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Electrophorèse de l'ADN en champ pulsé 

La technique d'électrophorèse en 
gel d'agarose ou de polyacryla­
mide permet de séparer des molé­
cules d'ADN suivant leur taille à 
condition qu 'elle n 'excède pas 
50 000 paires de bases (50 kiloba­
ses ou kb). Les gels d 'agarose ou 
d'acrylamide sont constitués d'un 
réseau désorganisé de longues 
fibres baigné dans un milieu 
aqueux. On place les molécules 
d'ADN qu 'on désire séparer en 
un point du gel et on applique un 
champ électrique .  Sous son 
action, les molécules d'ADN char­
gées négativement se déplacent à 
travers le réseau . On constate 
expérimentalement que plus elles 
sont petites, plus elles se déplacent 
rapidement. Ainsi peut-on les 
séparer. Cette séparation est due 
aux fibres du réseau, car, en leur 
absence, les molécules d 'ADN se 
déplacent toutes avec la même 
vitesse quelle que soit leur taille . 
Cependant l 'électrophorèse perd 
tout pouvoir résolutif pour des 
molécules d'ADN de taille supé­
rieure à 50 kb ; par exemple, 
l 'ADN du bactériophage lambda 
(50 kb) et l 'ADN des chromoso­
mes de la levure (de 300 à 
2 000 kb) migrent à peu près à la 
même vitesse (figure 1 ) .  En 
d'autres termes, au-delà de 50 kb, 
la mobilité électrophorétique de 
l 'ADN ne dépend plus de sa lon­
gueur. En 1 984, deux chercheurs 
de l 'université de Columbia à 
New York, Schwartz et Can­
tor [ 1 ] ,  proposent une méthode 
d 'électrophorèse sur gel d 'agarose 
dont le pouvoir de séparation peut 

- aller au moins jusqu'à 9 000 kb 
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[9) . Comment cela est-il possible ? 
Commençons par quelques ordres 
de grandeur .  Les distances 
moyennes qui séparent des fibres 
voisines dans ces gels sont de 
1 'ordre de 1 50 à 400 nanomètres 
(nm) ( 1  nm 1 0 - 9 rn) . La 
flexibilité des molécules d'ADN 
peut être appréciée en mesurant 
la distance minimale devant sépa­
rer deux points A et B quelcon­
ques de cette molécule pour que 
son orientation au point A n'ait 
pas d'influence sur son orientation 
au point B .  Cette distance, appe­
lée longueur de persistance, est de 
l 'ordre de 1 50 nm. Entre deux 
fibres du gel , l 'ADN peut donc 
tout juste faire une boucle . 
Une molécule d'ADN de 50 kb 

possède une longueur totale de 
1 8  000 nm et, dans le gel , en 
l 'absence de champ électrique, elle 
apparaît comme une longue 
chaîne serpentant au hasard entre 
les fibres du gel : une sorte de 
pelote statistique dans un réseau 
enchevêtré (figure 2). La distance 
moyenne entre deux fibres étant 
comparable à la longueur de per­
sistance, la chaîne est complète­
ment contrainte et, seules les deux 
extrémités ont suffisamment de 
degrés de liberté pour avancer. 
Une des deux extrémités déter­
mine le chemin et le reste de la 
molécule coulisse entre les fibres 
comme un serpent dans un jeu de 
quilles. En l 'absence de champ 
électrique, le sens du déplacement 
est indifféremment déterminé par 
l 'une ou l'autre des deux extrémi­
tés et peut s'effectuer dans toutes 
les orientations possibles. Ce mou-

