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Réaction en chaine par polymérase

Un article de Wikipédia, I'encyclopédie libre.

La réaction en chaine par polyméraséPCR en anglais pour Polymerase Chain Reaction), estnéthode
de biologie moléculaire permettant d’amplifier &nément le nombre de copies d’'une séquenésfiape
d’ADN (I'’Amplicon), méme si la quantité initiale eses faible (jusqu’'a une copie). Cette technigsebasée
sur la combinaison de deux facteurs : Les promidéésynthese enzymatique et d'’initiation « ADNweu
brins spécifique » desADN polymérases ADN dépendantes thermostables Les propriétés
d’hybridation et de deshybridation des brins commaétaires d’ADN en fonction de la température. Ces
éléments permettent de contrbler I'activité enzyquet grace a des transitions de température (a&spe¥
un thermocycleur) répétées de maniére cycliquadettion en chaine).

Les premiéres ADN polymérases utilisées provenalemte bactérie thermophile (résistante a des
températures tres élevées), par exerfiplermus aquaticu§Taq polymérase) ou encdlgrococcus furiosus
(Pfu polymérase)Thermococcus litoraligVent ou Tli polymérase) hermus thermophilu@th polymérase).
De nos jours, les enzymes utilisées sont ditesmbowantes, ce qui simplifie considdlement leur obtentio
et leurs propriétés ont été largement modifiées femurendre plus efficaces, plus fidéles... En mdiaslix
ans, cette techniquen@intenant capable de faire plus d'un milliard @pie en moins d'une hegrgest
imposée dans les laboratoires et a révolutioniélagie moléculaire.
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Historique

La PCR est une technologie qui a bouleversée ladi® 8 000 -
moléculaire et s'est implantée trés rapidement kiens

laboratoires. En revanche, la PCR en temps réelatdndre la =0 Dog -
mise sur le marché d'un certain nombre d'innovation

technologiques avant de se développer et est enoosidérée 1E 000
comme une méthodologie nouvelle. Le nombre d'arpar année (1)
répondant aux mots cl€$) "polymerase chain reaction"et(2) 10 000 4
“real-time polymerase chain reaction" sur le moteur de

recherche PubMed 5 D00 +
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DBapmed) _/ !

donne une assez bonne idée de leur importancdelamnde o g -
scientifique. Notez que la méthode n'est pas exeepiais, par 1985 1900 1995 2000 =005

exemple quelques articles sont trouvés pour la BCRmMps réel

en 1991 et 1992 (en pointillé) alors que son pped été décrit en 1993a différence (1-2)est
représentative du poids de la PCR en point fingilyg probablement céder progressivement la place a
temps réel.

Cette technique a largement évoluée depuis cegsidbarmi les évolutions les plus fondamentales, on
retrouve :

= Le remplacement des fragments de Klenow d’ADN pdyase I’E . Coli par une polymérase
thermorésistante (initialementTaqg) qui évite de devoir remettre de 'enzyme a champate. Cette
innovation permet un bond énorme vers l'automatieadt évite de devoir ouvrir le tube réactionnel,
limitant considérablement le risque de contamimatio

= La généralisation des thermocycleurs (un bon nordiargcienne expérimentation ont été réalisée avec
trois bains-marie) a permit de rendre la PCR moargraignante, plus reproductible et était un pré
requis indispensable la plupart des applicationsseles.

= L'invention de la PCR en temps réel qui permetatelre la méthode quantitative et évite plusieurs
étapes expérimentales contraignantes, telles ftélglcorése sur gel d’agarose, I'acquisition de
fluorescence, la calibration de I'acquisition dgrsil, etc.

Par soucis de claé, les dates correspondent a la premiére publicesior le domaine et seul les premiers
auteurs sont cités, les références complétes dtant le chapitre "bibliographie”. Ce choix permatautre
de limiter les polémiques telle le réle de Rosalitsie Franklin dans la découverte de la structdeela
double hélice d’ADN .

m 1953 : Découverte de la structure en double héiicbADN par James Dewey Watson, (prix Nobel de
physiologie ou médecine en 1962).

