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La PCR quantitative :

un nouvel outil

pour lI'analyse médicale

Jean Peccoud

Depuis 1988, des méthodes de mesure
quantitative de UADN et de 'ARN
ont été décrites, a partir d’'une
amplification par PCR. La
quantification du produit est le
premier probleme a résoudre, la
reproductibilité et l'étalonnage sont
cnitiques du fait de la trés grande
sensibilité de cette technique. L'ajout
d’une référence interne ou externe, la
plus proche possible du produit a
mesurer, est indispensable. Des
méthodes sont en plein développement,
telles que quantification par
compeétition et immuno-PCR, qui
permettent d'envisager que la PCR
quantitative devienne une méthode de
mesure de routine clinique.
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Initialement mise au point a des fins
de diagnostic [1, 2], la polymerase
chain reaction (PCR), que I'on peut
traduire en francais par «réaction
de polymérisation en chaine », s'est
progressivement imposée comme un
des outils essentiels du biologiste
moléculaire (m/s n° 8, vol. 4, p. 515).
Elle proceéde par cycles de tempéra-
ture, chaque cycle pouvant étre
décomposé en trois étapes. La
fusion, ou dénaturation, s’effectue a
une température supérieure a 90° C
et permet d’obtenir des matrices
d’ADN simple brin. L’hybridation
suit a une température nettement
plus basse qui dépend beaucoup de
I'expérience. Au cours de cette
étape, les oligonucléotides de
synthése qui délimitent la séquence
a amplifier s’apparient a la matrice
simple brin. La température de cette
étape doit étre calculée précisément
afin d’éviter les hybridations non
spécifiques. Au terme de cette étape,
des amorces de polymérisation sont
formées. Elles pourront étre complé-
tées au cours de I'étape suivante,
dite d’élongation, dont la tempéra-
ture est généralement d’environ
72°C; cest ainsi que s’achéve un
cycle au cours duquel la quantité
d’ADN a pratiquement doublé. La
disponibilit¢ d’ADN polymérases
thermorésistantes permet d’enchai-
ner plusieurs dizaines de ces cycles.
Clest cet enchainement lui-méme
que I'on nomme PCR. De trés nom-
breuses autres applications ont été
trouvées a la PCR. En fournissant de
grandes quantités d’ADN a partir de
petits échantillons biologiques, elle

permet de caractériser certaines
séquences génomiques dun intérét
particulier. Grace a cette méthode,
il est possible de séquencer de petits
fragments génomiques sans devoir
passer par une étape de clonage
préalable. De ce fait, la PCR s’est
affirmée comme un moyen privilé-
gié de diagnostic des maladies d’ori-
gine génétique. La faible quantité
de matériel nécessaire a I'amplifica-
tion permet, par exemple, de pro-
céder a un diagnostic sur un feetus
issu de fécondation in wvitre avant
son implantation. La PCR a permis
de proposer des méthodes nouvelles
de typage HLA, fondées non plus
sur des spécificités antigéniques mais
directement sur la détection, par
hybridation d’oligonucléotides, des
séquences des différents haplotypes.
Enfin, les méthodes d’identification
génétique ont beaucoup progressé
grace a la PCR (3, 4].

Par ailleurs, la PCR est venue renou-
veler quelques-unes des techniques
de base de la biologie moléculaire.
De nouveaux protocoles de mutage-
nese dirigée, de séquencage, de clo-
nage, etc. nécessitant une étape
d’amplification enzymatique ont vu
le jour et se sont révélés particulie-
rement puissants.

