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Protocole 10.3 : Électrophorèse sur gel de digestions par enzymes de restriction

Objectif : Séparer les fragments d'ADN par électrophorèse sur gel d'agarose

But : Les fragments d'ADN peuvent être séparés selon leur taille en utilisant un gel d'agarose. Lorsqu'elles sont exposées à un courant électrique, les molécules d'ADN migrent à travers le gel d'agarose (tamis moléculaire) en raison de leur charge négative inhérente. Les petits fragments d'ADN se déplacent plus facilement, et donc plus rapidement, que les plus grandes molécules d'ADN grâce au réseau formé par les polymères d'agarose. Après électrophorèse, le gel est illuminé en utilisant des longueurs d'onde spécifiques pour visualiser l'ADN coloré, puis photographié. Les tailles de fragments d'ADN, appelées bandes, sont calculées en les comparant à une échelle d'ADN contenant des fragments d'ADN de taille connue.

Matériel requis :
· Gel d'agarose pré-coulé
· Tampon de chargement d'ADN
· Appareil d'électrophorèse et source de courant
· ADN coupé avec des enzymes de restriction
· Échelle de poids moléculaire d’ADN

Protocole :

A. Préparez l’appareil d’électrophorèse ainsi que le gel préalablement coulé, selon le protocole Préparation d’un gel d’agarose (10.2).
1. En portant des gants, orientez le gel de manière à ce que les puits soient les plus proches de la cathode (électrode noire).

B. Préparez vos échantillons de digestion par enzymes de restriction pour l'électrophorèse.
1. Ajoutez 5 µl de tampon de chargement 6X à chaque échantillon de digestion de 25 µl.
2. Placez les échantillons à 65°C, soit dans un bloc chauffant, soit dans un bain d'eau chaude, pendant 5 minutes. Placez immédiatement les échantillons sur de la glace pour les refroidir, puis les centrifuger pendant environ 15 secondes à 10 000 tr / min.
a. Cette étape empêche la liaison des extrémités cohésives de l'ADN du phage.

C. Chargez le gel dans l'ordre suivant :
Échelle de poids moléculaire | ADN non coupé | enzyme 1 | enzyme 2 | enzyme 3 | enzyme n
1. Chargez soigneusement le gel avec le volume approprié de l’échelle de poids moléculaire. Chaque fabricant est différent, suivez donc les instructions du fabricant.
2. En utilisant un embout neuf sur votre micropipette pour chaque échantillon, pipetez 20 μl (ou autant qu’il est possible) de chaque réaction de digestion dans les puits dans l'ordre suggéré ci-dessus.
a. En tenant la pipette à deux mains, placez vos coudes de chaque côté de l'appareil à électrophorèse.
b. Placez vos yeux directement au-dessus des puits pour rendre les puits plus faciles à voir.
c. Placer l'embout de micropipette directement au-dessus du puits, juste en dessous de la surface du tampon. N'essayez pas de mettre l'embout de la pipette dans le puits, sinon vous pourriez percer le fond du gel.
d. Appuyez lentement sur le piston de la micropipette, permettant à la solution de couler lentement dans le puit.
e. Retirez la micropipette du gel avant de relâcher le piston.
3. Dessinez une image du gel dans votre cahier de laboratoire, en notant où se trouvent vos échantillons par rapport aux échantillons de vos camarades de classe. (Une fois les gels chargés, les échantillons se ressemblent tous !)
4. Branchez les électrodes aux emplacements appropriés sur la source de courant. Mettez sous tension et réglez le voltage à 100 V.
Important : N'oubliez pas, l'ADN migre vers l'électrode ROUGE !
5. Faites migrer le gel jusqu'à ce que le front de migration bleu soit rendu à au moins 3.5 pouces du puits. Cela prendra environ 1 heure.
6. Coupez l'alimentation.

D. Photographiez le gel.
1. À l'aide de gants, retirez soigneusement le gel de la chambre d'électrophorèse.
2. Photographiez votre gel en suivant les instructions de votre enseignant.
3. Incluez une copie de la photographie du gel dans votre cahier de laboratoire.

E. Nettoyez votre zone de travail.
1. Si un aucun autre gel ne sera migré, videz le tampon dans l'évier, rincez l'appareil à électrophorèse et mettez-le de côté pour sécher. (Le tampon peut être réutilisé, alors vérifiez si quelqu'un d'autre devra faire migrer un gel dans les prochains jours.)
2. Jetez votre gel conformément aux instructions de votre enseignant.

Conseils utiles :

· Les tampons de chargement sont préparés à une concentration plus élevée que celle utilisée dans le gel. Si votre tampon de chargement est de 6X, cela signifie qu'il est six fois plus concentré que sa concentration finale à utiliser dans le gel (1X).

· Si vos échantillons flottent lorsque vous essayez de charger le gel, ils contiennent de l'isopropanol résiduel. Consultez votre enseignant, qui peut vous suggérer d'ajouter un tampon de chargement d'ADN supplémentaire. L'excès de glycérol devrait faire couler les échantillons au fond du puits.
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