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L A PCR QUANTITATIVE EN TEMPSREEL OU LA " TAQMAN"

|- Terminologie

Leterme TagMan est souvent utilisé par abus de langage pour désigner :
- latechnique de PCR quantitative par détection en temps réel de la fluorescence
- I'appareil 7700 de chez Perkin Elmer. (on dit alors plutét "le TagMan" )

Il est important de bien distinguer I'appareil de mesur e du type de r éaction chimique utilisé:
Lemot "TagMan" est dérivé des deux mots : Taq polymérase et de PacMan !

En effet, la Tag polymérase possede une activité exonucléase 5'->3' permettant de dégrader
tout oligonucléotide « se trouvant sur son passage ». Le terme TagMan est déposé et concerne
la chimie « TagMan » ou la sonde « TagMan ». La chimie TagMan est une PCR quantitative
qui utilise une sonde spécifique oligonucl éotidique marquée par deux fluorophores dont I’un
est quenché par I'autre dit Reporter. C’est une sonde TagMan. La dégradation de cette sonde
au cours de chague passage de la Taq sera accompagnée d’ une augmentation de fluorescence
du Reporter qui sera mesurée au cours de chagque cycle de PCR.

II- Modélisation et quantifications dela PCR

La PCR correspond a une amplification d’un fragment d’ ADN spécifique délimité par des
« amorces ». L’évolution de cette amplification peut étre représentée par une courbe dont
I’allure est celle d une sigmoide (Figure 1)

Cette courbe peut étre divisée en 2 phases. La premiére phase correspondant a une
amplification exponentielle qui est modélisable. La quantité de produit de PCR obtenue a
chague moment de cette phase est directement fonction du nombre de copies initiale du
fragment d’ ADN amplifié. En revanche, la phase de plateau correspond a un ralentissement
deI’amplification qui peut étre du a1’ épuisement des différents réactifs de la PCR comme les
amorces. Cette phase est difficilement modélisable d autant plus qu’elle n’est souvent pas
reproductible.

La premiére phase est par contre relativement facilement modéisable.
Soit: - N, :lenombrede copiesinitiaes,

-N, :lenombrede copieau cyclec

-E  :[I'efficacité delaPCR

N,=N,.(1+E)

N,=N,.(1+E)
N&=N gy (1HE)

N=N,.(1+E)°
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Courbe d’amplification d’une réaction
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Figurel: Courbe d amplification d’uneréaction de PCR

Représentation d’une amplification par PCR d'un fragment d’ ADN. L’axe des abscisses
correspond aux cycles de la PCR. L’ axe des ordonnées correspond a la quantité du produit
amplifié. La partie en vert (de 1 a 29 cycles) correspond a la phase exponentiellecontient une
phase bruit de fond (de 1a 21 cycles) et une phase mesurable en bleu (de 21 a 29 cycles). La
partie en rouge (de 29 a 49 cycles) correspond a la phase plateau.
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Exemple particulier :
Si E=100%, a chaque cycle, le nombre de copies double :
N=N,.2°

A partir du troncon de la courbe correspondant a la phase “ exponentielle détectable ” il est
théoriqguement possible d’ extrapoler le parameétre N,. Cependant, dans la pratique il n’est pas
facile d’ obtenir une telle courbe et encore moins une courbe dont I’ unité de I’ ordonnée soit en
nombre de copies. Il n'est aors pas possible d’en déduire directement le nombre de copies
initiales. Il faut impérativement inclure a chaque expérience des échantillons standards de
concentration connue.

II1. LaPCR quantitative: relative vs absolue

La PCR quantitative consiste a comparer au moins deux échantillons. Un échantillon sert de
référence et la quantification des autres sera faite relativement a cette référence. Si e nombre
de molécule de la référence est connue alors une quantité absolue pourra étre assignée a
chaque échantillon et |’ unité pourra étre un nombre de copies ou un nombre de molécules. Si
le nombre de molécules n’est pas connu on attribuera une valeur arbitraire a la référence (1,
100%...) et il sera possible d’ assigner pour les autres échantillons des valeurs relatives a cette
référence.

V. PCR semi-quantitative

Ce terme est parfois utilise pour signifier que la technique de quantification n’'est
gu’ approximative. Dans d’ autres cas ce terme est utilisé pour signifier que la quantification
n'est pas absolue dans le sens ou elle ne permet pas de donner une quantité en nombre de
mol écules.

Quantification directe

La quantification directe par analyse de I’ intensité de bande correspondant au produit de PCR
est la méthode la plus intuitive et la moins colteuse a mettre en ceuvre mais également la plus
risquée. En effet, le risque est d’analyser des produit de PCR correspondant a la phase
plateau. Si tel est le cas non seulement la quantité de produit obtenue risque de ne pas étre
reproductible mais méme si elle |’ était, il N’ existe pas de modéle fiable permettant de calculer
la quantité de départ de la cible (nombre de copies initiales) en fonction de la quantité du
produit finale de PCR (nombre de copies effectuées) dans la phase plateau.

En revanche, si le produit de PCR correspond a la phase exponentielle, il est possible d’ établir
une fonction reliant e nombre de copies effectuée au nombre de copies initiales. La difficulté
majeur est de garantir que I’ on est dans la phase exponentielle.

