine 

hormone adénocorticotrope 

acide désoxyribonucléique 

Avian Myoblastosis Virus - Reverse Transcriptase 

acide ribonucléique 

acide ribonucléique messager 

acide ribonucléique ribosomial 

activité spécifique 

adénosine triphosphate 

bleu de bromophénol 

bromure d'éthydium 

cytosine 

acide désoxyribonucléique complémentaire 

curie 

coup par minute 

densité optique 

désintégration par minute 

acide éthylène diaminotrétacétique 

hormone folliculostimulante 

guanine 

hormone de croissance humaine 

prolactine humaine 



I 

IGF 

kb 

LH 

M 

mg 

ml 

mm 

mM 

mmol 

MOPS 

N 

ng 

nm 

P32 (ou P32) 

PCR 

pM 

PM 

PNK 

PN 
RNase 

RT 

RT-PCR 

s 
SDS 

ssc 
SSPE 
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taux d'incorporation 

insuline like growth factor 

kilo base 

hormone de lutéinisation 

molaire 

milligramme 

millilitre 

millimètre 

millimolaire 

millimole 

acide 3 - (N-morpholino) propanesulfonique 

normalité 

nanogramme 

nanomètre 

phosphore 32 

Polymerase Chain Reaction 

picomolaire 

poids moléculaire 

Polynucléotide Kinase 

poids/volume 

ribonucléase 

Reverse Transcription 

Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 

unité de constante de sédimentation 

sodium dodécylsulfate 

solution Sodium-Citrate 

solution Sodium-Phosphate-EDTA 
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T thymidine 

Td température de dissociation 

TBE tampon Tris-Borate-EDTA 

TSH thyréostimuline 

u unité 

µCi microcurie 

µg microgramme 

µl microlitre 

UV ultraviolet 

V volt 

VN volume/volume 

-*-*-*-*-*-*-*-*-*-*-
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INTRODUCTION GENERALE 

Le but de ces travaux réalisés dans le Service de Médecine Nucléaire du Centre Hospitalier 
Régional A.MICHALLON à GRENOBLE est de caractériser qualitativement un type 

d'adénome hypophysaire, à l'aide de la méthode d'amplification de gènes par " Polymerase 
Chain Reaction 11 

( PCR ). Nous nous sommes limités à l'étude d'adénomes à prolactine ou à 
hormone de croissance. 

En quelques années d'existence, la PCR a bouleversé les possibilités d'investigation en biologie 

moléculaire et en recherche médicale. Très vite, elle a dépassé le cadre de la recherche pour 
gagner le domaine du diagnostic, en particulier en endocrinologie. 

Après un rappel physiopathologique sur !'antéhypophyse sont décrites les méthodes de 
biologie moléculaire utilisées, les résultats étant comparés à ceux obtenus sur coupes 
immunohistochimiques réalisées par le laboratoire d'anatomopathologie. 

Les travaux de Ricardo V.LLOYD sur !'antéhypophyse, faisant appel à des techniques 

d'hybridation in situ et de " Northem Blot ", nous ont servi pour la mise au point d'une 
méthode PCR, basée sur la caractérisation du niveau d'expression des gènes. 
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RAPPELS PHYSIOPATHOLOGIQUES 

I - L'ANTEHYPOPHYSE : 

Situé dans la selle turcique du sphénoïde, !'antéhypophyse est le véritable chef d'orchestre 
du système endocrinien ( 8 , 12 ). 

Cette glande est formée de cellules hormonosécrétantes organisées en cordons sans 
systématisation nette : 

Schématiquement, on rencontre : 

Les cellules somatotropes sécrétant l'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 
à peu près la même localisation. 

- Les cellules thyréotropes sécrétant la thyréostimuline ( TSH ), localisées dans la partie 
centrale de !'antéhypophyse. 

- Les cellules corticotropes sécrétant l'ACTH, les endorphines, localisées dans les parties 
centrales et postérieures. 

- Les cellules gonadotropes sécrétant la LH et la FSH, localisées de façon diffuse. 

1 - La prolactine = hPRL 

Cette hormone est fom1ée de 198 acides aminés ( 8 , 12 ). 
Elle induit et maintient la lactation. 
Les taux plasmatiques de base sont de 10 µg/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 façon régulière à partir du 
premier trimestre jusqu'à 200 µg/l à 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 à elle et à la prolactine 
( 8, 12 ). 

Elle entraîne la stimulation de la synthèse protéique et de la mobilisation adipeuse. De 
plus, elle possède un effet diabétogène. 

Son action s'exerce soit de façon 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 synthèse. 

La hGH est sécértée de façon épisodique selon un rythme nyctéméral avec une 
augmentation des taux plasmatiques durant la première période de sommeil. Le taux 
plasmatique basal est compris entre 0,5 et 5 µg/l. 

II - LES TUMEURS HYPOPHYSAIRES : 
( 8,12) 

Elles représentent environ 10 % des tumeurs intracraniennes chez l'homme. Il s'agit 
d'adénomes développés à partir des différentes tumeurs antéhypophysaires. La 
transformation maligne est tout à fait exceptionnelle. 

On distingue 2 types selon le diamètre de la tumeur : 

- Les microadénomes dont le diamètre est inférieur à 10 mm, 

- Les macroadénomes de diamètre supérieur à 10 mm, caractérisé par le risque d'invasion 
des structures voisines. 

Les tumeurs particulièrement envahissantes peuvent gagner l'hypothalamus. 
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La symptomatologie de ces tumeurs associe, à des degrés divers, deux types 

d'éléments : 

- le syndrome tumoral avec céphalées et troubles visuels ; 

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

d'hormones hypersécrétées. 

1 - Les prolactinomes : 

Ils représentent 50 % des adénomes hypophysaires, atteignant le plus souvent des 

adultes de 20 à 40 ans. 

Ce sont les femmes les plus touchées (83 % des cas), en général sous forme de 
microadénomes. Chez l'homme il s'agit le plus souvent de formes envahissantes. 

Les troubles rencontrés chez la femme sont : l'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 l'érection, 

une gynécomastie. 

Le taux basal de PRL est toujours supérieur à la normale (supérieur à 30 ng/ml), 

dû à l'hypersécrétion des cellules tumorales. Les valeurs plasmatiques sont 

corrélées à 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 50 ans. 

On retrouve un tableau classique de dysmorphisme acromégalique lié à une 

hypersécrétion de hGH, permanente et non freinablc. 

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

une prolifération cartilagineuse et un épaississement des os courts. 
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A l'hypersécrétion de hGH peut s'ajouter celle d'autres hormones rendant le 
tableau plus complexe. 

Le cas le plus fréquent est l'hypersécrétion associée de prolactine, réalisant le 
tableau de l'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 à 8 fois plus fréquent chez la femme, le plus souvent entre 30 et 50 ans. 

Il représente 5 % des cas d'adénomes hypophysaires. 

Il y a alors hyperstimulation surrénalienne d'où production excessive 
d'androgènes. 

Le syndrome tumoral est le plus souvent absent. 

4 - Autres adénomes secrétants : 

Ils sont beaucoup plus rares. 

- Adénomes thyréotropes hypersécrétion de TSH et de sa sous-unité avec 
hyperthyroïdie. 

- Adénomes gonadotropes : hypersécrétion des gonadotrophines. 

5 - Adénomes non sécrétants : adénomes chromophobes : 

Ils représentent 20 % des adénomes. 

En général le syndrome tumoral est très marqué car il s'agit de tumeurs 

volumineuses. Le plus souvent, ils se déclarent après 50 ans et se manifestent à un 
stade avancé de l'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 MOLECULAIRE 

1 - EXTRACTION DES ARN TOTAUX: 

1 - Intérêt: 

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

2 - Méthode ( d'après 3 ) : 

2.1 Choix 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 très efficace, est en même 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 l'extraction classique au phénol - chloroforme ( ARN 
souvent dégradé). 

Ce procédé rapide permet l'obtention d'ARN totaux non dégradés et de grande qualité à 
partir de très 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 à 5 mg/ml 

.SEVAG =Chloroforme: lsoamylalcool (24:1) 

.lsopropanol 

.Ethanol 

.2M Acétate de Sodium pH = 4,0 

.2M Acétate d'ammonium 

2.2.2 Procédé expérimental 
Travailler dans la glace pilée 

*EXTRACTION: 

50 à 70 mg de tissus broyés et homogénéisés dans 1 volume de 
solution D (500 µ1) puis addition successive de : 

-1 µl Dextran T 40 
-0,1 volume 2M Acétate de Sodium pH = 4,0 
-1 volume Phénol 

-0,2 volume SEV AG 

Après agitation énergique et attente 15 minutes dans la glace, 
centrifuger 20 minutes à 12000 g à + 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 à - 20° C. 

Ensuite centrifuger 20 minutes à 12000 g à+ 4° C. 

*PRECIPITATION N° 2 : 

Culot repris dans 0,5 volume de solution dénaturante puis addition 
d'l volume d'lsopropanol. 

Attente de 2 heures à - 20° C. 

Centrifugation 20 minutes à 12000 g à+ 4° C. 



3 - Résultats : 
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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 à - 2o•c. 

