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La Biologie Moléculaire est l'ensemble des disciplines consacrées à l'élucidation 
des mécanismes biologiques à l'échelle moléculaire, mais devant mener à une 
compréhension globale des systèmes étudiés. Cela implique tout d'abord l'investigation 
des structures et interactions des constituants moléculaires de la cellule (en particulier les 
protéines, les lipoprotéines [structures membranaires] et les acides nucléiques). Une vue 
étroite des choses ramène parfois la Biologie Moléculaire à ce qui n'est plus précisément 
que de la Génétique Moléculaire. En réalité, la Biologie Moléculaire dans le vrai sens du 
terme ne concerne pas que la Génétique et donc les acides nucléiques, mais bien aussi 
- entre autres - des approches expérimentales ressortissant à la Biochimie (exemple : 
régulations enzymatiques), à la physiologie cellulaire (exemple: différenciation) et à 
diverses pathologies (exemples : maladies métaboliques congénitales). 

Le Génie Génétique comprend l'ensemble des techniques de la Biologie 
Moléculaire. Cette discipline s'est structurée et définie autour de la « traduction » de 
l'information génétique et de ses mécanismes de régulation. Depuis la découverte de la 
structure de la molécule d'ADN par F. Crick et J. Watson en 1953 et le décryptage du 
code génétique par M. Nrenberg et J.H. Matthaei en 1961, la Biologie Moléculaire a vu 
son histoire s'accélérer. Les techniques de digestion enzymatique ont notamment permis 
d'isoler, cloner et séquencer les gènes. 

Dans les années 60, la notion d'expression d'un gène est devenu un concept 
binaire faisant appel à la notion de programme génétique : il existe dans toute cellule des 
gènes dits répresseurs ou activateurs qui commandent ou répriment la production de 
protéines indispensables à la cellule. Depuis une quarantaine d'années, plusieurs 
démonstrations expérimentales sont venues remettre en question cette approche 
déterministe au profit d'une nouvelle théorie dite probabiliste : un gène a simplement une 
probabilité de s'exprimer ou pas à tout moment. 

En 1977, deux techniques de séquençage des acides nucléiques apparaissent à peu 
près simultanément : la méthode enzymatique de Frédérick Sanger et l'approche chimique 
de Walter Gilbert et Allan Maxam. Dans les laboratoires, chacun se met à séquencer son 
« gène ». Depuis la technologie de l' ADN recombinant ; notamment le clonage 
moléculaire a largement tenu ses promesses, en fournissant des outils largement utilisés 
par les biologistes et qui permettent une moisson de résultats dans tous les domaines de la 
Biologie, du contrôle de l'expression des gènes à l'étude de l'évolution. Cependant, l'une 
des difficultés majeures qui limitait les applications d'une telle technologie un nombre 
relativement restreint de gènes, était l'insuffisance des quantités disponibles d' ADN 
étudié. Cet obstacle majeur a pu être levé au début de l'année 1987, grâce à la 
découverte d'une nouvelle technique ingénieuse qui a révolutionné la manipulation des 
gènes et accélérée l'essor de la Biologie Moléculaire de façon fulgurante. Cette technique 
appelée PCR pour polymérase chaîne réaction ou la réaction de polymérisation en 
chaîne, a bouleversée la Biologie Moléculaire et s'est implantée rapidement dans les 
laboratoires, en permettant de produire de gigantesques quantités de séquences d' ADN 
spécifique sans passer par une étape de clonage. Cette technique devient rapidement un 
outil puissant et indispensable au séquençage des génomes. 
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En réalité l'avènement de la Biologie Moléculaire, l'étude d'un phénomène 
biologique quelconque consistait à associer ce dernier à la structure et à la fonction d'une 
molécule ou d'un ensemble de molécules biologiques, en l'occurrence des gènes. Le 
dogme est qu'une fonction biologique donnée est le résultat de l'expression d'un gène ou 
un ensemble de gènes en ARN et puis en protéines correspondantes. Cependant, ce type 
d'approches, dit unitaire, malgré sa pertinence prouvée, reste insuffisant pour une 
compréhension précise et adéquate des processus biologiques, car il ne prendrait pas en 
compte l'environnement complexe et multifactoriel de la molécule étudiée. 

Ainsi, l'étude systématique et globale est nécessaire pour compléter les résultats 
d'une démarche unitaire. En effet, depuis une quinzaine d'années des progrès très 
importants dans certaines disciplines telles que la Biologie Moléculaire, la Chimie 
Combinatoire, l'Electrochimie et la Bioinformatique ont permis le développement 
d'approches systématique et globale en Biologie. Parmi ces approches, on peut citer, le 
display différentiel, l'hybridation soustractive, le criblage différentiel sur filtres à haute 
densité, les puces ADN et les puces à protéines. 

De ce fait, depuis les années 90, ont été mises au point des nouvelles approches 
économiques, rapides et moins coûteuses, et qui reposent sur l'étude des techniques de 
digestion, de séparation, de transfert et d'analyse de première génération, ces approches 
regroupées sous le terme génomique visent à exploiter cette base de connaissance afin 
d'étudier comment l'ensemble des gènes fonctionnent et interagissent dans les cellules et 
les organismes qui les portent (Lokhart et Winzeler, 2000). L'achèvement du séquençage 
du génome humain correspond plutôt au début d'une aventure qu'à l'avènement d'une 
connaissance. Le prochain enjeu est l'annotation des génomes. En effet, nous ignorons 
encore beaucoup de la structure des génomes, des mécanismes de régulation des gènes ou 
encore du fonctionnement des produits des gènes. 

