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Introduction générale

La biologie est une science purement expérimentale, elle a connu un énorme progres grace
a I’¢laboration et la création de nouveaux outils performants dont le génie génétique ou la

technologie de I’ADN recombinant [1].

Parler de génie génétique fait référence a la biologie moléculaire, cette branche que les
scientifiques ont des difficultés a lui donner une définition exacte, or il n’existe pas une mais
plusieurs. Une comme étant 1’étude a 1’échelle moléculaire des organismes vivants, qui inclue
la biochimie et la chimie physiologique, et une autre, identifiant la biologie moléculaire a la
génétique, comme 1’étude de la structure des genes et de leur fonctionnement au niveau
moléculaire. De ce fait, la biologie moléculaire inclue les 2 branches : la génétique et la
biochimie [2].

Dr’ailleurs, ce n’est pas le manque d’innovation ou d’imagination qui empéchaient les
chercheurs des années 1960 d’atteindre leurs objectifs en ce qui concerne 1’étude des genes,
mais I’impossibilité d’isoler en quantité suffisante un gene cellulaire et de déterminer sa
séquence nucléotidique [1].

En effet, un bon résultat dépend de la quantité¢ de I’ADN ou de I’ARN a analyser qui est de
’ordre de 10> & 10 molécules pour chaque test [3].

Parmi les techniques de la biologie moléculaire, les plus utilisées sont 1’hybridation
moléculaire sur filtre (Ie Southern blot), le clonage d’ADN et son séquengage. Et pour avoir un
nombre considérable de copies d’ADN, les chercheurs se tournaient vers le clonage
moléculaire. Néanmoins, en plus des risques de contaminations, sa réalisation est lourde et
lente, ce qui présentait un réel probleme lors des diagnostics nécessitant des résultats rapides
[1].

C’est le besoin d’avoir des résultats fiables et plus rapides surtout en médecine qui a poussé
les scientifiques a développer d’autres méthodes et a utiliser de nouvelles technologies
d’amplification des acides nucléiques afin de réaliser les différentes analyses avec plus de
précision et en quantités suffisantes, et c’est la que le monde scientifique a connu la naissance
d’un type de clonage acellulaire: la PCR ou la réaction de polymérisation en chaine [4].

Cette nouvelle approche inventée en 1985 permet d’obtenir rapidement et facilement un grand
nombre de copies d’ADN nécessaires a 1’étude, et aujourd’hui, elle est devenue la méthode clé

sur laquelle repose la majorité des tests en biologie moléculaire.



Malgré les avantages que procure la PCR, d’autres techniques dérivées sont mises au point
afin de contourner les problémes posés par cette derniére, améliorer les résultats et donner plus
de précision et fiabilité aux analyses de I’ADN et méme de I’ARN. En plus de la PCR classique,
on trouve quelques variantes telles que la PCR nichée, la PCR multiplex, la RT-PCR, et aussi
des techniques récentes qui sont les méthodes d’amplification isothermes qui sont venues pour
¢largir le champ de I’amplification. C’est méthodes sont la Nucleic acid sequence based
amplification (NASBA), la Strand Displacement Amplification (SDA), la Transcription
Mediated Amplification (TMA) et la Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP).

C’est dans ce but que nous nous sommes données comme objectif au cours de ce mémoire de
décrire ces différentes techniques, de donner leurs caractéristiques et de les comparer.

L’évolution des techniques utilisées dans les laboratoires est passée par de nombreuses étapes
au cours de plusieurs années de recherches, de découvertes et d’expériences.

Tableau 01. Principales découvertes et expériences en biologie moléculaire.

Année Découvertes et expériences
1953  La découverte de la double hélice de I’ADN par James Watson et Francis Crick
1956  La découverte de I’ARN par Severo Ochoa

La découverte de I’ADN polymeérase par Arthur Komboy
1960 La découverte de I’ARN messager par Monod
1970  Ladécouverte de I’ADN polymérase ARN dépendante par Temin HM et Baltimore

1972  Le début du génie génétique grace a la recombinaison de I’ ADN in vitro par Jackson
etal.

1973  La premicre réalisation de 1’¢électrophorese de I’ADN sur gel d’agarose
1974  Laréalisation d’un clonage d’ADN

1977  Le séquencage de I’ADN par Sanger

1983  La premiere amplification spécifique de I’ADN PCR par Kary Mullis
1986  La premiere publication sur la PCR par K. Mullis

1988  La réalisation de la premiere PCR avec une ADN polymérase thermostable la Tag-
polymérase par Saiki R.K.

1991  Le développement des méthodes d’amplification isotherme
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Chapitre | Techniques d’amplification thermique

1- Laréaction de polymérisation en chaine (PCR)

1.1-  Introduction
La PCR est une technique qui a révolutionné la biologie moléculaire et qui a pris

rapidement sa place dans les laboratoires. Son énorme succes apparait par le nombre d’articles
publiés sur le site PubMed (figure 01) : 438134 articles depuis sa découverte (pubMed, mars

2018) ce qui donne une idée assez claire de I’importance de celle-ci dans le monde

scientifique.
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Figure 01 : Recherche du mot clé « PCR » sur PubMed a la date du 18 mars 2018

Dans cette partie nous allons nous intéresser tout d’abord a la PCR, a son principe, a ses

avantages et inconvénients, a son protocole de réalisation et I’instrumentation utilisée.

1.2- Définition de la PCR
La PCR est une technique qui permet la réplication moléculaire des séquences
d’acides nucléiques ciblées de facon exponentielle et in vitro. Inventée par K. Mullis en
1985 (Prix Nobel en 1993), la technique connait une diffusion rapide grace a la
commercialisation d'une ADN polymérase résistante aux températures élevées (la Tag-
polymérase) vers 1988, qui permet une automatisation de la technique car auparavant, la
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Chapitre | Techniques d’amplification thermique

polymérase devait étre rajoutée a chaque cycle sinon elle sera détruite lors de I’étape de
dénaturation de I’ADN [6].

1.3-  Principe de la PCR

Le principe consiste a amplifier un fragment d'/ADN ou d’ARN servant de matrice,
obtenu apres extraction a partir de préléevements de nature diverses (sang, biopsies, liquide
céphalo-rachidien...), délimité par des amorces spécifiques (ou primer). Celles-ci sont
constituées d'un segment d’environ 20 paires de bases. Leur association a I'ADN cible est
suivie d'une élongation par la Tag-polymérase, aboutissant a la synthese d'un ADN double

brin de longueur habituelle d’environ 1000 pb.
Cette amplification est répétée un certain nombre de fois afin d'obtenir une quantité

d'’ADN suffisante pour étre détectée et analysée [6].

1.4-  Protocole de réalisation de la PCR
De maniére générale, avant 1’analyse des acides nucléiques ces derniers doivent étre
extraits, puis amplifiés. Nous allons donc brievement rappeler les principales étapes d’analyse
d’un échantillon par PCR (figure 02).

Echantillon

|

Extraction des acides nucleigues

!

Aomplification de la cible

i

Detection et analyse des produits amplifies

4

Resultat

Figure 02 : Principales étapes d’analyse d’un échantillon par PCR [7].
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1.4.1- Préparation des echantillons

D’abord, avant toute analyse, les acides nucléiques de diverses sources doivent étre
extraits et purifies. Leur extraction se fait généralement de maniere simple mais avec
précaution pour éviter leur destruction par des inhibiteurs, des enzymes de restriction ou par la
lyse mécanique lors de la lyse cellulaire.

Le volume et la concentration de I’échantillon jouent un role important selon la
sensibilité de la technique utilisée ainsi que le nombre d’acides nucléiques s’il est connu.

Les sources a partir desquelles on peut prélever un échantillon sont nombreuses telles
que prélévements sanguins, urines, liquide céphalo-rachidien (LCR), selles, prélevements
respiratoires, biopsies, pus, abceés, ulcéres...etc. Ces sources peuvent contenir des ADN

polymérases [7].

1.4.2- Techniques de lyse bactérienne

Lors de cette étape de lyse cellulaire, il faut prendre en considération la nature de la
bactérie (les mycobactéries et certaines bactéries Gram positif sont plus résistantes que les
bactéries Gram négatif et donc nécessitent des techniques spécifiques) et la nature de 1’acide
nucléique cible (ADN ou ARN).

Pour cela, il faut employer des techniques d’extraction adaptées aux acides nucléiques
afin d’éviter les réactions non spécifiques entre ces derniers surtout lors de la lyse mécanique,
car elle provoque la formation d’ADN simple brin susceptible de s’hybrider de maniére non
spécifique dans des conditions de basse température [7].

Il existe différentes méthodes de lyse cellulaire :
a) Meéthodes physiques
Majoritairement, c’est le choc thermique qui est utilisé. D’autres techniques existent
comme les ultra-sons, les billes de verre ; le broyage en gel d’alumine, four a micro-ondes
mais leur utilisation reste limitee.
b) Méthodes chimiques
Ces méthodes utilisent la lyse alcaline, elles visent a lyser des bactéries résistantes. Elle
repose sur 1’utilisation de la soude & basse molarité a des températures élevées.
c) Meéthodes enzymatiques
Ces méthodes reposent sur 1’utilisation de plusieurs enzymes telles que la protéinase k, le

lysozyme, I’achromopeptidase, la pronase et la lysostaphine.
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d) Méthodes utilisant les tensioactifs

Les tensio-actifs les plus utilisés sont le sodium-dodécyl-sulfate (SDS) a 0,5%, le Tween 20
et le Nonidet P40, ils servent a déstabiliser les édifices lipido-protéiques des enveloppes
bactériennes et a sensibiliser les cellules aux traitements lytiques.

1.4.3- Techniques d’extraction

L’extraction des acides nucléiques est une étape primordiale pour pratiquer un test en
biologie moléculaire ; leur nature, qualité et volume doivent étre compatibles avec 1’analyse
désirée car la sensibilité de la méthode en dépend.

Cette sensibilité est 1’élément majeur permettant la détection des acides nucléiques de
faible concentration dans un échantillon surtout en bactériologie et en virologie. Cependant,
elle peut étre limitée a cause de certains facteurs particulierement les inhibiteurs d’enzymes
(inhibiteurs de la Tag-polymérase) et les nucléases (pouvant dégrader les AN surtout I’ARN
qui est plus sensible) [7].

Deux méthodes d’extraction sont employées :

a- Méthodes manuelles

L’extraction de I’ADN est une technique permettant 1’isolement de I’ADN a partir d’une
cellule en qualité et en quantité suffisante afin de pouvoir I’analyser.
Classiquement I’extraction de I’ADN se déroule en 3 principales étapes :

» Lyse cellulaire afin de libérer I’ADN

> Elimination des protéines et peptides

» Précipitation de I’ADN et purification

La méthode manuelle la plus utilisée en laboratoire est celle au phénol-chloroforme, avec

ou sans digestion par la protéinase K, et I’alcool pour la précipitation. Ces méthodes posent
quelques problemes en pratique car elles sont lentes, leur manipulation est plutdt difficile et
présentent des risques élevés de contamination (suite au nombre de manipulation sur
I’échantillon) ainsi que des risques sur la santé humaine causés par des réactifs dangereux
employés lors de I’extraction comme le phénol-chloroforme.

Concernant I’ARN, les protocoles d’extraction manuels sont plus difficiles a réaliser et
c’est pour cela qu’ils sont remplacés par des méthodes automatisées avec des Kkits

commerciaux.
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Les méthodes les plus utilisées aux laboratoires sont [7] :
)] L’extraction au guanidinium-thiocyanate-phénol-chloroforme
i) L’extraction alcaline
iii) L’extraction a I’ethidium(EtBr)-Césium chloride (CsCl)
1v) La Purification du Poly (A) plus ’ARN par chromatographie a 1’Oligp (dt)-

cellulose

b- Méthodes automatisées

Ces méthodes sont plus simples et plus rapides que les méthodes manuelles et nécessitent
des kits commerciaux. Contrairement aux méthodes classiques, elles permettent de gagner du
temps, d’éviter la contamination lié¢ a la pratique et I’emploi des réactifs toxiques dangereux.
Malgre cela, les plateformes d'extraction automatisées peuvent rencontrer quelques problémes
notamment la contamination par les aérosols, la robotique défectueuse, les erreurs robotiques
(problémes mécaniques), ces derniers peuvent étre évités grace aux conditions fermées dans
lesquelles se déroulent les manipulations [7].
Sur le tableau 02 figurent quelques exemples d’automates d’extraction des acides nucléiques

a partir des bactéries :

Tableau 02. Extraction automatique des acides nucléiques a partir des bactéries [7].