= 1956 : Découverte de 'ADN polymérase ADN dépenddADN pol 1) par Arthur Kornberg (prix
Nobel de physiologie ou édecine en 195).
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m 1970 : Co-découverte indépendante de 'ADN polyrs€@RN dépendante par Temin HM et

Baltimore D (prix Nobel de physiologie ou médecamel975).
= 1986 : Premiére publication publique sur la PCRKey Mullis (prix Nobel de chimie en 1993).

m 1988 : Premiére PCR réalisé avec une ADN polymédtasenostable, provenant deéermus

aquaticus par Saiki RK.
Premiere détection du produit de PCR padedsonde d’hydrolyse) par Holland PM.

s 1991:

Invention de la PCR en temps réel par HigRch

= 1992:

m 1995 : Premiére publication sur la TAIL-PCR par MG

= 1996 : Mise au point des polymérases temporaireimantives et activables par la chaleur par Birch
DE.

= 1997 : Mise en évidence de la variation de tempéedffm dépendante" du SYBR green par Wittwer
CT.

= 1997 : Premiére discrimination d’alléle grace larte de fusion par Lay MJ.

Principe

La PCR est une technique basée sur une répétitiayales de transition de température. Sauf pataioes

méthodologies (par exemple I'utilisation de sondidydrolyse), chaque cycle contient trois étapeaitlées
ci-dessous. Par soucis de didactisme, nous allmmsidérer avoir dans I'exemple une efficacité d&kRi@

100%.
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Les différentes étapes de la PCR
Conditions natives (0 sur le schéma)

Cette étape se fait généralement a températureaatabL.’ADN bicaténaire adopte sa conformation en
double hélice. Dans cet exemple, nous considérapeiisn’y a qu’'une molécule initiale d’ADN doublerin
dans la solution, la zone colorée (rose et oracgespondant a notre amplicon. Note, les ADN
complémentaires issus de la transcription inveos¢ généralement simple brin et adopteront alors de
complexes conformations tridimensionnelles simélgia celle des ARN.

Dénaturation initiale (1’ sur le schéma)

Avant de commencer les cycles de PCR propremenirit étape de chauffage (généralement 10 a 15
minutes a 95°C) est réalisée. Cette étape permedd@bybrider les ADN double brin, de casser les stmgs
secondaires, d’homogénéiser le milieu réactionaebgitation thermique, d’activer les polymérasesygpe
« Hot start », de dénaturer d’autre enzyme quiqademt étre dans la solution (Transcriptase Inyddsacil-
N-Glycosylase).

Phase de dénaturation (1 sur le schéma)

Cette étape (généralement 0 a 1 minute a 95°C)qiatéshybrider les ADN, de « décrocher » les
polymérases qui seraient encore liées a une matridbhomogénéiser le milieu réactionnel.

Phase d’hybridation ou d'appariement des amorces (8ur le schéma)

Cette étape (généralement 2 a 60 secondes a 5§-pdfi@et aux amorces sens et anti-sens de s’hylaide
ADN matrice grace a une température qui leur esntiodynamiquement favorable. Peu de brins d’ADN
matrice peuvent s’hybrider avec leur brin compléraiee, ce qui empécherait la fixation des amorcaesces
derniéres sont bien plus courtes et en concentraten plus important&xpérimentalement, il est constaté
que la PCR marche méme avec une phase d’hybridstipérieure de quelque degrés au Tm théorique des
amorces, probablement parce qu’elles interagissiéja avec les polymérases, qui stabiliseraient leur
hybridation & 'ADN matrice.

Phase d’élongation (3 sur le schéma)

Cette étape (généralement 4 a 120 secondes a @@t aux polymérases de synthétiser le brin
complémentaire de leur ADN matrice a une tempéeadqui leur est optimale. Ce brin est fabriqugaéir des
dNTPs libres présent dans le milieu réactionneldlwae de cette étape dépend normalement de ladang
de I'amplicon.