Accéder à la fonction cellulaire et physiologique d'un gène nécessite de l'étudier 
dans le contexte de son interaction naturelle avec l'ensemble des autres gènes exprimés 
dans la cellule, dans un contexte tissulaire ou pathologique spécifique. Cette possibilité 
qui semblait totalement utopique il y a quelques années est devenue réalité depuis 
l'apparition de plusieurs techniques. (Strausberg et al., 1997; Duggan et al., 1999; 
Brown et Botstein, 1999; Debouck et Goodfellow, 1999; Bassett et al., 1999; Schena et 
al., 1998). La capacité d'identifier les gènes au niveau des acides nucléiques, et plus 
particulièrement des ARNm, permet non seulement d'aider à l'annotation des gènes mais 
aussi de mettre en évidence leurs niveaux et modes d'expression dans des conditions 
données. Par conséquent, l'approche transcriptomique a rapidement été privilégiée pour 
étudier les mécanismes de l'expression des gènes. 

Le rapport présenté ici vise à mettre en évidence la transcriptomique, une 
approche systématique pour l'étude de l'expression des gènes. Il est organisé en une 
introduction générale de biologie moléculaire, trois chapitres : expression des gènes et 
transcriptomique, techniques de l'analyse du transcriptome et quelques applications de 
l'analyse transcriptomique et finalement une discussion et conclusion. 
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1.1. Techniques classiques de l'étude de l'expression des gènes 

Avant le développement de nouveaux outils de l'étude du transcriptome, il existait 
déjà des techniques pour mesurer les niveaux d'expression différentiels des gènes. 
Certaines de ces techniques sont toujours utilisées parallèlement à l'utilisation des 
nouvelles techniques. 

1.1.1. Northern blot et dot blot 

Northem blot est une technique qui permet de détecter la présence d' ARN 
messagers (ARNm) spécifiques mais également des ARN non codants comme les petits 
ARN et les ARN ribosomaux à l'aide de sondes marquées. Les ARN messagers d'un 
échantillon sont séparés par électrophorèse. La mise en présence du résultat de 
l'électrophorèse avec une sonde radioactive d' ADN complémentaire (ADNc) del' ARNm 
recherché entraîne la détection ou non d'un ARN. La présence de l' ARN est révélée par 
autoradiographie. Cette technique permet de mesurer l'expression relative d'au plus 20 
gènes à la fois (Alwine et al., 1977). Une autre technique est le dot blot dont le principe 
est à l'origine des puces ADN, demande une quantité de matériel relativement 
considérable à cause de la taille des filtres (Kafatos et al., 1979). 

1.1.2. Criblage difTérentiel 

Une technique de détection des gènes qui sont exprimés uniquement sous certaines 
conditions. Elle consiste à isoler et à comparer les ARNm amplifiés par PCR (polymerase 
chain reaction) provenant d'au moins deux populations cellulaires. Le criblage se fait via 
des gels d'électrophorèse et se fonde donc sur les différences de longueurs d' ARNm. Les 
ARNm sont ensuite identifiés grâce au séquençage de l' ARNm prélevé. Cette technique 
présente des inconvénients comme de nombreux faux positifs générés par la PCR 
(environ 50%) et un biais en faveur des ARN abondants. L'expression différentielle 
obtenue doit donc être validée par une autre technique (Liang et Pardee, 1992). 

1.2. Etude du transcriptome 

1.2.1. Historique 

La transcriptomique, terme décrivant l'ensemble des approches permettant 
d'analyser le transcriptome, qui se définit comme le complément transcrit d'un génome, 
c'est-à-dire l'ensemble des ARNm transcrits dans un organe donné, donc dans des 
conditions physiologiques bien définies. La Génétique Fonctionnelle s'intéresse à 
l'expression des gènes, et entre autres aux ARN messagers (ARNm), première étape de la 
cascade conduisant des gènes aux protéines puis aux caractères phénotypiques, par 
l'intermédiaire des différents métabolismes (Hérault et al., 2003). 

L'étude du transcriptome est une partie fondamentale de « l'ère de la post
génomique »,qui fait suite à« l'ère du séquençage» et à« l'ère de la génomique». Elle 
a pris naissance à la fin des années 1990. Elle permet l'étude dynamique des gènes 
d'organismes modèles identifiés par la génomique. En 1996, lors de l'obtention du 
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génome complet de la levure, 6200 phases ouvertes de lecture sont identifiées. Alors que 
cet organisme était fortement étudié auparavant, seulement un quart de ces gènes pouvait 
être associé à une fonction connue ou putative à partir d'homologies de séquence. Ainsi, 
malgré la connaissance de la séquence d'un organisme, une grande partie du monde 
génomique reste encore inexplorée (Brown et Botstein, 1999 ; Lashkari et al., 1997). 
Depuis la fin des années 90, une nouvelle ère de la biologie porte sur une vision 
dynamique globale du fonctionnement cellulaire la post-génomique. 

L2.2. Techniques à la base de l'émergence de la transcriptomique 

1.2.2.1. Séquençage d' ADN 

L'essor fulgurant des études de génomique fonctionnelle, faisant suite aux 
avancées des projets internationaux de séquençage des génomes amorcés à la fin des 
années 80, suscite aujourd'hui un très grand intérêt expérimental et conceptuel (Brent, 
2000). Depuis une dizaine d'années, le nombre de gènes identifiés a explosé suite au 
lancement de programmes de séquençage à très haut débit. De nouvelles technologies 
engendrées par cette révolution sont utilisées pour quantifier les ARN messagers, 
collectivement appelés transcriptome, présents dans un échantillon biologique (culture 
cellulaire, tissu ou individu). Bien que les ARNm ne constituent qu'une étape de 
l'expression des gènes, leur abondance est souvent corrélée à l'activité des protéines 
codées et leur quantification en parallèle est plus aisée à conduire que celle des protéines 
(Lockhart et Winzeler, 2000). 

Pour les organismes dont le génome a été séquencé, l'analyse parallèle de 
l'expression d'un grand nombre de gènes peut être réalisée via l'identification 
d'étiquettes provenant des transcrits extraits de l'échantillon biologique étudié. La 
technique SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) utilise les méthodes de séquençage 
classique pour déterminer la séquence nucléotidique de ces étiquettes (V elculescu et al., 
1995; Velculescu et al., 1997). Dans cette approche, le niveau d'expression relatif d'un 
gène particulier est évalué en fonction du nombre d'occurrence des étiquettes provenant 
de ce gène, par rapport au nombre total d'étiquettes analysées. 