Fabricant Appareil Modéle Méthode de capture  Nombre Délai du Coiit
maximum travail pour le approximatif
des maximum en Dollar
échantillons d’échantillons ameéricain

Applied ABI Prism 6100 Silice/filtration 96 0.5h 150.000

biosystems 6700 Silice/filtration 96 1.5h 154.500

Autogen AutoGenPrep 245 Centrifugation 24 35h -

AutoGenPrep 965 Centrifugation 384 4-6h -
AutoGenFlex 3000 Centrifugation 40 5h -
Biomérieux NucliSens Extractor Silice/filtration 10 45 min 80.000
Mini-Mag Silice/magnétique 12 <1lh 12.000
Qiagen BioRobot EZ-1 Silice/magnétique 6 0.33h 29.000
M43 Silice/magnétique 48 35h 73.450
M96 Silice/magnétique 96 35h 93.150
MDx Silice/filtration 96 2,5h-4h 170.000
9604 Silice/filtration 96 2h 70.000
Roche MagNA Pure  LC Billes en verre 32 1.5h 84.500
magnétiques
Compact Billes en verre 8 35 min 35.000
magnétiques
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1.5-  Les éléments reactionnels de la PCR
Les acides nucléiques
L’ADN : Pacide désoxyribonucléique

L’ADN, appelé eégalement le support de I’information génétique, est présent dans
chaque cellule vivante. Sa structure restait une énigme jusqu’a sa découverte par
Rosalind Franklin. Elle est publiée par Watson et Crick en 1953.
La molécule d’ADN est composée de deux brins, chacun présente une succession de
nucléotides, et chaque nucléotide est formé de I’association d’un sucre (le
désoxyribose), d’un acide (I’acide phosphorique) et d’une base azotée: adénine,
thymine, cytosine ou guanine. L’association des deux brins se fait grace a la présence
de liaisons hydrogenes formee entre les bases (deux liaisons entre « A » et « T » et
trois liaisons entre « G » et « C ») en position antiparalléle d’ou sa forme hélicoidale.
Il est important de préciser que 1’ordre de succession est spécifique a chaque

organisme [8].

Squelette Sucre-phosphate

Légende :

T Thymine (T)

[ A . Adénine (A)

Cytosine (C)

Guanine (G)

i Désoxyribose (sucre) r c
— Phosphate =
.......... Liaison hydrogéne Z/é

Figure 03 : structure et composition de la molécule d’ADN [9].

©)

L’ARN : Pacide ribonucléique

L’acide ribonucléique est, le plus souvent, formé d’un simple brin (a 1’exception de

quelques virus) constitué d’une succession de nucléotides. En le comparant a I’ADN, la
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différence réside au niveau du sucre qui est remplacé par le ribose et d’une base azotée :
I’uracile a la place de la thymine [7].
Il existe trois types d’acide ribonucléique :
e Les ARNr (ARN ribosomaux) : responsables de la synthese des protéines
e Les ARNt (ARN de transfert) : responsables du transfert des acides amineés lors de la
synthese des polypeptides
e Les ARNm (ARN messagers) : sont traduits en protéines au niveau des ribosomes
selon un code génétique. Comme leur nom 1’indique, ils permettent le passage de
I’information génétique se trouvant dans I’ADN aux protéines telles qu’elles

Ces derniers sont les plus étudiés en raison de leur implication directe dans 1’é¢tude des

genes.
—‘
-./.
.
-
Squelette Sucre-phosphate '
Y.
&
"
Légende —
]
| p—
— Uracil _‘:! i
. P
— Cytosine o A
A Adenine —-‘"‘.
g
e Guanine - : y
o
Ribose (sucre) D
Figure 04 : structure et composition de la molécule d’ARN [10].

b) Les amorces : sens et anti sens
Appelés aussi primers, ce sont des oligonucléotides de synthése composés de 17 a 30 paires

de base, s’hybrident aux brins d’ADN cibles par complémentarité [11] [12].
Les amorces doivent répondre a certaines conditions :

e Le coefficient de Chargaff doit étre égal a 50%

Page 7



Chapitre | Techniques d’amplification thermique

e Ne doivent pas contenir de suites de séquences de poly bases ou de motifs répetitifs
(afin d’éviter I’hybridation non spécifique avec la matrice)

e Ne doivent pas s’hybrider entre elles-mémes (auto-hybridation) et entre elles (les
dimer d’amorce)

e Ne doivent pas contenir des séquences inversées répétees (empécher la formation de
structures secondaires dans I’amorce « structure en épingle a cheveu »)

e Les températures de fusion des amorces doivent étre voisines et de préférences elevées
(éviter le risque d’hybridation non spécifiques)

e Les amorces sont utilisées a une concentration de 1uM (une concentration plus élevée
entraine I’amplification de séquences non cibles, et une concentration trop faible
donne un résultat insignifiant)

¢ Ne doivent pas former de structures secondaires

c) Les désoxyNucléotides triphosphates (ANTPs)

Les quatre désoxyNucléotides triphosphates : les désoxyguanosines triphosphates, les
désoxyadénosines triphosphate, les déoxythymidines triphosphtes et les désoxycytidines
triphosphates, seront assemblés par la Tag-polymérase et formeront le brin d'ADN

complémentaire [12].

d) Le Magnésium
Les ions Mg™* se trouvent souvent dans une solution de MgCl,, ce sont des cofacteurs de
I’enzyme. Ils permettent son bon fonctionnement et I’incorporation des précurseurs pendant la

polymérisation [12].

La concentration en MgCl, dans le mélange réactionnel doit étre précise et comprise

généralement entre 0.5 et 5 mM, et la concentration optimale est déterminée empiriquement.

e) L'ADN polymérase et ses inhibiteurs
La Tag-polymérase est une enzyme qui a été isolée a partir d’une bactérie : Thermus
aquaticus, qui vit dans une source thermale dans le parc national Yellowstone aux Etats Unis.
C’est une ADN polymérase, ADN dépendante possédant une activité exonucléase (5’-3) mais

sans activité correctrice 3°-5” (moins fidéle que I’ADN polymérase I).
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La propriété thermorésistante que posséde cette enzyme est le secret de sa large utilisation
dans les applications de la PCR, et lui permet d’assurer 1’élongation du brin complémentaire a

une température optimale comprise entre 70°et 75°C [12].

La Tag-polymérase peut étre inhibée par plusieurs substances telles que: I'neme,
I'néparine, le SDS (sodium dodécyl sulfate), le phénol, les polyamines, le DMSO, les DNAses
[13].

Plusieurs autres ADN polymérases sont commercialisées. Le Tableau 1 indique les propriétés

de certains ADN polymérases thermostables actuellement utilisées dans la PCR.

Tableau 3. Caractéristiques de certaines ADN polymérases utilisees pour la PCR [11]

Tag/ ™ Deep- ™
AmpliTag® Vent Vent™ Pfu Tth UlTma
Thermo-

s Thermus Pyrococcus | Pyrococcus | Thermus Thermofoga
ource ticus coccus GB-D Furiosus thermophilus | maritima
aqua litoralis sus P

Tag:
AmpllTag Pour génie | Pour génie Pour génie Pour génie
Application naturelle: enétique enetique Naturelle enétique enétique
PP pour génie g q g q g q g q
génetique
T, d’activité a - MR
95 °C (mn) 40 1380 400 =120 20 =50
Activité
exonucléase - .
5y3" Oui Non Non Non QOui Nan
Activite
exonucléase . . ) )
35" Non Oui Oui Qui MNon QOui
Processivité 50-60 ? T ? 30-40 ?
Vitesse
d’extension 75 ? =80 60 >33 ?
(ntis)
Extrémités “GE § -OF o
d"ADN FA >95 % >95 % ? A franches
. franches franches
résultantes
PM en kDa 94 ? ? a2 94 70

1.6- Notion de température de fusion ou Tm
Lorsqu’un ADN double brin subit un chauffage au-dela d'une certaine température, les
deux brins d'/ADN se séparent par rupture des liaisons hydrogénes. L'ADN devient simple
brin. La valeur de la température correspondant a ce phénomene s'appelle la température de
fusion ou Tm (melting temperature). En pratique, le Tm correspond a la température de
dissociation de 50 % de I’ADN en solution (c'est-a-dire 50 % de I'ADN est sous forme simple

brin et 50 % de I'ADN sous forme double brin). Ce Tm dépend de plusieurs facteurs [14] :
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>

>
Le Tm

La composition en bases de ’ADN analysé : Les appariements AT (deux liaisons
hydrogenes) sont moins stables que les appariements GC (trois liaisons hydrogene) en
milieu salin (NaCl)

La composition en sels du milieu : Une diminution de la concentration en sels du
milieu diminue la force ionique et par conséquent diminue le Tm et inversement. Par
convention, on parle de solution stringente quand la concentration en sels est faible (le
Tm diminue alors)

Le nombre de mésappariements (ou mismatches) : On considere qu'il y a une
diminution du Tm de 1°C pour 1 % de mismatch dans 'ADN

La longueur du fragment d’ADN : Cet effet est minime quand la taille des fragments
hybridés est supérieure a 500 pb

La présence d'agents "déstabilisants” (par exemple la formamide et I'urée)

est calculé par des logiciels informatiques (bioinformatique) ou approché par une

formule plus pratique : 2°C par base nucléotidique A ou T + 4°C par base G ou C [14].

Pourcentage
de dénaturation (%)

100

75 o
ADN simple brin

ADN double
brin

TS

25 o

.
-

Tm Température (°C)

Figure 05 : Température de fusion moléculaire d'un fragment d'ADN [15].
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1.7-  Les étapes de la PCR

La réaction de PCR se déroule selon trois principales étapes cycliques :

a) Ladénaturation

La premicre étape s’effectue a une température élevée de 94°C, dite température de
dénaturation. A cette température, I’ADN qui sert de matrice au cours de la réplication est
dénature : les liaisons hydrogenes reliant les 2 brins sont rompues par la chaleur, et de ce
fait 1’ADN double-brin devient un ADN simple-brin (ADN monocaténaires). Chacun

servira de matrice pour I’amplification [8].

b) L’hybridation des amorces
La deuxieme étape s’effectue a une température généralement comprise entre 50 °C et

65°C, dite température d’hybridation des amorces. Pendant cette étape la température est
diminuée ce qui permet la formation des liaisons hydrogenes entre la matrice et les
amorces complémentaires. Plus la température d”hybridation est élevée, plus 1’hybridation
est sélective, et plus elle est spécifique [8].
c) L’élongation

La troisieme étape s’effectue a une température de 72°C, dite température d’élongation
ou d’extension. La Taqg-polymérase (ou autres) incorpore les désoxynucléotides
complémentaires du brin d’ADN cible a partir de I’extrémité 3°’OH dans le sens 5°-3° [8].
A la fin de ce cycle, 2 copies de ’ADN cible sont obtenues.

A la fin du premier cycle, un deuxiéme cycle thermique comprenant les mémes étapes est
effectué, puis un troisieme... etc. jusqu'au dernier cycle. Le nombre de cycles varie suivant la
cible que I'on amplifie et le protocole choisi. En moyenne, 30 a 35 cycles sont effectués au
cours d'une PCR classique [8].
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Région de 'ADN a amplifier

5
2

[2]

(4]

lDénaturation de 'ADN a 924 °C

5

[ ]

5’ 3’

lHyhridation des amorces i 55 °C

3 5°
5 3
a0 5 Répéter 30 a 35 fois
5 3°
Elongation a l'aide de la Tag polymérase a2 72 °C
30 Taq polymérase 5
5’ J__I_I_I_I_I_I_I_l_l_l_l_),
3
CTTTTTTTITITTITIN .
5 H 5
3 5’
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5:IIIIIIJI||IIIIIIIII|

3
5

Résultat aprés un cycle d’amplification
de la molécule d’ADN

Figure 06 : Les étapes de la PCR classique [8].

1.8-  Migration et révélation des produits PCR
Lorsque la quantité des produits d'amplification est suffisante, ceux-ci sont soumis a une
électrophorese en gel d'agarose, ce gel forme des mailles au sein desquelles les acides
nucléiques sont piégés. A pH=7, leur migration se fait vers I'anode. En paralléle des fragments
étudiés, on fait migrer un marqueur de poids moléculaire contenant des fragments de taille
connue.

Pour visualiser le front de migration, le produit amplifié est mélangeé a un colorant, le bleu

de bromophénol qui présente également lI'avantage d'alourdir I'échantillon afin qu'il sédimente
au fond des puits de dép6t creusés dans le gel.
La visualisation des acides nucléiques se fait aprés addition de bromure d'éthidium (BET),
agent intercalant qui se glisse entre les bases des acides nucléiques (a manier avec précaution
car cancérigéne). Le BET contenu dans le gel, quand il est intercalé entre ces bases, va
émettre une fluorescence orangée sous lumiére ultraviolette de longueur d'onde de 312 nm
[14].
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Figure 07 : Bandes d’une migration électrophorétique sur gel d’agarose vu au cours
d’un atelier de biologie moléculaire d’une partie de I’ADN d’Arabidopsis thaliana
le 23/04/2018

Un gel peut aussi étre visualisé apres coloration au nitrate d'argent ou a l'acridine orange ou
aprés ajout de SYBR Green®, agent intercalant plus sensible que le BET. Ce colorant
donnera une fluorescence vert-pomme. L'empreinte de la migration est ensuite obtenue par

autoradiographie (fluorescence) [14].

1.9- Cinétique de la PCR
L'évolution de cette amplification peut étre représentée par une courbe dont l'allure est
sigmoide [12].
Cette courbe peut étre divisée en trois phases (figure 08) :
o Phase d’initiation
o Phase exponentielle : cette deuxiéme phase correspondant a une amplification
exponentielle qui est modélisable
o Phase de plateau : elle correspond & un ralentissement de I'amplification qui peut étre

da a I'épuisement des différents réactifs de la PCR comme les amorces
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Fhase plateau

Fhase exponentielle

Intensité du signal fluorescent émis

: Ligne seuil
e B T e o i N |_|gne de base
Fhase dinitiation
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 Nombre de cycles PCR

Cycle seuil (Ct)

Figure 08 : Le suivi en temps réel d’une réaction PCR [16].