A co6té de ces applications, déja lar-
gement répandues, émerge, plus
lentement, un nouveau domaine :
celui de la PCR dite quantitative.
Sous certaines conditions, il est en
effet possible de relier la quantité
d’ADN produite par amplification a
la quantité présente initialement,
dans le milieu réactionnel. Du fait
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de la trés grande sensibilité de la
procédure, il y a au moins une pos-
sibilit¢ théorique d’'un dosage de
quantités trés faibles d’ADN par
PCR. Toutefois, du fait méme de
cette grande sensibilité, de nom-
breux problémes surgissent lors de
la réalisation du dosage ; de faibles
variations des conditions expérimen-
tales provoquent de faibles variations
du rendement de I'amplification qui
se traduisent par de grandes fluctua-
tions de la quantité finale d’ADN
produite par I'amplification. Il y a
donc un probléme de reproductibi-
lité et d’étalonnage de ces dosages
fondés sur une réaction en chaine.
En fait, la mise au point d’un
dosage par PCR est un domaine de
recherche trés actif; 1activité
déployée dans cette direction est jus-
tifiée par I'étendue des applications
possibles en recherche fondamentale
et surtout en analyse médicale. La
PCR prend de plus en plus d’'impor-
tance comme outil de diagnostic. La
maitrise du dosage par PCR éten-
drait encore considérablement le
champ des applications cliniques de
cette méthode. Ses enjeux économi-
ques expliquent I'intensité des
efforts de recherche et de dévelop-
pement déployés par d’importants
acteurs industriels autour de Ia
quantification des produits de PCR
et de I'automatisation de la procé-
dure.

I Principe

Au cours d'un cycle de PCR, chaque
molécule est susceptible de se dupli-
quer. Le rendement, ou taux
d’amplification, notér, est la propor-
tion moyenne des molécules se
dupliquant au cours d'un cycle.
L’expérience montre que cette pro-
portion est souvent élevée, typique-
ment d’environ 80% a 90%. Le
nombre initial de molécules de
type X dans la solution est noté X,
et, plus généralement, X, est le
nombre de molécules de type X
présentes dans le milieu réactionnel
a l'issue du n® cycle. Apreés le pre-
mier cycle d’amplification, toutes les
molécules initialement présentes
sont toujours la et une fraction r
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d’entre elles a donné une descen-
dance d’une molécule; cela
s’exprime par:

(1) X=X, + rX,=X, (1 +1).
Le méme raisonnement s’applique
au deuxiéme cycle:

(2) Xy=X; (1+1) = X, (1+1)2
Plus généralement, la relation sui-
vante décrit la maniére dont évolue
le nombre de molécules au cours
des différents cycles d’amplification :

(3) Xn = X(] (1+r)n_

De cette premiére relation en
découle une seconde sur laquelle
repose la possibilité d’étalonner un
dosage par amplification. Si Y est
une seconde séquence amplifiée
dans les mémes conditions que X,
de telle sorte que le taux d’amplifi-
cation de Y puisse étre supposé égal
a celui de X, il vient:

(4) Xn = X(I

Y, Y,

n

Le rapport des deux quantités reste
donc constant au cours de 1'ampli-
fication. Si Y, est connu, il est pos-
sible d’en déduire X, sans connai-
tre le taux d’amplification.

En réalité, cette croissance de la
quantité des produits de I'amplifica-
tion n’est observée que pendant les
premiers cycles. Au bout d'un cer-
tain temps, la croissance se ralentit
et la quantité des produits tend vers
une limite. C’est le «plateau» de
I'amplification. La quantification est
possible dans la phase de croissance
exponentielle en vertu de la relation
linéaire suivante déduite de
I'égalité (3) :

(5) Log(X,) = Log(X,) + nLog(l+r).

I Quantification

Si le principe sur lequel repose le
dosage est unique, la mise en ceu-
vre d’'un dosage est possible selon
différentes modalités. Une méthode
de mesure de la quantité d’ADN, et
généralement une méthode de sépa-
ration, doivent étre choisies. Le type
d’observation peut aussi varier. La
mesure de la quantité d’ADN peut
étre faite a la fin de I'amplification
ou a plusieurs reprises au cours de
I'amplification. Dans tous les cas, un
étalonnage de la méthode par rap-

port a une référence de quantité
connue est nécessaire. Un point
important doit aussi étre souligné.
La limite inférieure de sensibilité —
la quantité minimale détectable par
une méthode — est habituellement
un facteur critique dans I'étude de
séquences rares (séquences génomi-
ques, ARN messagers). Pour la
détection de produits d’amplification
en vue d’un dosage, la limite de
sensibilit¢ d’une méthode de
séparation-quantification est un cri-
tére secondaire. Un produit de PCR
n'est jamais rare puisqu’il suffit
d’adapter le nombre de cycles
d’amplification a la quantité initiale
de la séquence étudiée. Pratique-
ment, il est toujours possible de
trouver des conditions permettant
d’obtenir des quantités de I'ordre
du microgramme des séquences
amplifiées. En revanche, une atten-
tion particuliére doit étre portée a
I'’étendue de la gamme de concen-
tration sur laquelle une méthode de
quantification est reproductible et
linéaire ; la précision du dosage en
découle.