Les progrès considérables réalisés au cours de ces cinq dernières années dans le 
séquençage du génome humain, ainsi que celui de nombreux virus et bactéries, associés à 
la mise au point de nouveaux outils (développement de la PCR en temps réel par 
exemple) amènent de plus en plus de laboratoires à travailler sur les produits 
d'expression des gènes. À l'échelle qualitative utilisée depuis de nombreuses années 
(présence ou non d'un transcrit spécifique) s'est récemment ajoutée une échelle 
quantitative, ouvrant de nouveaux champs d'applications en génétique, cancérologie, 
virologie, infectiologie et hématologie (Bolufer et al., 2000 ; Sidiropoulos et al., 2001 ). 

Depuis quelques années, bénéficiant des avancées produites par le séquençage du 
génome humain et des progrès technologiques, se développent de nouveaux outils 
permettant une analyse moléculaire à l'échelle pangénomique, fournissant 1 OO à 1 000 
fois plus de données que les moyens conventionnels. L'approche la plus développée 
concerne l'étude du transcriptome d'un tissu, qui mesure simultanément et de façon 
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quantitative le niveau d'expression - au niveau de l'ARN - de milliers de gènes dans ce 
tissu (Velculescu et al., 1995). 

Dans la foulée du séquençage de génomes complets, la conception et 
l'exploitation de nouvelles approches expérimentales à haut débit, en combinaison avec 
de nouvelles méthodes mathématiques et informatiques, ouvrent la voie au décryptage 
des réseaux de régulation contrôlant les processus cellulaires. Parmi les différents 
niveaux de régulation impliqués, les mécanismes de contrôle de la transcription sont 
particulièrement importants et étudiés de manière intensive. Les outils de génomique 
fonctionnelle les plus répandus- les puces ADN - visent précisément à caractériser les 
niveaux d' ARN messagers produits au sein des cellules, des tissus ou des organismes 
étudiés, dans différentes conditions de culture, situations pathologiques ou contextes 
génétiques (Jordan, 2000). 

1.2.2.2. Bioinformatique 

La Bioinformatique est un domaine de la Science où la Biologie, l'informatique et 
les technologies de l'information sont associées pour former une seule discipline. 
L'objectif visé est de permettre la découverte de nouveaux concepts biologiques et la 
création d'une perspective globale dans laquelle les principes unificateurs de la biologie 
sont discernables. Au début de la révolution génomique, la Bioinformatique consistait à 
créer et à maintenir des bases de données pour le stockage de l'information biologique 
comme les séquences de nucléotides et d'acides aminés. Le développement d'une telle 
base de données implique non seulement l'aspect conception mais aussi l'implémentation 
d'interfaces conviviales complexes permettant d'accéder aux données disponibles et de 
pouvoir également soumettre de nouvelles. Ces dernières années avec les projets de 
séquençage de génomes entiers, la masse de données biologiques a considérablement 
accru. Aux fonctions de stockage, de consultation et de soumission s'ajoutent les 
fonctions d'analyse et d'interprétation des résultats. 

Durant les dernières années, des avancées majeures dans le domaine de la biologie 
moléculaire couplées avec des avancées dans les technologies génomiques ont conduit à 
une explosion de la masse de l'information biologique générée par la communauté 
scientifique. Des exemples d'avancées sont les projets de séquençage de génomes entiers 
et les études utilisant les microarrays ou biopuces pour caractériser les gènes. Les 
technologies de génomiques fonctionnelles comme la transcriptomique et la protéomique 
permettent de déterminer les fonctions de gènes des organismes étudiés. Ces technologies 
conduisent à la génération de tableaux de données ayant souvent des milliers de lignes et 
des centaines de colonnes. D'où la nécessite d'un espace mémoire suffisant pour le 
stockage, une bonne organisation et un indexage soigné afin d'assurer l'intégrité de 
l'information disponible. 

L'utilisation des puces ADN permet la mesure simultanée de très nombreux gènes 
dans de nombreuses conditions. Il en découle un très grand nombre de données qu'il faut 
ensuite gérer, analyser et visualiser de la manière la plus informative possible afin d'en 
extraire le maximum de connaissances sur le processus biologique étudié. Ces impératifs 
représentent autant de nouveaux défis pour la communauté scientifique. La technique 
rend nécessaire l'utilisation de bases de données pour structurer, stocker et protéger 

• .J. 
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l'information obtenue lors d'expériences de mesure d'expression (Ermolaeva et al., 1998). 
Un effort international sous l'égide de l'Institut européen de bio-informatique (EBI) a 
permis d'établir les informations nécessaires au stockage dans ces bases de données 
standardisées. Il est tout aussi important de définir la bonne procédure de normalisation 
des données. Tous ces points devraient alors permettre la comparaison des données de 
profils d'expression provenant de différents laboratoires et/ou de différentes technologies. 

Parallèlement, de nombreuses méthodes d'analyse bio-informatique des résultats 
de mesure d'expression ont été mises en œuvre. Il s'agit par exemple de l'estimation des 
seuils de confiance pour l'expression différentielle (Chenet al., 1997; Hilsenbeck et al., 
1999) ou de mesures de similarité - ou de distance - entre les éléments que l'on souhaite 
comparer sur la base des profils d'expression (Eisen et al., 1998). Différents algorithmes 
ont été utilisés pour l'analyse des profils d'expression, avec une approche non supervisée 
comme le clustering hiérarchique (Eisen et al., 1998), le K-means clustering (Tavazoie et 
al., 1999), le self-organizing map (Tamayo et al., 1999), ou avec une approche supervisée 
comme l'analyse de voisinage (neighborhood analysis) (Golub et al., 1999). 