Quantification par « PCR en tempsréel »

Le principe de la « PCR en temps réel» consiste a obtenir des courbes d amplification
contenant au moins une partie de la phase exponentielle. La fagon la plus directe est de
prélever un aiquot de la PCR a chaque cycle et d effectuer une quantification directe de
chacun de ces aliquots (ref. Chelly...). L’inconvénient majeur est I’ aspect trés fastidieux de
cette méthode. Vers la fin de I’année 1997, un appareil est arrivé sur le marché permettant
d'effectuer de la PCR quantitative par la détection de la fluorescence en temps réel. Cet
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instrument (le Sequence Detector System 7700) concut et vendu par |a société Perkin EImer,
est autre une machine a PCR de type 9600, permettant d’ effectuer une PCR sur 96 puits,
associé a un dispositif permettant d’ émettre une énergie lumineuse de longueur d onde de
480nm et a un dispositif de lecture de fluorescence émanant des tubes. Ainsi au cours de la
PCR les données concernant la quantité du produit amplifié sont enregistrés « en temps réel ».
La quantification repose sur |a phase exponentielle mais exploite un nouveau paramétre : le Ct

V. Principedu Ct

La PCR quantitative en temps réel repose sur un nouveau principe de quantification : On ne
regarde plus combien mais quand. En effet si la quantité obtenue alafin d une PCR n’est pas
toujours significative, seule la phase exponentielle est représentative du nombre de copie
initiales (Figure 2). C'est le moment ou le signal sort du bruit de fond qui est significatif. Ce
moment correspond a un certain nombre de cycles et est appelé Ct (Threshold Cycle).

Variable PCR Plateau
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Figure 2 : Représentation deI’amplification de PCR pour 96 réplicats. L’ axe des
abscisses correspond aux cycles de la PCR. L’ axe des ordonnées correspond a la
quantité du produit amplifié (échelle linéaire).

Pour cela on définit un seuil (Threshold) correspondant a un niveau de fluorescence
suffisamment bas pour que les courbes d amplification soient en phase exponentielle mais
suffisemment élevé pour étre au dessus du bruit de fond (Figure 3).
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Figure3: Principedu Ct

Exemple d' une représentation d’ une amplification par PCR d’un fragment d’ ADN.

L’ axe des abscisses correspond aux cycles de la PCR. L’ axe des ordonnées correspond a
la quantité du produit amplifié (échelle logarithmique). La ligne bleue correspond au
seuil fixé a 0,05. L’ intersection de la courbe et du seuil donne un point ayant pour
abscisse la valeur de 22,2 cycles. Cette valeur correspond a la valeur du Ct

Pour 2 quantités initiales différentes on obtiendra 2 Ct différents et la différence des Ct sera
proportionnelle au logarithme du rapport de ces quantités initiadles (Démonstration en
annexe) :

Ct2-Ctl1=coefficient*log(N2/N1)

Si des dilutions successives sont effectuées, il est possible dobtenir des courbes
d’amplification décalées successivement vers la droite et dont les Ct sont successivement
augmentés d’ une valeur constante (Figure 4).

Le principal avantage de la PCR en temps réel est le gain de temps. Il est ainsi plus facile
d’ étudier en paralléle des échantillons ayant des nombres de copies initiales trés différents de
I’ ordre de plusieurs log sans avoir afaire des dilutions préliminaires. Pour obtenir des courbes
d’amplification al’aide d’un instrument tel que le 7700 d’ Applied Biosystem, des chimies a
bases de molécules fluorescentes sont nécessaires.
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Figure 4: Courbes de dilution

Représentation d' amplifications par PCR de 5 dilutions d’un ADNc de référence.
L’ axe des abscisses correspond aux cycles de la PCR. L’ axe des ordonnées
correspond a la quantité du produit amplifié (échelle logaritmique). Pour chaque
dilution, deux courbes sont représentées correspondant a deux réplicats.

VII. Lachimie Tagman

C'est lapremiére chimie qui a été utilisée avec I’instrument précurseur gu’ a été le 7700. Cette
chimie permet d obtenir un signal fluorescent a partir d’une sonde bi-marquée et dont
I” augmentation de fluorescence est proportionnelle au produit de PCR. Elle est appelée chimie
Tagman (brevet déposé par Hoffman La Roche) et 1a sonde est appelée « sonde Tagman ». Le
principe de cette chimie repose sur la fonction exonucléase 5'->3' de la Tag Polymérase. La
sonde est un oligonucléotide spécifique d’ un morceau interne a la séquence amplifiée. La
sonde est marquée en 5’ par un fluorophore appelé “ reporter ” et en 3' par un autre type de
fluorophore appelé “ quencher ”. Le spectre d’émission du reporter chevauche le spectre
d’excitation du quencher. L’émission du reporter est atténue ou “ quenché ” (éteint) par la
proximité du quencher. Si la sonde est dégradée par I’ activité exonucléase de la Taqg, les
fluorophores ne seront plus reliés entre eux et I’emission du reporter sera augmentee.
L’ augmentation du signal correspondant a la composante du fluorophore reporter est
proportionnel au nombre de copies polymérisées a chaque cycle de laPCR (Figure 5).
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Figure5: Principe dela chimie Tagman

