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L'amplification in vitro des fragments d’ADN par PCR
(polymerase chain reaction) : un tournant en génétique

La biologie est une science typique-
ment expérimentale. De ce fait, ses
progreés se sont faits au rythme de la
mise au point de nouveaux outils
dont I'ensemble le plus élaboré et le
plus cohérent est aujourd’hui la tech-
nologie des recombinants d’ADN, ou
génie généuque. Ce n’'est pas, par
exemple, I'absence d'imagination ou
I’étroitesse intellectuelle qui empé-
chaient les biologistes moléculaires
des années 1960 d’aller plus vite et
plus loin dans I'étude des génes mais
I'impossibilité qu'il y avait alors a
1isoler en quantité suffisante un gene
cellulaire et a déterminer sa séquence
nucléotidique. Les enzymes de res-
triction, I’hybridation moléculaire
sur filtre (le Southern blot), le clo-
nage d’ADN et son séquengage ont
permis le développement de la géné-
tique moléculaire moderne.

Malgré cet arsenal technique d’une
exceptionnelle puissance (a I'origine
de la quasi-totalité des progrés récents
en génétique, cancérologie, immuno-
logie, virologie, etc.), des difficultés
d’ordre quantitatif et économique
persistaient quant a I'utilisation large
du génie génétique en médecine.
Analyser un géne anormal responsa-
ble d’'une maladie héréditaire ou
peut-étre d’un cancer restait un
gigantesque travail si I'anomalie en
cause était trés petite (mutation ponc-
tuelle, délétion minime créant un
décalage de phase de lecture). (Voir
m/s suppl. au n°7, vol. 3, p. 6 et 8).
Parfois, le matériel biologique dispo-
nible (par exemple le prélévement
fait sur un malade), était trop peu
abondant pour autoriser un
«clonage moléculaire». D’autres
fois, enfin, la représentativité d'un
fragment d’ADN étudié parmi tout
I'’ADN de I'échantillon biologique
érait trop petite pour permettre aisé-
ment son «clonage». Prenons
I'exemple d’'un géne humain porté
par un fragment dADN de 15000
bases de long. Puisqu’il y a trois
milliards de bases dans un exem-
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plaire d’ADN humain, il faudra,
aprés avoir fragmenté cet ADN et
I'avoir intégré dans des microorga-
nismes, analyser au moins 200 000
clones pour détecter — en moyenne
— un clone contenant le géne recher-
ché. Compte tenu des lois de répar-
tition aléatoire, c'est en fait un mil-
lion de clones qui sont couramment
analysés (m/s suppl. au n°7, vol. 3,
p. 10). Si maintenant le géne étudié
a été modifié dans quelques cellules
seulement d'un organisme... cellules
a 'origine d’'une tumeur cancéreuse,
son «clonage » peut devenir impos-
sible et sera de toutes facons si dif-

ficile qu’'il ne pourrait jamais étre
appliqué a un grand nombre de
malades.

® Le principe de la méthode d’am-
plification par PCR. Décrite en
décembre 1985 par R.K. Saiki et ses
collaborateurs de la firme Cetus Cor-
poration (Emeryville, Californie,
USA) [1], la méthode a été décrite 1l
y a plus de deux ans dans m/s (n°7,
vol. 2, p. 398); nous reproduisons ici
le schéma explicauf présenté a I'épo-
que (figure I). L'expérience consiste
a rajouter a la préparation d'ADN
contenant la séquence a amplifier
deux amorces oligonucléotidiques
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Figure 1. Amplification d’une région particuliére de 'ADN génomique.
LADN en 1 est dénaturé, chacun des brins étant hybridé avec un oligonucléotide
de synthése (traits rouges). En 2, les oligonucléotides « a» (complémentaires du
brin +, épais) et «b» (complémentaires du brin -, fin) servent d’amorce pour la
synthése de chaines complémentaires dADN sous l'action de I'ADN polymérase.
Cette réaction est appelée «extension d‘amorce ». En 3, I'opération est recommen-
cée, aboutissant & une amplification des régions comprises entre les séquences
reconnues par les 2 oligonucléotides de synthese. Les brins initiaux dADN sont
représentés en traits continus et les brins amplifiés en lignes discontinues. Les
fleches indiquent le sens de synthése des molécules dADN.
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Figure 2. Principe de I'extension d’amorce. Un oligonucléotide radioactif
(marqué & son extrémité 5°, comme l’indique I'astérisque) est hybridé a I'ARN
étudié, il sert d’amorce pour une extension par la transcriptase inverse qui, en
présence des 4 nucléotides dans le milieu, recopie 'ARN en ADN complémentaire.
La longueur du fragment allongé est mesurée par électrophorése en milieu

dénaturant.