Centrifugation 20 minutes à 12000G. à+ 4•c. 

*LAVAGE: 

Lavage du culot par 1 volume d'Ethanol à 70 % puis 
sédimentation et séchage sous vide. 

*SOLUBILISATION: 

Solubilisation finale du culot dans H20 et stockage à - 2o•c ou 
- 80 •c ( si longue période). 

3.1 Contrôle de qualité : électrophorèse en gel d'agarose coloré au bromure d'éthydium. 

L'ARN extrait doit satisfaire à deux critères 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 l'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 l'ADN génomique lors de l'extraction. 

L'électrophorèse étant réalisée en simple gel d'agarose à 1,2 %, une légère dégradation 
inhérente à cette méthode (gel non dénaturant) est visible au-delà du front de solvant. 
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Par commodité, les adénomes sont numérotés Al, A2, ..... A6 

Pui L'i 2 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Dé ôt PMI A2 A3 A3' A4 A4' AS A6 A6' 

PMl : 2 µl PM 11 BOEHRINGER ( 500ng) = Phage À digéré par l'enzyme Hind III. 

PM2: 2 µl PM III BOEHRINGER ( 500 ng) =Phage À digéré par les enzymes Hind III et 

Eco Rl. 

Dépôts des adénomes : 1 µl 

Gel d'agarose à 1,2 % dans TBE x 1 
( Cf. figure 1 ). 



A llindlll 

23,130 
9,416 
6,557 
4,361 
2,322 
2,027 

564 
125 
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A Hindlll-EcoRI 

21,226 
5,148 
4,973 
4,268 
3,530 
2,027 
1,904 
1,584 
1,375 

947 
831 
564 
125 

FIGURE 1 : taille des fragments des poids moléculaires >.Hind III 
et >-Hind lil - EcoR 1 exprimée en paires de base. 



Absence de traces 
d'ADN génomique - - - -1 

Bande 28 S à 4,7 kb ----

Bande 18 S à 1,9 kb----

Front de solvant à 0,125 kb -
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Photo du gel d'électrophorèse du contrôle d'extraction des ARN totaux . 
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3.2 Détem1ination 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 à 260 nm et 280 nm. 

- L'absorbance à 260 nm permet le calcul de la concentration d'ARN dans 
l'échantillon sachant qu'une unité de DO à 260 nm correspond à environ 40 µg/ml 
d'ARN. 

- Le rapport A 260nm / A 280 nm donne une estimation de la pureté des 
échantillons en ARN. 

Ce rapport doit être 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 µglml ). 
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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 extrait•• 

TISSU d/lequel µg/µl en µg 

eat repria 

le culot 

Al 20 1/100 0,424 0,217 l.954 l, 70- 34) 

) 44 

Al' 20 1/100 0,133 0,065 2.046 0,53 10) 

A2 60 1/100 0,097 0,046 2~108 0,39 23 

A3 60 1/100 0,167 0,081 2.062 0,67 40) 
} 100 

A3' 40 1/100 0,377 o. 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 6.fo) 

A5 60 1/100 0,135 - 0,064 2.109 0.54 31 

A6 20 1/100 0.310 O.H8 2,095 l,24 24) 

- - ) 32 

A6' 20 1/100 0,101 0,045 2.244 0,40 8) 

Les mesures d'absorbance sont réalisées sur le spectrophotomètre d'analyse UV / Visible, 
série ou®6o BECK.MAN. 

3.3 Conclusion : 

- Le contrôle de qualité révèle la présence de bandes 28 S et 18 S des ARN 
ribosomiaux et l'absence de traces d'ADN génomique. 

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

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

1 - Principe : 

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

Cette technique permet de visualiser un ARN spécifique au sein d'une population 
hétérogène quand on possède une sonde reconnaissant au moins 20 bases de la partie 
codante du gène correspondant. 

Cette visualisation permet : 

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

l'autre (semi-quantitatif). 

Les ARN étant des entités isolables, contrairement aux gènes, il n'est pas nécessaire de 
faire appel aux enzymes de restriction. Les ARN totaux extraits sont soumis à une 
électrophorèse 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 être détruite afin qu'elle n'intervienne pas dans leur 
mobilité. Pour celà l'électrophorèse est pratiquée en présence d'un agent dénaturant, ici 
le formaldéhyde. 

L'extrême sensibilité des ARN vis-à-vis des ribonucléases, enzymes très répandues et 
très stables, nécessite de travailler avec un très grand soin, et dans les conditions les 
plus stériles possibles ( port de gants indispensable, matériel et solution autoclavés ). 

Après électrophorèse et transfert sur membrane, l'hybridation par sonde 
oligortucléotidique marquée au phosphore 32 est révélée par autoradiographie ( 9, 11 ). 
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FIGURE 2 : Marquage d'oligonucléotides de synthèse 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 l'ATP utilisé 
est marqué en O par du phosphore 32 (cf. figure 2 ). ( 9, 11) 

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

Le phosphore 32 est un élément radioactif donnant une émission 13 - : émission 
d'un électron négatif 13 - . 

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

Mise en oeuvre de la protection : 

Pour arrêter totalement les 13 - de 1,7 MeV, il faut une épaisseur de 4 mm de 
verre ou de 8 mm de plexiglas. 
Les gants ordinaires constituent une barrière contre la contamination mais pas 
contre l'irradiation externe des mains. 
L'évacuation des déchets est contrôlée. 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 à conserver 4 mois dans une poubelle protectrice avant 
élimination avec les déchets conventionnels. 

Manipulation du Phosphore 32 : 

Jusqu'à 0,16 mCi, travail en zone surveillée sur paillasse 
Jusqu'à 1,6 mCi , travail en zone contrôlée sur paillasse 
Jusqu'à 16 mCi, travail en zone contrôlée sous hotte aspirante. 
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2.1.2 Réactifs : 

. tampon kinase x 10 
{ MgC120,l M 
{Tris HCl 0,5 M; pH= 7,6 
{ Dithiothréitol 50 mM 
{ EDTA 1 mM; pH= 8,0 
{ Spermidine 10 mM 

. 0 ( 32 P ) ATP à 3000 Ci/mmol ; 10 µCi/µl ( AMERSHAM ) 

. T4 Polynucléotide Kinase à 10 U/µl ( BIOLABS ) 

. Poids moléculaire: phage Lambda digéré par l'enzyme EcoT14I en 11 
fragments, dosé à 500 ng/µl: A! EcoT14I ( AMERSHAM) 

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

2.1.3 Protocole : 

- 500 ng de Poids Moléculaire ( PM ) dilué dans 19 µl H20 
- dénaturation 2 minutes à 95 •c et refroidissement immédiat dans la 

glace 
- addition de : 

. 4 µl de tampon kinase x 10 

. 2 µl de 0 ( 32p ) ATP 

. 1 µl de T4 polynucléotide kinase ( lOU) 

. H20 qsp 40 µl 
- incubation 30 minutes à 3rc 
- 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 ! µg,, soit 2,68 µCi/µg 
( 1 µCi = 2,2.106 dpm ) 
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Calcul: 

Pour 500 ng de PM marqué et purifié, le comptage d'une aliquote de 1 µl de PM 
pris sur un volume de 40 µl donne un total de 31505 coups CERENKOV par 
minute, d1où une activité spécifique de 5,9.106 dpm/µg, sachant que l'efficacité de 
détection est de 43 % pour le Phosphore 32 ( 25 ). 

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

2.2 Electrophorèse 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 système de discrimination est 
füffet de filtration du gel. ( 2, 24 ) 

La vitesse de migration d1une molécule d1acide nucléique sera fonction de 2 paramètres: 

- 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 à séparer 

0,9à1,2 0,2 à 7 kb 
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2.2.1 Réactifs 

.Tampon MOPS x 10 { MOPS 0,2M 
{ Acétate de Sodium 50mM 

{ EDTA lOmM 
{pH= 7,0 

.Formaldéhyde : solution à 37 % (PN) 

.Formamide désionisé sur Résine AG 501 X 8 (BIORAD) 

.Tampon de charge x6 { 0,05 % Bleu de Bromophénol (PN) 
{ 60 % Glycérol (VN) 

.Agarose SEAKEM HGT (FMC) 

.NaOH lON 

2.2.2 Protocole : 

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

-Réalisation d'un gel d'agarose : 
{ 1 % Agarose (PN) 
{ Tampon MOPS xl 
{Formaldéhyde 2,2M 

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

- Les échantillons sont préparés comme suit : 

.8 µg d1ARN totaux qsp 10 µl H20 

.10 µl de tampon dénaturant : 
{ Formamide 50 % 
{ Formaldéhyde 2,2M 
{ Tampon MOPS x 1 
{ Tampon de charge x 1 
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puis dénaturation 2 minutes à 95° C puis refroidissement dans la 

glace avant le dépôt. 

- L'électrophorèse est poursuivie jusqu'à une migration suffisante du 

colorant (bleu de bromophénol). 

