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BIOCHIMIE. BASES ET APPLICATIONS EN BIOTECHN OLOGIES TAKWEEN

http://www.takween.com

Techniques -Sommaire : http://www.takween.com/techniques/techniques __-biochimie.html
Travaux dirigés (TD) : http://www.takween.com/techniques/electrophorese-is oenzymes-TD.pdf
Travaux dirigés (TP) : http://www.takween.com/techniques/electrophorese-is oenzymes-TP.pdf
Isoenzymes-mutations :  http://www.takween.com/technigues/isoenzymes-mutati ons.pdf
Isozymes. Principe de détection :  http://www.takween.com/technigues/isoenzymes-detect __ion.pdf
Isozymes : loci, alléles :  http://www.takween.com/techniques/isoenzymes-loci-a lleles.pdf
Isozymes hétéromériques :  http:/www.takween.com/technigues/isoenzymes-hetero __meriques.pdf
RFLP : http://www.takween.com/techniques/10 RFLP.pdf

RAPD : http://www.takween.com/techniques/11 RAPD.pdf

AFLP : http://www.takween.com/techniques/13 AFLP.pdf

SSR (microsatellites) :  http://www.takween.com/technigues/microsatellites-S  SR-marqueurs.pdf

Principe de détection des isoenzymes par électropho rese

La révélation des isoenzymes est effectuée directement sur le gel ayant servi de support
de séparation électrophorétique (http://www.takween.com/techniques/05 Electrophorese .html). La
réaction enzymatique est a l'origine de I'apparition d'une ou plusieurs bandes colorées.

Cas des hydrolases

Ces enzymes sont rendues visibles sur gel par utilisation de substrats chromogenes ou
fluorogénes qui donnent des produits colorés ou fluorescents aprés action de I'enzyme.
Ainsi, par exemple, La libération de a- ou [ -naphtol permet, ensuite, sa combinaison a
un "Azodye" (Fast Garnett, Fast blue RR, ...) pour donner un précipité coloré. C'est le cas
des estérases et des phosphatases :

Phosphat ase
a-naphtyl-phosphate -  a-naphtol
a-naphtol + Azodye -  Précipité coloré

Cas des déshydrogénases

Les déshydrogénases (DH) catalysent le transfert d'atomes d'hydrogéne de leur substrat a
un coenzyme (NAD' ou NADPY). L'atome d'hydrogéne, libérée sous l'action de la DH,
peut étre transférée, en présence de phénazine méthosulfate (PMS), sur un sel de
tetrazolium, tel que Nitro Blue Tetrazolium (NBT) ou Méthyl Thiazolyl Tetrazolium (MTT)
qui donnent alors un précipité insoluble bleu; le formazan :

DESHYDROGENASES
H A AH
%
D %
NADH® NADH NADP* NADPH

AH A
NAD™ ou NADP*%%)NADH ou NADPH

PMSH

D

NBTH ou MTTH NBT ou MTT
= FORMAZ AN (insoluble)

=7 >
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Cas des transférases et des isomerases

Les transférases, comme la phosphoglucomutase (PGM) et les isomérases, comme la
glucose phosphate isomérase (PGI), peuvent étre visualisées indirectement, car, elles
peuvent fournir un produit qui peut étre déshydrogéné par une autre enzyme (enzyme

indicatrice) utilisant un des coenzymes NAD* ou NADP*:

TRANSFERASES & ISOMERASES

PGM PGI
GLUCOSE ——> GLUCOSE ~=— FRUCTOSE
1-PHOSPHATE 6-PHOSPHATE 6-PHOSPHATE

NADH PMS MTTH

FORMAZ AN

6-PHOSPHOGLUCONATE BAP, Marrakech, Maroc

* GPDH : glucose 6-phosphate déshydrogénase (enzyme de la réaction indicatrice).
L'enzyme de la réaction indicatrice, ne pouvant pas diffuser rapidement dans le gel, le mélange réactionnel est
étalé en une couche mince d'agarose sur le gel de séparation.

Exemples de zymogrammes  (lien : http://www.biotech-ecolo.netitechniques.html )

- Glutamate oxaloacétate transaminase (GOT), palmie r dattier

- L

- Endopeptidases (ENP), palmier dattier