d’une vingtaine de bases (oligonuclé-
otides de synthése) complémentaires
respectivement de I'un et de I'autre
des deux brins d’ADN au niveau de
séquences délimitant la longueur du
fragment qui sera amplifié. On pro-
céde alors a des cycles successifs d’al-
longement des amorces par de 'TADN
polymérase, puis de séparation des
brins (par la chaleur). La figure 1
montre qu’en partant de deux brins,
on a quatre fragments aprés un cycle,
huit aprés deux cycles, seize apres
trois cycles, 2 " * ! aprés n cycles ;
C'est-a-dire, aprés 30 cycles, plus de
deux milliards de copies... théorique-
ment. En fait, le rendement de la
réaction n'étant pas de 100 %, la mul-
tiplication est moindre. La formule
réelle figurant le nombre Y de copies
obtenues a partir de A copies ini-
tiales pour n cycles, le rendement de
I’'amplification étant R, s’écrit Y = A
(1 + R)" [2]. Cet effet du rendement
influe énormément sur le niveau de
I'amplification finale. Ainsi, pour
une valeur R = 0,5 (50 % de rende-
ment), les deux brins initiaux seront
devenus environ 3,8 X 10* aprés 30
cycles, au lieu de 2 X 10° (deux
milliards) pour un rendement de
100 %. Ce rendement, ainsi que la
rapidité et le cott de I'amplification,
ont été considérablement augmentés
par 'utilisation d’'une ADN polymé-
rase d’une bactérie thermophile
(thermus aquaticus) vivant dans les
eaux chaudes, jusqu’a 95° C [3]. Cette
enzyme n'est pas détruite par le
chauffage nécessaire a chaque cycle
pour dissocier les doubles brins
d’ADN ; fonctionnant a trés haute

s température (70° C), elle recopie un
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ADN dont les superstructures ont
toutes les chances d'étre effacées, ce
qui diminue les risques d’arrét pré-
maturé de la polymérisation.

® Les performances de la PCR. Il est
possible grace a cette méthode de
multiplier n vitro un nombre consi-
dérable de fois n'importe quel frag-
ment de séquence d’ADN connu, sans
recourir au clonage moléculaire. La
taille de la séquence amplifiée peut
étre assez grande (plusieurs kilo-
bases), mais le rendement diminue
linéairement avec ’augmentation de
taille, si bien que si une sensibilité
maximum est recherchée, il est pré-
férable de choisir des amorces corres-
pondant a des séquences distantes de
seulement cent a quelques centaines
de bases (J. Chelly et al. en prépara-
tion).

Dans ces derniéres conditions, des
amplifications ont été entreprises
avec succés a partir de 'TADN d’une
seule cellule, ou du bulbe d’'un seul
cheveu. Une tache de sang séché d'un
testde Guthrie[4] peut également suf-
fire. Le matériel amplifié est généra-
lement assez abondant pour que
puisse étre déterminée directement,
sans clonage préalable, sa séquence
nucléotidique [5]. Cette non nécessité
du clonage permet d’éviter les erreurs
de séquences secondaires aux incor-
porations de bases mal appariées par
la polymérase de thermus aquaticus :
environ une tous les 9 000 résidus [6],
ce qui peut faire, au terme d’'une
amplification de 30 cycles et compte
tenu que ces erreurs sont cumulatives,
une aberration toutes les 400 a 500
bases [7]. Les erreurs sont cependant
réparties au hasard, chacune d’entre

elles n’intéressant qu'une partie
infime de la population amplifiée.
Une séquence nucléotidique détermi-
née sur la population dans son
ensemble donnera, a chaque posi-
tion, la base présente au niveau d’en-
viron 499 fragments sur 500, c’est-a-
dire la base réellement présente dans
I’ADN d’origine. La polymérase uti-
lisée pourrait également créer un
décalage de phase de lecture environ
toutes les 41 000 bases [5].