La séparation des produits n’est pas
forcément nécessaire dans le cas de
I'amplification d’une séquence uni-
que et certains protocoles se dispen-
sent de cette étape [5, 6]. Toutefois,
trées couramment, les protocoles
comportent une phase de séparation
qui permet de vérifier que I'ampli-
fication a été spécifique ou de sépa-
rer les produits de I'amplification de
différentes séquences cibles. La
méthode de séparation la plus clas-
sique pour les fragments d’ADN est
I'électrophorése sur gel d’acrylamide
ou d’agarose. L’ADN peut étre
coloré par le bromure d’éthidium et
analysé par des techniques de spec-
troscopie performantes [7, 8]; la
limite de détection de ces techni-
ques est de 'ordre du nanogramme.
De nouvelles colorations ont méme
été récemment mises au point en
vue d’'une quantification précise de
petites quantités. Par exemple, le
couplage d’une des amorces de la
PCR a un agent chélatant de I'ion
Eu3+ permet d’obtenir une fluores-
cence ayant un fort rapport
signal/bruit bien adapté a
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quantification précise [9]. Sa limite
de sensibilité se situe autour de
5ng.

L'usage de radio-isotopes est tres
répandu. L’amplification peut étre
conduite dans un milieu contenant
un des nucléotides marqué au
2P [10-12] ; le signal est, dans ce
cas, proportionnel a la longueur de
la cible. Les oligonucléotides amor-
ces peuvent aussi étre marqués par
kination [13]. Aprés migration, le
gel est exposé contre un film d’auto-
radiographie et l'intensité du signal
estimée a I’ceil ou mesurée par den-
sitométrie [11]. Il est aussi possible
d’exciser les’bandes et de mesurer
leur radioactivité par scintilla-
tion [11]. L’utilisation de plaques au
phosphore et des outils radiologi-
ques numériques diminue les temps
d’exposition d’'un facteur 50, permet
d’étendre la zone de linéarité a qua-
tre ordres de grandeur, de traiter et
d’analyser les signaux enregis-
trés [12].

Le marquage froid des amorces se
révele d’un intérét particulier en
vue de la généralisation du dosage
par PCR. De nombreux protocoles
ont été mis au point. Le couplage
d’une amorce a la fluorescéine per-
met ['utilisation d’un séquenceur
automatique [14]. La trés grande
spécificité des interactions biotine-
streptavidine permet d’imaginer de
nouvelles méthodes de séparation. Il
est, par exemple, possible d’utiliser
deux amorces dont l'une est mar-
quée a la biotine et I'autre a la fluo-
rescéine. Les produits de 'amplifica-
tion sont séparés au moyen de bil-
les magnétiques recouvertes de
streptavidine ; la dénaturation en
milieu alcalin libére le brin marqué
par la fluorescéine dont la fluores-
cence permet de quantifier les pro-
duits fixés sur les billes [15]. Cette
méthode ne permet pas de contro-
ler la spécificité de I'amplification et
le signal mesuré n’est pas linéaire
en fonction de la quantité a détec-
ter, mais 'ensemble de la manipu-
lation — c’est-a-dire PCR et quanti-
fication — peut étre conduit en pla-
que de microtitration, ce qui facilite
grandement l'automatisation de la

s procédure.

1380

30 1 Log (Szs)
I A .
28 4
[ ]
1 [ ]
26 + -
[ ]
4+ [ ]
24 4
1 . o
22 :: O
20+
[ ]
8 9 10 M 12 13 14
Log (So)
4 +Log (S/E)
.
4 '/.
ot
w0
Y
8 10 12 14
Log (S)