Evolution de 'ADN au cours des 4 premiers cycles

Cycle #1

m Lors de la phase 1, nous constatons que I'’ADNahitiadopté une conformation
« linéaire » (sans structure secondaire) et sifmpte Les amorces, les dNTPs et les
polymérases sont en large excés et homogenememtisépans la solution.

m Lors de la phase 2, une des amorces sens s’hydr@esa séquence complémentaire sur le brin
sens (en rose), une des amorces anti-sens sell@au brin anti-sens (en orange). Deux
polymérase peuvent alors interagir avec les demptexes amorces/ADN matrice.

m Lors de la phase 3, les polymérases parcourenbl@umatrice de son extrémité 3’ vers son
extrémité 5’ tout en synthétisant le brin complétagr. Elles s’arréteront a la fin du cycle,
décroctées par | phase deénaturation du cycle suivant. Les ADIéo-syntlétisés sont don
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précisément définis a leur extrémité 5’ mais pbsuaextrémités 3’ (parties noires). Les ADN
sont alors bicatenaires sur une longueur plus aasrimportante.
A la fin de I'étape 3, nous avons alors deux bd#sDN matrice et deux brins (un sens et un aetis
d’ADN précisément définis a leur extrémité 5’ urégoent.

Cycle #2

Les trois phases se déroulent de la méme mani&a qucle #1, sauf que deux polymérases arrivédmat
de leur ADN matrice se décrochent spontanémerd. finlde la phase 3, nous obtenons tout les tyd3Nd
qui existeront lors de la PCR, soit :

= Un brin d’ADN natif anti-sens (A).

m deux brins d’ADN sens précisément définis a ledrémité 5’ uniquement (B).

= Un brin d’ADN anti-sens correspondant a I'amplicolest-a-dire précisément définiseés deu:
extrémités (C).

m deux brins d’ADN anti-sens précisément définisux kxtrémité 5’ uniquement (D).

= Un brin d’ADN sens correspondant a I'amplicon, c&slire précisément définis a ses deux
extrémités (E).

= Un brin d’ADN natif anti-sens (F).

Cycle #3

Idem au cycle 2. A la fin de la phase 3, nous oluses 1 brin de type A ét, 3de BetD, et4de CetE. Ni
observons I'apparition de deux molécules d’ADN deuirins C-E qui correspond a notre amplicon.

Cycle #4

Idem au cycle 2. A la fin de la phase 3, nous olmsesr 1 brins de type AetF,4deBetD, et 1Casd E.
Nous observons qu’amplicon devient la combinaison majoritaire.

Cycles au dela de 4

Si nous avions augmenté le nombre de cycle, natisresuwbtenu le tableau suivant :

nombre de molécule de chaque type en fonction duag de PCR

| cycle numéro :
(oflajl2) 3|4 56| 7|s8lol1farfa]13] 4
A 11 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
B 0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 || 11 || 12 13 14
C 0 O 1 4 11 || 26 || 57 || 120]| 247 || 502 ](1013||2036||4083)| 8178|(163¢
type de
moléculg
D 0] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 || 11 || 12 13 14
E ojof 1 4 || 11 || 26 || 57 || 120|| 247 || 502 |/1013||2036)|4083)| 8178(|163¢
F 1] 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
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nombre || 2 || 4 8 16 || 32 || 64 || 128 256 || 512|/1024{2048)|4096{|8192|(16384(327t

simple
brin
% amplicon|0,0(|0,00|25,00Q|50,00(68,75|81,25(89,06|93,75|96,48|98,04|98,93(99,41|99,64( 99,83|| 99,¢

nombre || 1 [ 2 4 8 16 || 32 || 64 || 128 256 || 512 [|1024[2048)|4096|| 8192|(163¢

double
brins

% amplicon|0,04(0,04d| 0,00|(12,50(43,75|65,63|79,69|88,28|93,36(96,29(97,95(98,88(99,39| 99,67( 99,¢

= Les molécules précisément définies a leur extré®itiiquement (B et D) augmentent de maniére
linéaire (de 1 par cycle sauf si I’ADN natif se dedg).

= Le nombre de molécules simple ou double brin augensgion une exponentielle d’ordre 2.