I1 faut noter enfin que la totalité de
la procédure d’amplification est trés
aisément automatisable, ce qui per-
met de conduire parallélement un
grand nombre d’expériences indé-
pendantes. Chaque cycle dure envi-
ron 3,5 minutes, I'expérience dans
son ensemble étant achevée en moins
de deux heures.

® Amplification d’ADN génomique
en médecine. L.a PCR permet aisé-
ment, a partir de 'ADN de cellules
d’accés facile (globules blancs, villo-
sités choriales, fibroblastes, cellules
de la muqueuse buccale ou de
I'urine) de vérifier une anomalie de
I’ADN d’une région connue quelcon-
que d’'un géne : mutation a l’origine
d’'une maladie génétique répandue
comme la drépanocytose ou une
autre hémoglobinopathie [1, 8],
polymorphisme d’ADN associé a une
maladie (région du géne HLA-DQ a
associée a la susceptibilité au diabéte)
[9, 10], ou oncogéne activé par muta-
tion ponctuelle [11, 12].

Une situation particuliérement favo-
rable est celle de translocations chro-
mosomiques bien définies, par exem-
ple associées a des hémopathies
malignes. Il existe ainsi, chez 90 %
des malades atteints de lymphome
folliculaire, une translocation t (14 ;
18) réarrangeant l'oncogene bcl-2
dans les cellules leucémiques. I1 est
possible a l'aide d’amorces recon-
naissant les régions des chromo-
somes 14 et 18 immédiatement adja-
centes a la cassure, d’amplifier trés
spécifiquement 'ADN du chromo-
some hybride 14-18 a travers le point
de cassure. Aucun fragment ne peut
étre amplifié a partir de 'ADN des
cellules non leucémiques ne compor-
tant pas la translocation. Il serait
ainsi possible de repérer une cellule
leucémique résiduelle avec transloca-
tion t (14; 18) parmi 1000 cellules
saines [13].
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® Détection de séquences virales. De
par sa sensibilité, la PCR est d’ores
et déja devenue la méthode la plus
fine pour détecter des infections
virales. Les virus sont des agents
infectieux dont le génome (ARN ou
ADN) peut en effet étre aisément
amplifié, souvent a partir du sang.
Cette approche est déja utilisée par
plusieurs laboratoires pour I’hépatite
virale et le SIDA. Dans ce dernier cas,
la positivité du test PCR précéde de
plusieurs semaines 1'apparition des
anticorps, c’est-a-dire la conversion a
la «séropositivité » [14]. S’il était
possible d’appliquer cette méthode
aux donneurs de sang, on supprime-
rait probablement le trés petit pour-
centage de cas ou la contamination
est due a la transfusion du sang d’'un
donneur trés récemment infecté et
encore séronégatif.

® Application a ’'ARN. Aprés reco-
piage de 'ARN en ADN complé-
mentaire par la transcriptase inverse,
la PCR peut parfailemem étre appli-
quée. La premiére étape de I'expé-
rience est donc une extension
d’amorce, telle que nous la décri-
vions dans m/s (n°9, vol. 2, p. 518)
(figure 2). La seconde amorce est
alors ajoutée, et la réaction d’ampli-
fication entreprise. Cette procédure
peut étre utilisée pour étudier, au
niveau de I'’ARN, le méme type
d’anomalies qu’au niveau de 'ADN.
Par exemple, le messager chimérique
1ssu du remaniement chromosomi-
que t (9; 22) (donnant le chromo-
some philadelphie dans la forme
typique) caractéristique de la leucé-
mie myéloide chronique peut étre
détecté avec sareté et sensibilité [15,
16]. Mieux, méme: du fait de sa
sensibilité, la méthode permet de
détecter des ARN dont il n’existe
qu’une seule copie dans une cellule
sur 1 000, ce qui semble étre le cas des
transcrits correspondant a des génes
spécifiques d'un type particulier de
différenciation tissulaire hors des cel-
lules ou ils s’expriment normale-
ment. Clest ainsi qu’ont pu étre
détectés dans des fibroblastes ou des
lymphoblastes des transcrits de dys-
trophine, B-globine, hormone anti-
muillérienne, facteur VIII, etc. [2, 17].
Ce phénomeéne, appelé «trans-
cription illégitime » par J. Chelly et
al. pourrait permettre d’analyser
dans n’'importe quelle cellule d’accés
facile n’'importe quel transcrit d’'un
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géne présomptivement pathologique
[17].