Figure 1. Avantage de la PCR compétitive. Les données utilisées dans
ce graphe sont produites par simulation [33]. Une gamme de 10 dilutions d’un
étalon S est mélangée avec une quantité unique d’échantillon a doser E.
L’ampilification est conduite pendant 25 cycles, le rendement d’amplification
est constant au cours des 25 cycles pour un mélange donné, mais varie aléa-
toirement d’'un mélange a I’autre entre 60 % et 90 %. Au terme des 25 cycles,
les produits d’amplification sont séparés et quantifiés. En A, est reporté le
logarithme de la quantité de produit obtenu aprés 25cycles, LoglS,], en
fonction de la quantité initiale de S, Log[S,]. Du fait des variations de ren-
dement, ce nuage de points est assez dispersé. En B, est reporté le Log[S/E]
des quantités aprés amplification en fonction du Log[S] avant amplification.
L’effet de cette standardisation est assez spectaculaire. Il doit étre noté que
les données produites dans cette simulation étaient bruitées avec une erreur
d’environ 5 %.
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De nombreux protocoles reposent
sur une étape d’hybridation des pro-
duits de PCR [2, 16-20]. Ces métho-
des offrent l'avantage d’une plus
grande sensibilité avec des seuils de
détection de I'ordre du picogramme
mais leur linéarité est difficile a
établir.

La séparation par chromatographie
liquide haute performance (HPLC)
pourrait devenir rapidement un
moyen particuliéerement bien adapté
a la quantification des produits de
PCR [21-23]. L’utilisation de colon-
nes échangeuses d’anions permet
une séparation de résolution au
moins équivalente aux plus fines
résolutions obtenues par électropho-
rése. La quantification se fait par
intégration numérique des pics de
densité optique a 260 nm en sortie
de colonne. Ce signal a l'avantage
de présenter une bonne linéarité
sur plusieurs ordres de grandeur,
tout en ayant une limite de sensibi-
lité inférieure au nanogramme. Elle
ne nécessite aucun marquage parti-
culier des amorces, ni de procédure
particuliere en cours d’amplification.
De plus, comme la mesure est
directe, cette méthode est la seule
a mesurer de maniére absolue des
quantités d’ADN. Les autres métho-
des reposant sur des « colorations »
au sens large (comprenant aussi par
exemple les méthodes de détection
par hybridation d’une sonde mar-
quée) donnent des signaux qui
dépendent de cette coloration. Il
faut donc les comparer a des
signaux provenant de quantités con-
nues. De surcroit, une chromatogra-
phie HPLC est facilement automati-
sable, elle est rapide et permet,
éventuellement, la récupération
pour une utilisation ultérieure des
fragments aprés séparation.

I Etalonnage

Les méthodes d’estimation de la
quantité initiale sont presque aussi
nombreuses que les utilisateurs de
PCR quantitative. Des familles de
méthodes peuvent néanmoins étre
distinguées en établissant les regrou-
pements en fonction des parametres
suivants. Pour une amplification, la
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mesure peut étre faite sur des
échantillons prélevés en cours
d’amplification; le dosage repose
alors sur ’observation cinétique de
I'amplification. La mesure peut aussi
étre faite une fois, dans la phase de
croissance exponentielle. Le dosage
doit alors étre calibré par des expé-
riences préliminaires de facon que
I'observation soit faite a un stade
suffisamment avancé de I’amplifica-
tion pour que la quantit¢ d’ADN
amplifiée soit facilement détectable.
Cependant, I'observation ne doit pas
étre faite trop tardivement afin de
ne pas atteindre la phase de pla-
teau. La trés grande sensibilité de
I'amplification a de petites variations
du taux d’amplification nécessite
d’amplifier des références de quan-
tités connues en méme temps que
I'échantillon a doser. Une incerti-
tude de 10 % sur le taux d’amplifi-
cation se traduit par une variation
d’un facteur 5 environ de la quan-
tité amplifiée aprés 30 cycles. Les
échantillons de référence peuvent
étre amplifiés dans des tubes diffé-
rents de celui ou se trouve I’échan-
tillon a doser ; il s’agit alors de stan-
dards externes [11]. Mais il est pos-
sible d’ajouter au tube ou se trouve
I’échantillon de concentration
inconnue, un échantillon de réfé-
rence dit standard interne [13, 24].
Une autre forme de standard
interne peut étre utilisée en prenant
comme référence une séquence uni-
que ou ARN messager [17, 19, 20].

