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Résumé — La PCR (polymerase chain reaction) est une méthode qui permet d'amplifier sélective-
ment un segment d'ADN ou d’ARN mesurant jusqu'a 2 000 paires de bases (pb). Des cycles répétés
d'allongement enzymatique d'amorces oligonucléotidiques sont effectués en présence de précur-
seurs de la synthése d'ADN et d'une enzyme thermostable, une ADN polymérase extraite de la bac-
térie Thermus aquaticus (Taq polymérase). Les amorces encadrent la séquence d'intérét, et {'allon-
gement se fait dans des directions opposées, de sorte que plusieurs centaines de milliers de copies
de cette séquence sont générées en quelques heures, permettant par la d'effectuer un véritable clo-
nage moléculaire. La réaction est simple, sensible, et 'ADN, ou 'ARN, contenu dans une seule cel-
lule est théoriquement suffisant pour gu'une séquence spécifique soit détectée. Cette méthode est
maintenant largement utilisée en biologie moléculaire fondamentale et appliquée, et prend une place
de plus en plus grande dans les approches diagnostiques.
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Summary — PCR amplification of nucleotidic sequences and new diagnostic techniques. The
polymerase chain reaction (PCR) is a method for selective amplification of DNA or RNA segments of
up to 2 kilobase pairs (kb) or more in length. Repeated cycles of enzymatic primer extension in op-
posite directions are performed using synthetic oligonucleotides flanking the sequences of interest
and the heat-stable DNA polymerase from the archebacterium Thermus aquaticus (Taq polyme-
rase). The reaction is simple, fast and extremely sensitive, and the DNA or RNA content of a single
cell is sufficient to detect a specific sequence. This method has proved useful in simplifying complex
analytical protocols in basic and applied molecular biology.

PCR amplification / DNA / RNA / molecular diagnosis

INTRODUCTION par les approches maintenant bien standar-
disées de clonage moléculaire dans des
vecteurs bactériens ou viraux. Néanmoins,
ces manipulations sont lourdes, fasti-
dieuses et requiérent plusieurs semaines

de travail, et elles ne sont donc pas adap-

Le succes des méthodes courantes d'ana-
lyse des séquences d'ADN dépend de la
possibilité de disposer de ces séguences
en relativement grande quantité, de I'ordre

de 105 & 108 molécules d’ADN ou d'ARN
par test. Il est possible d'obtenir un grand
nombre de copies d'une séquence donnée

tées aux probldmes que pose la mise en
ceuvre des tests de diagnostic exigeant
une réponse rapide. Ceci explique que de
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nombreux efforts ont ét¢ engagés dans
des recherches destinées a amplifier le
pouvoir résolutif des méthodes actuelles
et, parallélement, a concevoir de nouvelles
techniques propres a détecter de petits
nombres de molécules. Ces efforts ont ré-
cemment abouti, et la plupart des techni-
ques utilisées dans l'analyse des géno-
types en biologie et en médecine
comportent maintenant une étape trés ra-
pide d'amplification enzymatique des sé-
quences d'ADN qui constitue un véritable
«clonage moléculaire acellulaire». Ce pro-
cessus révolutionnaire, appelé polymerase
chain reaction (PCR) a été inventé ily a 4
ans par les chercheurs de ia firme de bio-
technologie californienne Cetus (Saiki et
al, 1985; Mullis et Faloona, 1987). Parce
qu'elle permet d'obtenir rapidement, avec
facilité et en grande quantité les sé-
quences d'ADN que l'on désire étudier,
cette approche permet de renouveler les
stratégies d'analyse des génomes, et est
appliquée maintenant dans une gamme de
plus en plus étendue d'études de biologie
moléculaire.

