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Introduction  

 

 Le laboratoire de génétique médicale appliquée au diagnostic des maladies 

génétiques du CHU de Nantes s’est spécialisé dans la détection d’une dizaine de 

maladies (Syndromes de l’X fragile, Hémochromatoses, Acrodermatite, 

Mucoviscidose, Myopathies...) dont la maladie de Steinert. 

 

 La maladie de Steinert (ou Dystrophie Myotonique de type 1) est une maladie à 

extension de répétitions instables1 à transmission autosomique dominante. Dans la 

séquence 3’UTR du gène codant pour la protéine DMPK (Myotonic Dystrophy 

Protein Kinase), située en 19q13-2, existe une région comportant des répétitions de 

triplets instables CTG. Cliniquement, les symptômes sont tellement variables qu’on 

les a classé en fonction du nombre de répétitions de CTG (Fig. 1). 

 

Fig. 1  : Tableau de correspondance entre le nombre de répétitions et les symptômes 

cliniques – D’après Harris et al. (1996) 

 

Classe Phénotype 
Nombre de 
répétitions Taille en kB Symptômes cliniques 

1 Peu sévère 50 - 80 <0,45 
Cataracte et légère atteinte 
musculaire se déclarant 
tardivement 

2 Classique 100 -1000 0,3 - 3 

Myotonie, perte musculaire, 
atrophie gonadique, calvitie 
prématurée, défauts de 
conduction cardiaque 
survenant à l'adolescence 
ou durant la vie adulte. 

3 Congénital >1000 1,5-6 
Hypotonie, retard mental, 
dysplasie faciale, mortalité 
natale fréquente.  

 
 

                                                 
1 Autrement appelées « maladies à expansion de triplets ». Cette appellation n’est plus tout à fait 

appropriée dans la mesure où on sait qu’il existe des maladies, comme la Dystrophie Myotonique 2, 

qui se manifestent par des extensions de quadruplets répétés (ici CCTG).  
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 Outre le fait de pouvoir déterminer les personnes atteintes et transmettrices de 

la maladie de Steinert, le diagnostic par biologie moléculaire permet de faire du 

dépistage pré natal afin de proposer éventuellement aux familles qui attendraient un 

enfant porteur de plus de 1000 répétitions, une interruption médicale de grossesse. 

Effectivement, la maladie de Steinert présente le phénomène d’amplification : le 

nombre de répétitions et donc la gravité du phénotype s’accroît avec les générations 

successives.   

 

 Nous allons voir comment une technique dérivée de la PCR, utilisée en 

première intention, permet de diagnostiquer une maladie de Steinert.  
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1 – L’extraction de l’ADN  

 

 L’extraction de l’ADN est réalisée grâce à un kit comprenant les différentes 

solutions nécessaires à cette opération qui dure une heure environ. Tout au long de 

l’année, d’autres produits sont testés par les techniciens, leur permettant de pouvoir 

choisir les plus efficaces à utiliser en routine. Cette technique n’est pas spécifique du 

diagnostic de la maladie de Steinert, mais concerne l’ensemble des pathologies.  

 

 Actuellement, le kit d’extraction de l’ADN utilisé à l’Institut de biologie de 

Nantes est le Nucleon® commercialisé par Amersham Biosciences©. Il comprend 3 

solutions parmi lesquelles une résine. Elle permet en fin de manipulation, d’obtenir 

l’ADN en phase aqueuse séparé physiquement par une barrière de résine de la 

phase organique (avec pour solvant, le chloroforme).  

 

 Avant de commencer la procédure d’extraction proprement dite, le technicien 

dépose du sang sur un papier buvard spécialement conçu pour la conservation à 

long terme. Aussi, s’il y avait besoin de lancer une nouvelle PCR dans le futur, il 

suffirait de découper un petit disque dans le papier buvard imbibé du sang du patient.  