Que le standard soit interne ou
externe, la référence doit étre une
séquence d’ADN aussi proche que
possible de celle a doser. Les amor-
ces d’amplification doivent étre
identiques et les longueurs des
séquences amplifiées doivent étre
proches pour qu’il n’y ait pas a
priori de différence dans les taux
d’amplification de I’échantillon a
doser et du standard. Il est aussi
possible d’utiliser une référence
n’ayant pas de rapport direct avec
I’échantillon et de montrer que les
taux d’amplification de I’échantillon
et du standard sont égaux. Enfin, un
protocole permet de tenir compte
de faibles différences dans les taux
d’amplification de I’échantillon et

du standard [19, 20]. La standardi-
sation externe demande de grandes
précautions pour sa mise en ceuvre.
Un seul mélange réactionnel doit
étre constitué puis réparti entre les
différents tubes contenant les points
de la gamme étalon et ceux conte-
nant les échantillons. Il convient de
veiller a éviter les effets de bord et
de porter une attention particuliére
a tout facteur pouvant entrainer des
variations de rendement d’un tube
a l'autre.

Une méthode faisant appel a un
standard interne mérite d’étre
détaillée car c’est probablement la
seule a avoir été réellement recon-
nue et utilisée par de nombreux
auteurs. Elle est nommée PCR quan-
titative par compétition ou PCR
compétitive [ 10]. Un échantillon de
concentration fixe E est amplifié en
présence d’un standard interne S de
concentration connue. Plusieurs
tubes sont ainsi constitués avec une
gamme de dilution de S. Apres
mesure des signaux correspondant a
S et a E la courbe Log(S/E) en
fonction de Log(S) est tracée. Par
extrapolation, il est possible de
déterminer la quantité de S pour
laquelle le rapport Log(S/E) vaut 0 ;
cette quantité est bien évidemment
celle de I’échantillon de départ. En
toute rigueur, le rapport S/E devrait
permettre de retrouver, pour
n’importe quelle valeur de §, la
valeur de E puisque si S/E=r alors
E=S/r, et donc une seule mesure
devrait suffire. L’intérét de cette
méthode réside dans le fait que la
mesure est répétée. La régression
linéaire de Log(S/E) sur Log(S)
permet de réduire l'influence de
I'erreur de mesure. De plus, le fait
que la régression porte sur les loga-
rithmes est commode car il permet
d’amortir I’éventuelle non-linéarité
du systtme de quantification des
produits. Seule une analyse fine des
résidus pourrait mettre en évidence
cette non-linéarité mais elle ne sem-
ble jamais avoir été conduite.

Une deuxiéme catégorie de métho-
des est basée sur des prélévements
d’une fraction de la réaction a inter-
valles réguliers au cours de I'ampli-

fication. II est possible de tracer une ———
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Figure 2. Quantifications par observation cinétique de I'amplification.
Comme dans la figure 1, les données représentées sur cette figure sont issues
de simulations. Un mélange contenant une référence S et un échantillon est
utilisé en vue d’'un dosage. Le mélange est divisé en dix aliquotes de volu-
mes égaux et I'amplification est conduite pour chacun pendant un nombre
de cycles multiple de 5. Au terme de I'amplification de chacun des aliquo-
tes, les produits d’amplification sont séparés et quantifiés. On reporte sur
un graphe le logarithme du signal obtenu par quantification en fonction du
nombre de cycles. Un ajustement linéaire sur les premiers points permet
de calculer I'équation de chacune des deux droites: 9,211+ 0,530n et
10,827 + 0,559 n. Les deux rendements d’amplification semblent donc ne pas
étre égaux; il est facile de les calculer: Exp[0,559]=1,748 et
Expl0,530] = 1,698. Le rendement de |a courbe inférieure est donc d’environ
70 % et celui de la courbe supérieure de 75 %. De méme, le rapport S/E des
quantités initiales du standard et de [I'échantillon est donné par
Exp[10,827-9,211] = 5,032. Il doit étre noté que les données simulées n’étaient
pas bruitées et que I'on retrouve les paramétres de la simulation 70 %, 75 %
et un rapport de 5 avec une excellente précision. Par ailleurs, la grandeur
ACycle, qui est parfois utilisée comme variable quantitative, est indiquée sur
le graphique. Dans ce cas particulier, elle vaut 4,41. Il doit étre noté que
lorsque ce type de grandeur est utilisé, si elle n‘est déterminée que graphi-
quement, des différences sensibles dans les taux d’amplification peuvent pas-
ser inapergues et conduire a d’importantes erreurs. C’est le cas sur cette
figure ol la différence de 5 % dans les rendements n’est pas visible. En sup-
posant que graphiquement le rendement ait été estimé a 1,72, I'égalité
ACycle.Log[1,72]=Log[S/E] indiquerait un rapport S/E de 10 environ.