LES APPORTS DE L'AMPLIFICATION
PAR PCR

Une nouvelle facon de cloner 'ADN

L'approche classique de clonage de I'ADN,
si elle s'est affranchie d'un certain nombre
de difficultés initiales, est encore une en-
treprise techniquement lourde et fasti-
dieuse, et reste du ressort du laboratoire
de recherche. Dans cette approche, 'ADN
chromosomique extrait des cellules nu-
cléées est coupé par une endonucléase
spécifique (enzyme de restriction) le frag-
mentant en plusieurs millions de morceaux
de taille variable qui sont ensuite insérés
individuellement dans une autre molécule
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d'ADN - le vecteur — un plasmide bacté-
rien le plus souvent. Ces molécules chimé-
riques d'ADN recombinant sont introduites
dans des bactéries dont les colonies,
aprés isolement sur boite de Pétri, consti-
tueront autant de clones qu'l faudra en-
suite caractériser, & la recherche du bon
candidat.

Dans un grand nombre de situations,
cette opération est maintenant avantageu-
sement remplacée par l'amplification par
PCR. Cette technique procure une nou-
velle fagon de cloneir enzymatiquement, in
vitro, une séquence d'ADN bien définie.
Lorsque cette approche est possible, le
clone est obtenu en quelques heures au
lieu des jours ou des semaines requis par
les méthodes conventionnelles, d'ou son
intérét dans la mise en ceuvre des tests
diagnostiques. La détection d'une sé-
quence trés faiblement représentée a
l'aide d'une sonde, radioactive ou non,
peut étre grandement facilitée si on I'ampli-
fie au préalable. Le produit de ce clonage
enzymatique peut étre analysé comme le
serait un segment d'ADN cloné, tirant parti
de tous les avantages offerts par la dispo-
nibilité, en grandes quantités, de I'ADN
cible.

Pourquoi amplifier ?

Le génome haploide humain contient quel-
ques 3 x 109 paires de bases (pb), et un
fragment d’ADN mesurant 300 pb’en cons-
titue donc une infime partie (1/107). Dans
I'état actuel de la technique, une séquence
de quelques centaines de nucléotides peut
étre amplifiée au moins un million de fois,
ce qui fait que partant d'un microgramme
d'ADN génomique total, il est possible en
quelques heures d'obtenir la méme quanti-
té, un microgramme, du fragment cible am-
plifié. Afin de fixer les idées, quelles sont
les quantités d'ADN présentes dans les
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cellules nucléées de divers échantillons
biologiques susceptibles d'étre analysés ?
Une cellule contient environ 7 pg (7 x 106
ug) d'ADN, une goutte de sang 1,5 ug, une
goutte de sperme 10 ug, et d'un cheveu
peut étre obtenu 0,3 ug ou 104 ug selon
qu'il a été arraché ou qu'il est tombé de lui-
méme. Par rapport a la méthode courante
d'analyse des génes (le Southern blot) qui
requiert un minimum de 5 ug d'ADN, I'am-
plification des séquences d'ADN (ou
d'ARN) permet de travailler sur une tache
de sang, de sperme, sur quelques cellules
buccales desquamées, autorisant la mise
en ceuvre de tests extrémement sensibles
et dont les applications sont multiples : dé-
pistage génétique (Amselem et al, 1988;
Gyllensten et Erlich, 1988) et typages indi-
viduels, détection des séquences a
I'échelle unicellulaire (Jeffreys et al, 1988;
Li et al, 1988), détection des cellules mal-
ignes dans les bilans d'extension en can-
cérologie (Lee et al, 1987; Crescenzi et al,
1988; Kawasaki et al, 1988; Pignon et al,
1989), médecine légale, police scientifique
(Bugawan et al, 1988; Higuchi et al, 1988),
etc. Bien entendu, la trés grande sensibili-
té de ce processus expose a des risques
d'erreur, notamment par contamination de
I'échantillon avant ou pendant I'analyse, et
l'enjeu de ces applications est tel qu'il est
absolument nécessaire de tout metire en
csuvre pour se prémunir contre ce risque
(voir plus loin).