2.3 Transfert sur membrane: 

L'hybridation au sein d'un gel d'agarose étant très difficile, les fragments 

d'acides nucléiques séparés par électrophorèse sont transférés sur un 

support solide. Ce transfert est assuré par un phénomène de capillarité, 

d'où le nom de "blotting" donné à cette étape. ( 2, 24, 26 ) 

Les membranes de Nylon activé ici utilisées sont des membranes de 

seconde génération, de très 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 : 

- SSC X 20 

{ 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 l'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. 
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·--
------------··-------

Papier Whatman 3M ::=::_ =========:::==.: 
Membrane de ~  _____ --- ~ 
Gel d'agarose -------=::;. ~111 1 1111111111111111111111111 ;n 
Plaque de ~ ~ ~~~~~~~~~~~~ 

FIGURE 3: Schéma de montage d'une technique de NORTHERN-BLOT. 
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- Fixation : après transfert, la membrane est traitée par NaOH 
0,05 N, rincée en SSC x 2 puis séchée. 

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

La règle d'appariement des bases ( A-T et G-C ) est la notion fondamentale sur 
laquelle repose la technique de l'hybridation moléculaire ( 2, 5, 17, 24 ). 
Deux acides nucléiques dénaturés d'origines différentes, mélangés dans des conditions 
appropnees, peuvent former des hybrides s'ils possèdent des séquences 
complémentaires. Ainsi, une sonde spécifique d'un acide nucléique donné peut 
s'associer de façon 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. 
Annexe 2): ( 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'après leur synthèse. 
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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 11-2-1) a donné des sondes de haute 
activité spécifique: ( 9, 11, 25) 

GH (21 mer) PRL (21 mer) 28S rRNA (29 mer) 

Quantité de sonde 13pM = 90 ng lOpM = 70 ng lOpM = 100 ng 

cpm CERENKOV sur 
un aliquot de lµl 411828 391322 307782 
sur 20 µl 

8 8 g 
AS en dpm/µg 2 .1.10 2.6.10 1. 4 .10 

2.4.2 Hybridation : 

Les paramètres 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 à laquelle 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 à 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 lM Na+. 
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Les hybridations et les lavages peuvent être réalisés à température plus 
basse en réduisant la concentration de Na+, ce qui est le cas dans Je 

tampon d'hybridation ici utilisé : ceci permet de diminuer Td de 10 à 
15°C. 

-SSPE X 20 { NaCl 3M 
{ NaH2P04 0,2M; 2H20 

{ EDTA 20mM, pH = 8,0 

-DENHARDT X 50 
{ Ficoll type 400 1 % (PN) 
{ Polyvinylpyrolidone 1 % (PN) 
{ Sérumalbumine bovine 1 % (PN) 

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

-ADN de sperme de hareng à 4 mg/ml, soniqué et dénaturé 

(BOEHRINGER-MANNHEIM). 

PROTOCOLE: 

Une étape préalable de préhybridation par de l'ADN hétérologue (ici de !'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 : 

{SSPE X 5 

{DENHARDT X 10 
{SDS 1 % 

avec 100 µglml d'ADN hétérologue. 

- la préhybridation est réalisée en sac scellé mis au bain-marie agitant à 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), à raison d'environ 5.106 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 
To hybridation 
choisie 58° c 56° c 60° c 

- Avant d'être mise en autoradiographie, la membrane doit être Javée. Cette étape 
particulièrement critique doit être conduite avec soin pour obtenir le meilleur 
rapport signal / bruit de fond possible. 

- Le tampon de lavage utilisé (SSPE x 2 et SOS 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 réalisé dans des conditions de stringence maximales : 2 
minutes dans l'eau ultrapure à 100° C. 

2.4.3 Autoradiographie : 

Les hybrides sont révélés par autoradiographie à l'aide de films 
photographiques " HYPERFILM MP AMERSHAM " qui sont mis en 
exposition à - 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 288 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 

Adénome 

Adénome 

Adénome 

Adénome 

Adénome 

Adénome 

La même membrane du NORTHERN-BLOT a servi de support aux 

hybridations successives des 3 sondes oligonucléotidiques choisies. 

Les autoradiographies sont rassemblées pour comparaison sur la même 

reproduction du film. 

L'hybridation par la sonde "28S rRNA" réalisée en même milieu permet 

l'interprétation des deux autres : 

- les ARN totaux déposés (8 µg) sont révélés en quantité sensiblement 

équivalente, témoignant d'un dépôt électrophorétique et d'un transfert 

correct. 

le poids moléculaire bien visible permet le repérage des bandes 

recherchées. 

Interprétation semi-quantitative: 

Expression du gène Expression du gène 
codant pour hPRL codant pour hGH 

Al ..... - -
A2 ..... + -
A3 ..... ++ ± 

A4 ..... ± ++ 

A5 ..... - -

A6 ..... - +++ 

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 d1analyse des ARN messagers par NORTHERN-BLOT 
(précédemment développée), la technique de RT-PCR est une autre façon originale 
de les étudier. 

Elle devient de plus en plus utilisée pour l1analyse de la transcription des gènes car 
elle est rapide et hautement sensible. 

Après isolement des ARN totaux à partir de tissus ou de cellules, les ARN messagers 
sont soumis à l1action d1une enzyme Reverse Transcriptase qui permet la synthèse 
d1un 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 à l1action de l1enzyme ADN polymérase. 

Le produit d1amplification est alors analysé par une électrophorèse en gel d1agarose 
puis validé selon une technique de SOUTHERN-BLOT, c1est-à-dire hybridation de 
11ADN 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 être synthétisées en utilisant des amorces oligo 
(dT) non spécifiques qui se lient aux séquences polyA trouvées à l'extrémité 
3' de la majorité des ARN messagers. ( 1, 2, 13, 14, 23, 24) 

La synthèse 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) 12_18 ont été utilisés pour cette synthèse. 

L'AMV-RTase possède une activité RNase H qui se traduit par la 
destruction de l'ARN matrice après transcription en cDNA ; cependant cette 
enzyme peut entraîner la syntpèse 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 
synthèse. ( 24) 

L'apport d'une quantité définie de [a Phosphore 32 dCfP] 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. 
{KCl 0,4M. 
{MgC12 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/µl 
GENOFIT . 

. Phénol équilibré dans Tris HCl pH 7,5; O,lM . 

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

. dNTPmix: 
{dATP20mM 
{dTIP20mM 
{dGTP20mM 
{dCTP lOmM 

.Na0H4N . 

. Primer oligo (dT)15 à 1 mg/ml dans H20 BOEHRINGER. 

.Sérumalbumine bovine à 5 mg/ml CLOI'"ITECH . 

. EDTA0,5M . 

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

1.2.2 Protocole : 

-Diluer 8 µg d'ARN totaux dans 20 µl H20. 
-Ajouter 2,5 µl oligo dT 15 à 1 mg/ml. 

-Dénaturer 2 minutes à 95° C puis plonger dans la glace. 

-Ajouter dans chaque tube: 
{ 1 µl sérumalbumine bovine à 5 mg/ml, 
{0,06 U RNase Block II, 
{2 µl Bétarnercaptoéthanol 350mM, 
{ 5 µl Tampon x 10 RTase, 
{2,5 µl dNTP, 

{ 10 µl Pyrophosphate de sodium 20mM. 

-Incuber 15 minutes dans la glace. 

-Ajouter: 
{2µ1 dCTP*, 

{2,2 µl AMV-RTase 21,6 U/µl, 
{ qsp 50 µl H20. 



44 

- Incuber 50 minutes à 40° C. 

- Stopper la réaction par addition de : 

{2 µl EDT A 0,5M, 
{4µ1NaOH4N. 

afin d'hydrolyser l'ARN restant. 

- Incuber 30 minutes à 50° C. 

- Neutraliser sur colonne Trisacryl GF 05 M. 

- Purifier par addition de : 

{90 µl Phénol, Tris HCl, 
{90µ1 SEVAG. 

- Centrifuger 5 minutes à 3000 g. 

- Récupérer le surnageant et vérifier la neutralité du pH sur 

bandelette réactive. 

- Ajouter 180 µl SEVAG et centrifuger 5 minutes à 3000 g. 

- Récupérer le surnageant ( = 90 µl). 

- Prélever sur chaque échantillon 5 µI et compter les cpm 

CERENKOV sur le compteur à scintillation liquide MINAXI 

TRI-CARB (PACKARD). 

- Conserver le reste de l'échantillon à - 20° C. 

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

- 8 µg ARN totaux qsp 20 µI H20. 

- Total des coups : 24,6 106 cpm CERENKOV 

(pour 2 µI a dCTP(32P) apporté par tube). 
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TABLEAU DES RESULTATS DE LA SYNTHESE DE cDNA 

Adénome cpm des µI cpmde 1 = ~  éluat Masse de cDNA Concentration 

d'éluat l'éluat total cpm total en µg (ng/µl) 

massecDNA 
Volume d'éluat 

1 9990 1,26.106 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 1,12.106 0,046 1,50 16 

6 51399 1,93.106 0,038 1,25 14 

Taux d'incorporation M = I x 33 µg 
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5' pnmer 

J' prim« 

3' 
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~ TTTT 

FIGURE 6: Synthèse de cDNA par la Méthode oligo(dT). 