courbe étalon dans laquelle, en face
de références de quantités connues,
on reporte le nombre de cycles qu’il
faut pour obtenir une quantité fixe
de produits d’amplification [11].
Cette méthode offre 'avantage de
pouvoir répéter la mesure et donc
de la préciser en n’amplifiant qu’un
seul échantillon. Cela peut étre par-
ticuliéerement précieux si I’échantil-
lon est unique. Une deuxiéme solu-
tion, peut-étre un peu plus simple,
consiste a reporter sur un graphi-
que, en face du nombre de cycles
d’amplification, le logarithme de la
mesure de la quantité d’ADN pré-
levée [12]. Dans la phase exponen-
tielle de I'amplification, ces courbes
sont droites et apparaissent décalées
les unes par rapport aux autres de
quelques cycles Acycles. Si l'on
amplifie Q molécules, il faudra
ccycles pour obtenir un certain
niveau de signals. A partir de Q/2
molécules initiales, il faudra c cycles
plus Acycles (= 1) pour atteindre le
méme signals. Il existe une trés
forte corrélation linéaire entre
Acycles et la quantité initiale.

Reste une derniére catégorie de
méthode qui est d’un type intermé-
diaire. Elle permet une quantifica-
tion sur la base d’une observation
en fonction du nombre de cycles
d’amplification mais chaque ampli-
fication n’est observée qu’'une seule
fois [19, 20]. L’échantillon étudié est
divisé avant I’amplification en plu-
sieurs aliquotes de taille égale. Cha-
que aliquote est amplifiée pendant
un nombre de cycles qui lui est pro-
pre et la totalité des produits
d’amplification est ensuite quanti-
fiée. En tracant les courbes ainsi
obtenues et en en calculant les pen-
tes, il est possible d’obtenir une esti-
mation de la quantité initiale.

| Applications

Les applications de la PCR quanti-
tative sont déja nombreuses, tant en
recherche biologique qu’en analyse
médicale ; nous parlerons essentiel-
lement des applications médicales.
La PCR se révéle particuliérement
utile au dosage des ARN messagers.
I est en effet possible de faire pré-
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céder I'amplification d’une transcrip-
tion inverse. Elle produira, a partir
d’un ARN, un ADN simple brin qui
sera amplifié comme une séquence
d’ADN ordinaire [13]. Cette techni-
que appelée RT-PCR (reverse transcrip-
tion PCR) tend a se généraliser
comme outil d’observation clinique.
Treés récemment, elle a été utilisée
comme moyen de dosage du nom-
bre de virions HIV-1 contenus dans
le plasma de patients a tous les sta-
des de I'infection [25]. La méthode
s'est révélée capable de détecter
avec fiabilité des concentrations fai-
bles s’étendant de 200 copies par
millilitre de plasma a 107 copies par
millilitre. Elle donne des résultats
trés bien corrélés avec les méthodes
classiques de titration du virus (dilu-
tion limite et remise en culture, ou
dosage de I'antigéne p24). Les résul-
tats obtenus sont aussi en rapport
avec les comptages par microscopie
électronique. Or, alors que ces résul-
tats ne paraissent pas biaisés, I'esti-
mation du nombre de virions par
RT-PCR est 1000 a 10 000 fois supé-
rieure, en moyenne, a celle obtenue
par titration de p24, et 60 000 fois
supérieure a celle obtenue par dilu-
tion limite et remise en culture. Le
dosage du virion par RT-PCR peut
sembler donc plus «juste »; les
autres méthodes sous-estimeraient le
nombre réel de virions dans le
plasma. Mais la justesse d’une telle
estimation est une notion qui peut
étre discutée. L'estimation par PCR
et celle par remise en culture, par
exemple, sont deux moyens d’esti-
mer I'importance d’une infection,
mais ce sont aussi des mesures dif-
férentes, la premiére est chimique
tandis que la seconde est biologique.
I’intérét opérationnel de chacune
d’entre elles permettra de détermi-
ner quelle est celle qui est la plus
adaptée aux besoins du médecin.