® La PCR, technique de base des
laboratoires de génétique molécu-
laire. Pour étre complet, il faudrait
ajouter aux usages possibles de la
PCR toutes les manipulations de
I’ADN effectuées dans les labora-
toires de génétique moléculaire:
constructions génétiques, séquen-
cage d’ADN, mutageneése dirigée. Je
voudrais commenter une application
particuliére, trés riche de promesses.
Nous avons déja vu (m/s n° 3, vol. 4,
p. 190) que I'on pouvait maintenant,
une fois sur 1 000 environ, insérer a
sa place normale un geéne transféré
dans une cellule. Tout fragment
d’ADN contenant des séquences
homologues de celles d’'un géne
endogéne peut, par recombinaison
homologue, étre semblablement
intégré de maniere « ciblée » et ainsi
inactiver un geéne au milieu duquel
1l s’insérera.

La difficulté de 'approche réside en
la mise au point d'un crible destiné
a reconnaitre les cellules ayant subi
une recombinaison homologue, en
moyenne 999 fois moins nombreuses
que celles ayant subi un événement
de recombinaison au hasard. S'il est
possible d’amplifier un fragment
d’ADN a partir d'une amorce recon-
naissant 'ADN exogéne et d’une
amorce reconnaissant 'ADN endo-
géne cible, on pourra détecter une
petite minorité de cellules contenant
un tel ADN cible remanié parmi des
cellules ayant intégré au hasard
I’ADN exogene. Si on a ainsi a tester
1 000 clones indépendants résultant
d’une expérience de transformation
par de '’ADN exogéne «ciblé » vers
une séquence endogéne, on réalisera
une réaction de PCR sur 10 groupes
de 100 clones. Puis, le groupe positif
sera lui-méme subdivisé et 1'on
pourra parvenir au clone recherché...
® PCR, médecine légale et paléon-
tologie. Comme m/s I'a rapporté a
de maintes reprises (m/s n°6, vol. 1,
p. 333; n°3, vol. 2, p. 155), 1l est
possible désormais de caractériser
tout individu grice a ses
«empreintes génétiques», c'est-a-
dire a l'organisation extrémement
variable d’'un individu a l'autre de
certaines régions de ’ADN. Une telle
recherche peut — en théorie — étre
faite a partir de sperme ou de sang
séchés... de fragments de peau ou de

poils. On risque cependant de buter
souvent sur l'insuffisance de maté-
riel, et la possibilité de multiplier la
quantité infinétisimale d’ADN pré-
sente dans un échantillon, avant de
I’étudier, étend considérablement le
champ d’application de la méthode.
L’ADN, contrairement a I'’ARN, est
chimiquement trés stable. Il est de ce
fait maintenant sirement possible de
caractériser grice a des résidus de
sang séché sur un vétement, trés a
distance de l'événement en cause
(accident, crime, catastrophe, guerre)
I'’empreinte génétique de 1'individu
d’'ou provient ce sang.

Puisque nous introduisons ici la
notion d’étude a distance, il faut
signaler que la « PCR » commence
aussi a étre largement utilisée par les
paléontologistes. Dans des résidus
d’'os d’animaux fossiles, de peau de
momies, il persiste des traces d ADN
trés dégradé, fragmenté... mais qu'il
est possible d’'amplifier. L.a détermi-
nation de la séquence de ces frag-
ments permet d’améliorer considéra-
blement le positionnement d’un
animal fossile dans l’arbre évolutif
des espéces, ou d’apprécier la vitesse
d’accumulation des changements
génétiques survenus depuis les pre-
miéres dynasties de l’ancienne
Egypte.

En conclusion apres les méthodes de
base du génie génétique développées
entre 1972 et 1976, un nouveau pas
technique essentiel a été accompli en
décembre 1985 : la mise au point de
I'amplification fidéle, rapide et mas-
sive de n'importe quel fragment
connu d’acide nucléique. Cette
méthode rend d’ores et déja aisément
accessible a l'analyse par les
méthodes de I’hybridation molécu-
laire et du séquengage nucléotidique
des fragments d’ADN humain dont
on soupc¢onne qu’ils pourraient étre
responsables d’'une maladie généui-
que héréditaire ou acquise (cancer) ;
elle est aussi la méthode la plus
sensible pour détecter précocément et
fidélement tout agresseur, viral
(pathologie tumorale ou infectieuse)
ou humain (médecine légale).