Des oligonucléotides oligo(dT) sont hybridés à la séquence terminale polyA des ARN 
messagers. Toute lé! population des ARN messagers sert de support à la synthèse 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 manière exponentielle une séquence 
d'ADN donnée. 
Cette technique se prête bien à l'automatisation et des appareils effectuent désormais 
l'ensemble des opérations pour un grand nombre d'échantillons. 
Le principe de la PCR est simple. Il consiste à réaliser in vitro de nombreuses 
réplications successives de l'ADN en utilisant comme amorces deux oligonucléotides 
de synthèse Pl et P2 s'hybridant spécifiquement aux extrémités 31 de la portion de 
séquence à amplifier. 
Pl est complémentaire du brin EB ( ou brin codant ) de l1ADN et P2 du brin 8 ( ou brin 
non codant). 

Il s'agit d'une réaction cyclique et chaque cycle comprend : 

- dénaturation de l'ADN, 
- hybridation des amorces Pl et P2, 
- synthèse du brin complémentaire par l'enzyme ADN Polymérase. 

L'échantillon d'ADN est dans un premier temps dénaturé par la chaleur en présence d'un 
large excès de concentration des deux amorces et des quatre nucléotides ( dNTP ). 
Puis le mélange réactionnel est refroidi jusqu'à la température critique optimale 
permettant aux amorces de se lier à leur séquence complémentaire ou 11 phase 
d'annealing 11

• Les cinétiques d'hybridation des amorces sont très favorables par rapport 
aux cinétiques de renaturation de 11ADN du fait de la forte concentration et de la faible 
taille de Pl et P2. 
L'échantillon est ensuite amené à la température optimale de travail de l'ADN 
polymérase afin d'étendre les amorces ou 11 phase d'extension ". 
Dès 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 + l ) après n cycles. 
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La taille de la séquence amplifiée peut être 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 à des séquences distantes de seulement cent à 

quelques centaines de bases. 

L'enzyme ADN Polymérase utilisée à l'origine était le fragment de 
KLENOW de E.coli ADN Polymérase 1 mais elle était inactivée aux 
températures requises pour dénaturer l'ADN, d'où la nécessité d'en rajouter à 
chaque cycle d'extension. 

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

2.2 Choix et méthode d'extension des amorces : 

Le choix de nos amorces Pl et P2 a été réalisé à 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 l'ARN 
messager sont choisies de préférence. Leur taille doit être supérieure à 16 
nucléotides, de préférence 20 à 24 (problème de spécificité). ( 21, 24) 

La synthèse a été réalisée par le laboratoire GENSET qui utilise des 
automates pilotés par microprocesseur. En pratique, il suffit de charger 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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Bien que les appareils actuels permettent de fabriquer des oligonucléotides 
de 100 à 120 bases, il n'est cependant pas conseillé de dépasser les 40 - 50 
bases afin d'éviter une diminution du rendement de synthèse. 

Ainsi obtenu, l'oligonucléotide doit être purifié pour éliminer les produits de 
réaction ayant avorté. Cette purification est réalisée soit par électrophorèse 
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 : 

hPRL 

hGH 

2.3 .1 Réactifs : 
.Tampon x 1 pour enzyme DNA Polymérase 

{KCl lOmM 
{(NH4hS04 lOmM 
{Tris HCl 20mM ; pH 8,8 
{MgS04 (concentration de 2mM,4mM,6mM,8mM MgS04) 
{Triton X - 100/0,l % 

.MgS04, 7H20 ; lM 

.Sérumalbumine Bovine acétylée à 100 µg/ml 

.dNTP lOmM 

.Amorces: 

Pl P2 Fragment amplifié 

(105-111) (10-16) 
21 mer 21 mer 

Td=68°C. Td=68°C. 

(136-142) (-1/+6) 
20 mer 20 mer 

Td=62°C. Td=62°C . 

. Vent™ DNA Polymérase à 10/µI BIOLABS 

.Huile minérale 

306 pb 

428 pb 
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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 l'enzyme ADN polymérase. 

Dans ce but, des concentrations croissantes ont été essayées afin 
d'obtenir le résultat optimal. 

2.3.2 Protocole : 1 série pour hPRL, 1 Série pour hGH 

Ajouter dans l'ordre dans chaque tube : 

{H20 qsp 50 µI -> 28,5 µl 
{5 µl Tampon x 1 
{0,5 µl Sérumalbumine bovine acétylée 
{ dNTP lOmM chacun 
{10 µl échantillon cDNA 
{Primer Pl 1 OOpM } correspondant à chacune 
{Primer P2 1 OOpM } des 2 séquences 

Ajouter ensuite 1 U de Vent™ DNA Polymérase 
(1 U pour 50 µl réactionnel). 

1 

Il s'agit d'une concentration moyenne dans la zone possible 
(0,5 à 5 U/100 µl). 

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

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

hGH hPRL 
Dénaturation 9?9Cl10 s 96. c I 10 s 

Annealing 53• Cl 30 s sr c130 s 
Extension 73•c13os 73• Cl 30 s 

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

L'automate de PCR utilisé (le THERMAL REACTOR de HYBAID, CERA-IABO) 
est un bloc chauffant, refroidissant, destiné à réguler la température de 1 jusqu'à 54 
tubes de 0,5 ml, format EPPENDORF ( il remplace très avantageusement la technique 
manuelle du bain-marie ). 

Les échantillons peuvent y être maintenus à température constante, chauffés 
rapidement, ou refroidis, à des températures et temps différents. 

Alternativement les échantillons peuvent y être soumis à des cycles thermiques. 
( Cf. Annexe 4 ). 

L'avantage du procédé HYBAID est de pouvoir contrôler et réguler le déroulement d'un 
programme par un thermocouple placé dans un tube témoin. 

2.4 Contrôle du produit d'amplification par électrophorèse en minigel 
d'agarose ( 24) 

Nous avons fait varier la concentration en MgS04 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'électrophorèse. Seule la 
concentration de 2mM MgS04 a donné des résultats pour hPRL donc 
seul ce résultat est présenté. 
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2.4.1 Première série : 

1 2 

PMl Al 

Nous avons ici testé hPRL avec concentration en MgS04 de 2mM et 
hGH avec cette même concentration en MgS04 . 

. Préparer 40 ml de gel à 1,6 % : 
{ Agarose KILO ROSE CLONTECH 
{TBE X 1 
{Bet à 1 mg/ml 

.Poids moléculaires marqués : 
PMl =.\ Hind III+ Eco Rl BOEHRINGER 
PM2 = rp X 174 / Hae.m CLONTECH 

.Dépôt: 

3 4 

8 µ! de produit PCR 
2 µ! de tampon de charge : 

{ 0,25 % Bleu de Bromophénol 
{0,25 % Xylène Glycol 
{30 % Glycérol 

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

A2 A3 A4 AS A6 H20 PM2 Al A2 A3 A4 A5 A6 H20 

.Résultats de la migration : 

Nous remarquons l'absence de bandes pour les puits de 1 à 9 = ni le 
poids moléculaire 1, ni la présence éventuelle de hGH ne sont 
révélées. 

Par contre le poids moléculaire 2 peut être observé sur 
l'électrophorèse 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 Deuxième série : 

2 

A2 

2 

A2 

Ici nous avons testé des concentrations en MgS04 de 4mM, 6mM et 
8mM pour hGH et 2mM pour hPRL. 

Les conditions de l'électrophorèse sont les mêmes pour les 2 gels 
réalisés. 

*Ier gel: 

3 4 

A3 A4 

hGH avec 4mM MgS04 
hGH avec 6mM MgS04, 

5 6 7 8 9 10 

A5 A6 H20 PM2 Al A2 

11 12 13 14 15 16 

A3 A4 A5 A5 H20 PMl 

L'électrophorèse nous révèle la présence de hGH pour les adénomes 
3, 4, et 6, caractérisée par les bandes correspondantes. 

*2ème gel: 

3 4 

A3 A4 

hGH avec 8mM MgS04 
hPRL avec 2mM MgS04, 

5 6 7 8 9 10 

AS A6 H20 PM2 Al A2 

11 12 13 14 15 16 

A3 A4 A5 AS H20 PMl 

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 à hGH est révélée pour 
l'adénome 5, non observée pour des concentrations plus faibles en 
MgS04. 

Voir Page 52. 
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PREMIERE SERIE 

DEUXIEME SERIE 

PHOTOGRAPHIES DES MINIGELS D'AGAROSE DE CONTROLE 
DES PRODUITS D'AMPLIFICATION PCR. 



57 

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 détaillé 
est une application de cette méthode aux ARN. ( 2, 24, 26 ) 

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

Après fixation des fragments d'ADN sur la membrane, l'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 personnelle. 

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

2.5.2 Protocole : 

.Electrophorèse en gel d'agarose à 2 % 

-réaliser un grand gel d'agarose (140ml) : 
{2,8 g. Agarose Kilorose CLONTECH, 
{140 ml TBE x 1, 
{ 70 µl Bet à 1 mg/ml. 
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-dépôts : 
PM = </J x 174 RF/Hac Ill marqué au Phosphore 32. 