Plusieurs raisons expliquent I'existence de cet "effet plateau™ [12] :

= L'épuisement des substrats (amorces, désoxyribonucléotides [dNTPs])

» L’apparition des sous-produits de réaction ayant un pouvoir d’inhibition
(pyrophosphate)

= L'inactivation thermique progressive de I'ADN polymérase

= La réhybridation des produits formés génant l'accés des différents réactifs aux
séquences cibles

= La formation de dimeres d’amorces

= La compétition entre les amorces et les fragments d’ADN amplifié qui peuvent

s’hybrider entre eux plutot qu’avec les amorces

1.10- Applications de la PCR

Les applications de la PCR sont nombreuses et sont citées dans les références [7] et

[9] :

a) En biologie cellulaire et moléculaire, la PCR est utilisée dans :
e L’isolement et la purification des genes
e L’identification des especes animales et végeétales

e L’identification des microorganismes dans des tests de qualités alimentaires
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Le clonage moléculaire
Les tests de paternité

L’identification des informations génétiques d’une personne (en criminologie par

exemple)

b)

La détection des organismes génétiquement modifiés (OMG)
En diagnostic médical, la PCR peut étre utilisée dans :
La détection des maladies génétiques

La détection des mutations au niveau du genome, leur nature, leurs tailles et leurs

positions

La détection des maladies infectieuses. exemples: SIDA, I’hépatite C, ou les
infections a chlamydia
Le dépistage prénatal comme la trisomie par exemple

La détection des tumeurs

1.11- Avantages et inconvénients de la PCR

a) Avantages de la PCR
Gain du temps et de mains d’ceuvre (par rapport au clonage)
Sensibilité a des concentrations infimes d’acides nucléiques
Nombre élevé de copies (de I’ordre de milliard pour 30 cycles qui durent environ deux
a quatre heures)
Spécificité due aux amorces

Automatisation de I’analyse

b) Inconvénients de la PCR
Risque de contamination par des substances dans le melange réactionnel ce qui donne
des faux positifs
Risque d’inhibition de la Tag-polymérase par des substances telles que les colorants,
I'héeme ou des substances d’origine biologiques comme 1’urine ou le liquide
céphalorachidien, ce qui donne des faux positifs
Utilisation du bromure d’ethidium pour la révélation (agent cancérigéne)
Manipulation post-PCR : PCR et analyse sont deux étapes séparées

Mangque de fidélité de la Tag-polymerase (pas de fonction correctrice 3”)
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e Colt éleve (30-60 € par pathogene).

2- Les variantes de la PCR

2.1- LaPCR nichée (nested PCR)

C’est une succession de réactions PCR effectuées afin d’amplifier spécifiquement une
séquence, en réalisant deux PCR successives dont le produit issu de la premiére PCR est de
nouveau amplifié au cours de la deuxieme. L’intérét majeur de cette deuxiéme amplification

est d’augmenter la spécificité de cette technique [12].

Deux couples d'amorces différents sont successivement utilisés dans cette technique :

v" un couple d'amorces externes qui permettent en premier lieu I’amplification d’un
fragment d'’ADN cible, selon la méthode classique de la PCR.

Les fragments d'’ADN obtenus servent alors de matrice pour une seconde PCR.

v un couple d'amorces internes qui servent a délimiter la région interne (ou nichée) du
fragment nucléotidique issu de la premiére amplification avec le premier couple
d'amorces, et donnera des fragments de taille inférieure a ceux obtenus avec la
premiére amplification.

Les résultats de cette PCR doivent étre interprétés avec précaution dans la mesure ou
cette méthode associe deux PCR classiques successives et permet certes daugmenter la
spécificité ; cependant elle est difficilement utilisable pour un usage de routine sur des
grandes séries car elle nécessite beaucoup de temps de manipulation et présente d’énormes

risques de contaminations [12].
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Figure 09 : Principe de la PCR Nichée (Nested PCR) [12].

2.2- LaPCR multiplex

Cette variante de la PCR s’intéresse a I’amplification d’ADN de différentes origines (issu

de plusieurs échantillons) dans un seul et méme tube. Sa réalisation exige 1’utilisation de

plusieurs couples d’amorces avec des températures d’hybridation et des longueurs des

produits amplifiés semblables ainsi que 1’utilisation de la Taq polymérase. La PCR multiplex

a pu régler en quelque sorte les problémes de contamination de la PCR classique, mais cela ne

I’a pas empéché d’en poser d’autres. En effet, elle favorise la formation de produits PCR non

specifiques tels que les dimeres d’amorce. Cette technique peut également favoriser

I’amplification de courts fragments d’ADN par rapport aux longs d’ou les différences de

rendement. Les produits de la PCR multiplex peuvent subir une hybridation supplémentaire

avec une sonde spécifique du gene pour verification [11].
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Couple d'amorce A Couple d'amorce B Couple d'amorce C Couple d'amorce D

_ N
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Figure 10 : PCR multiplex [17].

2.3- LaRT-PCR

L’amplification in vitro ne concerne pas seulement I’ADN, ’ARN peut également faire
I’objet d’amplification. Cette derni¢re est désormais possible grace a une réaction appelée la
RT-PCR, pour Reverse-transcriptase PCR, une technique permettant de réaliser une
amplification a partir d’ARN. Ce dernier doit passer par une étape préliminaire de
transcription inverse au cours de laquelle I’ARN sera transformé (transcrit) a partir d’une
amorce en ADN complémentaire noté ADNc grace a une enzyme recombinante ADN
polymérase ARN dépendante, également appelée transciptase inverse. Cette enzyme est
thermostable et issue de la bactérie Thermus thermophilus [18].

Dans un second temps, 1’ADNc synthétisé est amplifié par PCR classique.
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Figure 11 : Principe de la RT-PCR [12].

Si la technique de la RT-PCR ne présente pas de difficulté technique particuliére, elle est,
cependant, rendue délicate par le caractére extrémement labile de I’ARN, ainsi que la
contamination possible des échantillons d’ARN par de I’ADN, ce qui impose de prendre un
certain nombre de précautions dans la réalisation de 1’analyse, surtout lorsque 1’on souhaite

I’utiliser pour le diagnostic clinique [18].

2.3.1- Les éléments réactionnels de la RT PCR

a) L’ARN matrice
Deux types d’ARN matrice peuvent étre utilisés en RT-PCR : I’ARN total ou les ARN

messagers isolés :

» L’ARN total
L’ARN total est le mélange de tous les types d’ARN qui se trouvent dans la cellule : les ARN
messagers (3 a 5 % seulement de I’ARN Total), les ARN de transfert (ARNt), et les ARN
ribosomiaux (ARNT). 1l faut noter aussi que la réaction de RT-PCR est limitée lorsqu’elle est
réalisée a partir d’ARN total suite a I’inhibition de la RT par les ARNt, ce qui peut poser

probléme en cas de cible trés minoritaire [18].
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> Les ARN messagers
L’obtention de ’ARNm se fait soit par extraction directe soit par passage de 1’échantillon
sur une résine contenant des groupements polyT. Cette méthode permet d’augmenter la
sensibilité de ’analyse et éviter la contamination de 1’échantillon par de I’ADN. Elle présente
également quelques inconvénients car nécessite un matériel couteux et une pratique complexe
pour un rendement relativement faible suite a 1’élimination des ARNm dépourvus de polyA et

partiellement dégrades [18].

b) L’enzyme : la transcriptase inverse

La majorité des RT commercialisées sont des RT recombinantes pour leur facilité de
production industrielle ainsi que pour la possibilité de sélectionner des clones ayant des
mutations qui diminuent leur activité enzymatique. Parmi les enzymes disponibles, les moins
chéres sont : M-MLV, AMV, M-MuLV. Néanmoins, si un résultat n’est pas satisfaisant un
changement de I’enzyme est suggéré pour un meilleur rendement.
Propriétés de la Transcriptase reverse :

e Dépourvue d’activité RNAseH (RNAseH-) : elle dégrade le brin d’ARN au niveau
des hétéroduplex ARN/ADN formés avec les amorces ou le brin d’ADNc en cours de
synthése

e Température élevée (> 42 °C et certaines peuvent attendre les 72°C) : cette
température favorise la rétro transcription des séquences contenant des structures
secondaires (cas de I’ARN viral). Exemple : C.therm polymérase de chez Roche
MolecularBiochemical (elle a été isolée a partir de la bactérie Carboxydothermus
hydrogenoformans)

e Haute affinité pour I’ARN : le substrat, dans ce cas I’ARN, doit présenter une affinité
pour I’enzyme, de ce fait le choix est orienté vers des RT isolées a partir de virus car
elles auraient une affinité supérieure par rapport aux autres RT. Par exemple, Qiagen
conseille la RT Sensiscript® pour des quantités d’ARN inférieures a 50 ng, et

I’Omniscript® pour des quantités d’ARN supérieures a 50 ng [18].
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c) Lesamorces
o Amorces aléatoires
Ce sont des sequences de 6 ou 8 nucléotides (genéralement hexamere mais les
hectomeétres sont utilisés dans le cas de rétro transcription a température élevée) synthétisées
aléatoirement. Ces amorces se fixent sur les ARN matrices présents de facon aléatoire.

Vue la polyvalence que confére ce type d’amorgage, il est largement utilisé pour
synthétiser I’ADNCc a partir d’ ARNm fragmentés, d’ARN riches en structures secondaires, et
dans I’amplification de plusieurs cibles a partir de la méme préparation d’ADNCc.

La concentration des amorces aléatoires dépend de la longueur du brin synthétisé, car
cette derniere est inversement proportionnelle a la concentration des amorces. Par exemple ;
On peut utiliser des quantités d’hexameéres allant de 20 ng (ADNc longs) a plus de 5 pg
(ADNCc courts) pour une réaction de 20 pL.

11 faut noter que de fortes concentrations d’hexaméres n’exercent pas d’action inhibitrice sur
la RT [18].
o OligodT

Les oligoT sont des amorces synthétisées a partir de 12- 18 nucléotides T, ont pour role
I’hybridation avec la région polyA de I’ARNm.

Ce type d’amorcage présente quelques inconvénients tels que la possibilité d’obtention
d’ADNCc tronqué en région 5’ si I’ARN est de grande taille, et I’impossibilité de la rétro
transcription si I’ARN est dépourvu de queue polyadénilée ou partiellement dégradé.

o Amorce 3’ spécifique

Contrairement aux deux types d’amorcgage précédents, celui-la est spécifique a ’ARN
cible, et I’amorce est utilisée en région 3’ de I’ARN d’intérét. Il est surtout utilisé dans les
analyses qualitatives car grace a sa spécificité il permet la rétro transcription d’un seul
transcrit.

Les amorces 3’ spécifiques sont utilis€es majoritairement pour le séquengage de I’ADNc
et ’amplification de I’ARNm se trouvant en faible quantité dans une solution.

Pour un meilleur rendement, il est important de vérifier la quantité¢ de I’ARN et de la RT
pour pouvoir comparer le transcrit d’intérét avec les témoins. De plus, ce type d’amorcgage est

peu reproductible en cas d’analyse quantitative [18].

d) Les inhibiteurs de RNAses
Pour protéger ’ARN de la dégradation, des inhibiteurs des enzymes RNases sont

commercialisés et dont la composition est souvent inconnue, ce qui rend le choix plutét
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difficile. Tous les inhibiteurs disponibles ne présentent pas une protection contre toutes les

RNases, donc ils ne sont pas indispensables mais sont ajoutés juste par précaution [18].

Exemples d’inhibiteurs commercialisés :

(@]

Vanadyl-ribonucléoside (RibonucleosideVanadylComplex®, New EnglandBiolabs) :
avec une faible spécificité, il est le premier inhibiteur décrit, c’est un inhibiteur de
RNAse de type A. Il peut également inhiber plusieurs enzymes tels que les systemes
de traduction in vitro (mais pas la transcription inverse).

RNaseinhibitor ® de Qbiogen, Eurobio, Ambion, USB et RNasin® de Promega : est
une protéine recombinante de 50 kda isolée a partir du placenta humain (peut étre
utilisée sous sa forme purifiée), c’est la protéine inhibitrice la plus utilisée. Cette
protéine provoque I’inhibition de I’ARNase A, B, C et ’ARNase placentaire,
cependant, elle n’a pas d’activité inhibitrice des RNAses H, des transcriptases inverses
ou des polymérases.

Son activité exige au moins 1 mM de DTT, et est inhibée si la température dépasse les
50°C ou si des agents dénaturants se trouvent dans le milieu tel que I'urée et le SDS.
Pour son efficacité, cette protéine est ajoutée apres 1’étape de dénaturation de I’ARN
et ne doit pas étre introduite dans une RT avec une température élevée.

RNaseOUT®, Invitrogen: une protéine d’origine porcine de 52 kda de poids
moléculaire, utilisée recombinante ou purifiée. Son action se résume a I’inhibition des
RNases A, B et C mais pas lesRNases 1, T1, T2 et H.

