
Université Grenoble Alpes - Tous droits réservés

Chapitre 2

Méthodes d’étude de la biologie moléculaire 

de la cellule

Dr Laurent PELLETIER

Biologie cellulaire – BCEL3



Plan du cours

• Introduction 

• Principe général des méthodes

• Le Southern blot

• Le western blot

• Immuno-fluorescence & immuno-histochimie

• L’ELISA



Objectifs pédagogiques du cours

Techniques de base en biologie

Toutes différentes

Principe commun



Introduction



Introduction

Même génomeAdipocyte Neurone

Expression différente



Introduction

Genome (ADN) Statique, connu

Transcriptome (ARNm)
Dynamique, dépendant du 
contexte, inconnu

Protéome (protéines) Dynamique, dépendant du 
contexte, inconnu



Introduction

Genome (ADN) Statique, connu

Transcriptome (ARNm)
Dynamique, dépendant du 
contexte, inconnu

Proteome (protéines) Dynamique, dépendant du 
contexte, inconnu

23 000 gènes

100 000 protéines



Principe général des méthodes

Immuno-histochimie, Immunofluorescence, FACS, 

Hybridation In Situ, Southern blot, western blot…

… même combat !

Cible

Sonde

Secondaire

Enzyme, fluorochrome…



Hybridation in situ (HIS)

Section de cerveau de souris :

Les points noirs indiquent 

l’expression d’un gène dans des 

régions spécifiques



Southern blot
Séparation des fragments 

dans un gelFragmentation ménagée du 

génome

Transfert des fragments 

séparés sur une membrane

Révélation du marquage 

(visualisation de la cible)Incubation de la membrane 

avec une sonde



Western blot

Préparation et séparation des protéines

PAGE-SDS  : PolyAcrylamide Gel Electrophoresis – Sodium Dodecyl Sulfate



Western blot

Electro-transfert sur membrane de nylon ou nitrocellulose



Western blot



Western blot

Séparation 

+ transfert des protéines 

+ détection protéine d’intérêt

=            WB



Immuno-histochimie

CD31 PCNA

Fort immuno-marquage nucléaire PCNA 

des cellules épithéliales  normales du 

colon. Marquage modéré dans les cellules 

musculaires. 
PCNA : Proliferating cell nuclear antigen



Immuno-fluorescence

ICAM-2 (Cy5)

Actine α-SM (FITC)



ELISA

ELISA : Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay

Dosage d’un anticorps

Dosage d’un antigène



ELISA



Messages essentiels du cours

A chaque technique son application

nature de la cible,

quantification ?

Localisation ?

1 technique = 1 cible + 1 sonde
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