Puits 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

Dépôt PM - Al A2 1\3 A4 P.5 A6 H20 - - Al P.2 A3 A4 A5 P.6 H20 -

Pour la série de puits de 3 à 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 à 17 : on a utilisé le produit 
d'amplification PCR en PRL avec une concentration en MgS04 de 
2mM. 

-Migration : 2 h à 50 V. 
-Vérification de la migration sous UV (grâce au Bct). 

Voir Page 55. 

Transfert sur membrane de Nylon activé BOEHRINGER pendant 
la nuit en SSC x 20 (1 membrane pour chaque série GH et PRL, 
selon le même 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) 

20 

PM 
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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 x 5 

{DENHART X 10 
{SOS 1 % 

{300 µl ADN hétérologue. 

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

- hybridation pendant la nuit sous agitation à la température 
optimale de la sonde utilisée : 

{1,5 ml tampon {SSPE x 5 
{ Denhardt x 10 
{SOS 1 % 

{38 µI DNA hétérologue 
{Sonde hGH ou hPRL selon la membrane 

- lavage 

rinçage dans 100 ml 

{SSPE X 2 
{SDS 0,5 % 

lavage au bain-marie à 42° C pendant 5 minutes, sous agitation. 

- autoradiographie. 

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

2.5.3 Résultats 

Après une exposition de durée convenable, la révélation des 
autoradiographies donne des résultats cohérents avec les études 
précédentes, c'est-à-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 
très haute sensibilité de la technique PCR. 
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( . 

REVELATION AUTORADIOGRAPHIQUE DU SOUTHERN-BLOT. 
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IV-TABLEAU RECAPITULATIF 

ADENOME COUPE RT-PCR 

HYPOPHYSAIRE IMMUNO- NORTHERN - BLOT SOUTHERN - BLOT 

HISTOCHIMIQUE 

GH PRL 28 s GU PRL 

Al non immunoréactif - - ++ - -

A2 GH- PRL+ - + ++ - +++ 

A3 GH- PRL+ ± ++ +++ + +++ 

A4 GH+ PRL+ ++ ± +++ +++ +++ 

AS GH+ PRL- - - h.> ++ ± -

A6 GH+ PRL- +++ - +++ +++ -

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 l'adénome A3. 

L'absence de témoins normaux traités en parallèle aux échantillons s'explique de deux 
façons: 

- Obtention d'un tissu hypophysaire humain normal pratiquement impossible 
(intervention transphénoïdale sur un coma dépassé très difficile à mettre en 
oeuvre , durée de vie des ARN messagers très brève interdisant la possibilité de 
prélèvement 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 à 
l'adénome. 

Nous faisons donc référence aux travaux de Ricardo V.LLOYD, dont les recherches sur 
les ARN messagers hypophysaires sont très poussées. 
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CONCLUSION 

La RT - PCR offre l'avantage d'une grande sensibilité grâce au phénomème d'amplification et 
à 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 l'adénome 3, le 
phénomène 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 à la recherche des ARN messagers de la prolactine et 
de l'hormone de croissance se révèle donc particulièrement bien adaptée au diagnostic et à la 
caractérisation des adénomes hypophysaires. 

Les choix d'utilisation de cette méthode sont très 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 effectuée 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 très haute fiabilité ( 1 ). 
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ANNEXE! 

MESURE DE LA RADIOACTIVITE DES EMETTEURS BETA_ 
PAR EFFET CERENKOV. 

Il est possible d'utiliser les compteurs à scintillation liquide pour 
mesurer les radioactivités des émetteurs B-de fortes énergies 
en mettant à profit un autre phénomène de création de lumière : 
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 l'eau l'énergie minimale est 
théoriquement de 0,25 MeV, cependant on obtient une efficacité de 
détection suffisante seulement lorsque l'émetteur s-a une énergie 
maximale d'environ 0,7 MeV. 

Conditions de mesure : 
Le réglage des voies de mesure peut être 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. 

Intérêt par rapport à la scintillation liquide : 
mouvement propre 2 à 4 fois plus faible, surtout en utilisant des 
fioles plastiques 

-pas de phénomène d'autoabsorption 
comptage dans tout l'espace 
pas de préparation des échantillons 
pas de quenching chimique. 

Pour le Phosphore 32 d'énergies-max = 1,71 MeV, 
l'efficacité de détection est de 43 % . 

~  

·Spectre d'&rusaion {J-du Phoap(lore-31. 

100 

O,J 

La zone hachurée coaesvond aux particuica {J-oon d6tocublot 
pu ct!ct CAronkov dan.a l'eau. 

0.1 
1 

1,2 1.S 
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ANNEXE2 

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

~  PcolACtln 
_ lh11iai1 Gro..t li \lonrc.fle 
11111\ill1 Cüir IQ 1 ii; & .. u1o:1tQl\al111otcopi n 

-lll -20 -10 
tJ;:l Asll 1111 l.ys Gly Ser Pro Tep l.ys Gly Ser Leu l.eu l.eu l.e11 l.eu Val Ser As11 l.eu Leu Leu Cys Gin Sec v.:i1 
AUi M: NA: AM a>A UXJ œJ. U.Xi Mfi an u:x: oc CLG CLG eu:; CU] Q.(i u::J\ A/'C or. eu:; CLG u.x ~  NJ: ~  

Alli u_11 "''A -- <H! ~ -----0.1i Nr. u:c <..U1 o.c Q.(i ocu LUJ GO.J an QJ.J LO:: Cl.13 CXXJ U:û QJ.J CM. GAG en..: 
Mt:l Ala 1111 Gly Sec Ac':) 'l\IC Ber Leu Leu Le4 AIA. l'tlü Gly Le4 1"14 G:ya Leu Peu 1'q1 (411 Gin Glu Gly 
-2 ti œ.-. -20 o:x! -lo a.11 

Pro AIA Ald 

1 ~  PflL=Q'.z.+ }- ". 20 
Ala Pco lt:11 l'l<l l la Cys Pro Gly Gly Ald Ala ~1  Cys Gin Val 'llic N<J l\Sp (.eu Plie A;;p /\rg Ala Vid Vill l.eu Sec ~ 1y1 
u 1: ~ 10  ~~  . .' u;u ~ <H! CJ'' cni ~ .. ~ CNl QJJ NX:. ru cc (;J;C C\Xj UAJ (;JC, ax: en:.: Q,C QC eu;; lLL CA: UN: 
N 1J O::C UA: œA ~ NJJ 0:X: U::X: Ni:J CW UIJJ GIJ:l f\/C. OCU MJJ Cl.C ~ 0::C CAU CUJ 
ti«c Ala Plltl P10 ·nie G+J('"l+) pe Pr,o l ~  Acg 11.eu Plie i\Btl /\.an Al11 t t leu Acg Ala Ilia N\J 
lnl -"1 QC CM 3 .1 Q.J.J 10 .-it CNJ .. -t-CM m.: 
Gly Val Glu Val Pco Il 11 Gin Ac•J 

lO iO 50 
lie 11111 i\511 '"'"Sec Sec Glu Met Plie Sec Qh1 Plie Asp l.ys Al:g ·1yc 'l\ic llla Gly A.cg Gly Plie lie 'l11c r.:ra Alâ lie Auo ~  
AJJ.: CN.J Ak: eu: ~ U: .. 'A GM N.JJ lJl.C f>&C l;AJ\ u .. c GN.J AM ar. UN.J N.r. CAU Go::: O:JJ ar. UUl N.J..l ~ f\NJ. o.x AU.: AN:. N ' --
LUI CN: CNi LU; 1.n: lUJ ~ ~ Ul'C C.Nl GN-. LAU GM GM 4X UN.J N.C a:..A AN:. GM CN1 {\Ni UJIU lQ lJ.C ~ Cl\G AN:. Ç>;; 

L"''' lllll Glu l"'u AIA f1i11 A.sp 111~ 'I)'C Gin Glu f11e Glu Glu hl'! 'l'yc l le Pco l.y11 Gl4 Oin f111 -iyc Sac Plie !.eu Glll Asn PGo Gl11 
O:.l.i f.uJ lO ffXJ Gkl 10 . u::G CAU G1C W: 
AlA Ile l'-llfl ll<lc 11111 A!Sp $()( 
~  q lt {,/; ~  70 "fl, 60 

Z:Z.-) ('/6 Ili'! '!lit' Her S.ac l.e<I li.li> 'llll i'ra Glu M,p Lys Glu Gln Ali'I Gl11 Gl11 ~  f\s1\ Gl11 l.ys Asp Plie (e11 3.tc Leu lie 
. --,--·· -·- ~ ~ /'{li u_u ~ lUJ o:r: NI: o:x:: GM rx. f\Nj G.'iJ CM en:: CM CPJ.J /Ill) MU CM /IM GK. lllJ Q.ll />CC CU:.i /'-lJA 