SUPERaselN® : inhibiteur d’origine inconnue, il n’inhibe pas seulement les RNases
A, B et C mais aussi les RNases 1 et T1. Contrairement a la protéine issue du placenta

humain, cet inhibiteur n’exige pas de DTT et peut supporter jusqu’a 65°C.

Autres réactifs
Melange de déesoxynucléotides (ANTP)
C’est le mélange de 4 types de nucléotides, dATP, dTTP, dCTP, dGTP (similaire a la

PCR classique)

©)

Dithiothréitol (DTT)

Le DTT est un agent réducteur stabilisant de I’enzyme, généralement fournis avec elle,

ou inclus dans le tampon. Pour une meilleure utilisation du DTT, ce dernier doit étre

aliquoté juste aprés sa réception a cause de son instabilité et sa sensibilité aux variations

de la chaleur.
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o Tampon
Le tampon est utilisé pour stabiliser le pH (généralement fourni avec I’enzyme), il est

géneralement constitué de [19] :

= Tris.Cl avec une concentration de 100 a 670 mM et un pH égal a 8,3 : son role est
de tamponner le milieu réactionnel pour une activité optimale de la Tag-
polymeérase

= MgCI2 avec une concentration de 150 a 300 mM : les ions Mg?* sont des
cofacteurs de I’enzyme

= KCl avec une concentration de 500 mM ou (NH4)2 SO4 avec une concentration de
160 mM : les cations K* et NH4" interagissent avec la charge négative de ’ADN
et peuvent interagir avec les liaisons hydrogénes pour défavoriser 1’hybridation

non spécifique entre les brins
o L’eau

L’eau est traitée préalablement par diéthylpyricarbonate (DEPC) qui a pour role
d’inhiber certaines RNAses (ceci ne géne pas la réaction de la RT-PCR).
Aussi, malgré le surcout de I’eau dépourvue d’RNAses, elle ne présente aucun intérét

supplémentaire a la réaction [18].

2.3.2- Laréaction de transcriptase inverse

Dans cette phase, la réaction pour obtenir un ADN complémentaire est catalysée par une
enzyme : la reverse transcriptase. En effet, aprés I’isolement des ARNm, la transcriptase
reverse commence a synthétiser les brins d’ADNc en utilisant les ARN comme matrice.

A la fin de cette étape les ARNm sont soumis a une hydrolyse par traitement alcalin,

RNase ou température [20].

2.3.3- Laréaction PCR
Selon le méme principe de la PCR classique, I’amplification des ADNc se déroule dans un
thermocycleur. Elle passe par plusieurs cycles de température pour donner des ADNCc

bicaténaires en grande quantité.
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2.3.4- Applications de la RT-PCR
Parmi les applications de la RT-PCR nous pouvons noter [18] :

La détection et quantification de la charge virale des virus a ARN

La recherche de I’expression d’antigénes tumoraux pour mettre en place un traitement par
immunothérapie de mélanomes métastatiques

La recherche de mutations sur exons par séquencage d’ADNc, ce qui facilite énormément le
travail dans le cas de génes comportant de multiples exons

La détection de transcrits anormaux : La détection de ces transcrits de fusion participe alors
au diagnostic de la tumeur et permet d’évaluer la masse tumorale résiduelle au cours du

traitement

2.3.5- Limites de la RT-PCR
Malgré sa grande spécificité la RT-PCR présente certaines limites [20] :

= La grande variabilité génétique des virus, nécessitant donc de développer des essais
spécifiques a chaque sous-classe virale

= Le risque de faux positifs par contamination extérieure

= Le risque de vrais négatifs par inhibition de I’ADN polymérase. L’analyse en paralléle
d’un contréle interne positif permettrait d’y remédier (la PCR en temps réel est
recommandée pour analyser les résultats en méme temps que la réaction)

= Le rendement de la réaction n’atteint pas les 100%

» La taille du fragment & amplifier doit étre de I’ordre de quelques kb, car une taille
importante géne la réaction de polymerisation en favorisant la formation des structures

secondaires
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1- Introduction

Dans cette partie nous abordons cet ensemble de techniques isothermes.

2- Principe des techniques isothermes

C’est un ensemble de techniques permettant d’identifier un agent pathogene responsable d’une
infection. Appelées également PCR isothermes car elles permettent I’amplification spécifique d’un ou
plusieurs marqueurs moléculaires par une ADN/ARN polymérase. La présence d’un agent pathogéne
indique la présence de son matériel génétique. Ce matériel étant propre a chaque organisme, il va servir
de cible pour I’amplification.

L’amplification isotherme permet d’identifier ’ADN ou I’ARN du virus, de la bactérie, du
champignon ou du phytoplasme phytopathogene recherché. L’amplification spécifique d’un acide
nucléique est qualifiée d’isotherme puisqu’elle se fait a une température constante.

Les méthodes d’amplification isotherme peuvent étre utilisées en laboratoire ou déclinées

sous forme de Kits de détection utilisables directement sur le spécimen (échantillon) [21].

3- Nucleic acid sequence-based amplification(NASBA)

3.1- Définition de la NASBA
Nucleic Acid Sequence Based Amplification (NASBA), connue aussi sous le nom de “self
sustained sequence replication” (3SR) [22], développée par J. Compton en 1991. C’est une
technique qui se déroule dans des conditions isothermes a une température constante de 41°C,
congue principalement pour détecter et amplifier des séquences d’ARN. Comme elle peut aussi
étre utilisée pour amplifier 'ADN [23] [25] [26].

3.2- Principe de la NASBA
11 s’agit de réaliser a partir d’une cible ARN simple brin un ensemble de cycles continus de
transcription inverse et de transcription par [D’action conjointe de trois enzymes ; une
transcriptase inverse, une RNase H et une T7 ARN polymérase générant a la fin de nombreux
exemplaires d’ARN [26].

3.3- Eléments réactionnels de la NASBA

e Un tampon est utilisé avec le liguide NASBA Enzyme Cocktail (NEC-1-24) dans les
réactions NASBA. Il nécessite I'ajout des nucléotides par l'utilisateur. Sa composition
par réaction : (TrisHCI ; MgCl, KCI ; DTT et le Diméthyl Sulfoxide) [28].

e Du magnésium sous forme de MgCl,
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e Des précurseurs ribonucleotidiques : ATP, CTP, GTP et UTP
e Des précurseurs désoxyribonucléotides : dATP, dCTP, dGTP et dTTP
e Deux amorces :

» L’amorce (A) présente a son extrémité 5’ une séquence non complémentaire de
la cible et contient un site d’initiation de la transcription de I’ARN polymérase
du phage T7

» Une seconde amorce (B) spécifique a ’ADNc

e Trois enzymes :

» Une AMV-RT (Avian Myeloblastosis Retrotransciptase) : pour la synthese de
I’ADNc a partir de I’ARN

» Une RNase H, une endonucléase responsable de la dégradation du brin d’ARN
des héteroduplexes ADN / ARN

» Une ARN T7 polymeérase : c’est une polymérase issue du bactériophage T7, qui
catalyse la synthése d’ARN dans le sens (5°—3’) par transcription d’une
molécule d’ADN bicaténaire.

e [’ARN cible

L’ensemble des éléments décrits ci-dessus constitue le milieu réactionnel dans lequel la
réaction NASBA va se dérouler [26]. L’amplification a lieu dans un amplificateur

Nuclisens EasyQ® (bioMérieux) ou un bain marie [29].

3.4- Etapes de la technique NASBA

Avant ’étape d’amplification, il est primordial d’extraire et d’isoler ’ARN par une des
techniques d’extraction décrites précédemment (chapitre I).

La techniqgue NASBA se déroule en deux étapes : une premiére étape linéaire et une deuxiéme

étape d’amplification exponentielle (Figure 12).
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Figure 12 : Schéma du principe de la technique nucleic acid sequence based amplification
(NASBA) [26] [29].

1) L’étape linéaire

L’amorce (A) incluant la séquence promotrice du phage T7 s’hybride a I’ARN cible par son
extrémité 3’ complémentaire. La transcriptase inverse réalise 1’élongation de 1’amorce (A). Un
héteroduplex ADN/ARN est formé. La ribonucléase H dégrade ensuite spécifiquement I’ARN
des héteroduplex ADN/ARN, car cette enzyme n’a pas d’action sur les ARN simples brins et
libére un ADN simple brin. La seconde amorce (B) s’hybride sur le brin d’ADN libéré et la
AMV-RT polymérise le brin complémentaire. Le produit est un ADN bicaténaire, comportant

¢galement la séquence promotrice de la polymérase d’ARN T7.
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Au cours de cette premiere étape la réaction de transcription inverse au départ est linéaire c'est-
a-dire la quantité d’ADN double brin produite est directement proportionnelle a la quantité
d’ARN cible de départ [23] [28].

2) L’étape d’amplification exponentielle

La troisieme enzyme, ’ARN T7 polymérase transcrit plusieurs copies d’ARN antisens
(complémentaires a celles d’origine) a partir de I’ADN généré dans 1’étape précédente (1’étape
linéaire). Chaque brin d’ARN nouvellement synthétisé servira alors de cible et suivra un
processus d’amplification cyclique. D’abord, 1’amorce (B) est hybridée avec ’ARN et un
hétéroduplex ADN/ARN est formé grace a I’action de I’enzyme AMV-RT qui synthétise le brin
d’ADNc, puis, I’ARN est dégradé par la RNaseH. Ensuite, ’amorce (A) est hybridée avec
I’ADNc, ce qui permet a ’AMV-RT la synthése d’un ADN double brin incluant le promoteur
T7. Enfin, la transcription de plusieurs copies d’ARN par la T7 polymérase est répétée. [23]
[29].

3.5- Détection des produits NASBA

La détection des produits NASBA est fondée sur I’hybridation spécifique des sondes
nucléotidiques fluorescentes de type balises moléculaires (molecular Beacons).
Les balises moléculaires sont des sondes d’hybridation possédant une structure de tige-boucle
semblable a une épingle a cheveux. Elles contiennent un fluorochrome émetteur (reporter) a
I’extrémité 5° et un répresseur (quencher) a I’extrémité 3°. La conformation tridimensionnelle
de la sonde a I’état libre (I’émetteur et le répresseur se trouvent trés pres 1’un de 1’autre) inhibe
I’émission de fluorescence. Par contre, lors de 1’hybridation de la sonde avec sa séquence
complémentaire, I’éloignement spatial supprime 1’action inhibitrice du répresseur et entraine
I’émission de fluorescence par 1’émetteur (Figure 13) [29].
La présence de I’ARN produit au cours de la réaction NASBA permet I’hybridation des sondes

qui s’ouvrent et émettent de la fluorescence (Figure 13).
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Figure 13 : Principe d’une sonde molecular beacon [29].
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5-

Les produits NASBA peuvent également étre détectés par électrochimiluminescence (ECL),

par électrophorese sur gel d’agarose (AG) ou par un dosage de gel lié a une enzyme (ELGA)

[29].

3.6- Applications de la technique NASBA

La technique NASBA a été utilisée pour développer des tests de diagnostic rapide pour

plusieurs microorganismes, notamment en virologie et en bactériologie [28] :

Elle est utilisée dans la recherche des parasites tels que Trypanosomo brucei.

Elle est utilisée pour détecter des virus pathogénes avec des génomes a ARN
monocaténaires, par exemple : le virus de I’Influenza A, le virus de la fievre aphteuse
[31], le coronavirus associé au syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) [32], le
bocavirus humain (HBV) [33].
Elle est utilisée dans le diagnostic des infections bactériennes par 1’utilisation du mix
réactionnel Nuclisens Basic kit de bioMérieux, associé a des amorces et des sondes
spécifiques, permet, par détection d’ARN 16S, une détection en multiplex des infections
a Neisseria gonorrheae et Chlamydia trachomatis avec une excellente sensibilité :
respectivement de 97,4% et 100%.
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Elle est utilisée pour détecter les agents non infectieux comme les cellules tumorales

circulantes.

3.7- Avantages et inconvénients de la NASBA

NASBA est une technique avec des applications répandues dans le domaine de

I’amplification et de la détection de I'ARN. Les avantages et les inconvénients de NASBA sont

présents dans les paragraphes qui suivent.

a) Avantages de la NASBA

Cette technique présente plusieurs avantages [26] :

Permet une amplification d’un milliard de fois de la séquence cible en seulement 90
minutes et a une température constante (41°C)ce qui évite 1’acquisition d’un
thermocycleur, un bain marie suffit

Permet une amplification réalisable en une seule étape et qui ne nécessite aucun
équipement spécialisé

Permet la détection des cellules viables puisque la durée de vie des ARN est liée a la
durée de vie de la bactérie

Permet de mesurer la réplication des virus & ADN en détectant I’expression de I” ARN,,,
tardif

Permet la détection des séquences d’ARN,,, sans avoir le risque de contamination par
I’ADN

L’ARN produit par la technique NASBA peut étre séquencé directement avec la
méthode de didésoxyribonucléotide en utilisant une transcriptase inverse et une amorce

marquee

b) Inconvénients de la NASBA

La NASBA présente aussi quelques inconvénients cités dans [25] :

La principale cause de préoccupation pour la NASBA est l'integrité de I'ARN, ainsi que
pour la RT-PCR et d'autres procédures d'amplification de I'ARN.
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e Bien que la réaction d'amplification elle-méme soit isotherme a 41 ° C, une seule étape
de fusion avant la réaction d'amplification est nécessaire pour permettre I'hybridation
des amorces a la cible.

e En outre, comme la specificité des réactions dépend des enzymes thermolabiles, la
température de réaction ne peut dépasser 42 ° C sans la compromettre.

e Enfin, la longueur de la séquence cible de I'ARN amplifié doit étre comprise entre 120
et 250 nucléotides, les séquences plus courtes ou plus longues étant amplifiees moins

efficacement.