= Les molécules contenant la séquence exacte a amplfet E) apparaissent dés le deuxiéme cycle et
augmente selon une suite arithmétique qui tendweesexponentielle d’ordre 2 lorsque le nombre de
cycle augmente. Notez que deés le dixieme cycles efiprésentent prés de 99% de I'ensemble.

= L’amplicon (les couples C-E) apparait dés le teore cycle et augmente selon une loi de méme type
que ces composants. Il représente prés de 98 ¥halésules au dixieme cycle, 99,91 % au quinzieme
(zone ou les ADNc issus d’ARNm fortement exprimésrencent généralement a devenir détectable)

Ces valeurs ont été obtenues en partant d’'une selézule initiale d’ADN double brins, mais autrame
chaque matrice aurait subie le méme processus.dala donné, la quantité d’ADN dénd donc du nomb
initial de matrice. En revanche, quelque soit seceatration initiale, il est théoriquement possithigbtenir
n'importe gu’elle quantité en ajustant le nombrecgele. La PCR est donc régit théoriquement péoila

[ADN]cycIen: ['A‘D’\l]initialexEn

Mais la PCR est une réaction enzymatique complex@roduit estdentique au substrat et peut venir inhi
'enzyme, mais surtout, les réactifs secondairem(aes, dNTP) peuvent commencer a manquer. La RCR n
peut donc avoir une loi d’amplification exponergeajue tant queADN matrice est le seul facteur

limitant . La réaction devient ensuite imprédictible etsit @lors impossible de pouvoir comparer plusieurs
échantillons entre eux sans un biais quantitatié jpilu moins significatif (voir I'article sur la PCR
quantitative. Il est donc important de bien comgreries différentes phases d’une cinétique de PCR.

Animation (http://www.biomultimedia.net/archiv/ppor.htm)

Cinétiqgue mesurable d'une PCR

Ce chapitre traite des cinétiques mesurables @i, car des limitations technologiques rendent
inaccessible les cycles précoces, et généralemerlatge portion de la partie exponentielle. Safilpr
apparent (mesurable) adopte plusieurs phasesaléstijrplus ou moins dévellopées en fonction dexchoi
méthodologiques.
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Schéma de gauchedonnées expérimentales d’une cinétique de PCRmssu un thermocycleur en
temps réel. La fluorescence émise par un intercdiasHADN est proportionnelle a la quantité d’ADN
présent (cad majoritairement I'amplicon). La courbgrésente donc la cinétique d’amplification de
I’ADN cycle par cycle.

Schéma de droite les valeurs de fluorescences précédentes onbBterties en logarithme décimal.
Une cinétique de type exponentielle devrait done &ansformée en un segment de droite (segment
guantifiable).

1) Bruit de fond de la fluorescence aspécifique dugueur. Son niveau est trespgé@ddant de la natu
du marqueur et du soluté de I'échantillon.

2) Zone ou la mesure de fluorescence est biaiséle pawit de fond. Elle se distingue aisément sur le
schéma de droite car elle adopte un profil d’'exptieée, alors que les valeurs sont déja dans un
repére semi-logarithmique.

3) Zone de la cinétique en phase exponentielle etirabke sans biais. Elle adopte dans le schéma de
gauche I'apparence d'un segment de droite nosegénent quantifiable Remarquez que dans cet
exemple expérimental, il ne fait que 5 cycles.

4) Zone de la cinétique ou la polymérase devientgtelir limitant. L’accumulation dmplicon se fa
alors de maniére constante et devient linéairdessthéma de gauche.

5) Phases d’amortissement puis de plateau de ldqulédues a I'apparition de facteurs limitants non
constant (ANTP, fluorophore, etc.), de dégradadi®fiactivité enzymatique, de la qualité de
fluorescence...

6) Phase de la cinétique qui répondait réellememiedai exponentielle, mais seule la zone 3 est
réellement exploitable (sauf pour le maxima dewéseconde en PCR en temps réel).

7) Zone linéaire sur le schéma de gauche. Une ectassique en PCR en point final était de
déterminer cette zone grace a une gamme de cyolaguter de faire une mesure quantitative de
’ADNCc initial & ce niveau.