Kr. U:V. QC ITTJ !JI'. .Lr.A GNl ln! AIAJ CXXJ {'(.J\ ~ LŒ AfC ta:. GXJ GAA f>CI\ CM CNi /IM LŒ AfC CUA GNJ Cll.i ru: en: PU: U:-...: 
·111c Ser Leu ~ 1~ Ser Glu. Sj!! · Ùe Pep '04 Peu Sec i\Sll Acg Glµ Glu ·11"· Gin Glu '·Yll ~  "5fl Leu Glu l.eu Leu Ac9 [le >e' 
SO . LLC Lœ Q>C tiU Am tal 70 ~ 

f'tlll Cy 6 Asp Met 1\IC 

90 100 m ,."' - 110 .f-i1 
v .. 1 S.:1 11~ 1"11 Aig St!r '11p Asn Glu Pro 1.e11 1'/r ~ 1.eu V<1l 'l11c Glu V<1l Acg Gly Met Gin Glu Ala Pro Glu Ala lie l.e11 S.,t 
Ill.' ~ /lJl/1 1u; O;J\ ll.l! lHi ANJ <Wi Cl1J (Hi Il/li) CNJ OJi a.c lûl GAA QJA CGU CDJ l\L(j c GAA <rc cm GJ>Ct <nJ llœ. CUA ~ 

(Hi l.111 eu: AU. . .' CH; 1n; Lüi C\.IJ G ;·l'i.Y--- (lx; CM lA.C CU: N'JJ N)J QJ: lA..C Cn:! Ale N:r. Cll.i Ql'.I Ul\C ·::-Jl.:.: CU: 
l"u l.:u '"'" t ~ l:t11 Sec 11p (.e11 G i Pro Veil Gin Pllt! Leu Acg !Ne Vùl Plie t.la "511 Sec Leu Val T'/r GIJ ~ 
ao c ... '-G 4;H (1.l """-) YO ax; 'S' ALXi ~ UNJ G.>C .. n: 

Glu -Met Aso Tyc Asp "1" 
12U 

1.y" Alil Vdl <1111 1 lu <il11 Gill fll•I 'll•F 
tlM <l ~  lW\ '""'i /llA/ Cifli ~  CM ~  

lJ..11 ~ ~ M.' 1a: UJIU GN: eu: CUI\ 

Sec Asp .Sé:c /\Sn Val 'IYr Asp Leu L.eu 
U.'(J GAU GJ>C C1'C 
S.:c .t,sp A.sp Ill 11 

1 so 

1.ys ~ ~  leu Glu Gly ~  Glu 1.e11 Ile v..i Ser Glrt VAi llla Pco Glu 11\F L.ys Glu'°""' 
AN\ an CUI (\JI\ GNl en:: AIJ:l Gril Clr. NJA Q.C N"J2 C>.G QJU C/\IJ Œ.."U G/\./\ Ni: MA GM AAu 
/W.i GN". CU/\ c;.>;; i:JV. ar AIJ: CAA /'D.J CU] N.(i Cnf ~ l'U:l G/\./\ GAU O:l: K'C. ùX: o.-..; /« .\J 
Lys Asp l"II\Gli1 Glu Gly lie Gl11 TI\c Le11 •lclt Gly /IC<] Leu Glu Abp Gly Sec Pco N:g ·.11c 

l2ll iJ1c. ax: 
Asp ~ 

l.iù 170 
(ji11 lit Ty1 Pin Val 'l'q1 5.;c Cily l.e11 Pro Ser 1~11 Gin flet Al.; Asp Glu r.lu Sec i\rg i.<!11 Sec Ala 'l'yc 'l'yc t\!;11 Leu Leu :ils C'rj 
GN; JJ...' \J."·J' u 'lJ lH' un lX.\l f'l:'J\ CUI l.X:A LO:: CUG CJVj AUI cru GAU GM ....... lDI l:CC GJll u.:u (ÜJ UAIJ UAll IV><:. eu:; CU: ::X LO..: 
'(;''I', '(NI -N.,_..':-Œë" AN', CK. f'(Yè. LW J 1 ~ AJ>i> u..c G)-1:'. ,...,.. NC LX'.A CN: f'..,'(.'. GAU tX ~ CUA CU: fV>G /IJ'C UN: •.c.• CüG CU::: :,;pc u;..: 
Cl\· 1;111 l lt rt1e Lys Glu 'lltr Tyr Sei l.ys Pht A;;p 'll•r A.;:11 Ser ll!s t\so Asp Asp Ala 1,,11 l.eu ~  Asn 'f'/c Gl'/ leu l.eu -:4c C/6 
1~  c;w (P-1-) eu.: 110 -441 UUJ Lai C!ILJ CUl 160 

.eu Phe S-.!c UI a l.eu 
100 l :JO • 2~ 

U:u Ar<J Ai 'J As(l ~  111:; ~ 1 le ~ As11 'lyr leu i.'/S l1:i1 l.d11 Lys C-/H /\Lg lie 1 le llls A.sn (\Sn Asn Cys 1)J 
CiJI\ ~ /'Ill !J\11 UJ\ ('AJJ AM AfC Grr. Al-J.J lJAIJ ~ f-J'{i eu: ru; ANI La:: CGA Al.C l'J.J2 CPC (\PC fV>C ~ 1.X'.C ---UAA 

Ul.' .'Ill ~  GN! /\!Ji GN: ANI Q..C ~  fCA LU.: CIYI cœ /\IJ:. ar. C..'li lŒ cr.c u:::u GU] GN] - 01: k'C. lHJ c.œ w:: ü/>fi 
l'ile Fvy l.ys /\sp ~  /\sp Lys Val Cllu ·11ic Plie l"u /\f.g 1 le Val Gln C'/6 Arg Sec Val r.tu Gly Sec C'/6 Gly f\.e Nl 

170 . 1\1.G 100 ï.90 l!ll 
Het 

lj 1 l '!-j 'l·H 1. Al u l.' Ail 1JIH u u ~ 11  iJ\UX.X:U..U'.AUJ.rl\N DALl.A U!k1WJALO..CU ur .AAI œmnm Pr.\JNCNIQC"1..ccu: ... -JAi-.AAA 
l.111.U..\ l l ll J'J._'f\JU1l 1 1 1 0 ~~~  l\ll 'tAl 
G.'1.Uül/'j ~ 11  • 
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ANNEXE3 

AUTORADIOGRAPHIE 

Autoradiography produees permanent images on photographie film of the 
distribution of radioactive a toms on a two-dimensional surface. In molecular 
cloning, autoradiography is used for a variety of purposes, inclucling 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 photographie emulsion to radioactivity is shown in Figure 
E.2. 

The two isotopes most eommonly used for autoradiography are 35 8 and 31 P, 
both of which emit f3 particles. However, the energies of these particles are 
very different: 368 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 f3 particlee to interact 
productively with silver halide crystals in the emulaion, 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. Thus, when 
establishing autoradiographa of 36 8-labeled material, it is esaential 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. 1.Note: Damp gels and membranes stick tightly to the film and 
usually cannot be removed) . 

Events leading to the formation of an autoradiographie image. The diagram shows that particles 
entering autoradiographie film cause ejection of electrons from silver halide crystala. These 
electrons attract positively charged silver ions, generatmg prec1pitates of silver atoms. 
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~ 01 radiation emitted by commonly used isotopes. The graphs in the upper part of the figure show the spectra of ~ 
carried by particles emitled by decaying radioactive isotopes. ln each case, the arrow marks the average energy per particle Tl, 
diagram in the lower part of the figure show:; the depth ta which commonly used isotopes penelrale autoradiographie film 
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ANNEXE4 

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

Les échantillons peuvent y être maintenus à température constante, ou 
chauffés rapidement, ou refroidis, à des températures et temps 
différents. 

Alternativement, les échantillons peuvent y être soumis à 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 à cristaux liquides. 

IMPORTANT La garantie sur nos appareils et produits s'applique uniquement au 
changement des pièces reconnues défectueuses, seulement en cas d'utilisat:: 
conforme au mode d'emploi. la garantie ne couvre pas les dommages corporel5 
ou matériels résultant du bon ou mauvais usage des ces produits ou 1~ 

l'utilisation des appareils ou produits pour des usages ou procédés ~  

par des brevets est sous la seule responsabilité de l'utilisateur. 



74 

The Hybaid Thermal Reactor 
Programmed Operation 

[RUN PROGRAM MANUAL 1 
ENT 

~ 

EDIT NEW VIEW 
.. 

·-

ENT 
~ 

PROGRAM NO XX 

ENT 
"4( 

TEMPERATURE CONTROL PLATE ~  TEMPERATURE CONTROL TUBE 

STEP 
1.1 

[ STEP 1.8 

Maximum 
of 8 stages 
per 
program 

l STEP . 2.1 

1 

[ CYCLES 

HOLD TEMP 

~ 

TEMP 
00.0 

1 

TEfr 00.0 

i 

TEMP 
00.0 

1 
y 

ENT 

ENT 

ENT 

XX 

ENT 

XX 

ENT 

ENT 

PROGRAM AUTOMATICALLY SAVED 

1 

Tl ME 
OO.OO 

TIME 

1 OO.OO 

1 

TIME 1 
OO.OO 

Maximum of 8 
steps per stage 
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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 DO THERMAL REACTOR HYBAID -wwwwwww•wwwrm -w 

~  unique au monde du procédé HYBAID de pouvoir contrôler et 
céguler le déroulement d'un programme par un thermocouple placé dans 
ln tube témoin fait dans la plupart des cas que vous avez intérêt à 
Jtiliser ce thermocouple pour réguler l'appareil plutôt que celui de 
?lateau. En effet, il vous permettra de voir, contrôler et soumettre 
iirectement vos produits réactifs aux températures et durées nécessai-
~  sans risque de surchauffes, pertes de temps, donc d'activité •.. 