vement de la chaîne appelé mou­
vement de reptation f2] est un 
coulissement selon un chemin par­
couru au hasard. 
Sous l 'influence d'un champ élec­
trique, la chaîne chargée est sou­
mise à une force électrostatique. 
Elle se déplace toujours par rep­
tation mais, cette fois-ci, l 'une des 
deux extrémités au lieu de pren­
dre une direction au hasard va se 
déplacer préférentiellement dans 
celle imposée par le champ élec­
trique [3-5) . On devine l'effet pro­
duit par une telle dynamique : 
l'enveloppe de la molécule d'ADN 
qui était sphérique en l'absence de 
champ (pelote statistique) va 
s 'allonger dans le sens du champ 
électrique sous son influence ; en 
d'autres termes, le serpent se 
déplie puisque sa tête se déplace 
dans une direction déterminée 
(figure 2). Cette déformation est un 
effet du gel car, en son absence, 
il faudrait appliquer des champs 
100 fois plus forts pour 1' observer. 
L'expression de la mobilité élec­
trophorétique de ces longues 
molécules d'ADN est la somme 
de deUX termeS ffio + fiE qui Se 
comprennent comme les deux pre­
miers termes d'un développement 
selon les puissances du champ 
électrique : le premier terme m0 
qui ne dépend pas du champ élec­
trique (mobilité à champ électri­
que faible) correspond au dépla­
cement de l 'ADN non déformé . 
Un calcul [ 7 ,  8) montre qu'il 
varie comme l ' inverse de la lon­
gueur de la molécule . Le second 
terme mE dépend du carré du 
champ électrique et rend compte 
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Figure 1 .  A. Migration électrophorétique en champ électrique constant de molécules d'ADN de longueur varia­
ble. La migration s 'effectue de haut en bas. 1 = fragments d'ADN obtenus par polymérisation d'un fragment de 1 kb. 
Le fragment le plus long est de 12 kb ; 2 = trois fragments de restriction de l'ADN du bactériophage lambda de 
longueur 22 kb, 1 4  kb et 9 kb ; 3 = deux fragments de restriction de l'ADN du bactériophage de longueur 30 kb 
et 1 7  kb. 4 :  L 'ADN du bactériophage lambda, 48-kb. 5 :  L 'ADN total de la levure Saccharomyces cerevisiae. Bien 
que les tailles des ADN chromosomiques soient comprises entre 300 kb et 2 000 kb (voir B de cette même figure), 
leurs migrations électrophorétiques sont identiques et très voisines de celles de l'ADN du bactériophage làmbda. B. 
Migration électrophorétique en champs é.lectriques alternatifs. Cette méthode, analogue à celle en champs pul­
sés (voir texte), consiste à appliquer alternativement deux champs électriques suivant des directions orthogonales : 
E1 et E2• La direction de migration globale se fe,ra donc suivant la bissectrice de l'angle. Les numéros de chaque chro­
mosome sont indiqués sur la droite. Deux chromosomes sont absents : le chromosome 1 7  qu'à ce jour personne n 'a 
encore pu identifier et le chromosome 1 2. Ce dernier, le plus grand de tous, ne migre pas dans les conditions utili­
sées ici. Deux paires de chromosomes (5,8) et (7, 1 5) ont des longueurs voisines et donnent naissance à deux dou­
blets. On peut les résoudre en utilisant d'autres souches de levure, cet organisme présentant un polymorphisme des 
longueurs de ses ADN chromosomiques. 

de la conformation allongée prise 
par la molécule soumise à son 
effet. Il est indépendant de la lon­
gueur de la molécule. Pour des 
molécules supérieures à 50 kb, et 
avec des champs électriques utili­
sables en pratique, le premier 
terme est petit devant le second 
et la mobilité est pratiquement 
indépendante de la longueur. Ceci 
explique la perte de résolution 
observée .  Comment l 'éviter ? 
L'idée de Schwartz et Cantor est 
fort simple . Au moment où l 'on 
applique le champ électrique, 
l'enveloppe de la molécule d'ADN 
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commence à se déformer par son 
déplacement. Le temps mis par 
une molécule d 'ADN pour 
s 'allonger dans le sens du champ, 
qui est aussi le temps de passage 
de la forme à enveloppe sphérique 
à celle à enveloppe oblongue 
(figure 2) et qu'on appelle le temps 
caractéristique d'allongement, est 
à peu près égal au temps néces­
saire à cette molécule pour se 
déplacer d'une distance égale à sa 
longueur : il dépend donc de sa 
longueur. Au moment où l'on 
applique le champ électrique, la 
mobilité est m0. Elle augmente 