Efficacité de la PCR

L'avénement de la PCR en temps réel a mis en egayge |'efficacité d'une réaction de PCR (généraliem
notéekE) n’était pas toujours égale a deux. Cela sigmjtie sur 'ensemble des cycles considérés comme
quantitatif (zone n° 6 de la cinétique), tous leadmatrices ne servent pas forcément a donnecapie
compléte de I'amplicon. Deux phénoménes en sorgriesipales causes :
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= Tous les brins matrices ne sont pas forcémenphésin complexe amorce/polyraée lors de la pha
d’hybridation. La probabilité d’amorcage peut éfuencée par la température, la longueur et la
séquence de I'amorce, sa composition en nucléntitigel ou modifié, sa concentration dans la
solution, la composition ionique de cette derniBagito-hybridation entre les amorces ou la
compétition possible d’ADN non cible (par exempiepseudo-géne).

= Toutes les synthéses ne sont pas forcément comphetamment si la phase d’élongation est trop
courte. Un brin incomplet & son extrémité 3’ netgeas servir de matrice car I'amorce conmpétaire
ne peut pas se lier a lui.

Cette efficacité est donc théoriquement inférieureégal & deux mais certaines sources considéuésileq
est acceptable jusqu’a 2,3!

Ce qui suit peut étre un élément de controverse !

L’auteur de ce chapitre n’a pour I'instant trouwiane source justifiant cette position. Il consédéu’il y a
deux types d’explication possible :

= Une part significative (jusqu’a 30%) des brins d'RBervent plusieurs fois de matrice pendant un
cycle et cette proportion est conservée pendaie taiphase exponentielle. Donc pour chacune de ces
matrices, un complexe amorce/polymérase s'estufitgdpremiére fois, une synthése compléte a été
effectuée, I'’ADN double brin s’est déshibridé a wempérature extrémement défavorable, un second
complexe amorce/polymérase s’est fixé a une tertyrérarobablement défavorable (étape
d’élongation) et qu’'un seconde synthése complétet dieu.

= Un biais expérimental (dans un facteur de dilupan exemple) ou d’analyse mathématique
(généralement commis par I'utilisation inappropriéautil d’optimisation présent dans le logiciel du
thermocycleur) a été commis. Ces deux types de bi#iété plusieurs fois constatés.

La majorité des protocoles expérimentaux donneefiieacité de PCR entre 1,75 et 2. Deux écoles
s'affrontent alors, avec des arguments expérimeradiappui. L'une considere que cette efficactéumne
constante pour chaque amplicon dans un protocg@ériemental donné. L'autre estime qu’elle varie taug
significativement et qu’elle nécessite d'étre camahnent remesurée. Il convient de noter qu'il est diifficile
de savoir si une variation d’'une efficacité de P&Rervée vient de la nature méme de cette métdade
variation dans le protocole expérimental (manquesg@eoductibilité des réactifs ou de la manipulaliou
d’'une variation dans I'acquisition des donnés @tions de fluorescence, canaux de lecture différdridis
dans I'analyse mathématique). Il est égalementatréiss d’étre certain que I'efficacité utilisée Guete a
chaque expérience ou non) est bien celle qui aaut dans I'échantillon & calibrer (voir la PCRaqtitative.

Le terme efficacité peut aussi avoir deux signifaaselon les auteurs :
= Les premiers désignent I'ordre de I'exponentidlféquation de la cinétique s’écrit donc :
[ADN]n = ['A‘Dl\l]initialexEn

m Les seconds désignent la fraction de molécule d’AeNant effectivement de matrice. L'équation
devient alors :

[ADN]n = [ADN]initiaIeX(l + E)n

Notons que la deueéme formule facilite I'expression en pourcentagerfailtipliant E par 100), mais que les
deux concepts sont absolument identiques.

Cette efficacité de PCR est un élément fondamaénpaéndre en compte pooiptenir une mesure quantitati
ou établir un protocole de PCR multiplexe, mais et généralement négligeable pour un résultditafifa
ou en PCR en point final.

Techniques assoe€esa la PCR
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Les sigles et les noms en anglais sont €s entre parenthéses.