4- Transcription-mediated amplification (TMA)
4.1 Définition de la technique TMA
Transcription Mediated Amplification (TMA) ou amplification médiée par transcription,
est une technique d’amplification isotherme (37- 42°C) des acides nucléiques. Elle a été utilisée
pour amplifier les différents types d’ARN [33]. L’ADN aussi peut étre directement amplifié
par cette méthode [25].

La TMA étant trés proche de la technique précédente (NASBA), elle partage avec elle
plusieurs points communs notamment son principe. La différence entre les deux réside dans
I’utilisation de deux enzymes au lieu de trois. Une transcriptase inverse (RT) possedant une

activité RNase et une ARN polymérase [25].
4.2- Principe de la technique TMA

Le principe de cette technique se base sur la transcription d’ARN produit en de nombreuses
copies en reposant sur I’action simultanée de deux enzymes une transcriptase inverse et une

ARN polymérase.
4.3- Eléments réactionnels de la TMA
Le mélange réactionnel nécessaire pour la réalisation de la TMA est constitué de [35] :

e Untampon

« Du magnésium sous forme de MgCl,

o Desribonucléotides : ATP, CTP, GTP et UTP

o Des desoxyribonucléotides : dATP, dCTP, dGTP et dTTP
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e Deux amorces:

» Une amorce (1) qui présente a son extrémité 5° une séquence non
complémentaire de la cible et qui comporte un site d’initiation de la transcription de
I’ARN polymérase du phage T7

» Une seconde amorce (2) spécifique a1’ ADN..
o Deux enzymes avec trois activités enzymatiques :

» L’ARN polymérase du phage T7
» Moloney murine leukemia virus RT (M-MLV-RT) qui est une transcriptase
inverse, la particularité de cette transcriptase inverse est de posseder également une
activité RNasique
e L’ARN cible

e Instrument de régulation de température : bain marie
4.4- Etapes de la TMA

Cette méthode s’effectue en deux étapes : la synthése d’un ADN double brin transcriptible
en ARN suivie d’une phase d’amplification. A la fin de ces 2 étapes, une détection des

amplicons est nécessaire [35].
1) L’étape de synthése de I’ADN double brin transcriptible en ARN

L’ARN cible est hybridé avec un oligonucléotide (1) (leur taille dépend de la taille du
génome étudié) qui sert d’amorce a la reverse transcriptase qui va réaliser son élongation par
incorporation de dNTP permettant d’obtenir une molécule d’ADN complémentaire de ’ARN
cible (un hybride ARN/ADN). L’activité RNAse de la RT dégrade ensuite I’ARN de cet hybride
laissant I’ADN,. qui servira & son tour de matrice pour une seconde amorce (2). Son élongation
est effectuée également par 1’activité ADN polymérase de la RT. Cela permet 1’obtention d’une
molécule d’ADN double brin comportant grace a I’amorce (1) un site promoteur de ’ARN

polymérase du phage.
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2) L’étape d’amplification

Dans cette étape vient le réle de I’ARN polymérase qui va se fixer sur la molécule d’ADN
synthétisée dans I’étape précédente et transcrire de nombreuses copies d’ARN complémentaire

a la séquence cible (100 a 1000 copies).

Ces dernieres servent a leur tour de matrice pour la RT selon le cycle décrit précédemment
(1ere étape).

4.5- Détection des produits de TMA

L’étape de détection s’effectue par le test de protection d’hybridation (Hybridization Protect
Assay, HPA), une méthode d'hybridation homogéne chimiluminescente, non radioactive et a
base de solutions. Ce test est sensible, simple et rapide a utiliser [36]. Son mécanisme repose
sur le marquage d’une sonde spécifique a I’amplicon de I’ARN avec un détecteur moléculaire :
I’ester d’acridinium qui émet un signal chimioluminescent. Aprés I’hybridation, une solution
de sélection tamponnée est ajoutée, cette derniere permet de rompre seulement les liaisons ester
entre 1’acridinium et les sondes non hybridées. Seules les sondes hybridées avec la région cible
donneront un signal chimio-luminescent contrairement a I’acridinique libre qui perd sa

chimioluminescence [29].

Cette méthode est développée et commercialisée par GenProbe et BioMérieux dans la trousse

Amplified Mycobacterium tuberculosis Direct Test® [37].
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Figure 14 : Schéma du principe de la technique transcription mediated amplification
(TMA) [37].

4.6- Applications de la technique TMA
La TMA est appliquée dans divers domaines selon [37] :

e Permet la détection simultanée de multiples organismes pathogéenes dans un seul tube

e Peut étre utilisée pour cibler a la fois I'ARN et 'ADN
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e Peut étre utilisée en biologie moléculaire, en médecine légale et en médecine pour
I'identification et le diagnostic rapide des organismes pathogenes tels que Neiserria
gonorrhoea, Chlamydia trachomatis, HPV, VIH, Trichomonas vaginalis et
Mycobacterium tuberculosis

e Permet a un laboratoire clinique d'effectuer des tests d'acide nucléique (NAT) pour le
dépistage sanguin avec moins d'étapes, moins de temps de traitement et des résultats

plus rapides.
4.7- Avantages de la technique TMA
Cette technique présente de multiples avantages [29] :

e Permet I’amplification des deux types d’acides nucléiques, ADN et ARN

e (’est une réaction isotherme donc un bain-marie ou un bloc chauffant est utilisé a la
place d'un thermocycleur, trés couteux

e Permet une amplification de 100 a 1000 copies par cycle. Cela se traduit par une
augmentation de 10 milliards de copies d'ADN (ou d’ARN) en environ 15 a 30 minutes
seulement

e Présente une haute sensibilité

5- Strand displacement amplification (SDA)

5.1- Définition de la technique SDA

Strand Displacement Amplification (SDA) ou amplification par déplacement d'un brin
d’ADN, est une technique isotherme (37°C) décrite pour la premiére fois en 1992 par Walker et
al. [24]. Elle met en jeu deux enzymes thermorésistantes : une enzyme de restriction (BsoBI ou
Bsrl) et dans certain cas (Hincll) plus une ADN polymérase dépourvue d’activité

exonucléasique (Klenow exo-) [25].

5.2- Principe de la SDA
Le principe est basé sur une coupure partielle d’un des brins de I’ADN par une enzyme

de restriction et ceci apres incorporation d’un phosphorothiate nucléotide (AATP modifié) puis
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le déplacement du brin néoformé par I’ADN polymérase. De nombreux brins sont ainsi formés

de maniere cyclique (figure 15).

Techniques isothermes
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Figure 15 : Schéma du principe de la technique Strand displacement amplification (SDA)
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5.3- Eléments réactionnels de la SDA

En ce qui concerne la SDA, le milieu réactionnel est constitué de [35] :

e Untampon

« Du magnésium sous forme de MgCl,

o Quatre désoxyribonucléotides : dCTP, dGTP, dTTP mais le dATP est modifié

o Deux couples d’amorces appelés sur le schéma (figure 14) A1/A2 (externes) et B1/B2
(internes)

o Deux enzymes

» Une ADN polymérase dépourvue d’activité exonucléasique

» Une enzyme de restriction BsoBI

Site de I'enzyme de restriction BsoBl

\

§...CYCGRC...3'
3..GRGCYG...5

,f

AvecY=TouCetR=Ao G

¢ L[L’ADN matrice

o Instrument de régulation de la température : bain marie [30].
5.4- Etapes de la SDA

Le déroulement de cette methode a lieu en deux étapes : génération de la cible ensuite son
amplification. Tout comme les deux précédentes méthodes, la détection des amplicons est

obligatoire.
a) Génération de la cible

Tout d’abord ; I'ADN doit étre denaturé au préalable (la température de dénaturation depend
de la taille de I’acide nucléique et sa composition en guanine et cytosine), puis transféré dans
le milieu réactionnel porté a une température ambiante permettant I’hybridation des amorces.
L’ADN polymérase sans activité exonucléase effectue 1I’élongation des quatre amorces par

incorporation des dNTP et entraine la synthese d'un ADN double brin. Cette synthese a lieu en
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présence d'un analogue (le dATP-alphaS) d'un des nucléotides utilisé pour la polymérase pour
synthétiser I'ADN.

Pour poursuivre la synthése des brins "A", la polymérase va déplacer les brins "B", eux-
mémes en cours de synthése. Une fois terminé, les monobrins "B "déplacés vont servir de
matrice au couple d'amorces "A"/"B" de séquence complémentaire pour un nouveau cycle
d'élongation/déplacement. Les brins deplacés ont alors une Longueur correspondant a la
séquence délimitée par les amorces. L'hybridation consécutive de 1 ‘amorce "B" de sequence
complémentaire suivie de son élongation par la polymérase permet d’obtenir une molécule
d’ADN double brin comportant a chaque extrémité les sites de coupure de 1’enzyme de

restriction BsoBI c’est -a-dire la cible nécessaire a 1’étape d’amplification.

b) Processus d’amplification de la cible

La cible obtenue dans 1’étape précédente est le point de départ du processus d’amplification.

L’enzyme de restriction BsoBI coupe spécifiqguement en son site de reconnaissance, un seul
des brins de la cible, sur B1 ou sur B2. Cette coupure simple brin s’explique par 1’incorporation
depuis le début du processus de dATP modifiés.

Apres cette coupure, une nouvelle « amorce » est générée et a partir de laquelle I’ADN
polymérase va synthétiser un nouveau brin et déplacer le brin coupé. Le brin déplacé est une
copie supplémentaire de la séquence cible et sert de matrice pour une nouvelle étape
d’hybridation-elongation.

La société Becton Dickinson a développé un automate et des tests basés sur cette technique
sous le nom BD ProbeTec™ [15].

5.5- Détection des produits SDA

La détection de produit SDA peut étre réalisée en utilisant I'électrophorese sur gel ou le suivi

en temps réel.
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5.6- Applications de la technique SDA
La SDA est appliquée dans divers domaines [30] :

e Elle est utilisée dans I’identification des agents infectieux tels que la tuberculose dans
le but de diagnostiquer la maladie
e Elle est utilisée dans la détection des agents infectieux :
> en bactériologie, Les efforts actuels sont dirigés vers des bactéries telles que
Mycobacterium tuberculosis, la chlamydia, les mycoplasmes, Haemophilus
influenzae, la gonorrhée et les espéces Legionella, Shigella et Salmonella
» En virologie La recherche sur les virus, tels que le VIH, I'herpés et I'hépatite
> Egalement en mycologie pour les différentes infections fongiques candidoses
e Elle est utilisée également a la caractérisation des cancers

e Elle est utilisée en criminalistique pour identifier les suspects par leur ADN
5.7- Avantages et inconvénients de la technique SDA
La SDA présente plusieurs avantages parmi lesquels :
a) Avantages de la SDA

e Test rapide

e Existence de la SDA-multiplex

e Protocol simple a réaliser

e Possibilité d’amplifier ’ADN et ’ARN

e Bon rendement (10'° fragments en moins de 30 minutes)

b) Inconvénients de la SDA
La SDA a aussi quelques inconvénients [38] :

e La principale limitation de la methode SDA est qu'elle n'est pas capable damplifier
efficacement des séquences cibles longues.
e La deuxiéme limitation est que la SDA fonctionne a des températures relativement

basses, ce qui produit des réactions de fond considérables, hybridations non spécifiques
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6- Loop mediated isothermal amplification (LAMP)

6.1- Définition

Loop mediated isothermal amplification (LAMP) ou Amplification isotherme induite par
boucle est actuellement 1’une des méthodes isothermes les plus utilisées, elle a rapidement pris
sa place dans les laboratoires de biologie moléculaire notamment ceux qui ne possedent pas
d’équipement pour la PCR. C’est une méthode d’amplification d’ADN/ARN simple et rapide
qui se déroule dans un thermocycleur ou un bain marie a 65°C. Elle a été mise au point par
Notomi en 2000 et développée par la compagnie japonaise Eiken Chemical Company (Tokyo)
[37].

6.2- Principe de la technique LAMP
Son principe repose sur 1’utilisation de six amorces d’ou son extréme spécificité. Pour un

cycle, ’hybridation de ’ADN cible avec les trois amorces sens permet I’¢longation de ces
derniéres tandis que le brin néoformé s’hybride aves les trois amorces antisens pour assurer leur
élongation [15] [16].
Les différentes amorces sont [39] :

v Une amorce sens interne (FIP : Forward Inner Primer)

v" Une amorce sens externe (F3)

v" Une amorce antisens interne (BIP : Backward Inner Primer)

v Une amorce antisens externe (B3)

v Une amorce boucle interne (LPF : Loop Primer Forward)

v Une amorce boucle externe (LPB : Loop Primer Backward)

La position de ces amorces est montrée dans le schéma suivant (figure 16) :
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Figure 16 : Schéma montrant la position des amorces de la méthode LAMP sur I’ADN cible
[39].