 

 Auparavant, les tubes de sang étaient congelés et conservés en l’état, ce qui 

occupait beaucoup de place. La technique du papier buvard permet de réduire 

considérablement les problèmes de stockage et de température de conservation.  

 

 L’extraction à partir du tissu sanguin permet d’obtenir une solution aqueuse 

d’ADN, qui est alors stockée à 4°C jusqu’à son util isation.  

 

2 – La nécessité de la TP PCR  

 

 La technique de la TP PCR (pour Triplet repeat Primed Polymerase Chain 

Reaction) a été mise au point par Jon Warner en 1996 afin de pouvoir identifier les 

répétitions de triplets.  
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 En effet, l’utilisation d’une PCR classique à deux amorces (P1 et P2) n’est pas 

possible, puisque la Taq Polymérase fait des erreurs lors de la réplication de la 

séquence riche en CTG - dans le cas de la maladie de Steinert - (Fig. 2A) en ajoutant 

des répétitions. Donc, le nombre de CTG obtenus dans les fragments amplifiés par 

PCR traditionnelle n’est pas forcément conforme au nombre réel de fragments 

contenus dans l’ADN génomique du patient. Comme le but du diagnostic 

biomoléculaire est, dans le cas de la maladie de Steinert, de connaître le nombre de 

répétitions dans l’ADN génomique matriciel, il a donc fallu mettre au point une 

nouvelle technique.  

 

3 – Les amorces P1 et P4  

 

 L’idée de Warner est d’utiliser trois amorces différentes dans la TP PCR. 

Chacune présente une particularité.  

 

 L’amorce P1 de TP PCR (Fig. 2B) est identique à l’amorce P1 que l’on 

pourrait utiliser en PCR traditionnelle. Elle est complémentaire d’une séquence située 

en amont de la zone d’extension de répétitions instables. 

 

 L’amorce P4 est complémentaire de 5 répétitions CTG (Fig. 2B) : elle 

s’apparie sur une séquence 5’ CTG CTG CTG CTG CTG  3’ contenue dans la partie 

3’UTR du gène codant pour la DMPK. C’est parce que le nombre de répétitions le 

plus faible et le plus courant est de 5 CTG que l’on a conçu l’amorce P4 pour la DM1 

avec 5 répétitions (Fig. 3).  

 

 Si on n’a que 5 répétitions dans un allèle, P4 n’aura qu’une seule possibilité 

pour se fixer. Mais si on a 11 répétitions, par exemple (Fig. 2B), l’amorce aura 7 

possibilités pour s’apparier sur l’ADN génomique. En effet, elle peut s’apparier sur les 

5 premiers CTG, les 5 suivants, et ainsi de suite jusqu’aux 5 derniers. Aussi, dans ce 

cas, on aura 7 tailles de brins néosynthétisés correspondant aux différentes positions 

aléatoirement choisies par l’amorce P1 pour s’apparier dans la zone de répétitions 

CTG. Dans la figure 2C ne sont représentées que 3 de ces 7 possibilités de 

néosynthèse. 
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Fig. 2 : Schéma de la technique de TP PCR (d’après Warner et al., 1996)  
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4 – Pouvoir différencier les deux allèles  

 

 La séquence répétitive en 3’UTR du gène codant pour la protéine DMPK est 

hautement polymorphique, que ce soit chez les individus normaux (Fig. 3) ou mutés. 

La proportion d’homozygotes pour ce caractère est donc faible.  

 

Fig. 3  : Répartition du nombre de répétitions CTG dans la population générale. 

(Brook et al., 1992)  

 

 Les allèles les plus fréquents chez les individus sains comportent 5, 11, 12 et 

13 répétitions.  