Amplification hélicase-dépendante (HDA pour helicas-dependent amplification)

C’est une technique récente, proche de la PCRa dé@shybridation induite par la température estrasspar
une hélicase.

Méta-PCR, (a compléter)
PCR asymétrique (a compléter)

PCR a asymétrique thermique entrelacée (TAIL-PCR par Thermal asymmetric
interlaced PCR)

Il s’agit de protocole complexe alliant les prinespde la PCR emboitée, de la PCR asgioée par le Tm de
amorces, la succession plusieurs type de cycleifard I'hybridation de telle ou telle amorce, et des ans
dégénérées. Le but est d’obtenir un amplicon spakifique d’'une séquence d’ADN dont seule unesexité
est connue généralement dans I'optique de séquinpartie inconnue. Cette méthode est tres uilpsaur |:
marche sur chromosome ou la caractérisation despégs variables des immunoglobulines.

PCR emboitée ou PCR gigogne (Nested PCR)

C’est une PCR en deux étapes successives, avecdepbes d’amorce différents, le second liant des
séquences situées a l'intérieur du premier ampliCatte technique était initialement utilisée praduire le
risque de contamination (le produit final devaitipoir interagir avec deux couples d’amorces, dasexd
niveaux de spécificité). Elle est maintenant trilgsée par les virologues travaillant sur les giduARN qui
peuvent avoir une haute mutabilité. Le premier é®dfamorce est congu pour pouvoir accrocher les
quelques parties stables du génome viral, le demegour identifier le sous-type. Elle permet auss
meilleure sensibilité du résultat.

PCR en gradient de température

Il s’agit d’une technique aidant a la mise au pdinh nouveau protocole de PCR. Elle nécessite des
thermocycleurs capables d’assurer des températiffésentes, pour une méme étape, aux différents
échantillons. Elle est surtout utilisée pour opsienil’étape d’hybridation, notamment en PCR mudtiel

PCR en point final (end point PCR)

Ce terme est apparu en opposition a la PCR en tefepd| désigne toutes les tentatives de quaatifin a
partir du produit final d’'une réaction de PCR.

PCR multiplexe (multiplex PCR)

C’est un protocole destinée a amplifier plus d’'ompécon a la fois, généralement en ajoutant un up
d’amorce par type désiré. Les produits de PCR ransalors compétitifs que pour la polymérase dii3 P
et, éventuellement, le marqueur d’ADN. Il est égadat possible d’amplifier différent type d’ADN rewau
par un méme couple d’amorce, tel les mimics. La @Riplexe peut se faire en point final (les pritslale
PCR étant usuellement différenciés par leur taillda présence d’un site de restriction) ou en terépl
(chaque produit étant mesuré par une sonde spéeifiguplé a un fluorophore dont le spectre d’émissist
différent des autres). Ses applications qualitatsent nombreuses (détection de souche virale udations,
...) mais son aspect quantitatif ne fait pas I'unatémmalgré de fortes pressions industrielles peumarché
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trés lucratif.

PCR en temps réel (Real-time PCR)

Véritable révolution dans l'utilisation de la PCgette technique consiste a mesurer la quantité &fAD
polymérisé a chaque cycle grace a un marqueurefieent. Elle permet par son principe de faire desunes
guantitatives mais elle nécessite des thermocyxlgaticuliers. Le nom le plus communément utitiséla
Q-PCR pour Quantitative PCR. Il ne faut surtout lpasonfondre avec la RT-PCR (Reverse Transcription
PCR)

PCR par essais (Touchdown PCR)

C’est un protocole utilisé pour amplifier de I'AOAIblement représenté et/ou subissant une congréstir
leurs amorces par des produit de pseudo-genendiste a avoir une température d’hybridation ti@sté lors
des premiers cycles afin d’assurer une forte stricg et donc une amplification spécifique. Une fpis la
séquence d'intéret devient majoritaire vis-a-viseke compétiteurs, la température d’hybridation est
progressivement abaissée afin d'assurer une malifficacité de PCR. L'efficacité n'étant pas damse
tout au long de la réaction, il est trés diffiqiimpossible Pde pouvoir obtenir un résultat quantitatif sans
biais. test

PCR quantitative (g-PCR pour quantitative PCR)
La PCR permet d’obtenir des résultats quantitatifis quantité d’ADN initiale. Ce terme est augsipboyé
de maniére abusive pour désigner la PCR en tenepce¥ il est tres difficile de pouvoir obtenir tésultat

autre que qualitatif ou semi-quantitatif en PCRpemt final, mais c’est faire abstraction de cerai
expérience en PCR compétitive ou PCR radioactive.