progressivement pour atteindre au 
bout du temps caractéristique 
d'allongement la valeuF m0 + 
mE. Considérons maintenant 
deux molécules d 'ADN de lon­
gueur différente et appliquons le 
champ électrique pendant un 
temps compris entre les deux 
temps caractéristiques d'allonge­
ment. Seule la plus petite aura la 
possibilité de s'allonger suffisam­
ment pour atteindre la mobilité 
maximale. Pour pouvoir exploiter 
cette différence transitoire de 
mobilité , il suffit alors d 'arrêter le 
champ pendant un temps suffisant 
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Figure 2. Représentation schématique à deux dimensions d'une molécule d'ADN dans un gel d'agarose. Les 
fibres représentées par des points sont distribuées au hasard ; l'ADN serpente entre elles, la courbure de l'ADN e.t 
la distance moyenne entre deux fibres voisines étant approximativement identiques (voir texte). A : En absence de 
champ électrique, l'enveloppe de la molécule d'ADN marquée en pointillés est isotrope (sphérique). B : Sous l'influence 
d'un champ électrique Ë indiqué par une flèche rouge horizontale allant de droite à gauche, la molécule se déplace 
vers la droite en méme temps qu'elle se déforme : son enveloppe s'allonge dans le sens du champ électrique. 

pour que les molécules reviennent 
à leur forme de repos puis de 
recommencer ce cycle un grand 
nombre de fois. On peut égale­
ment, au lieu d'arrêter le champ 
électrique, changer son orientation 
et jouer ainsi sur le temps mis par 
la molécule d'ADN pour s 'allon­
ger dans la nouvelle direction : en 
appliquant alternativement des 
champs électriques dans des direc­
tions orthogonales [ 1 ,  6, 9] , on 
obtient des séparations équivalen­
tes à celles observées avec la 
méthode en champ pulsé. Un 
exemple en est donné dans la 
figure 1 .  
Pour la biologie moléculaire, cette 
nouvelle technique confme au sen­
sationnel. Grâce à elle, il est pra­
tiquement possible, pour tous les 
organismes à petit génome,  pro­
caryotes et eucaryotes inférieurs, . 
de localiser très rapidement un 
gène quelconque. Par exemple, 16 
des 1 7 chromosomes de la levure 
Saccharomyces cerevisiae peuvent être 
séparés par électrophorèse en 

champs pulsés (figure 1) et ont été 
identifiés par hybridation avec des 
gènes clonés dont on connaissait 
la localisation chromosomique. On 
peut ainsi en une journée trouver 
le (ou les) chromosome(s) portant 
un gène qu'on vient de cloner et 
il est même possible par une pro­
cédure simple de déterminer sa 
position par rapport au centro­
mère. Les méthodes génétiques 
précédemment utilisées deman­
daient des semaines pour obtenir 
une telle information avec une 
précision bien moindre. L 'ADN 
correspondant à un chromosome 
peut aussi être sorti du gel et uti­
lisé pour faire une banque génc>­
mique restreinte. ·En ordonnant, 
par des procédés informatiques 
simples, les différents fragments 
de cette banque, on peut recons­
tituer la carte de l 'ADN du chro­
mosome entier. 
Certains ADN chromosomiques 
ne peuvent pas, pour l ' instant, 
être séparés par cette technique : 
il s'agit d'ADN linéaires dont la 

longueur dépasse 9 000 kb 
(l'ADN des chromosomes d'eu­
caryotes supérieurs) ou des molé­
cules d'ADN circulaires comme 
par exemple le génome d'E. coli 
(5 000 kb). On peut tout de 
même aborder leur étude en les 
coupant par des enzymes de res­
triction dont les sites de reconnais­
sance sont rares. Deux enzymes 
de restriction commercialisées, 
Nod et Sfù, reconnaissent des sites 
à 8 bases, alors que la plupart des 
autres enzymes reconnaissent des 
sites ayant, au plus, six bases. Les 
fragments créés par ces enzymes 
sont des molécules linéaires de 
taille inférieure, ep. général, à 
2 000 kb. Ils peuvent alors être 
étudiés par électrophorèse en 
champ électrique pulsé. Les résul­
tats de telles expériences permet­
tent de situer les fragments les uns 
par rapport aux autres et condui­
sent à la construction de cartes 
génétiques locales extrêmement 
précises pouvant s 'étendre sur 
plusieurs millions de paires de 
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bases .  Plusieurs regwns du 
génome humain ont fait l'objet de 
telles études. Citons, par exemple, 
celle du gène responsable de la 
myopathie de Duchenne [ 10 ,  1 1 ] 
et la région HLA [ 1 2 , 13 ] . 
Grâce à l'électrophorèse en champ 
électrique pulsé qui permet le 
fractionnement de molécules 
d'ADN de taille comprise entre 
50 et 9 000 kb, . un nouveau 
domaine de recherches en biolo­
gie moléculaire est en train de 
s'ouvrir • 

François Caron 
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