 

 Si l’on regarde l’évolution de la quantité d’ADN amplifié en fonction du nombre 

de cycles de PCR (Fig. 4), on constate qu’on a toujours une phase exponentielle et 

une phase asymptotique horizontale. Quelque que soit la quantité d’ADN de départ, 

la limite en +¥  est toujours la même. Donc, au bout de 30 cycles, pour une quantité 

d’ADN de départ de 1 ou 2X, la quantité d’ADN finalement obtenue est quasiment 

identique (D 30 est très faible). En revanche, si l’on se place à 22 cycles, on tombe 

en plein dans la phase exponentielle, et D 22 devient très grand.  
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Fig. 4  : Evolution de la quantité d’ADN néosynthétisée en fonction du nombre de 

cycles de PCR 

 

 

 Le génotypage se basant sur l’intensité du signal fluorescent émis par les 

brins d’ADN néosynthétisés, il fallait donc concevoir une PCR qui permette de faire la 

différence entre une quantité simple et double d’ADN, correspondant à la présence 

de 1 ou 2 allèles au nombre d’extensions différents. Aussi, il faut arrêter la synthèse 

durant la phase exponentielle, préférentiellement après 22 cycles.  

 

 Pour ce faire, il suffirait d’arrêter le thermocycleur à 22 cycles et d’analyser les 

brins obtenus par un séquenceur. Le problème est qu’à ce niveau, la quantité d’ADN 

néosynthétisée est trop faible, et peut être confondue avec le bruit de fond (voir Fig. 

9A - blanc).  

 

 Donc, Warner a utilisé une astuce de Neil et Jeffreys qui consiste à mettre 10 

fois moins de l’amorce P4 par rapport à P1, ce qui arrête la néosynthèse en phase 
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exponentielle. Après, il s’agit d’amplifier spécifiquement les brins néosynthétisés en 

conservant les proportions.  

 

5 – L’amorce P3 et l’extrémité 5’ de l’amorce P4  

 

 Nous avons déjà évoqué le site d’appariement de l’amorce P4 sur les 

répétitions CTG situés à son extrémité 3’.(Fig.5)  

 

 L’extrémité 5’ de cette amorce comporte une séquence singulière et qui 

répond à trois critères fixés par Jon Warner.  

 

 1 – Elle ne permet pas l’auto-complémentarité, qui donnerait des formes en 

épingles à cheveux par appariement de séquences toutes deux contenues dans 

l’amorce.  

 

 2 – Elle ne peut pas s’apparier avec des séquences (GCA)5 ou (TGC)5. En 

effet, elles sont complémentaires des séquences (CTG)5 ou (GAC)5 (Fig. 5). 

L’amorce P4 ne doit s’apparier que sur 5 séquences, correspondant au nombre de 

répétitions le plus fréquent.  

 

Fig. 5  : Relation entre les séquences 
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 3 – Elle ne doit avoir aucune homologie avec des séquences humaines 

connues. Elle ne s’apparie donc pas avec la matrice d’ADN génomique.  

 

 L’amorce P3 est complémentaire de cette séquence spécifique, que l’on 

détermine aléatoirement, en tenant compte des 3 indications ci-dessus. Elle permet 

d’amplifier spécifiquement les brins néosynthétisés en conservant les proportions. 

Cela permettra d’augmenter le rapport signal/bruit lors du génotypage, et par 

conséquent, de visualiser plus facilement les résultats par la suite.  

 

6 – Programmation du cycle de TP PCR sur thermocycl eur  

 

 De façon pratique, la technique de TP PCR appliquée au diagnostic de la 

maladie de Steinert prévoit l’utilisation de la Taq Polymerase Platinium. 

 

 Le thermocycleur utilisé pour cette PCR est le PTC 200 commercialisé par MJ 

Research. Il comporte les étapes suivantes : 

 

 * 94°C pendant 10 minutes 

 * 94°C pendant 10 secondes 

 * 60°C pendant 30 secondes           30 fois 

 * 72°C pendant 30 secondes 

 * 72°C pendant 10 minutes 

 * 15°C jusqu’à arrêt du thermocycleur.  