Comme on peut le constater sur le schéma [26] :

= [’amorce FIP contient 2 régions : la région Flc de ’extrémité 5’ est complémentaire
de la région F1 de I’ADN cible et la région F2 de I’extrémité 3’ est complémentaire a
la région F2c de la cible

*= L’amorce F3 est complémentaire a la région F3c de ’ADN

= L’amorce BIP contient également 2 régions : la région B2 a I’extrémité 3’ est
complémentaire de la région B2c de I’ADN alors que la région Blc de I’extrémité 5’
est complémentaire a la région B1 sur I’ADN

= L’amorce B3 est complémentaire de la région B3¢ de I’ADN cible

= Les amorces LPF et LPB quant a elles contiennent des séquences complémentaires de

la région simple brin en boucle (single-stranded loop region)

6.3- Eléments réactionnels de la réaction LAMP
e Le tampon généralement utilisé est soit :

+ Le tampon Thermopol (Bst) composé de (1 X dilution : Tris-HCI= 20 mM ;
pH=8,8 ; KCI =10 mM ; (NH;) 2 SO, =10 mM ; Triton-X 100 0,1% ; MgSO,
=2 mM ; New England Biolabs ; Ipswich ; MA) [40].

+ Le Tampon d'amplification isotherme 10 X (Bst 2.0) dont la composition est
Tris-HCI 20 mM ; (NH,) ,S0, =10 mM ; KCI =150 mM ; MgS0,=2 mM ;
0,1% de Tween® 20 ; pH =8,8 a 25 °C [40].
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e 6 amorces, citées plus haut

e DesdNTP
e LeMgSO,
e La betaine

e L’ADN polymerase Bst (dérivée de Bacillus stearothermophilus)
e [’ADN matrice

e [L’eau ultrapure

L’amplification a licu dans un thermocycleur, bloc chauffant ou un bain marie [41].

6.4- Etapes de la méthode LAMP

Contrairement a la PCR classique, la méthode LAMP ne contient pas d’étape de purification

ou de dénaturation de I’ADN bicaténaire ce qui explique la rapidité de 1’analyse [42].

Elle se déroule en 3 principales étapes : hybridation de la cible avec trois amorces sens suivie
d’une élongation ; hybridation du nouveau brin avec trois amorces anti-sens suivie d’une

élongation et enfin une révélation [42].

Les différentes étapes de la réalisation de 1’amplification isotherme induite par boucle sont

montrées sue la figure [26] (Figure 17) :
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Figure 17 : Les différentes étapes d’amplification de I’ADN par la méthode LAMP [39].
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a) Hybridation avec les trois amorces sens

1. D’abord I’amorce FIP s’hybride avec sa région complémentaire sur I’ADN double brin
(pas besoin de dénaturation des 2 brins d’ADN) pour initier la synthése du nouveau brin
d’ADN complémentaire grace a ’enzyme ADN polymérase Bst. Cette derniére, gréce a
son activité de déplacement de brin, permet le déplacement et la synthése d’un fragment
d’ADN simple brin.

2. L’ADN polymérase Bst commence a synthétiser le brin d’ADN complémentaire a partir
de I’extrémité 3’ de la région F2 de ’amorce FIP.

3. L’amorce F3 s’hybride a sa région complémentaire de I’ADN et a I’extérieur de I’amorce
FIP et initie la synthése du brin d’ADN par déplacement.

4. Un fragment d’ADN double brin se forme a partir de 1’amorce F3 et le brin d’ADN
matrice.

5. Le brin d’ADN lié a I’amorce FIP est alors libéré suite a la synthése du brin d’ADN

complémentaire par déplacement a partir de I’amorce F3.

A la fin de cette étape, une structure sous forme de boucle se forme a I’extrémité 5 grace la

complémentarité entre les régions F1 et Flc.

b) Hybridation du nouveau brin avec trois amorces anti-sens

6. L’amorce BIP s’hybride au brin d’ADN produit lors de 1’étape précédente, et apres le
retour de la structure de I’ADN a la forme linéaire, elle initie la synthése de I’ADN
complémentaire a partir de ’extrémité 3.
L’amorce F3 s’hybride a I’extérieur de I’amorce BIP, toujours dans I’extrémité 3’ et
commence la synthése du brin d’ADN complémentaire grace a I’activit¢ de I’ADN
polymérase Bst (par déplacement de brin d’ADN). Ainsi le brin d’ADN formé¢ a partir de
I’amorce BIP est déplacé et libérée comme un fragment d’ADN simple brin, et ceci avant
la synthese a partir de F3.

7. Le brin d’ADN synthétisé grace a la méthode de déplacement de brin et I’ADN cible
perdent la structure en boucle générée (la méme que I’étape 5) et redeviennent linéaires.
A la fin de cette étape, une molécule d’ADN double brin linéaire est formée.

8. A chaque extrémité du méme brin et entre les séquences complémentaires (exemple : F1
et F1c), il se forme une queue en forme de boucle (stem-loop) qui ressemble a une
structure d’haltére. Grace a la complémentarité des amorces loop avec les régions simple

brin en boucle a I’extrémité 5° (et méme entre les régions F1 et F2 ou Bl et B2) de la
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structure en haltére, le nombre de points d’amorgage pour la synthése de I’ADN par la
méthode LAMP augmente.

9. Apres la formation des structures en haltére, le cycle d’amplification par la méthode
LAMP commence. Les amorces LPF et LPB s’hybrident a leur séquences
complémentaires et initie I’amplification. A la fin de chaque cycle, une augmentation de

la taille et du nombre de produits est remarquée.

5.5- Révélation des produits LAMP

La formation d’un précipité blanc permet la révélation et la détection facile des produits LAMP. En
effet, les sous-produits générés de couleur blanche peuvent étre détectés en réalisant différentes
méthodes de détection telles que I’électrophorése, la détermination turbidimétrique, des méthodes

électrochimiques ou colorimétriques (par exemple le Sybr Green) [42].
5.6- Applications de la technique LAMP
La compagnie Eiken Chemical Company a récemment annoncé deux développements majeurs :

v La détection de I’agent de la tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) a partir d’un
¢chantillon d’expectoration (crachat) non traité en seulement 50 minutes en utilisant les
kits : Loop amp Tuberculosis Complex Detection Reagent Kit

v Développement de test pour le HAT (Hmain African Trypanosomiasis) dont de

nombreux essais ont été réalisés au Congo et en Uganda en 2012 [42].

De plus, la technologie LAMP est utilisée pour le diagnostic en ciblant Clostridium difficile
dans des échantillons de selles en moins d’une heure, grace aux kits développés par la

compagnie Meridian Bioscience, Cincinnati, OH [37].
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5.7- Avantages de la technique LAMP

Cette technique présente plusieurs avantages [37] :

Tolérance aux substances inhibitrices de la PCR

Haute sensibilité

Rapidité de I’analyse (gain de temps)

Pas besoin de matériel sophistiqué (donc moins couteuse)

Disponibilité des kits sur le marché

5.8- Les inconvénients de la technique LAMP

Malgré ces avantages, il existe certains inconvénients associés a cette technique :

Risque de contamination par d’autres acides nucléiques
Ne peut pas étre utilisé pour I’amplification de séquences de tailles supérieure a 300

pb.

Page 46



Chapitre |11

Comparaison entre les techniques d’amplification
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1- Introduction
La découverte de la réaction de polymérisation en chaine (PCR) est venue bouleverser

le monde des diagnostics médicaux, en effet elle est devenue la plus utilisée
pour I'amplification de I'ADN, la détection et l'identification de maladies infectieuses, les
troubles génétiques...etc., avec une grande facilité et précision. L’amélioration de la PCR a
conduit au développement de diverses techniques de détection moléculaire qui comporte
plusieurs variantes de PCR (la PCR nichée ; PCR multiplex détaillées dans le chapitre ).
Chaque technique a cependant des avantages et des inconvénients [43]. Les principaux
inconvenients de la PCR sont :

1) Le besoin d’un instrument sophistiqué pour maintenir une température variable avec
un temps variable (thermocycleur pour séparer deux brins d’/ADN puis amplifier le
fragment requis)

1) La durée de trois a quatre heures pour connaitre le résultat

1) L’extraction de I'ADN des échantillons avant d'effectuer la PCR

V) La difficulté de sa réalisation sur I’ARN

Bien que ce soit une méthode passionnante pour le diagnostic des microorganismes, ces
points négatifs sont devenus un obstacle qui nécessite quelques modifications afin que
I'utilisateur final en bénéficie. Pour diminuer les difficultés rencontrées avec la PCR,
plusieurs techniques capables d'amplifier ’ARN ainsi que ’ADN a une température
constante étaient une exigence, dont I’ensemble est décrit dans le chapitre précédent (chapitre
I1). Cette partie va étre consacrée a la comparaison de ces deux techniques (PCR classique et
méthodes isothermes).
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2- Parametres de comparaison

Toutes les techniques d'amplification isothermes et méme la PCR classique different les unes
des autres en termes de I’utilisation de la matrice, température et durée de réaction, nombre
d'amorces et d’enzymes, tolérance aux inhibiteurs et détection du produit et aussi des champs

d’application.
2.1- Spécificité

Toutes les méthodes précédemment décrites (chapitres | et I1) ont un objectif commun,
elles s’intéressent a 1’amplification des deux types d’acides nucléiques avec une certaine
spécificité (préférence) pour chacun. Par exemple la méthode NASBA est concue
spécialement pour amplifier de I’ARN monocaténaire, la TMA aussi, donc leur matériel de
départ est limité a I'acide nucléique ARN simple brin. Mais les deux techniques offrent un
avantage considérable quant il s’agit de I’amplification et la détection des agents pathogeéne a

ARN. Cependant, la PCR classique, la SDA et LAMP amplifient 1’ADN.
2.2- Température d’amplification

Concernant la température de réaction, elle est constante dans toutes les techniques
isothermiques selon un processus d’amplification continue de la cible et en se basant sur le
déplacement des séquences lors de I’étape de dénaturation de 1I’ADN, et ceci concerne
principalement la méthode LAMP, par contre dans la PCR classique, la température suit un
cycle thermique : Cycles de chauffage et de refroidissement répétés visant la dénaturation de
I'ADN (94°C) et la réplication enzymatique de I'ADN (55°C, puis 72°C) ; dont elle suit un

processus thermique variable.
2.3- Nombre d’amorces et d’enzymes

La NASBA, la TMA et la PCR utilisent deux amorces simples a concevoir. Les deux
techniques isothermes (NASBA et TMA) nécessitent trois étapes enzymatiques différentes
(transcription ; synthese d'ADN. ; dégradation d'ARN) avec un nombre d’enzyme différent,
respectueusement trois pour la premiére et seulement deux pour la deuxiéme, pour accomplir
une amplification isotherme d'ARN. La méthode LAMP nécessite six amorces spécifiques, la
SDA quatre, dont la conception est qualifiée de complexe pour une nouvelle utilisation.
Quant aux enzymes la LAMP utilise une seule, la SDA nécessite deux. La PCR a besoin

uniquement d’une seule enzyme pour accomplir I’amplification.
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2.4- Détection des produits

Concernant la détection des produits, deux méthodes sont majoritairement employées pour
toutes les techniques : 1’électrophorése sur gel d’agarose et la détection en temps réel. La
méthode ELISA est également utilisée a 1’exception de la SDA et LAMP. Cette derniére
posseéde d’autres méthodes de détection telles que et la colorimétrie et la turbidimeétrie, qui
offre un avantage pour visualiser le résultat positif directement a travers I'écran du
turbidimetre en temps réel. De plus, le turbidimétre en temps réel peut étre réglé pour mesurer

la concentration du tube a des intervalles de secondes [44].
2.5- Agent dénaturant

La NASBA, TMA dans le cas ou la cible est un ADN, et la SDA peuvent étres considérées
comme étant des méthodes d'amplification isothermes, ces trois méthodes nécessitent une
étape initiale de dénaturation thermique (séparation des deux brins d’ADN). Au cours de la
réaction d’amplification 1’agent dénaturant est principalement de type enzymatique : la RNase
H dans NASBA, I’activité RNase de la polymérase chez TMA et ’enzyme de restriction dans
la SDA. Pour la PCR I’agent dénaturant est principalement la température (95°C). Concernant
la LAMP c’est le travail simultané de la betaine et I’ADN polymérase avec 1’activité de

déplacement de brin.
2.6- Tolérance aux inhibiteurs

Un des avantages les plus importants des techniques d'amplification isothermes est lié a
leurs tolérances a certains inhibiteurs y compris les substances organiques et inorganiques
telles que détergents, antibiotiques, composés phénoliques, enzymes, les polysaccharides, les
graisses, les proteines et les sels (chapitre 1) qui affectent 1’efficacité de la PCR. Kaneko et al
[45]. , ont évalué la tolérance de LAMP a une culture moyenne et certaines substances
biologiques. Selon cette étude, la sensibilité de LAMP était moins affectée par les différents
composants des échantillons cliniques que la PCR; par conséquent, 1’étape de la purification
de I'ADN peut étre éliminée. De ce fait LAMP aura la capacité de générer 10 ° copies d'ADN,
et pourra détecter des acides nucléiques directement dans des échantillons biologiques en
seulement 15 a 60 minutes. Cela réduit directement le temps de traitement des échantillons et
le codt global de la méthode la PCR classique [23] [40], et offrent a LAMP des avantages
supplémentaires qui la rendent plus efficace que NASBA, TMA ou SDA.
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Tableau 05. Principales propriétés des diverses techniques d'amplification isothermes et de la

PCR [30].