Le contrôle par le thermocouple de plateau vous permettra par contre 
de soumettre vos produits aux mêmes conditions qu'un bloc chauffant 
ordinaire. 

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

Pour reproduire une manipulation en bain-marie (ou en autre bloc), il 
faut en déterminer avec précision les paramètres, en fait les tempé-
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, à ~  constante de 30°C (pour moins de 25°C d'am-
biante). Introduire le contrôle 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 à celui : volume 
réactionnel + huile de recouvrement. 
Munissez-vous d'un chronomètre et faites-vous assister pour noter les 
résultats. 
Pressez la flèche 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 plaçant éventuellement dans 
le rack où vous mettez vos autres tubes) les mesures suivantes : 
-Températures de stabilisation dans vos différents bains-marie. 
-Puis faites-lui effectuer deux à trois cycles et mesurez les durées 
des paliers obtenus à ces températures de stabilisation. 

Ces températures et durées mesurées serviront de base à l'établisse-
ment d'un programme automatisé. 
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Critères de manipulation et 
Paramètres à programmer sur le Thermal Reactor T.R. HYBAID 

pour une bonne réussite 
en cyclage enzymatique avec Taq Pol. 

1. !ri.tez les contadnatioos · 

Lieu de travait ~  irradiations UV, solutions aut:x.lavées, pipettes positives, 
réactifs aliquocés, gants usage unique, éclaboussures, pipettes à déplacement 
positif, etc ... 
Si vous êtes ~  à ce type de problèmes, consultez nos spécialistes. 
N'oubliez sur:.out pas d'effectuer des contrôles positifs et négatifs. 

2. Dénaturation initiale du œA 

Elle est en :noyenne de 5' pour le plasmide ~ ti 00gSft°âl et 
effectués 3vei::.. : 'ènz·rr:ie. 
Cas 1  : certains t'.rpes '.]'enzymes ne supportent pas ou Ml cette dénaturation longue. 
Cas 2  : dans ce c.:is, ~  3 Lieu de dénaturer le DNA ;éparément et préalablement, 
plonger les :.uces ·fans la glace 0°C immédiatement pour casser Les aérosols et 
stabiliser le SNA :èiaturé. 
Prépacez sépat"2!:1en: ·10s :ubes tests contenant le rnix et l'huile de recouvrement, 
sous flux ~~ : ~  sous UV 254 nm 5' pour les décontaminer (les 
nucléotides et 13 :.ao JOl résistent). 
Y transf <fre:- ~  J'.'i•\ :enaturé en ouvrant 1 seul tube à la fois. 
Changez de gants s:. ·1ous pensez les avoir contaminés à 1 'ouverture des tubes de 
dénaturation. 
Centrifugez et ~  dans le TR. 

<nrrROLE IDBE 

3. Prograumation 

A) Dénaturat:on ~  

Cas 1  -lère ~  : ~  - 5 à 10' (enzymes en place) suivi des cyclages 
Cas 2  -U:t"e ~ : •mus dénaturez sans les enzymes 
a) vous dénaturez i ~  dans un bain made par ex. : Sautez cette lère étape 
b) vous dénature= ians le TR : 95°C - 5 à 10', suivi d'un Hold à 70°C. 

B) Cvclages 

Les ~  au ~ devraient être aussi courts que possibles pour économiser 
l'enzvme et les :iucléotides. 
U y a Lntérêt 1';auf si.vous êtes absolument certain d'avoir 100 ~ d'homologie) à 
introduire un ë3r.1ping sur les 5 premiers cycles pour éviter la dislocation de 
l'hybride :orné, .::ar le TR est tràs rapide. 
Temos d'annealing : JO secondes en moyenne suffisent 

~ ~ ~  j annealing pour des primers courts : 12-15 bases ve?:'s 40°S 
-pour des prùners nor:naux : env. 20 bases de 50 ~ 60°: 
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Temos d'élongation : la Taq pal travaille à env. 30 bases par seconde 
estiment même 60 bases par seconde). Pour un ~  de 900 !:>ases ?<3t"" 
suffira donc de 900 "' JO secondes 

JU 
~  d'élqngation : 75°C 
Têîiij?ërâture de denaturation : 95°'c 
Temps de dénaturation : lÔ secondes (même 1" suffirait) 

(certains 
. ' 

~  !..:... 

C) Souvent on termine par un maintien à la température d'élongation de 5 min pour 
épuiser les nucléa tides. 

Exemples de pc<>gI? ~ 

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

Etape Pas 
1 - 1  -95°C - 5 à 10' 
2  - 1  -95°C - 10" ) 

2 -40°C - 30" ) 
3  -75°C -temps selon long. du segment ) 

avec ramping de 3 sec/°C ) 

3 - 1  -95°C -10" ) 
2  -40°C -30" ) 30 X 
3  -75°C -T ) 

4 -1  -75°C -S' ) 
2  -30°C -1' ) 

De même avec primers longs : 

1 - 1 -95°C -5 à 10' 

1 X 

2 - 1  -95°C - 10" ) 
2 -50/60°C -30" ) 
3  -75°C -temps selon segment T  ) 

avec ramping 3 sec/°C ) 

3  - 1  -95°C -10" ) 
2  -50/60°C -30" )) 
3  -75°C - T 

25 X 

4  - 1  -75°C -5' 
.  2 -30°C -1' ~ 1 X 

Cas B -Dénaturation  sans enzymes 

1 X: 

5 X: 

1 X: 

5 X: 

-On peut programmer le TR en manuel à 95°C - 5 à 101• Après avoir sorti les tubes, 
et les avoir mis dans la glace, le mettre sur 70°C. 

-On peut également commencer le programme par 
Etape 1  -95°C - 5  à 10' )  1 x: 

70°C -Hold ) 

Mais attention de sortir les tubes immédiatement avant le passage au Hold. 
Il suffit ensuite de programmer comme ci-dessus. 
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E) Après le dernier palier 30°C -1', stopper le prog:rawwwe. L'appareil se rnettra à 
la température ambiante une fois la rnanip terminée et affid1era '7RCGU.M ~  
Les produits n'en souffriront pas (le DNA résiste à 95°C) et les cyclages sont 
stérilisants • Inutile de vous lever la mri. t ou de revenir durant le ..ee.k: end pour 
les mettre au coagélateur, ils seront parfaitement conservés. 

4) Mettre le T.R. en route, coot:rdle par le tube. 

5) Amél i acat:f.on des résultats pour la spécificité 

La température d'annealing est ime température estimée. Si vous produisez des 
fractions non spécifiques, remontez la température, de 1°C à la fois ;:xrur obser1er 
éventuellement une amélioration. Ce-:.i peut éventuellement s'effectuer 3U ~~~ ~  
du rendement. 

6) Pour la Ili.se au point de méthodes précises, respectez tous les paliers ci-dessus. 
:nais utilisez du OOA plasmid:ique. 
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ANNEXES 

c:-..... =I'-IPSN 
DPT 
OAR 
SPRe.x 

PHOSPHORE 32 

l'"ICHE iEOIHIOUE OE R>OIC?ROTt:C'ilON 
ô>QUR L'IJTILISATIOH OE i!IOICH:LEl-€HT EH SOl.RCES NON SCELLEES 

1  - ~  CAAACTERISTIOUES 

2 • LIMITES œ 0€TECT10H 

EinrtTer 
Energie moxlmu• C,...,Yl 
Pou-canToqe 
Per 1 ooe-reat oeCT Ive· 
Or90ne· crftlqu.-
Pérloœ blotoglaur 
Pert oa• aHltC't t vr 
LAI {AIEA) 
Energie et acTIV•· ( ..... YI 

~ 
1'71 
100 
14,J Jours 
os 
l, I,, jours 
14, 1 jo11"1 
"' 6 ,6 MBq llBO \JCI > 
l,, 

An1"1Y"oooreol •Trt • : "' ,, k8q.1-l ("' 1'0 nCll 
~ dana lea ur 1 nes : llml te théorique " 1 ,, Bq.1 ·l ( 40 pC J. 1· l1 

3 • OOHME!S POUR L'EYM..UATlaf OU RISOUi;: 

Une so1rca ponc1'ual la non proTéç.ie de 1 rnC1 donne "" 11111 Il l"llllll at "" 11111Ils1 a....,r1" par ha\J"'., 

"" a-

J -2. ~1 11111 1  

à 10 c:m 

3150 
C:51,.5 111Svl 

~ 100 c:m 

16 
CO, 16 111Svl 

l -2.1 Abscro1"1on 11111xlm11le !dmlsslble trtmes1'rtel le oour •Jn ~  OATR caTéoorte ~ 

- lnnate'tton 

-ln99stlon 

3 • 2.2 Limite dét"'tvée de contemlneTlon de surf11c91 

J • J. Oéol1' de 

-...;t-nts de tr ave 11 
-surf ace de trava 11 
- sols e't"!'Wlel 

10-.lu:;1.c:m·2 CJ7 ~  
6.10·• >Cl C2,2 l<Sq.cm· l 

dose ou con1"11C1" d'un• serf n<;Ue con1'11n11nT 1 mCI 

volu-sert nqu• t ~ oéo 1 t de dosa 10~ in-ad·h·l 

" " 2 cm J .102 • 

" tl econ pen 1 cl 1 11 ne • " ' .103 
" " beQ19f" • " 3,J.10, 

" p 1 patte 1 cm5 " ' .1oj 

" " 10 cm " 2,s.10 " 

(7' 7 
.1, 

av oh l 
(J Ov.11· ll 
(5 nGv.h"1l DJ nGv.11· l 
<500 nGv.11·ti 
<28 :rG.,,.11· l 

3 -4. L• ri:ioporT anTr• Io d01e lue sur une bagua oour des ~  tr11Y11I l lanT le 32i> ,ttT la dose lu• sur I• 111111 esT 
d• 50 <ex.: dolg"t .... ~  tTreni <5,5 :nSvl; ooltT"lne .... 10 in-eni <O,I mSvll. 