LA TECHNIQUE

La cible, I'enzyme et les amorces

Des millions de copies du méme segment
d'ADN sont synthétisées pendant plusieurs
cycles (25 a 30 le plus souvent) au cours
desquels se succédent dénaturation de
I'ADN, hybridation des amorces spécifi-
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ques aux matrices d'ADN simple brin alors
disponibles, et allongement de ces
amorces par polymérisation enzymatique
de précurseurs désoxyribonucléotidiques
(fig 1). Au cours de chacun des cycles, la
quantité du segment d'ADN cible double,
le produit d'amplification s'accumulant de
fagon exponentielle. L'enzyme utilisée est
une ADN polymérase active & haute tem-
pérature (Taq polymérase), extraite de la
bactérie thermophile Thermus aquaticus.
Les amorces, qui sont constituées de
courts oligoméres (20-25 nucléotides)
complémentaires des séquences qui limi-
tent de part et d'autre la cible, conférent a
la réaction sa spécificité : leur position et
leur nature conditionnent la longueur du
segment amplifié et son identité. 1l est diffi-
cile d'amplifier un fragment long de plus de
2 a 3 000 nucléotides, et bien entendu la
séquence que l'on veut ainsi produire en
grande quantité doit étre au préalable
connue. Chague étape d'un cycle s'effec-
tue & une température appropriée, élevée
pour dénaturer I'ADN, plus basse pour I'hy-
bridation des amorces et la synthése. La
Taq polymérase, qui n'est pas inactivée
pendant I'étape de dénaturation de I'ADN,
fonctionne aux températures élevées né-
cessaires a la spécificité de la réaction
d'hybridation aux amorces avec la cible. A
la fin du processus est généré, malgré la
petite taille de ces amorces, un produit
d'amplification unique, constitué de plu-
sieurs millions de copies de la séquence
cible. Les cycles de réactions peuvent étre
effectués a l'aide d'un automate qui permet
de programmer les différentes tempéra-
tures, la durée de chaque étape, le
nombre de cycles, efc.

L'ARN peut également étre amplifié. Il
suffit, au cours d'une étape préliminaire, de
transformer la molécule d'ARN messager
dintérét en un ADNc (ADN complémen-
taire) a 'aide d'une transcriptase inverse et
d'une amorce adéquate (complémentaire
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Fig 1. Principe de la réaction d'amplification par
I'ADN polymérase. a) dénaturation et hybrida-
tion des amorces et b) élongation (1¢f cycle); c)
dénaturation et hybridation des amorces et d)
élongation (2¢ cycle).

d'une séquence localisée du coté 3'). Ce
ADNc sert ensuite de matrice a la syn-
thése d'un second brin qui est allongé a
partir d'une amorce 5' et le duplex est am-
plifie comme décrit précédemment (Froh-
man et al, 1988).

Il faut noter que durant le processus
d'amplification, les amorces, qui sont en
grand excés dans le milieu réactionnel et
dont 2 sont consommées par molécule
amplifiée a chaque cycle, sont physique-
ment incorporées dans le produit d'amplifi-
cation. Ce produit est en effet constitué
d'une séquence copiée sur chacune des
matrices par I'ADN polymérase et des
amorces qui encadrent, de part et d'autre,
cette séquence. Ceci apporte donc des
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moyens nouveaux de modification de
I'ADN : les amorces peuvent contenir des
sites de restriction, facilitant les manipula-
tions ultérieures du segment amplifié, ou
des nucléotides artificiellement modifiés,
sur lesquels ont été branchées des molé-
cules comme par exemple la biotine, per-
mettant la détection du produit a l'aide de
réactions immuno-enzymatiques. Ailleurs,
l'introduction dans I'une des amorces d'un
promoteur viral pourra permettre, ultérieu-
rement, de transcrire le produit ampilifié en
ARN dans des systémes acellulaires ap-
propriés. Enfin, on peut introduire des
changements de nucléotides dans les
amorces : comme celles-ci sont recopiées
a chaque cycle, la molécule amplifiée sera
différente de la matrice originale. Cette as-
tuce est trés utile pour faire de la mutagé-
nése in vitro (Rochiltz et al, 1988).