Dans le même temps, des modèles d'interactions pour l'étude des réseaux géniques 
ont été explorés (D'haeseleer et al., 1999). Il s'agit de réseaux d'interactions à cinétique 
discrète utilisant des niveaux d'expression booléens, discrets ou continus (Thieffrey et 
Thomas, 1998), ou de systèmes dynamiques utilisant des équations différentielles 
linéaires ou non (Chenet al., 1999). 

1.2.2.3. Techniques de PCR 

Depuis la découverte de la Polymerase Chain Reaction par Kary Mullis en 1986 
et qui lui valu le prix Nobel de chimie en 1993, les techniques de PCR sont rapidement 
apparues comme des outils indispensables en Biologie Moléculaire. La quantification en 
temps réel, et avec elle un élargissement des applications à de très nombreux domaines 
tels que le diagnostique clinique et l'agroalimentaire, fut certes proposée en 1992 par 
Higuchi R., a connu un récent et spectaculaire développement ces dernières années. Dans 
le domaine de l'expression génique, les techniques de RT-PCR sont largement utilisées 
pour estimer le niveau d'expression d'un gène, analyser l'expression des variantes 
d'épissage génique et valider les résultats des puces ADN (Tse et Capeau, 2003). 

Les technologies de PCR et de RT-PCR s'inscrivent dans le cadre plus large de la 
problématique de l'identification et de la quantification des acides nucléiques. La 
quantification en temps-réel est plus fiable que la PCR conventionnelle, dans la mesure 
où l'ensemble du profil d'amplification est connu, permettant d'identifier rapidement des 
réactions dont l'efficacité d'amplification dévie, par exemple en présence d'un inhibiteur 
de la polymérase. 

La PCR et la RT-PCR quantitative peuvent se résumer en quatre mots: spécificité, 
Sensibilité, bonne reproductibilité et linéarité pour une dynamique de huit ordres de 
grandeur (Tse et Capeau, 2003). Ajouter à cela le fait d'être rapide, automatisable et en 
tube fermé, et vous obtenez une technologie d'un immense intérêt et bénéfice pour la 
Médecine et la Biologie. 

• fJ. 
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1.2.3. Développement de l'étude transcriptomique 

Depuis une vingtaine d'années, plusieurs techniques de Biologie Moléculaire ont 
été développées afin d'étudier le transcriptome (Liang et Pardee, 1992 ; Adams et al., 
2000). Les premières approches proposées, le Southern blot et le Northern blot, 
permettent d'identifier et localiser une séquence particulière (sonde d'ARNm ou ADNc) 
dans un génome entier (cible) ou tout autre mélange complexe d'ADN. Ces techniques se 
limitent à l'analyse d'un petit nombre de gènes à la fois et ne permettent pas 
d'appréhender la complexité du phénomène de la transcription. Plus récemment, la 
technique SAGE (Serial Analysis of Genes Expression), permet d'identifier et quantifier, 
simultanément, le niveau d'expression de plusieurs milliers de gènes, dans un type 
cellulaire donné (V elculescu et al., 1995). Cette méthode consiste à réaliser un inventaire 
des transcrits par séquençage en série de courts fragments d'ADNc (9 à 14 pb) ou 
sequence tags. Cette méthode est très sensible mais aussi très longue à mettre en œuvre, 
coûteuse et se limite à l'évaluation des niveaux d'expression des gènes. Parallèlement à 
la méthode SAGE, s'est développée la technologie des puces ADN (Schena et al., 1995 ; 
Lockhart et al., 1996), moins coûteuse et surtout plus évolutive en terme d'applications. 
En effet, les puces ADN permettent non seulement de visualiser, simultanément, le 
niveau d'expression de plusieurs milliers de gènes dans un type cellulaire et un contexte 
physiologique et/ou pathologique particulier; mais aussi d'étudier la séquence des gènes 
dans un échantillon, les mutations ou le polymorphisme (Mantripragada et al., 2004). 
Elles sont donc rapidement devenues les outils privilégiés pour l'analyse du 
transcriptome. 

Le transcriptome requière des analyses statistiques qui dépendent généralement 
des questions posées. Or, la communauté de biologistes n'est généralement pas formée 
aux statistiques. Un des défis majeurs de la communauté biologique et bioinformatique 
est donc d'adopter une vision plus statistique et d'interagir avec des statisticiens 
(Vingron, 2001 ). Le biologiste de laboratoire et le théoricien ont besoin de faire des 
efforts concertés afin de concevoir des expériences qui peuvent à la fois être réalisées et 
analysées. 

Parallèlement, le nombre grandissant de données de transcriptome librement 
accessibles ouvre la voie à la méta-analyse des puces. Comme cette technique dépend 
fortement de la technique employée mais surtout des facteurs biologiques expérimentaux, 
les résultats obtenus à partir d'un seul jeu de données sont difficilement généralisables à 
un phénomène global comme, par exemple, la compréhension du cancer. Depuis 2002, 
différentes études ont porté sur l'analyse de plusieurs jeux de données obtenus à partir de 
différentes plates-formes afin d'identifier des résultats reproductibles et sans doute 
généralisables (gènes impliqués dans un processus, groupes de gènes aux profils 
d'expression cohérents). Par ailleurs, la méta-analyse peut permettre l'accès à des 
résultats plus globaux comme l'analyse de régularités d'expression au sein du génome 
indépendamment des conditions expérimentales. Pour les bactéries, l'organisation 
chromosomique de l'expression n'avait pas fait l'objet de méta-analyse du transcriptome. 
Seule une étude du transcriptome d' Escherichia coli a été effectuée dans ce but (Jeong et 
al., 2004 ). L'interprétation des résultats a été réalisée en fonction des facteurs 
expérimentaux (dans ce cas deux conditions expérimentales) : l'implication de protéines 
(les gyrases) dans le repliement du chromosome bactérien. 
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II.1. Introduction 

Depuis le début des années 1990, un grand nombre de techniques d'analyse du 
transcriptome ont été développées. Certaines méthodes se basent sur la PCR, les autres 
basées sur l'hybridation et le séquençage sont à l'heure actuelle beaucoup plus largement 
utilisées. Un grand nombre de méthodes d'analyse ont été développées, nous présenterons 
les plus utilisées d'entre-elles. 