J -5. Grouoe de l"ltdlo'tQlclclte : l <moolréel 

4 -1. Ecran de or01'ec1'lon : pour arrÎrter tOTal""'9nT ~ d• 1 ,7 ~~  11 leuT 4 '""'de verl"tt ou a mm de olexlqles 
lorasence ~11 risvonnemenT de lrttlneqel. Les 9an1"s ordln11lr11s ~  une ~ ~  ~ la cont1111!natlon 
nels oas conTr11 1' ~  s,x-t11rne des :1111ln1. 1 \.ICI D7 '<8Ql :le "? sur 1 :m• .Je ~  ~  lvr11 an ieol t je 

dOs• 4 l'told91"11'e de 7,, rad.11-' (7' mSvl dÛ 0 l'érlllnlon ?-, 

4 • 2. oécnttTs: • évoa.ce'tlon con'trÔlée •l'activité lnltlele du 32o nT r&dult!t d'un laCTll\JI" 10 eu 00.11" :lo •a 
Jour1, ~  leCTll\JT" 100 !U ~  :111 'l6 Jcur1 &t d'un loCTeul" 1000 'u bou1" :le 144 Jourh :onserver tu ~  
rodloaCTf ls ~  evan1" allmlnaTlon evec les déchets conventionnels • 

• concarnenT les r1ja'ts da l!Quld• oQueux dans les ét'lers ordlna.lras. Il convient ~  \Ol•n.,. 
lnlét-J«1r1 i Io concan-rratlon mexl11111ta sdml sslble de 0,02 µCJ,1- (740 SQ 1-'1 T ~11 1 Imiter le rej•T journo-11 er $ 1 0 1-CI • • a 
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4 • 3, Ile ~  sous••srlmer la roiclclté cnlmlQue ou olotoqlQue de" •Olutlons ~ 11 1  oouvanT ÔTr-" manloulé•H 
ou·r-11jeTÏles oour 1'11nsemole <:u ~  HlUS riiser-ve 111 ~ 11  .lu resoonsool" 111 ~  1'ÔT..-
:i 11 S StrnllnT. 

4 • 4, 'otr11s.. ::onnÎt•tt .:-La conTimln11tlon surt11clQue :ieut se "1tsurer svec ''"" •on0e ~  du '41P 10 : 10 c.1-l • 
7,5 •. v ..a..; •• .:::t " (2,3 BQ.cm""'). 

' • nEIW"EUTIOUI! 

I.e pno1onor• étan1' nonnal-n1' :irésen1'.d11ns l'or911nfS11e., to.ite contimfnatfon 011r la J2, "e oeu1' ;tl"8 rraftée oue 011r 
la nWThooe ~  :ltlutlon jso1'c::cl9ua. Il e><IST9 da.nomor1tUsn so0cl11lltit11 conr.enan-r 'lu :in01onora écnc'?911eo1 .. : '" 
tr:ilt-nt :ior une talle soacl 1111 te aevra ceoenaon't etl"ll massit, le our ,.,,cnercne ne corresoondant oas • Io f lnotl-
té oremf èi-a :lu ::-éal canenT. Ooses : ~  :le "Ot. 'lons un ·1erre a' eau, :icr '•etn::1 le ·'leux ~  es :e ''leurroonos• ~
nan1' du :inosonate ae Na ar Je K :ilaoasloue, slnsl aue au onoscncre ae Na aT :111. :rionooesloue. 

Aorèt lnçes1'1on 011 cnosonore, &nvfron 7' i sont ~  au niveau du tuoe alqesttf, culs se réoertlssent 'lons l'or-
~  I.e lrac:rlon aéoosé. alors dons le sauolot1'e 11orès 1 ~~  est a•,,nvfron J7i. 

7 • SIJRVElt.LAHŒ DU PalSCMEI.. 

Ooslmétrte· 1 ndlvl <ile! le 
Anolvsos r11dlotoxlcolo9lquas des urines 
Examens rodloniitrtaues 

a -LIMITES ANHUEU.ES ~  (Lli) rr LIMITES OERIVE'ES DE'. COHCfJITRAT104 OANS L'."R <LDC>.l 

INGESTION 
1 

1NH>l,Ar1 ON 
RKl IONl..CLEIOE 

5 b c 

32.;. LAI <Bal 2 x t a7 · ' X ta? 1 X 107 

l.O:A < Sq.m-31 - 1 ;( 1a• !> ;( 1al 

al I.e phosonore d1orl9ln11 oflmentolre osT bien 11bsoroé por l'opporell 9astro ln1'estlnel 

bl ~  les comoosés du onosonore, soul les ohosonotes qui sont lnalaués à la noTe c 

cl f'hosohotos de Zn<t-, sn3•, ·'-'92t-, F'e3•, 013• st d• lonthimfdes 

9 • TEXTES 0€ ~ 

09creT 66·•5a du za Juin 1966 ralotlf oux prtncloes génét-cux ~  protection contre les rayonnements Ionisants. 

D9cret 67-228 du t5 mol"'S 1967 por-Tont ,-;q1-nt ~  puDllque r8lotlf ~  orouctlon du Trovoll-
leurs contre les dangers des r"ll'fOnntrn11nts lonlsonTs. 

• Arrirrés d'o11oflc11tlon dU d·écrat 67•228 du t'5 mors 1967, parus ou J, o. du a Juin 1968, 11t ~ ~ 

• orrirré du 18 svrlf 1968 11ooro.ivant les inithodes de contrôle étooorées ocr la Service Conrrol do ~

t 1 on Contre les Rayonn-nrs ! on 1 sonTS ; 

, arrtté du 19 ovrtl 1968 précisent les conditions a'utlllsotlon du doslmàtr8s ~  dutlnés ou 
con1'rÔle des équivalents de aoses r&Çus oor les ~  l lours dfr8ctement otfllc:1'Îls ~ des trovauic sous 
r!l'(onn-nts et oposés ou rt sQue d' ~  orlon axt8rne ; 

arrêté du 23 'vrl 1 1968 011orC1.1v11nt '"' rennes des reCOM11ndotlons ~  irédecfns axerçont Io survel fiance 
iréa 1 cale des "rava I 1 1 ours souml s oux don99rs aos r 3\'0nn-nts 1on1 sonrs. 

ctecr•T n' 86.ttaJ du 02 octoore 1986. 

• Circvlolr• 629 du al oa3t 1972 r8letlve ; l'utlllsotlon des r-aaloé1énents ortlflclefs sn sources non scel fées -i ~ dClllllllne olologlque aT rredlcol (Mfnlstèra de 14 Santé f'ubllauol. 

Av1'S Mr11 uhllsoteurs de roafoél-.,.nn soumis ou réqlme d'sutorlsotlon oréYu oor I" Code de la Sonté PuollQua, 
re·lotlf 4 l'sllmlnarloo du jécners rodlooc:rlfs <sources non scellé.s ucluslv-nTI, ~  au 06 Juin 19701. 

• ~ 1 1  n• 22 de Io CIPR. <Les ~  d• la CIPR sonT dlstrlt:uées en franc:e par les 5dltloos GAU• 
THIER•'lll.iJ.RS). 

• •• 
• 
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Manipulation des molécules marquées sui 
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Interdiction rigoureuse de faire pénétrer tout 
produit radioactif 

~ Appa,eil. de contrôle de contamination atmospherique 

~ Appareil de  contrôle de contamination de surface détection fl 

~ Appareil de contrôle d
0

irradiation 

[!!B Oepot de matériel de candit ionnement de dechets contaminés 

l]J Point de rejet des effluents gazeux contaminés sans ~  d'èpurat1on 

ffi Point de rejet des effluents gazeux contaminés avec ~  d.epurat1on 

~ Emplacement de sources de rayonnements ionisants ( stod<age) 

INSTALLATION POUR MARQUAGE ET MANIPULATION 
DE MOLECULES ORGANIQUES MARQUEES AU PHOSPHORE· 32 
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