Représentation des 3 étapes de la chimie Tagman. Une sonde appel ée sonde Tagman
est spécifique d’'une partie interne au fragment d ADN amplifié. Cette sonde est
marquée en 5 par une molécules fluorescente appelé Reporter et en 3' par une
molécul e fluorescente appelée Quencher. De part sa proximité, le Quencher absorbe
la fluo. du Repoter (étape 1). Au cours de la polymérisation, I’ activité 5'->3' de la
Taq polymérase dégrade la sonde Tagman (Etape 2). Le Reporter n’ éant plus attaché
au Quencher, son émission de fluorescence est augmentée.La dégradation de la sonde
est proportionnelle a ['augmentation de la fluorescence du Reporter et
proportionnelle au nombre de copies effectuées (étape 3)
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VIIl. Le SYBRGreen

Vers la fin de I'année 1998, des kits pour la PCR quantitative sont apparus utilisant un
intercalant. Son nom commercial est le SYBR Green | fabriqué par Molecular Probe. Comme
le Bromure d Ethidium, ce colorant vient sintercaler au niveau des chaines double brin
d’ADN. Ce colorant ne devient fluorescent que s'il se lie al’ADN double brin. Initialement
vendu comme colorant pour gel, il Sest avéré compatible avec la PCR. Il est possible
d’inclure cette molécule a faible dose dans une PCR et suivre |’ augmentation des produits de
PCR directement en mesurant la fluorescence dans la gamme d'émission du SYBR green |
(intensité maximale : 550nm) (Figure 6).

Contrairement a la chimie Tagman, il n'est nul besoin de concevoir une sonde. En
contrepartie, la fluorescence mesurée peut provenir de produit d’ amplication non spécifique.
Il convient donc de s assurer de la spécificité des produits de PCR. Il est consellé, par
exemple, de faire migrer sur gel les produits de PCR afin de Sassurer que la taille du
fragment amplifié correspond & ce qui est attendu.

SybrGreen non fluorescent

ADN double Brin
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Figure 6 : Principe de la quantification par SybrGreen
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I X. Applications pour la thérapie génique

Toutes les manipulations de dot blot & chaud ou a froid peuvent étre faites soit en PCR
quanti soit par une technique d’hybridation sur 7700 : en utilisant des sondes fluo et en
mesurant la fluorescence tout en faisant baisser la température progressivement. Le gain de
temps est considérable (2-3h pour la PCR quanti et 30mn pour la technique d’ hybridation sur
7700).

L’ utilisation de la PCR quantitative pour latitration peut passer par :

a. la quantification de génomes viraux intégrés. Une extraction ADN génomique est
nécessaire. Ce systéme est d§ja utilise a Généthon pour latitration MLV (Chimie TagMan) et
bientét pour la titration HIV (chimie SYBRGreen) et ce quel que soit le transgene car une
séguence consensus a été choisie. Pour I’AAV, il n'y a pas encore d’amorces et de sonde
TagMan pour une séquence indépendante du transgene (la séquence I TR propre du vecteur est
trop petite et difficile aamplifier). Il n'y aencore rien pour |’ adénovirus mais la conception ne
devrait pas poser de probleme.

b. la quantification de I’expression ARN du transgéne. Une extraction ARN suivie d une
étape de Reverse Transcription sera nécessaire. || faudra en outre s assurer qu'il n'y a pas de
contamination par les séquences viraes (par exemple : I’ADN simple brin de I'AAV est
difficile a éliminer d’'une extraction ARN). Il faudra concevoir des amorces et éventuellement
une sonde TagMan (a défaut la chimie SY BRGreen) pour chaque nouveau transgene.

c. la quantification de séquence nucléotidique du vecteur dans le milieu ou dans la cellule.
On peut ainsi estimer rapidement la quantité de particules MLV dans un milieu extracellulaire
pour sélection de clones. C'est une technique originale qui exploite la synthese précoce d'un
fragment ADN simple brin au niveau du LTR (G. Towers et a; 1998). Cette technique ne
donne cependant gu'une grossiere estimation du titre et reste sujet a certains biais comme la
concentration cellulaire en dNTP. Une alternative pourrait ére une extraction ARN virae
suivie d'une réaction de Reverse Transcriptase (éventuellement précédée d'une étape DNASse)
et suivie d'une PCR gquantitative. Les extractions "Hirt", ADN petits fragments, sont aussi une
alternative a la quantification de génomes viraux intégrés. Elle n'apporte pas la méme
information. Elle permet d'estimer la quantité de vecteur non intégré dans le génome. 1l est
possible de normaliser les données obtenues par la quantification d'un géne mitochondrial.

Précisions sur les problemes de contamination.

Les contaminations PCR sont toujours difficiles a @liminer MAIS elle restent le plus souvent
inférieures a un millier de copies. Donc toutes les applications ne nécessitant pas une
sensibilité inférieure a 1000 copies ne seront pas affectées par les problemes de
contamination.
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