 

7 - Génotypage  

 

 L’amorce P3 est marquée par un fluorochrome à son extrémité 5’. C’est ce 

fluorochrome qui marque la plupart des brins d’ADN néosynthétisés qui permet 

d’analyser les résultats de la TP PCR.  

 

 La solution obtenue après TP PCR est analysée par un séquenceur 

monocapillaire (Fig. 7). Au laboratoire de diagnostic des maladies génétiques du 
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CHU de Nantes, la machine utilisée est le Genetic Analyser  ABI PRISM ™ 310 

commercialisé par Applied Biosystems.  

 

 Le principe de fonctionnement du séquenceur ressemble à celui du Southern 

Blot. La solution contenant les fragments amplifiés et marqués avec un fluorochrome 

montent le capillaire, sur une matrice plus fluide que le gel d’Agarose : le Pop. Les 

fragments migrent en fonction de leur taille, les plus petits avant les plus grands, 

suivant le sens des flèches de la Fig. 7. 

 

Fig. 7  : Schéma simplifié illustrant le mode de fonctionnement du séquenceur 

 

 

 En installant le pop, il faut faire attention à ne pas mettre de bulle d’air dans le 

capillaire qui peut servir à environ 1000 analyses.  

 

 Le fluorochrome contenu sur les séquences est détecté par un laser. 

L’intensité du signal obtenu est proportionnel à la quantité d’ADN marqué. Les 

données sont numérisées sur Macintosh Apple, puis doivent être modifiés pour être 

exploitables sous Windows, système d’exploitation utilisé par le CHU.  
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8 – Résultats obtenus  

 

 8. 1 – Explication théorique 

 

 Pour comprendre l’allure des courbes que l’on obtient avec le séquenceur, 

prenons l’exemple d’un patient dont le génotype est 7 et 12 répétitions de CTG en 

3’UTR du gène DMPK (Fig. 8). 

 

 Entre 1 et 4 répétitions de CTG, on n’a aucune amplification car l’amorce P4 

ne s’apparie que sur 5 CTG consécutifs : il n’y a pas de signal car il n’y a aucun brin 

comportant 4 répétitions ou moins qui peut être amplifié. 

 

Fig. 8  : Schéma expliquant l’allure des courbes obtenues 

 

 

 

 Entre 5 et 7 répétitions, on a des pics de hauteurs 2X correspondant aux 

superpositions des signaux émis par les ADN néosynthétisés à partir des 2 allèles. 

En effet, l’amorce P4 s’apparie au hasard sur 5 répétitions de CTG. Donc pour 7 

répétitions, on aura des ADN néosynthétisés comportant 5, 6 et 7 répétitions. Mais 

pour l’allèle qui comporte 11 répétitions, on aura aussi des brins néosynthétisés de 5, 
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6 et 7 répétitions. Ceci explique que la hauteur des pics correspondant à 5, 6, 7 

répétitions soit de 2X. 

 

 Comme on a fait en sorte d’arrêter la synthèse à partir de la matrice en phase 

de croissance exponentielle, lorsque l’on passe à 8 répétitions, on a environ deux 

fois moins d’ADN néosynthétisé, car on a deux fois moins d’ADN matriciel 

génomique : ceci explique la cassure de moitié de la courbe. 

 

 Au-delà de 12 répétitions, on n’a plus de signal.  

 

 Au final : 

- le premier pic correspond à 5 répétitions,  

- on lit le nombre de répétitions dans le premier all èle au niveau du pic 

qui précède la cassure de moitié,  

- on lit le nombre de répétitions dans le deuxième al lèle au niveau du 

dernier pic.  

 

 8.2 – Remarques pratiques  

 

 Comme la synthèse des fragments courts prend moins de temps que celle des 

fragments longs, la probabilité d’obtenir des fragments courts diminue avec 

l’augmentation du nombre de CTG – en dehors de la cassure de moitié et de l’arrêt 

du signal -. Ceci explique la légère décroissance de la hauteur des pics consécutifs 

que l’on rencontre sur les résultats réels.  