Techniques PCR classique Techniques isothermes
Propriétés PCR NASBA TMA SDA LAMP
Amplification  de . . . . ]
Oui Oui Oui Oui Oui
I’ADN
Amplification  de . . . . .
Oui Oui * Oui * Oui Oui
I’ARN
Trois températures :
Température de 94°C ; 55 a 60°C
37°C - 42°C 37°C-42°C 37°C 65°C
I’amplification ; 72°C
Nombre d’enzyme
utilisé au cours de la
o 1 3 2 2 1
réaction
d’amplification
Conception des . ) .
Simple Simple Simple Complexe Complexe
amorces
Amplification . . . .
. Oui Oui Oui Non Oui
multiplex
Electrochimiolum Electrophorése sur
Méthodes de Electrophorése sur | inescence (ECL); | Electrochimioluminescence gel ;

détection des

gel ;

Electrophorése

(ECL) ; Electrophorése sur

Electrophorése sur

gel ; temps réel

Turbidiméterie ;

produits ELISA ; temps réel sur gel ; ELISA; gel ; ELISA ; temps réel Coloriméterie ;
temps réel Temps réel.
Tolérances aux
composants Non Non Non Non Oui
biologiques
Besoin d’une étape . . . .
) . Oui Oui Oui Oui Non
de dénaturation
) Activité RNase de I’ADN Enzyme de .
Agents dénaturant Chaleur RNase H ] o Betaine
polymérase restriction
) Bain marie Bain marie . ) Bain marie ou
Instrumentation Thermocycleur Bain marie

bloc chauffant

* : cible ARN monocaténaire (la technique est spécifique a I’ARN)
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2.7- Le colt

Les méthodes d’amplification isotherme offrent des avantages significatifs par rapport a la

PCR car elles ne nécessitent pas d'appareil colteux et sophistiqué (Tableaux 06 et 07).

Tableau 06. Exemple de fabricants et de produits disponible dans le commerce utilisant la

technologie d’amplification d’acides nucléique isothermes [30].

Durée du test

Méthode Produit Préparation des o Tests ) . Codt en dollars
L ) . Législation . . (échantillonnage -
d’amplification commercialisé échantillons disponibles ) ou euro
résultat)
-Roche Diagnostics Presque
PCR System Oui Oui tOL.JS les 1a2jours 30 a ?O € par
-Bayer micro- pathogene
organismes
Leishmania et
- OligoC-TesT Trypanosoma
-CorisBioConcept . cruzi .
-Belgium Non Oui 100 minutes 26'$ par test
NASBA HPV HSV
-NucliSENSEasyQ - - RSV . 5000$
Oui Oui (CE) SARM VIH-1 120 minutes
-BioMerieuxFrance charge virale
Entérovirus
-Neisseria
gonorrhoeae
-Chlamydia
TMA - APTIMA/Tigris oui (FDA tr@ﬁ?ﬁ:};}'s 3 heures et 30 Non
-Gen-Probe USA et CE) papillome minutes disponible
humain(HPV)
Trichomonas
Vaginalis(TV)
-Neisseria
hoeae
-ProbeTec Becton . gonorrnoe:
SDA -Dickinson & Co Oui out (FDA 'Chlﬁmyd'.a 60 minutes Non disponible
USA et CE) trachomatis
HSV
let2
Non .
(dosages Comp?tlb(lje
_ dans avec plus de
- Genie Il développem fluorescence 13 000$
(OptiGene, UK) PP a base du 15 a 20 minutes
Non ent) dosage
LAMP sothor
. - Non oui (FDA sotnerme . . .
- Illumigene Meridian C. difficile 60 minutes Non disponible
A et CE)
Bioscience Group
B
Streptococcus
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Tableau 07. Tarifs hors taxes en euros des analyses effectuées au niveau des laboratoires de

biologie moléculaire appliqués en France (Octobre 2014).

Coit (£)
|Préparation-Extraction d'échantillons pour recherche par PCR en santé animale Echantillon 12,77
Recherche agents microbiens par P.C.R. temps réel simplex ou multiplex par analyse Analvse 15 88
[individuelle sur sang (extraction comprise) Y '
Recherche agents microbiens par P.C.R. temps réel simplex ou multiplex par analyse Analyse 48,64
findividuelle sur organes (extraction comprise) '
Recherche agents microbiens par P.C.R. simplex ou multiplex par analyses de mélange
sursang (exractioncomprise) __ hase 4990
Recherche agents microbiens par P.C.R. simplex ou multiplex par analyses de mélange Analyse 53,38
suUr organes (extraction non comprise ) ¥ '

2.8- Applications

En vue de la détection et de la quantification de la charge virale, I’utilisation de la méthode
NASBA a montré que le suivi des patients atteints du VIH 1 par la méthode NASBA
NucliSENS EasyQ® HIV-1 v1.1 a une spécificité comparable (99.4 %) et une sensibilité et
sélectivité supérieures aux techniques PCR Versant HIV-1 RNA (Bayer®) et Cobas Amplicor
HIV-1 Monitor version 1.5 (Roche Diagnostic Systems®) [26]. Une autre étude de
quantification par NASBA est également utilisée dans le cadre du suivi de la charge virale des
patients atteints du VHC. Dans ce cas, la sensibilité de la méthode NASBA a été évaluée 10
fois supérieure a celle de la PCR Quantiplex HCV-RNA (Bayer®) et comparable a la
technique HCV Monitor PCR based assay (Roche®) [30]. Des méthodes NASBA ont aussi
été développées dans le diagnostic des infections aux Flavivirus : une approche basée sur la
détection de génes d’enveloppe du West Nile virus a montré une sensibilit¢ 1000 fois
supérieure a celle de la RT-PCR standard et équivalente a la PCR Tagman (Roche®) [46]
[47]. La technique LAMP a été développée pour l'identification rapide d'une grande variété de
bactéries, y compris Staphylococcus aureus, Vibrio parahaemolyticus, Campylobacter jejuni,
Campylobacter coli, espéces de Leptospira, Salmonella Typhi et Escherichia coli.

Kaneko et ses collaborateurs ont prouvé a travers leur étude effectuée sur S. aureus que
LAMP était spécifique par rapport a la PCR. En utilisant des conditions optimales avec un

temps de détection plus court comparé a la PCR dans l'identification de S. aureus [45] [46].
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2.9- Législation et déontologie

Les critéres pour les tests diagnostiques idéals Selon 'OMS (Organisation Mondiale de la
Santé) sont :(1) sensibilité ; (2) spécificité ; (3) faible codt; (4) simplicité ;(5) rapidité ;(6)
acceptable a toute sorte de variation climatique et (7) disponibilité facile des instruments [49].
Les méthodes d’amplification et de détection des acides nucléiques basées sur la PCR
semblent avoir des qualités de sensibilité et de spécificité mais manquent d'autres qualités
comme la rapidité et nécessitent des instruments colteux (thermocycleur). Les techniques
d'amplification isothermes satisfont aux autres qualités énoncées par I'OMS. Parmi les
techniques d'amplification isothermes, LAMP se distingue comme étant un test de diagnostic
efficace. C'est un outil de diagnostic préfére en raison de la facilité avec laquelle il peut étre
effectué méme si le principe et le mécanisme de réaction sont un peu compliqués [50].
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Conclusion

L’amplification de I’ADN est devenue un ¢lément incontournable en biologie moléculaire.
Son application est désormais étendue a plusieurs domaines notamment le diagnostic médical
et I’identification des organismes.

La mise au point des méthodes d’amplification des acides nucléiques in vitro est rendue
possible grace a I’automatisation de ces techniques par 1’utilisation d’un thermocycleur et des
kits spécifiques.

Le but principal de notre étude est d’évaluer et comparer les caractéristiques des techniques
d’amplification isothermes par rapport a la PCR classique. Cette derniére a permis le progres et
I’évolution de la biologie moléculaire ainsi que le développement de plusieurs de ses variantes,
néanmoins, malgré son succes la PCR est peu a peu abandonnée au profit des techniques
d’amplification isothermes qui ont rapidement envahi les laboratoires de recherche et d’analyse
en raison de leurs avantages et applications multiples. Ces nouvelles techniques telles la
NASBA, la TMA, la SDA ou encore la LAMP offrent des avantages considérables comparées
aux méthodes classiques essentiellement le temps et le colt. En plus de la possibilité de
I’amplification de I’ADN et de I’ARN, les méthodes isothermes présentent une meilleure
sensibilité et spécificité. Elles permettent également un gain de temps considérable en évitant
la dénaturation préalable de 1’acide nucléique et le changement de température apres chaque
cycle, aussi, sur le point de vue économique, ces techniques ne nécessitent pas un matériel
sophistiqué pour leur réalisation ce qui les rend nettement moins cher que la PCR classique.
Pour ces différentes raisons, les techniques d’amplification isothermes sont aujourd’hui de plus
en plus répondues dans les laboratoires de biologie moléculaire a travers le monde.

En Algérie, ces méthodes ne sont malheureusement pas encore exploitées dans les
laboratoires en raison de non disponibilité des kits, des amorces et des enzymes. Sans ces
méthodes qui, deviennent obligatoires aujourd’hui, toute recherche menée dans tous les

domaines en biologie restera vaine et sans interét.
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ANNEXE

Atelier de biologie moléculaire : extraction, purification et amplification d’ADN

d’Escherichia coli par réaction de polymérisation en chaine (PCR).

Laboratoire 16; le 25/04/2018 ; heure: 8h30-17h; spécialité : M2 mycologie et

biotechnologie fongique.

Introduction

Notre travail consiste a étudier et comparer ces différentes techniques isothermes par
rapport a la PCR. Pratiquer une de ces techniques au niveau de notre faculté est rendue
impossible vu le manque du matériel nécessaire (kits, amorces, enzymes). A cause de cette
contrainte, on a juste eu I’occasion d’assister a deux ateliers de biologie moléculaire, dont le
premier on s’est contenté de I’observation et le deuxiéme on I’a pratiqué de 1’extraction de

I’acide nucléique a la révélation.

A travers ce rapport, nous allons bien détailler la PCR en abordant notamment ses

différentes étapes, en expliquant les manipulations et en analysant nos résultats.
Etapes de la PCR

Un cycle de PCR est constitué de trois étapes effectuées a des températures différentes
permettant de contrdler 1’activité enzymatique. Pour effectuer ces transitons de températures,
des micro-tubes contenant le mélange réactionnel également 1’acide nucléique a amplifier sont
placés dans un appareil programmable : un thermocycleur. Ce dernier permet d’exposer des
tubes a des températures choisies et pour des durées déterminées par le manipulateur. La

réaction PCR dure environ 2 a 3 h (pour une PCR de 25 a 30 cycles).



_F_T Reéaction de la PCR dans le thermocycleur

‘ |
"/

Mélange réactionnel
‘.

ADN 3 amplifier

Clavier pour programmer les cycles

Sens de migration

Figure 01 : Etapes de la PCR

1)

2)

Buts de Patelier

Extraction d’ADN génomique d’une bactérie a Gram négatif Escherichia coli.
Réalisation d’un profil électrophoretique sur gel d’agarose afin de vérifier la présence
de I’ADN purifié.

Amplification par PCR d’une partie conservée : le géne ADNrl6s ainsi qu’une colonie
d’E. coli en utilisant des amorces spécifiques.

Détection du produit amplifié aprés migration sur gel d’agarose.

Manipulation :
Extraction et purification de ’ADN génomique d’Escherichia coli

«» Extraction

A proximité du bec Bensen (pour éviter toute contamination issue d’ADN étranger), on

préléve une colonie d’Escherichia coli a partir d’une culture pure a 1’aide d’une anse de

platine. Ensuite, on suspend la colonie dans 600 pL de solution de lyse afin d’éclater les

cellules et faire sortir leurs constituants dans la solution grace aux détergents qu’elle contient.

Pour que cette derniére étape soit efficace, une incubation au bain marie a 80°C pendant 5

minutes est nécessaire.



« Purification

Apreés la lyse cellulaire, on ajoute 1 uL. d’ARNase puis on incube a 37°C pendant 15 a 30

minutes pour éliminer les ARN qui constituent une contamination pour I’ ADN.