11.2.Techniques basées sur la PCR 

Des techniques d'analyse du transcriptome basées sur la PCR ont été développées 
au début des années 1990 : le Differential Display (Liang et Pardee, 1992), l'AP-PCR 
« Arbitrarily Primed Polymerase Chain Reaction » (Welsh et McClelland, 1990), la PCR 
soustractive et la RT-PCR en temps réel. 

II.2.1. Display difTérenciel et AP-PCR 

Le display différentiel commence par une transcription inverse des ARNm en 
ADNc, en utilisant des amorces oligo d(T). Ces ADNc sont ensuite amplifiés par PCR en 
utilisant des amorces oligo d(T) et différentes amorces arbitraires s'hybridant en 5'. Puis, 
les fragments amplifiés sont séparés par électrophorèse. Ceci est réalisé sur différentes 
populations d'ARNm et permet donc d'obtenir des fragments dont l'expression est 
différente entre ces populations. Ces fragments sont ensuite séquencés, ce qui permet 
d'obtenir des fragments de gènes différentiellement exprimés entre les conditions 
étudiées. Cependant, cette méthode présente deux principaux inconvénients : elle n'est 
pas quantitative et elle génère de nombreux faux positifs (Green et al., 2001). Cette 
technique est néanmoins encore utilisée car elle est relativement facile et rapide à mettre 
en œuvre (Fig. 1 ). Une autre technique conceptuellement très similaire au display 
différentiel est l' AP-PCR, mis à part, le fait que les fragments amplifiés ne sont pas 
spécifiquement situés à l'extrémité 3' des transcrits car des amorces arbitraires sont 
utilisées à la place des amorces oligo d(T) du display différentiel. 

II.2.2. PCR soustractive 

Une troisième technique d'analyse du transcriptome basée sur la PCR est encore 
utilisée actuellement : il s'agit de la PCR soustractive. Le principe général de cette 
technique consiste à rétrotranscrire les ARNm en ADNc, à les digérer avec une enzyme 
de restriction puis à les lier à des adaptateurs différents pour les deux conditions étudiées. 
Les fragments obtenus sont ensuite amplifiés par PCR en utilisant des amorces 
complémentaires des adaptateurs, puis les deux ensembles de fragments (correspondants 
aux deux situations étudiées) sont hybridés entre eux. Une PCR utilisant des amorces 
complémentaires aux adaptateurs utilisés pour une des deux conditions permet ensuite de 
n'amplifier exponentiellement que les ADNc présents uniquement dans cette condition. 
Ce principe est à la base des techniques de Representational Difference Analysis 
(Lisitsyn et al., 1993) et de Suppressive Substractive Hybridization (Gurskaya et al., 
1996). Comme les deux premières techniques présentées, la PCR soustractive est 
également rapide et relativement facile à mettre en œuvre, mais elle génère des faux 
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positifs. En outre, elle ne permet de mettre en évidence que des ARNm présents dans une 
condition donnée, et pas dans une autre condition analysée. Les données obtenues ne sont 
donc pas quantitatives et deux banques sont nécessaires pour mettre en évidence à la fois 
les gènes surexprimés et sous-exprimés entre deux conditions (Fig. 2). 

Il.2.3. RT-PCR en temps-réel 

Actuellement, une technique est couramment utilisée afin de mesurer le niveau 
d'expression d'un gène : la RT-PCR quantitative (Reverse Transcribed Polymerase 
Chain Reaction), C'est-à-dire l'analyse quantitative de l'expression des gènes par RT
PCR en temps réel qui est une méthode alternative aux techniques de microarray pour 
l'étude du transcriptome. C'est une méthode très sensible, précise et reproductible qui 
permet l'analyse ciblée d'un nombre de gènes préalablement sélectionnés (la détection 
des ARNm présents en un seul exemplaire, elle n'est cependant pas utilisée pour mesurer 
l'expression de l'ensemble des gènes d'un organisme simultanément). Elle permet 
d'identifier de nouveaux gènes impliqués en pathologie et d'établir des index 
moléculaires représentatifs de profils spécifiques lésionnels. 

L'étude globale de l'expression des gènes ou « transcriptome » permet de 
déterminer la «signature » d'une cellule ou d'un groupe de cellules dans un état 
physiologique ou pathologique donné, à un moment donné. Ces méthodes ont permis de 
définir des profils d'expression spécifiques associés à différents processus 
physiopathologiques et même de redéfinir certains cadres anatomocliniques (DeRisi et 
al., 1996 ; Aliz.adeh et al., 2000). L'analyse du transcriptome fait principalement appel 
aux puces ADN (ou microarrays) capables de mesurer et de visualiser rapidement des 
différences d'expression entre les gènes et ceci à l'échelle d'un génome complet (Schena 
et al., 1995 ; DeRisi et al., 1997). Si le principe de cette technologie est simple, sa mise 
en œuvre et son utilisation en sont plus complexes. 

La RT-PCR en temps réel couple une RT-PCR classique à une méthode de 
quantification fluorescente (Higuchi et al., 1993 ). Le système de cette technique utilise le 
laser de fluorescence qui subit une répartition de l'excitation sur l'ensemble des 
échantillons par un multiplexer, puis une caméra CDD mesure la fluorescence émise 
(Fig. 3). La cinétique de quantification est basée sur la détection « en temps réel » du 
signal fluorescent dont l'intensité est proportionnelle à la quantité de produit PCR généré 
au cours de l'amplification. La quantification du signal repose sur le concept de « 
threshold cycle» (Ct) (le cycle seuil) où le Ct correspond au plus petit nombre de cycles 
pour lequel l'intensité du signal fluorescent est supérieure au bruit de fond (Gibson et al., 
1996) (Fig. 4). 