Le renouvellement des techniques
de diagnostic moléculaire

L'amplification des séquences d'ADN par
PCR est actuellement la méthode de choix
pour détecter la présence (ou démontrer
labsence) d'une séquence donnée, et
pour en analyser les variations ponctuelles
soit délétéres, soit neutres (polymor-
phismes). Ainsi peuvent étre recherchés et
analysés au nucléotide prés un certain
nombre de remaniements génomiques,
qu'il s'agisse de délétions ou d'additions de
matériel génétique (Saiki et al, 1986,
1988). De méme, toute séquence apparte-
nant au génome d'un micro-organisme pa-
thogéne et présente au sein d'un échan-
tillon biologique sera aisément détectable
(Byrne et al, 1988; Ou, 1988). Le succés
de ces analyses est conditionné par le
choix des amorces d'amplification et par
les techniques d'analyse de I'ADN ampilifié.

Parmi ces techniques, citons : 1) /'élec-
trophorese simple du produit d'amplifica-
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tion : elle peut révéler une modification de
la taille attendue de ce produit, témoignant
d'un remaniement, délétion ou addition. Sa
coupure par une endonucléase de restric-
tion avant I'électrophorése permet de ca-
ractériser des polymorphismes nucléotidi-
ques (restriction fragment length poly-
morphismms ou RFLP) ou des mutations
ponctuelles altérant un des sites de restric-
tion. La fluorescence en lumiére UV de
I'ADN traité au bromure d'éthidium permet
d'observer directement les bandes, ren-
dant souvent inutile I'hybridation avec des
sondes spécifiques marquées, compte
tenu de la grande quantité de produit d'am-
plification obtenue (Kogan et al, 1987); 2)
la détection de mutations ponctuelles par
hybridation de I'ADN fixé sur membranes
(dot-blot) avec des sondes oligonucléotidi-
ques spécifiques d'alléle, radiomarquées :
ces oligosondes spécifiques sont les co-
pies conformes de I'ADN normal et muté,
et lorsqu’elles sont hybridées avec I'ADN a
étudier, elles forment soit des homoduplex
(ADN normal — sonde normale, ADN muté
—~ sonde mutée), soit des hétéroduplex
(ADN normal — sonde mutée ou l'inverse).
Dans les conditions expérimentales choi-
sies, seuls les produits d'hybridation homo-
duplex sont stables, ce qui permet de typer
les mutations sans ambiguité. Comme un
grand nombre d'échantillons d'ADN peu-
vent étre simultanément amplifiés et analy-
sés de la sorte, cette approche est extré-
mement efficace pour le dépistage a
grande échelle des mutations dans les
groupes de populations a risque pour une
maladie génétique ou cancéreuse (Amse-
lem et al, 1988; Diaz-Chico et al, 1988);
3) l'électrophorése du produit en gels dé-
naturants : cette technique permet de
mettre en évidence les variations nucléoti-
diques; celles-ci modifient le comporte-
ment fusionnel d'un segment d'ADN qui
migre dans un gel d'électrophorése conte-
nant une concentration croissante d'agents
dénaturants (urée, formamide). Dés que la
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molécule d'ADN s'est dissociée partielle-
ment, elle s’ancre dans la matrice du gel et
s'immobilise. Deux molécules ne différant
que par un seul nucléotide vont donc arré-
ter leur migration a des positions diffé-
rentes lorsque la substitution nucléotidique
modifie la température de fusion du du-
plex. Toute différence de migration, objec-
tivée directement par coloration spécifique
des fragments d'ADN in situ, indique l'exis-
tence d'une mutation dont la caractérisa-
tion peut étre ensuite effectuée par sé-
quengage direct du produit d'amplification
(Myers et al, 1987; Attree et al, 1989); 4) le
séquengage du produit d'amplification : il
est relativement aisé de déterminer la sé-
quence des fragments «clonés» enzymati-
quement, en adaptant légérement les tech-
niques éprouvées de séquengage (Wong
et al, 1987; Wrischnick et al, 1987; En-
gelke et al, 1988).

LES APPLICATIONS

Elles sont trés nombreuses, dans le do-
maine de la recherche fondamentale ou au
niveau des applications médicales. Seules
seront évoquées ici les possibilités nou-
velles qu'elles apportent en génétique.