On laisse refroidir pendant 5min a température ambiante avant d’ajouter 200 pL de
protéinase K afin d’éliminer les protéines qui, tout comme les ARN, constituent une source
majeure de contamination de I’ADN. Apres une incubation dans la glace pendant 5 minutes,
on procede a une centrifugation pendant 3 minutes a 13000 rpm pour ensuite récupérer le
surnageant ne contenant que I’ADN génomique (les protéines et les débris cellulaires de grand

poids moléculaire sont alors dans le culot).
% Précipitation de ’ADN

Dans un tube propre de 1,5 ml, on transfert le surnageant précédemment récupéré et auquel
on rajoute 600 pL d’isopropanol, ce dernier permet la précipitation de I’ADN génomique et
I’apparition d’une pelote blanche. Pour récupérer 1’acide nucléique purifié on doit d’abord
passer par une centrifugation pendant 3 minutes a 13000 rpm pour ensuite récupérer le culot

qui contient I’ADN pur.
% Réhydratation de ’ADN

Un lavage de notre ADN génomique est essentiel et c’est pour cela qu’on ajoute 600 pL
d’éthanol suivi par une centrifugation pendant 3 minutes & 13000 rpm. Apres cette étape on
élimine le surnageant pour ne garder que le culot. Ensuite, on renverse le tube sur du papier

absorbant puis on le retourne et on le laisse sécher a ’air libre.

Enfin, on ajoute 100 uL de solution de réhydratation (dans notre cas c’est I’eau distillée) et

on incube pendant 1h a 65°C. L’échantillon est alors prét pour I’analyse.



Fiche technique

Extraction et purification de ’ADN génomique d’Escherichia coli

Laboratoire 16 de biologie moléculaire ; durée totale : environ 4 heures

Allumage du bec et prélevement

Culture pure

Une ou deux colonies ; conditions

d’une colonie a 1’aide d’une anse d’E.coli stériles

de platine

Suspendre la colonie dans 600 uL. ~ Solution de Trouble S’assurer que la colonie est dans le

de solution de lyse lyse tube

Vortex 3-5 secondes Bien mélanger sans tarder

Incubation au bain marie 80°C Se disposer d’un flotteur

pendant 5 minutes

Refroidissement des tubes pd

5minutes a température ambiante

Ajout d’un 1 pL d’ARNase Enzyme Bien régler la micropipette
ARNase

Incubation & 37°C pendant 15-30 Réglage de la température et la

minutes disposition d’un chronométre

Refroidissement a température

ambiante pendant 5 minutes

Ajout de 200 pL de solution de Solution Bien régler la micropipette

protéinase K ; vortex

protéinase K

Incubation dans la glace pendant 5
minutes

Becher bien rempli de glace

Centrifugation 3 minutes a 13000
rpm

Bien équilibrer les tubes dans la
centrifugeuse
Réglage du temps et la vitesse

Récupération du surnageant a
I’aide d’une micropipette

Veiller & ne pas prélever les débris

Transfert du surnageant dans un
tube propre de 1,5 mL

Dépot de la quantité entiere du
surnageant

Ajout de 600 pL d’isopropanol

Isopropanol

Formation de
pelotes d’ADN

Centrifugation 3 minutes a 13000
rpm

Bien équilibrer les tubes dans la
centrifugeuse
Réglage du temps et la vitesse

Elimination du surnageant

Ajout de 600 pL d’éthanol

Ethanol 270%

Solution
transparente

Centrifugation 3 minutes a 13000
rpm

Idem

Elimination du surnageant

Séchage

Inverser le tube eppindorf sur un
papier absorbant puis le laisser
sécher a I’air libre

Ajout de 100 pL de solution de
réhydratation

Eau distillée

Bien mélanger a I’aide d’une
pipette

Incubation pendant une heure a
65°C




b- PCR

Préparation du mélange réactionnel

Solutions méres Concentrations finales | Quantité par réaction (25 uL)
H20 u.p X X uL

Tampon 10 x 1X 2.5 puL

dNTPs (2,5 mM) 0.25mM 2.5 uL

MgCl, (2 mM) 0.2 mM 2 uL

Amorce Al (10 pL) 0.1 uL 0.5 uL

Amorce A2 (10 pL) 0.1 pL 0.5 uL

Enzyme (au frigo introduit en dernier) | 0.05 U par uL 0.25 pL.

Amorces Séquences Températures de fusion(Tm)
Sens (A1) S’TCAAGTGAATTGACGGGGGC3’ 61°C

Antisens (A2) | 5>GCCCGGGAACGTATTCAC3’ 58°C

On prépare une quantité suffisante du mélange réactionnel pour 11 tubes avant de
disperser 23 uL du mix dans chaque tube pour avoir exactement la méme quantité du mélange
dans tous les tubes, puis on ajoute 2 uL. d’ADN génomique dans chacun.

En ce qui concerne le dernier tube (tube n°3 : PCR en colonie), on verse 25 uL du mélange et

on rajoute une colonie bien isolée d’E.coli.

Les dépbts se feront de maniére organisée afin de ne commettre aucune erreur, pour cela,
on place tous les constituants du mix dans 1’ordre d’introduction dans le porte tube et a
chaque prélévement on doit se placer de maniére a voir ce que ’on préleve et a veérifier
qu’aucune bulle n’a été prélevée par la micropipette. Ensuite on referme chaque tube avant de
déposer I’ADN afin d’éviter et a minimiser les risques de contamination. Enfin, on prend soin
de déposer I’ADN dans le fond du tube pour éviter les pertes sur les bords et optimiser
I’amplification, et on vortex sur les bords du vortex pour homogénéiser le mix avec I’ADN

génomique.

On dépose les 11 tubes dans le thermocycleur qui contient a sa surface interne une fine
couche de paraffine ce qui empéche 1’évaporation du contenu des tubes lors de

I’amplification.

Le thermocycleur est un appareil que I’on programme pour effectuer automatiquement les

cycles de I’amplification avec des températures spécifiques des amorces.



Pour cette séance nous avons programmé 1’appareil pour qu’il réalise :

e Une dénaturation initiale de I’ADN & 94°C pendant 10 minutes

e 25 cycles d’amplification comportant chacun :
o Une phase de dénaturation de I’ADN a 94°C pendant 30 s
o Une phase d’hybridation des amorces a 55°C pendant 30 s
o Une phase d’¢longation des amorces a 72°C pendant 30 S

e Une élongation finale a 72°C pendant 10 minutes.

-

Figure 02 : Thermocycleur utilisé au laboratoire

c- Electrophorése

Le port d’une blouse en coton et a manches longues est obligatoire, des gants jetables. On
doit également placer un papier absorbant sur la paillasse afin d’absorber les fuites possibles
et preparer deux plaques une pour le gel a 1% et autre pour celui de 3%.

Tout d’abord, la poudre d’agarose est pesée a I’aide d’une spatule et d’une balance
électronique. Cette poudre est transvasée dans un erlen dans lequel sont ajoutés les 50 ml du
tampon TBE et on compléte le volume avec de I’eau distillée.

Ce mélange est chauffé quelques minutes dans un four micro-ondes pour faire évaporer
I’eau. Le chauffage entraine la formation d’une mousse abondante en surface, ce qui a été
prévu en utilisant un erlen de volume supérieur a celui de la solution.

Une solution antérieurement préparée de TBE est ajoutée et le mélange est agité

manuellement, flacon ouvert. Pour finir, et au dernier moment, une goutte de BET est ajoutée




(liguide marron conservé dans un petit flacon fermé et étiqueté en raison de la
photosensibilité). Le flacon est & nouveau agité manuellement de fagon & obtenir un mélange
homogeéne.

Le gel est ensuite coulé dans la cuve a électrophorese en prétant attention a limiter les
fuites, les puits sont préparés a 1’aide du peigne. La solidification du gel prend 15 a 25 mn.
Une fois la solidification faite, les plaques sont placées horizontalement dans une cuve
d’électrophorese MUPID (Eurogentec) contenant le tampon et raccordées aux électrodes. Les
fragments d’ADN génomique ainsi que les fragments d’ADN obtenus aprés PCR sont placés
dans les puits des gels pour la migration, Les fragments de I’ADN génomique plus le
marqueur de taille de 1 Kb sont chargés dans le gel a 1% par contre les produits PCR et le
marqueur de taille de 450 Kb dans le gel de 3%.

La séparation électrophorétique est donc realisée pendant 20 minutes a 100 V, une fois la
migration terminée, la révélation se fait par autoradiographie (UV a 280 nm) dans une
enceinte noire, fermée, qui ne peut étre ouverte pendant la diffusion des UV ; la lecture se fait
sur un écran de visualisation (non exposé aux UV). Le gel et la solution tampon qui contient

du BET apres la migration sont traités ultérieurement.

Concertation Quantité | Quantité | Quantité Quantité Temps de | Taille Voltage

du gel du mix de PADN | produit tampon de | migration | marqueur

d’agarose PCR charge

1% 23 uL 02 uL 08 uL 02 uL. 20 1Kb 100 V
minutes

3% 23 uL 02 uL 08 uL 02 uL. 20 450 pb | 100V
minutes




Observation et interpreétation des résultats

a) Migration de I’ADN génomique sur un gel d’agarose a 1%

Une photo aprés la révélation
Comportant les 09 tubes des

Bindmes ; dont le notre est

le tube n=" 07

10

15

-—

n
o
~
@
-]

M 1

Figure 04 : Visualisation des bandes d’ADN sur gel d’agarose (1%)

» M : c’est le marqueur de taille utilisé durant 1’ Atelier : 1 Kb
» Présence de bandes de la méme taille dans les puits 4, 5,6 et 7 ce qui explique la
présence de I’ADN mais d’un taux de signal différent :
e Pour les puits 4, 5,6 : signal fort signifie la présence d’une grande
quantité d’ADN dans 1’échantillon (forte concentration).
e Pour le 7°™ : une bande d’un signal moindre donc une petite quantité

d’ADN présente dans 1’échantillon (c’est le ndtre n°=07)



e Absence totale de bandes pour le reste des tubes : 1, 8, 9 et 10 due a des
erreurs de manipulation, ou une tres petite quantité d’ADN (trés faible

concentration).

b) Migration des produits PCR sur gel d’agarose a 3%

Y | 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 NI

Figure 05 : Bandes de la migration électrophorétique sur gel d’agarose 1%

M : marqueur de taille de taille (100 pb) ; les puits : de 1 a 11 : produits PCR (450 pb)




Dans tous les puits de 1 a 11 : présence de bandes implique qu’il y a eu une PCR donc
amplification d’ADNr 16S de tous les échantillons méme pour les groupes qui n’ont
pas trouvé d’ADN geénomique dans le TP précédent lors de ’extraction (probable
contamination).

Concernant le 1, 3, 4, 6, 8, 9 et le 10°™ puits : présence de bandes de la méme taille
mais qui dépassent celles des marqueurs (il a eu un élution lors de la migration peut
étre).

Le puits n°2 (produit PCR de la colonie): présence de plusieurs bandes car
I’amplification de 1’ensemble de I’ADN existant dans la colonie est réalisée. (un
mélange de tous les ADN)

Le 5™ et le 7°™ puits : présence de 3 bandes donc I’échantillon est contaminé

Le 118 puits : présence d’une seule bande de la méme taille que le marqueur (cas

idéal)
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Abstract

In molecular biology, nucleic acid amplification methods are various and very different.
But the most exploited one is the Chain polymerisation Reaction "PCR". It allows to obtain a
large number of DNA copies in a specific way In Vitro and a short time also. The PCR
reaction is a succession of cycles, each of which consists of three phases with three different
temperatures. In order to speed up the process and improve performance, variants have been
developed to improve the quality, specificity and performance of the process. Also, new
isothermal amplification techniques have emerged, requiring only a single constant
temperature and can be a good alternative to PCR-based techniques. Among the isothermal
amplification methods are NASBA (Nucleic acid sequence based amplification), TMA
(Transcription Mediated Amplification), SDA (Strand Displacement Amplification), and
LAMP (Loop-Mediated Isothermal Amplification).

The aim of the study is to compare the various techniques mentioned, their principles, their
costs, their advantages and disadvantages in order to choose the ideal technique for practice in

different applications.

Keys words : PCR, Isothermal amplification, NASBA, TMA, SDA, LAMP.
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Mémoire de fin de cycle pour I’obtention du diplome de Master en biologie moléculaire des
microorganismes

En biologie moléculaire, les méthodes d’amplification des acides nucléiques sont diverses et la plus
exploitée jusqu’a maintenant est la réaction de polymérisation en chaine ou PCR. Elle permet I’obtention
d’un grand nombre de copies d’ADN de maniére spécifique in vitro et en un temps réduit. La réaction de
PCR est une succession de cycles dont chacun est constitué de trois phases avec trois différentes
températures. Afin d’accélérer le processus et avoir un meilleur rendement, des variantes ont été mises
au point pour améliorer la qualité, la spécificité et la performance de celle-ci. Aussi, de nouvelles
techniques d’amplification dites isothermes sont apparues, ne nécessitant qu’une seule température
constante et pouvant constituer une bonne alternative aux techniques basées sur la PCR. Parmi les
méthodes d’amplification isothermes, on trouve la NASBA : Nucleic acid sequence based amplification
(Amplification basée sur une séquence d'acides nucléiques), la TMA : Transcription Mediated
Amplification (Amplification médiée par transcription), la SDA : Strand Displacement Amplification
(amplification par déplacement de brin), et la LAMP : Loop-Mediated Isothermal Amplification
(amplification isotherme & médiation par boucle).

Le but de I’étude est de comparer les différentes techniques citées, leurs principes, leurs codts,
leurs avantages et inconvénients afin de bien choisir la technique idéale pour I’utiliser dans les

différentes applications.
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