Il.3. Technique de micro-alignements d'oligonucléotides 

La grande approche d'analyse de l'expression génique utilise les micro
alignements d' oligonucléotides qui est basée sur l'hybridation, connus également sous 
leur nom commercial de puces ADN, Genechips0 de la firme Affymetrix (Lockhart et al., 
1996; Lipschutz et al., 1999). Les puces ADN aussi appelées biopuces, microréseaux, 
microarrays, chips ou biochips. 
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Une puce ADN, aujourd'hui communément appelée « DNA microarray » en 

anglais (de « array » = rang ordonné), est constituée de fragments d' ADN immobilisés 
sur un support solide selon une disposition ordonnée. Une puce comporte quelques 
centaines à plusieurs dizaines de milliers d'unités d'hybridation appelées « spots » (de 
l'anglais spot=tache), chacune étant constituée d'un dépôt de fragments d' ADN ou 
d'oligonucléotides correspondant à des sondes de séquences données. 

II.3.1. ffistorique des puces ADN 

Les premières puces ADN sont apparues en 1993, mais leur concept date de 1987 
(Bellis et Casellas, 1997). Suite logique aux anciennes méthodes de northern blotting 
(Alwine et al., 1997) et d'expression différentielle (Liang et Pardee, 1992), la technologie 
des puces ADN est basée sur le principe d'hybridation développé par Southern (1974). 
Ce principe stipule que deux fragments d'acides nucléiques complémentaires peuvent 
s'associer et se dissocier de façon réversible sous l'action de la chaleur et de la 
concentration saline du milieu. Il s'agit simplement d'une miniaturisation du système 
classique de reverse dot blot (Lennon et Lehrach, 1991) qui a vu le jour grâce à une 
technologie pluridisciplinaire intégrant l'électronique (techniques de dépôt), la chimie 
(préparation des lames et greffes des sondes oligonucléotidiques ou synthèse in situ), 
l'analyse d'images (acquisition des données) et l'informatique (interprétation des 
données). Depuis leur apparition, les puces ADN suscitent un intérêt inversement 
proportionnel à leur taille, avec pour preuve l'explosion du nombre de publications qui 
leur sont dédiées depuis 2001. 

Historiquement les macroarrays, les microarrays et les « véritables » puces ADN 
correspondent à trois méthodes différentes d'analyse (Lagoda et Reagad, 2000). Les 
macroarrays utilisaient des clones d' ADN complémentaire (ADNc) diposés sur des 
membranes de nylon (avec un espacement de l'ordre du millimètre) en association avec 
des cibles radioactives. Les microa"ays, plus miniaturisés, comportaient quelques 
milliers de gènes représentés par des produits PCR déposés tous les 200 à 400 microns 
sur une lame de verre et des cibles marquées par fluorescence. Enfin, les «véritables» 
puces ADN associaient à chacun des gènes d'un organisme un ensemble 
d' oligonucléotides synthétisés in situ. La première de ces puces ADN s'appelait la « 
Gene ChipTM HIV PRT». Commercialisée en 1998 par Affymetrix (Santa Clara, CA, 
USA), elle avait été conçue pour l'analyse des mutations de la transcriptase inverse et de 
la protéase du virus HIV (Hinfray, 1997). La même année a vu le développement de la 
première puce à oligonucléotides dédiée à une bactérie, contenant un sous-ensemble de 
cent gènes de Streptococcus pneumoniae (De Saizieu et al., 1998). 

II.3.2. Principe des puces ADN 

L'idée conceptuelle de la puce ADN est très simple. Il s'agit de greffer sur une 
surface de quelques centimètres carrés des fragments synthétiques d' ADN (les sondes) 
espacés de quelques micromètres et représentatifs de chacun des gènes étudiés (Ramsay, 
1998 ; Rockett et Dix, 2000). Ce micro-dispositif est ensuite mis au contact des acides 
nucléiques à analyser, au cours de l'étape d'hybridation. Ces acides nucléiques, appelés 
cibles, correspondent aux ARNm ou aux ADNc qui ont été préalablement couplés à un 
marqueur fluorescent ou radioactif. Ce contact entre cibles et sondes conduit à la 
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formation d'hybrides qualifiés par leurs coordonnées, et quantifiés grâce à la lecture des 
signaux radioactifs ou fluorescents. 

En ce qui concerne la terminologie associée à la technique des puces ADN, il est 
important de rappeler que les puces ne sont qu'un northern blotting inversé, où la sonde 
est fixe alors que la cible marquée est en solution. Cependant cette différence est à 
l'origine d'une confusion entre les termes« cible» (probe) et «sonde» (target). Une 
nomenclature a donc été recommandée (Phimister, 1999) et semble aujourd'hui bien 
respectée. Les sondes correspondent aux acides nucléiques fixés sur la puce, alors que les 
cibles représentent l'ensemble des acides nucléiques libres étudiés. 

L'analyse du transcriptome nécessite de mesurer les niveaux d'expression des 
gènes. Cette mesure peut être réalisée par une évaluation absolue de l'expression des 
gènes. Ce type de mesure est réservé aux puces commercialisées par la société Affymetrix 
qui sont conçues de façon un peut particulière. Pour chaque gène, une série de dix à vingt 
sondes, réparties sur toute la séquence du gène, est représentée sur la lame. A chacune de 
ces sondes PM (Perfect Match) est associée une sonde MM (Mis Match) dont la séquence 
est identique à la séquence des sondes PM, excepté une mutation ponctuelle située en 
position centrale. Cette sonde MM permet de quantifier la part du signal aspécifique 
(bruit de fond) associé à la sonde PM. Le calcul du niveau d'expression d'un gène est 
relativement complexe, mais peut être considéré, en première approximation, comme 
une moyenne pondérée des différences (PM-MM) de chaque paire de sondes associées à 
ce gène (Chudin et al., 2002). 