Le diagnostic des maladies génétiques

Les techniques évoquées plus haut per-
mettent, une fois qu'un locus spécifique est
amplifié, de distinguer les différents alléles
normaux et délétéres et éventuellement de
caractériser les mutations. La rapidité de
mise en ceuvre de la PCR et sa grande
sensibilité se prétent bien a I'analyse indivi-
duelle et au dépistage de masse. Les tests
de diagnostic anténatal d'un nombre crois-
sant de maladies monogéniques reposent
maintenant sur la technologie PCR, qu'il
s'agisse de maladies a géne caractérisé
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(drépanocytose, thalassémies, hémophi-
lies, myopathie de Duchenne, mucovisci-
dose, etc), ou d'affections dont seule la po-
sition chromosomique du locus est
connue. Les mutations ponctuelles et cer-
taines délétions peuvent étre directement
caractérisées lorsque le géne étudié est
de petite taille. L'étendue du gene de la
dystrophine (2000 pb) rend difficile I'ana-
lyse directe des délétions responsables de
la myopathie de Duchenne. Néanmoins,
ces délétions peuvent étre criblées grace
a l'utilisation d'un processus d'amplification
dit «multiplex» : les régions qui sont le
siége potentiel de ces délétions sont si-
multanément amplifiées au cours de la
méme réaction, a l'aide d'un mélange
d'amorces judicieusement choisies pour
générer des produits d'amplification de
longueurs différentes. Aprés l'électropho-
rese des multiples produits d'amplification
obtenus, la disparition ou le déplacement
d'une ou plusieurs bandes objective I'exis-
tence d'une délétion de matériel génétique
(Chamberlain et al, 1988). Lorsque les mu-
tations ne peuvent étre directement identi-
fiées, la présence du géne anormal peut
étre déduite de l'analyse de marqueurs
RFLPs liés. Il suffit, dans ce cas, d'ampli-
fier le segment d'’ADN qui contient le site
de restriction polymorphe et d'analyser par
électrophorése le produit d'amplification
aprés coupure enzymatique (Feldman et
al, 1988).

Récemment, |a possibilité d'analyser les
séquences d'ADN a partir d'une seule cel-
lule a ouvert la voie a I'étude, avant I'im-
plantation, des embryons fécondés in
vitro. Le sexe d'un embryon a ainsi été
étudié a l'aide d'une sonde nucléique spé-
cifique du chromosome Y, a partir d'une
cellule isolée au stade 6 a 10 cellules
(Handyside et al, 1989). Derniérement,
Holding et Monk (1989) ont pu établir un
diagnostic de p-thalassémie en amplifiant
I'ADN obtenu a partir de blastoméres
d'embryon de souris avant implantation.
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Les dangers de la contamination

L'analyse des séquences d'ADN par PCR
est tellement sensible que la moindre
contamination de I'échantillon analysé, ou
du matériel de laboratoire (pipettes, appa-
reils), ou des réactifs employés sera a l'ori-
gine de faux positifs. Ceci fait que cette
technique, simple d'utilisation, automatisée
et a la portée de trés nombreux labora-
toires, est néanmoins a utiliser avec beau-
coup de prudence. |l faut, en particulier, in-
troduire & toutes les étapes du processus
un moyen de contréler la qualité, et pour
certaines applications adopter la fagon de
travailler des centres de transfusion san-
guine effectuant les tests en double
aveugle. Les piéces du laboratoire ol sont
extraits les échantillons et ou se déroulent
ensuite les expériences d'amplification doi-
vent étre séparées physiquement, le maté-
riel ne transitant pas de I'une a ['autre.

CONCLUSION

L.es chercheurs et les praticiens disposent
maintenant de moyens extrémement per-
formants d'analyse des séquences géni-
ques. Celles-ci peuvent maintenant étre
étudiées a partir d'infimes quantité de ma-
tériel biologique, ouvrant la voie a toute
une série d'expériences auparavant impos-
sibles et qui feront progresser les connais-
sances dans de nombreux domaines,
comme ceux de la biologie du développe-
ment ou de la différenciation cellulaire.
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