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Plan du cours

Introduction

Principe général des méthodes

Le Southern blot

Le western blot

Immuno-fluorescence & iImmuno-histochimie
L’ELISA



Objectifs pédagogiques du cours

Technigues de base en biologie
Toutes differentes
Principe commun
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Adipocyte Méme génome Neuron

Expression différente
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Principe général des méthodes

Immuno-histochimie, Immunofluorescence, FACS,
Hybridation In Situ, Southern blot, western blot...

... méme combat!

Enzyme, fluorochrome...

Secondaire

Sonde C::::::::i]

Cible >




Hybridation in situ (HIS)

Section de cerveau de souris :
Les points noirs indiquent
I'expression d’'un gene dans des
régions specifiques




Southern blot

Séparation des fragments
dans un gel

Fragmentation ménagée du

( L™ 2 géenome
. —~ & » r Gel
A~ _/ Restriction enzyme & \
i & \;) ,'// "/,,, ) \ z o, I8 " -/’, _’ — ry. pe _’
S \ (4 = - = DNA
\/ — Gene of interest fragments
T Smaller
Trangfert des fragments
— SEpAres sur une membrane
Gel
DNA
transferred
to filter
o The DNA bands are transferred 1o a nitrocellulose filter by o This produces a nitrocellulose filter with DNA fragments
blotting. The solution passes through the gel and filter to the positioned exactly as on the gel.
paper towels.
Copyright ® 2001 Benjamin Cummings, an imprint of Addison Wesley Longman, Inc. Radioactively
labeled probes
Developed film L, z
Révélation du marquage

(visualisatj

Incubation de la membrane /)x on de la cible)

avec une sonde

Sealable
plastic bag



Western blot

(a) Depot des proteines (b) PAGE-SDS
dans un puits du gel

. @)
@0 gens <_:le
migration

mélange de protéines
dénaturées en SDS | o

Préparation et séparation des protéines

PAGE-SDS : PolyAcrylamide Gel Electrophoresis — Sodium Dodecyl Sulfate
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Western blot

- membrane
poreuse

Porous pad

Tampon de
transfert

Porous pad

Papier
Whatman
3M

Papier Whatman 3M

|| Gel SDS

Nitrocellulose

Electro-transfert sur membrane de nylon ou nitrocellulose



Western blot

Detection signal {colorimetric or chemiluminescent

Enzyme covalenty

E bstrat
Attached to 2° antibody L nzyme substrate

secondary antibody
against primary

anti-target / antibody

protein

antibody(lgG) — T—y

(primary antibody)

A////’ P

membrane blot

Target protein



Western blot

kba S 1 2 3 4 56 6 7 8.1 S 12 3 4 65 6 7 8

150

Séparation 109
. 50

+ transfert des protéines 5
+ détection protéine d’intérét 25

- WB 15
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Immuno-histoch
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colon. Marquage modére dans les cellules

Fort immuno-marquage nucléaire PCNA
musculaires.

des cellules épithéliales normales du

CD31
PCNA : Proliferating cell nuclear antigen



Immuno-fluorescence

ICAM-2 (Cy5)



ELISA

(@ ELISA indirect Dosage d’'un anticorps

—> — 4

Lavages [ [ ;5 Lavages
@_e [ J 9) \ /) N 2

Antigene Ajout de I’échantillon Ajout d’anticorps
adsorbé (anticorps a doser) secondaire conjugué

—

Lavages

Ajout du substrat,
mesure de la

Anticorps
adsorbé

Ajout de I’échantillon
(antigéne a doser)

ELISA : Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

Ajout d’anticorps

secondaire conjugué

a une enzyme

a une enzyme coloration
(b) ELISA Sandwich Dosage d'un antigene
il " b S
—> H E H E]S’ E S
W \\’]-{Z/ Lavages V v Lavages Lavages

Ajout du substrat,
mesure de la

coloration






Messages essentiels du cours

A chaque technique son application
nature de la cible,
guantification ?
Localisation ?

1 technique = 1 cible + 1 sonde
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