Cependant, pour l'ensemble des puces qui sont classiquement utilisées, l'étude du 
niveau d'expression des gènes est basée sur la détermination des variations de niveau 
d'expression d'un organisme dans deux conditions différentes. Il s'agit donc d'une 
mesure différentielle de l'expression des gènes. En pratique, pour réaliser cette mesure, 
les cibles constituant deux échantillons d'étude sont marquées par transcription inverse 
au moyen de deux tluorochromes différents: Cyanine 5 (Cy5) et Cyanine 3 (Cy3). Elles 
sont ensuite assemblées pour former un mélange complexe et hybridées. Ce mélange 
pourra s'hybrider, dans des conditions de stringence particulières, avec les sondes 
(oligonucléotides ou clones d'ADNc purifiés et amplifiés) présentes sur la puce. Après 
hybridation, La lecture est réalisée par un scanner muni d'un microscope confocal, 
couplé à deux lasers. Ces lasers possèdent des longueurs d'ondes d'excitation 
spécifiques, correspondant à celles des deux marqueurs fluorescents. L'excitation et 
l'émission (amplifiée par des photomultiplicateurs) des fluorochromes permettent 
l'obtention de deux images (une pour chaque marqueur) en niveau de gris. Ces images 
sont ensuite converties en pseudo-couleur et fusionnées pour être analysées par un 
logiciel d'analyse d'images (Fig. 5). La mesure des intensités des signaux de 
fluorescence relatifs à chacun des tluorochromes permet finalement de calculer pour 
chaque gène le rapport des intensités, qui évalue son expression différentielle (Duggan et 
al., 1999). 

11.4. Techniques basées sur le séquençage d' ADN 

De manière idéale, la meilleure vision que l'on pourrait avoir du transcriptome 
serait une banque d'ADNc complets correspondants aux ARNm présents dans les cellules 
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Figure 5. Etapes de l'analyse du transcriptome par la technologie de micro-alignements 
d'oligonucléotides (d'après Duggan et aL, 1999). Les sondes sont déposées mécaniquement sur une 
lame de verre. Parallèlement, les cibles sont couplées à des marqueurs fluorescents. Par exemple, la 
cible test est marquée par une Cyanine 5 (Cy5) rouge et la cible de référence par une Cyanine 3 (Cy3) 
verte. Les cibles sont mélangées puis hybridées avec les sondes. La lecture est réalisée par un scanner 
couplé à deux lasers. Ces lasers possèdent des longueurs d'ondes d'excitation spécifiques, 
correspondant à celles des deux marqueurs fluorescents. L'excitation et l'émission des fluorochromes 
permettent l'obtention de deux images (une pour chaque marqueur) en niveau de gris. Ces images sont 
ensuite converties et analysées par un logiciel d'analyse d'images. 

. 16· 



Uu.,Htre H TeelutlqrN• de 1•a11a111.e d• tro.ue,.,,,_-..
et les conditions étudiées. Ceci est bien sûr irréalisable dans la mesure où une cellule 
compte de l'ordre de 400000 ARNm (Hastie et Bishop, 1976). On ne peut donc pas 
séquencer l'ensemble de ces ARNm pour toutes les conditions que l'on étudie. Certains 
projets visent donc à séquencer un ensemble non redondant d'ADNc, de manière à ne pas 
séquencer plusieurs fois la même séquence. Si ces informations sont particulièrement 
intéressantes en terme de séquences, elles ne sont cependant ni exhaustives ni 
quantitatives. Afin de se rapprocher de l'exhaustivité et/ou pour permettre d'avoir des 
données quantitatives tout en limitant le coût de séquençage, d'autres méthodes 
permettent de ne séquencer qu'une partie des ADNc : il s'agit du séquençage d'EST 
(Expressed Sequence Tags), de la technique SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) 
ou MPSS (Massive Parallel Signature Sequencing). Il est alors nécessaire d'utiliser des 
méthodes bioinformatiques pour retrouver ou reconstituer le transcrit auquel correspond 
ces fragments. 

Il.4.1. Micro-alignements d' ADNc 

L'étude des ARNm passe par leur clonage sous forme d' ADN complémentaires 
(ADNc) et la constitution de banques d' ADNc, collections de clones d' ADNc 
représentatifs du transcriptome dans un type cellulaire, un tissu, voire un organisme 
entier ou plutôt un ensemble de tissus d'un organisme entier (Hérault et al., 2003). 

Il.4.1.1. Principe 

La technologie des micro-alignements d' ADNc repose sur une méthode simple et 
bon marché, permettant de suivre simultanément le niveau relatif d'expression de milliers 
de gènes (schena et al., 1995). Des fragments d' ADNc amplifiés par PCR (EST) sont 
déposés à haute densité (10 à 50 dépôts par mm2

) sur une lamelle de microscope, puis 
hybridés avec des échantillons d' ADNc marqués avec un fluorochrome ou un isotope 
radioactif. L'intensité du signal d'hybridation obtenu par un transcrit donné est supposée 
proportionnelle à la quantité de transcrit présent dans la population de l' ARN étudiée. 
Ces différences d'intensité reflèteront les variations de concentration pour un transcrit 
donné en fonction des traitements (fig. 6). On peut alors effectuer des analyses 
statistiques et bio-informatiques, qui seront à la base d'hypothèses à tester par des 
approches de biologie moléculaire classique (Brown et Botstein, 1999). 