Nul doute que la puissance de ce nou-
vel outil fera rapidement progresser
les connaissances dans tous les
domaines nécessitant 1’analyse ou la
manipulation d’un acide nucléique. p

Axel Kahn s
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EEN BREVES HER

EEE pH et prolifération cellulaire.
Un des événements les plus rapides
survenant lorsqu’une cellule est sti-
mulée a proliférer est I’alcalinisation
du milieu intracellulaire, probable-
ment due a 'activation de I'antipor-
teur sodium-proton [1]. Les argu-
ments indiquant que cette alca-
linisation joue un réle dans la stimu-
lation de la division cellulaire, et n’y
est pas simplement associée, étaient
nombreux, mais indirects [1]. Chez
les plantes et les champignons, le
systéme assurant l’alcalinisation est
une pompe a protons couplée a une
ATPase dont le géne a été cloné chez
la levure. Lorsqu’une cellule de
mammifére est transformée par un
gene de levure codant pour cette
pompe a proton, géne placé sous le
controle d’'un promoteur viral fort,

s clle subit une alcalinisation de son
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pH intracellulaire (de pH 7 a pH 7,2)
et acquiert des propriétés tumori-
genes [2]. Le géne de levure peut
donc étre considéré comme un
«oncogeéne ». La cellule transformée
prolifére en I’absence de sérum,
comme cela pouvait étre attendu si
I'on considérait que les facteurs du
sérum agissaient par I'intermédiaire
de I'antiporteur sodium-proton. Des
recherches ultérieures détermineront
si des oncogeénes viraux ou cellulaires
sont les équivalents de I'un de ces
systémes d’alcalinisation cellulaire.
L'utilisation de ces systémes pour
transformer des cellules en culture
pourrait avoir d'intéressantes appli-
cations biotechnologiques.

[1. L’Allemain G, Pouysségur ]J.
médecine/sciences 1987 ; 3 : 582-8.]
[2. Perona R, Serrano R. Nature
1988 ; 334 : 438-40.]

EEN BREVES HEE

EEE Le peptide des plaques de la
maladie d’Alzheimer dérive-t-il d’'un
protéoglycane a tropisme nerveux ?
Au cours de la maladie d’Alzheimer
les plaques neuritiques qui s’accu-
mulent dans le cerveau contiennent
un peptide d’environ 4000 Da. Ce
peptide, appelé A4, ou protéine f,
dérive d’un précurseur d’environ
79000 Da (m/s n° 5, vol 4, p.323).
Une équipe de San Diego (Califor-
nie, USA)[1] a 1solé d’une lignée de
cellules nerveuses de rat (PC 12) un
protéoglycane a héparane sulfate
dont la taille est comparable a celle
du précurseur, dont la séquence est
la méme que celle du peptide A4
dans la zone correspondante et qui
réagit avec un antisérum dirigé
contre la protéine B. Cette protéine
immunoréactive est absente d’une
lignée mutante de PC 12 qui ne
sécréte pas le protéoglycane. De telles
protéines a héparane sulfate sont pré-
sentes dans des vésicules synaptiques
et aux contacts synaptiques. Une
altération du métabolisme de ces
protéines pourrait avoir des consé-
quences sur le fonctionnement de la
synapse. Quant au peptide A4, les
auteurs suggeérent qu’il pourrait pro-
venir d’'une déglycosylation du frag-
ment de dégradation du précurseur
lorsque sa taille avoisine 5000 Da,
déglycosylation qui en entrainerait
la précipitation.

[1. Schubert D, et al. Science 1988 ;
24] : 223-6.]

EEE La mutation du codon 12 de
I’oncogéne c-K-ras pourrait étre
constante dans les cancers du pan-
créas chez '’homme. La méthode
d’amplification des séquences
d’ADN par cycles successifs d’allon-
gement d’amorce (m/s suppl au n° 7,
vol. 3, p. 13) appelée PCR (polyme-
rase chain reaction) peut étre appli-
quée a des échantillons histologi-
ques fixés et inclus dans la paraffine.
Une telle approche a permis de mon-
trer que dans 21 observations sur 22,
I’oncogéne c¢-K-ras était muté au
niveau du codon 12 dans des cancers
du pancréas et leurs métastases, mais
non dans les tissus sains du méme
malade [1].

[1. Almoguera C, et al. Cell 1988 ;
53 : 549-54.]

m/s n° 8 vol. 4, octobre 88