PCR sur colonie (Colony PCR)

C’est un protocole pour vérifier la correcte ingertd’un transgéne dans une colonie de clone biantgar
PCR. Elle fut trés utilisée lors de la constructitas BAC dans les grands programmes de séguencage.

RT-PCR (RT-PCR pour Reverse Transcriptase PCR)

C’est une technique associe une RT suivie d’'une.FXIR permet de pouvoir séquencer, cloner ou negsur
un transcrit généralement trés faiblement représetast pas complete.

RT-PCR en une étape (single step RT-PCR)

C’est un protocole mélangeant les réactifs de RIed?CR afin que les deux étapes puissent sestaie
avoir a ouvrir le tube. Cela permet de réduirédgue de contamination ou d’inversion d’échantilioais il
est plus difficile d’optimiser le milieu réactionimeour chaque étape. Cela induit en outre un ristpukiais
pour normaliser I'étape de RT car cela impliqueiliser la PCR multiplexe.

RT-PCR in situ (in situ RT-PCR)

Cette méthodologie consiste a réaliser la RT-PQRpas sur des molécules en solution mais sur dgseso
histologiques. Bien que les résultats ne soit gmei-gjuantitifs, ils apportent en outre une inforioaisur la
localisation des transcrits dans le tissu.

RT-PCR quantitative (QRT-PCR)
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C’est une technique destinée a pouvoir quantifierdantité d'un type d’ARN initialement présent slam
échantillon. Ce terme est souvent employé abusinepaur désigner une RT suivie d’'une PCR en terégls r
(RT-gPCR serait alors plus indiqué). Obijectif pijpat de la plupart des biologistes, elle souléveides
polémiques quant a I'utilisation de calibrateuregre ou interne (géne de ménage). A I'exception de
complexes protocoles utilisant des calibrateursrexts homologues compétitifs, elle ne permet qu’une
guantification relative.

RT-PCR sur une cellule (single-cell RT-PCR)

Cette méthodologie permet d’étudier les transdritee cellule unique, obtenue par patch-clamp,
microdissection laser ou triage de cellule pawv#étde fluorescence (FACS en anglais pour Fluanese
activated cell sorting). Cette précision peut &teessaire lorsque le tissu n’est pas homogeénalésel
tumorales, feuillets cellulaires bien différenciés;.) mais la quantification va devenir moins [gé@ cause
d’une amplification des effets stochastiques eessgite donc une multiplication des mesures.

Transcription inverse (RT pour Reverse Transcriptag)

Cette technique permet de synthétiser le brin cémphtaire d'un ARN avec des désoxyribonucléotides e
utilisant une ADN polymérase ARN dépendante (treptase inverse). Cet ADNc est généralement destiné
étre amplifié par PCR (L'ADNCc étant plus stablgggrmet plus de liberté que les ARN pour les amslys
suivantes) .

TP-PCR (TP pour Triplet Repeat primed)

Cette variante complexe de la PCR a été mise au par Jon Warner en 1996 et est utilisée dans les
amplifications des génes comportants des triptgiétés, comme dans le cas de la Dystrophie myaterq
Steinert. La combinaison PCR-Séquencage ne pewdtpmastilisée dans ces cas car la Taq polyméeaise f
des erreurs de réplication.

Autres techniques (a compléter)

ARDRA
Hybridationin situ
LAMP
Microarray
Nasba

Nothern blot
RACE-PCR
RNAse Protection Assay (RPA)
Southern blot
TMD

ADN branché
LCR
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