La RT-PCR quantitative pourrait se
révéler d’'un grand intérét pour la
titration du virus dans les phases
précoces de la maladie, lorsque les
autres moyens d’observation ne
détectent encore rien. Elle pourrait
ainsi offrir la possibilité d’apprécier
I'efficacité d’agents antiviraux, de
mieux caractériser les différentes
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évolutions possibles de I’'infection,
etc.

Une étude analogue avait déja été
conduite, bien que de maniére
moins approfondie [26]. De méme,
au lieu du dosage de 'ARN viral
dans le plasma, I’étude d’autres
auteurs a pu porter sur le dosage de
séquences HIV-1 dans les mononu-
cléaires périphériques [24]. Ce type
de technique peut avoir aussi un
role particulier a jouer dans les étu-
des épidémiologiques [27].

Les applications cliniques du dosage
d’ADN ou d’ARN par PCR ne se
limitent pas au cas du SIDA. Par
PCR il a été possible de titrer des
bactéries Pneumocystis et d’évaluer
des colonisations subcliniques de cet
agent [28]. La réponse inflamma-
toire a aussi été étudiée par ampli-
fication quantitative des ARN messa-
gers de différentes interleuki-
nes [29]. En cancérologie, la PCR
permet d’évaluer les risques de
rechute de certaines leucémies aprés
une chimiothérapie [30, 31]. La dis-
tinction entre porteurs homozygotes
et porteurs hétérozygotes est impor-
tante pour certaines maladies géné-
tiques et la PCR quantitative apporte
un moyen élégant de procéder a ce
test [27].

I Limites et perspectives

Le dosage par PCR semble
aujourd’hui plus prometteur que
définitivement établi. L’amplification
enzymatique a fait la preuve expé-
rimentale qu’elle pouvait constituer
un nouveau principe de dosage,
mais elle présente encore certains
défauts d’importance. La nécessité
d’un standard, interne ou externe,
ayant le méme taux d’amplification,
reste la contrainte majeure.

S’il existait un moyen d’estimer avec
précision le taux d’une amplifica-
tion, il ne serait plus nécessaire
d’inclure un standard car la quan-
tité initiale pourrait étre déduite de
la quantité obtenue aprés amplifica-
tion. Il convient a ce stade de faire
une remarque. Au vu des bons ajus-
tements linéaires observés entre le
nombre de cycles et le logarithme
de la quantité d’ADN produite par

Biotine
Streptavidine

Protéine A

Anticorps

Plague de microtitration

Figure 3. Immuno-PCR. La PCR peut
étre utilisée comme une méthode de
révélation particuliéerement sensible
de dosage ELISA. L’antigéne est fixé
et marqué par un anticorps monoclo-
nal dans une plaque de microtitration
selon les méthodes habituelles. Dans
un deuxiéme temps, cet anticorps est
a son tour marqué par le complexe
suivant: une protéine chiméere com-
portant une moitié issue de la pro-
téine A, capable de fixer la région Fc
des immunoglobulines G, et une
seconde moitié issue de la streptavi-
dine, et donc capable de fixer la bio-
tine. Cette caractéristique permet de
réaliser un complexe entre la pro-
téine chimérique et un plasmide bio-
tinylé & I'une de ses extrémités. Ce
complexe est utilisé pour le mar-
quage de I'anticorps monoclonal.
Aprés lavage, un mélange réaction-
nel de PCR est réparti dans les puits
et I'amplification y est conduite. La
mesure de I’ADN produit indique la
présence de I'antigene. Des quantités
tres faibles (500 molécules environ)
d’albumine sérique bovine ont été
détectées par cette méthode,
méthode qui n’a cependant pas
encore été utilisée a des fins quanti-
tatives.
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amplification, il serait trés tentant de
procéder a une régression linéaire.
Il est certes possible de trouver la
droite qui minimise la somme des
carrés des écarts entre les valeurs
observées et les valeurs calculées,
mais la pente de cette droite ne
donne pas forcément une bonne
estimation du taux de I’amplifica-
tion. En effet, les hypothéses a la
base des techniques de régression
linéaire ne sont pas vérifiées dans le
cas d’'une amplification. En particu-
lier, les différentes observations ne
sont pas indépendantes les unes des
autres. Les conséquences de ce point
n’ont jamais vraiment été clarifiées.
Par ailleurs, a trés faibles concentra-
tions, des variations aléatoires des
résultats d’amplification mal expli-
quées ont été décrites [25, 32] ; elles
sont responsables d’une limite pra-
tique du dosage par PCR qui ne cor-
respond pas a une limite de sensibi-
lité, mais probablement plus a une
limite théorique. Il est raisonnable
de penser que, lorsque I’amplifica-
tion porte sur quelques molécules, il
faille prendre en compte le carac-
tére aléatoire et discret du compor-
tement des petites populations molé-
culaires (J. Peccoud, C. Jacob, résul-
tats non publiés).