 

 Il est possible que le patient testé soit homozygote. Dans ce cas, au lieu 

d’avoir une cassure correspondant à la moitié de la hauteur du pic précédent, on a 

une cassure totale avec obtention directe de l’asymptote horizontale.  

 

 Parfois, le patient testé a des extensions : dans ce cas, après la cassure de 

moitié, on a des pics de hauteur décroissant de manière régulière (cas du patient 9B 

de la Fig. 9). Pour un faible nombre d’extensions, on peut voir une hausse de la taille 

des pics après la diminution, permettant de comptabiliser le nombre d’extensions 
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sans investigation supplémentaire. Mais pour un grand nombre de répétitions, ce 

phénomène n’est pas visible : on ne pourra donc pas déterminer avec précision le 

nombre de répétitions avec la TP PCR.  

 

 8.3 – Lecture des résultats 

 

 Les résultats sont lus sous GeneScan Analysis. On obtient des courbes, 

comme celles que l’on peut voir sur la Fig. 9A. En général, 4 graphes sont imprimés 

sur la même feuille. 

 

 La courbe 1B de la figure 6 est un blanc : c’est une courbe obtenue après 

passage d’une solution dénuée d’ADN dans le capillaire qui permet de vérifier s’il est 

en état de marche. On n’obtient qu’un bruit de fond, qui ne doit pas être important. 

Ici, l’échelle est plus petite que sur les courbes suivantes. 

 

 La courbe 2B est la K562. C’est une solution de référence, comportant 

toujours deux fragments correspondant à deux allèles à 5 et 13 répétitions. Elle 

permet de vérifier le bon fonctionnement du séquenceur, en vérifiant si le génotype 

obtenu est bien 5/13.  

 

 Les courbes suivantes sont détaillées dans les zooms. Pour un génotype avec 

extension, on constate la diminution très progressive de la hauteur des pics après la 

cassure de moitié. 
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Fig. 9  : Graphiques obtenus sous GeneScan Analysis 

A – Impression 

 

B – Zooms 
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Conclusion  

 

 

 La TP PCR est une méthode précise et rapide. Toutes étapes mises bout à 

bout, il faut environ cinq heures pour obtenir les résultats. Elle présente également 

tous les avantages de la PCR traditionnelle en termes de sensibilité et de spécificité.  

 

 Par contre, elle ne permet pas de quantifier précisément le nombre 

d’extensions, sauf s’il est faible. De plus, il a été remarqué des cas de faux 

homozygotes : des profils apparaissaient comme étant ceux de personnes 

homozygotes pour le nombre de répétitions de CTG étaient en réalité des porteurs 

d’un grand nombre d’extensions.  

 

 Aussi, même si la TP PCR reste un excellant bon examen de première 

intention, elle ne permet d’exclure que les patients hétérozygotes sains, ce qui 

constitue la majorité des patients. Pour les porteurs de grandes extensions et les 

homozygotes, il est nécessaire de pratiquer un Southern Blot en deuxième intention, 

qui permettra d’estimer le nombre de répétitions du triplet CTG. On utilisera l’enzyme 

de restriction EcoRI. En revanche, cette technique est beaucoup plus longue : il faut 

environ une semaine pour réaliser un Southern Blot. De plus, des produits 

extrêmement toxiques sont manipulés : Bromure d’Ethidium (BET), Phosphore 32 

radioactif…  

 

 Auparavant, le Blot était la technique de première intention. Nul doute que 

l’utilisation de la TP PCR dans le diagnostic biomoléculaire de la maladie de Steinert 

a considérablement augmenté la rapidité des résultats et amélioré les conditions de 

travail des techniciens de laboratoire. Néanmoins, le Southern Blot est encore 

irremplaçable à l’heure actuelle.  
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