l.a PCR

| -Defimtion : -
L] L] "
.o PCR estun outil fondamental de la brologie moleculare, permet de réd uperel

an tragment d"ADN ou de gene predis, meme présent en quantité infine dans un
mélange puts de le multuphier rapidement. | a PCR a cte decnte pour la |:rrt."||1u.rr
tors par Karry Mullis en 1983 ¢t public en TORS, par la suite elle a valu a Karr

Mulhis e pris Nobel de chimie en 1993,

11-Principe : |
| a PCR et basee sur la capacite de 'ADN polymérase a synthetiser le brin
complementaire, d'un ADN servant de matrice .Pour imtier le processus, un
sepment d acides nucleiques doit 87y associer atin de servir d amorce
Cette amorce ou primer est un oligonucléotide de synthese de 17 a 30 bases de
longueur, et dont la sequence est complémentaire d celle du brin a ampliher
permet de dehimiter les bornes de la sequence a amplitier L association a
VADN aible est suivie de son elongation par la poly mérase, aboutissant ainsi
la synthese d un ADN double brin.
l.a PCR consiste en une succession ey elique de 3 ¢tapes ¢
L.e milieu reactionnel tamponne comprend tous les élements indispensables, les
precurseurs nucleoudiques (ATP,ACTP.ATTP.AGTIP). e cation Mg+ +
indispensable au bon fonctionnement de 'enzyme et A | incorporation correcte
des precurseurs I'ADN polynmicrase et les amorees i ce milieu est ajoute I'ADN
extrait du milieu biologique a ¢tudier

Premieére ¢tape : Dénaturation thermique

Cette etape consiste a séparer par la chaleur les deux brins en rompant les
haisons hydrogenes .1."ADN double brin est chautté.a une lemperature de
Lordre de 94 °C .Cette tempcrature est supérieure A la lemperature de
denaturation (M) de 'ADN passe alors sous forme simple brin .Ces brins
servent de matrice au cours des cycles d amplification. | |

l)uux_iéme ctape :Hybridation de amorces oy annealing
L e milicu réactionne! et amene 4 une e
amorces .Ce Im estionction de la o6
70 ¢ 1 es amorces en large exceés s
comportant la séquenge complé¢

mperature inferieure au I'm des

quence et est en genéral de 1'ordre de 454

"hybrident 4 : | S |
, out I'ADN simple
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Troisieme étape : ' 'ongation et extension d_amorces
Une ADN polymi rase (la tag polymérase) allonge les amorces en v incorporant

les désoxynucléotide: complementaires de la sequence de la matrice a laquelle
est hybridee.
| a synthese s'effectoe dans le sens $7-»374 72°C  Temperature optimale ‘A al
fin du cycle, deux « opies de la sequence d”ADN cible sont obtenues.
LN nouveau cvole commence par I'¢tape de dénaturation, suivie successivement
des étapes d hybrdation et d'extension A chaque cycle correspond le
doublement du nemb ¢ de copies de la séquence cible.
De maniere genera'e 15 a 40 cycles sont ettectués, génerant un nombre
considerable de copies de la sequence cible.
L. amplification skexponentielle .1 e rendement de la réaction n’atteint jamais
100%,.
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