Enfin, aucun protocole ne s’est
encore véritablement imposé. Celui
qui envisage d’utiliser un dosage par
PCR doit d’abord choisir une
méthode de standardisation et une
méthode de séparation et de quan-
tification des produits de I'amplifica-
tion. II n’existe a ce jour aucun
appareil permettant un dosage auto-
matisé des produits de PCR, ce qui
rend la PCR quantitative assez astrei-
gnante en terme de quantité de tra-
vail. Il reste aussi des inconnues con-
cernant le caractére quantitatif des
étapes précédant I'amplification,
qu’il s’agisse de la préparation de
I’échantillon lorsque de 'ADN est
amplifié, ou de la transcription
inverse lorsque le matériel de départ
est PARN. Il conviendrait de préci-
ser la part d’erreur imputable a ces
étapes et le biais éventuel qu’elles
sont susceptibles d’introduire dans
les quantifications.

Néanmoins, les applications de la

messsss PCR quantitative qlli ont déjﬁ été
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trouvées dans le domaine meédical,
ainsi que les efforts industriels en
cours pour développer des techno-
logies de séparation et de quantifi-
cation adaptées a la PCR peuvent
laisser penser que son champ
d’application s’étendra rapidement
et que cette technique pourrait
peut-étre méme devenir un outil
essentiel en analyse médicale cou-
rante. On ne peut aussi manquer de
s'interroger sur les conséquences
qu'aura une technique récemment
décrite, appelée immuno-PCR [32],
et dont le principe est exposé dans
la figure3. L’utilisation quantitative
de I'immuno-PCR n’a pas encore
été décrite, mais elle devrait étre
possible a terme. Comme dans un
test ELISA, I'antigéne est d’abord
fixé sur une plaque de microtitra-
tion puis marqué par un anticorps
monoclonal. Au lieu d’utiliser un
anticorps secondaire couplé a une
enzyme, une protéine chimérique,
d’une part capable de reconnaitre la
région Fc du monoclonal, et d’autre
part complexée a un plasmide a son
autre extrémité, est utilisée comme
second marqueur. La coloration
consiste a amplifier le plasmide com-
plexé a la protéine chimérique. La
possibilité prochaine de doser quel-
ques centaines de molécules de pro-
téines, de doser plusieurs protéines
dans un méme puits aura des con-
séquences qui sont encore difficiles
a prévoir. L'utilisation qui sera faite
de techniques aussi neuves reste
d’ailleurs largement a imaginer W
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Summary

Quantitative PCR : a new tool for
clinical investigations

In 1988, a new kind of quantita-
tive assay for DNA and RNA mole-
cules was reported. It is based on
an enzymatic amplification known
as the polymerase chain reaction
(PCR). The PCR procedure is
widely used and its ability to give
rise to quantitative signals has
been developped. A number of
quantitative PCR protocols have
already been described. They dif-
fer in the way the amplified DNA
is quantified. Since quantitative
PCR is very sensitive to small varia-
tions in the amplification yield,
some internal references have to
be incorporated in the protocols.
This standardization can also be
achieved by a number of different
methods. The use of internal and
external standards is described in
detail, as well as the principles of
quantification by competition.
The principal applications of this
emerging technique for clinical
investigations are summarised. Its
present limits and its possible
extension to the quantification of
any kind of antigenic molecules
are discussed.
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