Il.4.1.2. Les EST, étiquettes de séquences exprimées 

La première analyse de l'expression d'un grand nombre de gènes a pris la forme 
de programmes de séquençage de transcrits à grande échelle. Des banques de transcrits 
ont été constituées à partir d' ARNm provenant de matériels biologiques variés et de 
diverses conditions physiologiques. La majorité de ces programmes se sont attachés à 
séquencer les extrémités de clones d' ADNc afin d'étiqueter un maximum de transcrits. 
Les séquences obtenues, appelées EST, sont de courtes séquences de 300 à 500 
nucléotides, issues du séquençage unique de l'extrémité 5' ou 3' d'un ADNc. La qualité 
de ces séquences est relativement mauvaise car une EST peut comporter jusqu'à 5% 
d'erreurs et d'incertitudes. Cependant, elle est largement suffisante pour identifier avec 
certitude l' ADNc étiqueté. Ainsi, les EST fournissent un accès direct à la partie exprimée 
du génome. Cette approche a été largement utilisée lors de l'analyse de différents 
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Figure 6: Principe de la technique de micro-alignements d'ADNc. Après extraction (A), les ARN 
de chaque échantillon sont rétrotranscrits en ADNc, marqués à l'aide d'un fluorochrome spécifique de 
chaque échantillon (B), puis mis en conditions d'hybridation sur la puce (C). La puce est alors 
scannée. La nature et l'intensité du signal, acquis et analysés par un logiciel spécialisé, permettent de 
comparer les abondances des différentes espèces moléculaires fixées sur la lame dans les échantillons 
AetB (D). 
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génomes comme celui du nématode C. elegans (Waterston et al., 1992), de la drosophile 
D. melanogaster (Rubin et al., 2000 ; Stapleton et al., 2002a ; Stapleton et al., 2002b) ou 
de l'Homme (Adams et al., 1991 ; Adams et al., 1992; Adams et al., 1993; Adams et al., 
1995 ; Rillier et al., 1996). 

Plus le nombre d'EST est important, plus l'estimation de l'expression des gènes 
est fiable. La qualité des analyses de l'expression du génome à partir des EST est donc 
directement liée au nombre de séquences (Audic et Claverie, 1997). 

Le développement de nouvelles méthodes de sélection des ARNm entiers a permis 
de compléter les approches EST par des programmes de séquençage de transcrits pleine 
longueur, par exemple en utilisant la coiffe des ARNm comme point d'ancrage au lieu de 
la queue poly-A (Seki et al., 1998 ; Seki et al., 2002c ; Seki et al., 2002d ; Wu et al., 
2002). S'ils apportent des données précieuses pour l'annotation des gènes (Castelli et al., 
2004), ils ne fournissent pas plus d'indications quantitatives sur l'expression des gènes 
que les EST. 

Il.4.2. L'analyse en série de l'expression génique 

L'analyse en série de l'expression génique, communément connue sous le nom de 
SAGE (serial analysis of gene expression), La technique SAGE, développée par 
Velculescu et al. (Velculescu et al., 1995), permet une analyse de la fréquence d'un 
ARNm parmi les milliers de messagers qui sont présents dans une cellule à un moment 
donné. Cette technique permet de caractériser un transcriptome de façon descriptive ou 
différentielle sans disposer informations de séquence au préalable, et permet la 
découverte de nouveaux gènes ainsi que leur localisation sur le génome. 

Il.4.2.1. Principe 

La technique SAGE repose sur le fait que la séquence d'un tag est spécifique d'un 
ARNm donné. En effet, si on fait l'hypothèse que les nucléotides sont distribués 
aléatoirement le long de l'ARNm, une séquence de 10 ph peut permettre de distinguer 410 

= 1048576 transcrits différents. Différentes publications estiment la proportion de 
transcrits humains ayant des tags différents (Stollberg et al., 2000; Unneberg et al., 2003) 
: ces estimations varient entre 93,4% et 98,5%. Cependant, on peut penser qu'il s'agit de 
surestimations, toutes les formes de transcrits humains n'étant vraisemblablement pas 
encore connues. La plupart des transcrits différents ayant le même tag correspondent à 
des transcrits épissés alternativement à partir d'un même gène, ou à des transcrits codant 
pour des protéines paralogues (Unneberg et al., 2003). Il a néanmoins été estimé que 38% 
des transcrits humains épissés alternativement à partir d'un même gène présentent des 
tags différents (Unneberg et al., 2003) : il y a donc un grand nombre d'épissages 
alternatifs que l'on peut mettre en évidence à l'aide de tags de 10 pb. 

Cette méthode basée sur trois principes (fig. 7) : premièrement, une séquence 
étiquette (tag) de 10 ph isolée à partir d'une région définie del' ARNm est suffisamment 
informative pour identifier son transcrit d'origine, deuxièmement, la concaténation de 
plusieurs tags en une seule molécule d' ADN linéaire permet une analyse plus efficace en 
diminuant et simplifiant les étapes de clonage et de séquençage, troisièmement, 
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Figure 7. Principe de la technique SAGE. A partir de chaque ARNm est générée une 
étiquette, ou tag, qui possède une localisation précise sur le transcrit et une longueur suffisante 
pour en être spécifique. Les tags sont ensuite ligaturés les uns à la suite des autres pendant 
l'étape de concaténation. Après clonage, les concatémères sont séquencés, et les tags dénombrés. 
Pour chaque espèce d' ARNm, l'abondance de son tag spécifique est le reflet de son niveau 
d'expression dans l'échantillon dont il a été extrait. 
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l'abondance de chaque tag est proportionnelle au niveau d'expression de son transcrit 
dans la population cellulaire d'origine. 

IL4.2.2. Développement de SAGE 

Depuis la publication originale de la technique SAGE, différentes variantes de 
cette méthode ont été proposées, notamment pour permettre de l'appliquer à de petites 
quantités d'ARNm initiales: microSAGE (Datson et al., 1999), SAGE-lite (Peters et al., 
1999), miniSAGE (Ye et al., 2000) et SADE (Virion et al., 1999). D'autres variantes de la 
technique SAGE ont également été proposées, permettant d'obtenir des tags plus longs, 
afin d'augmenter leur spécificité : LongSAGE (Saba et al., 2002) permettant d'obtenir des 
tags de 17 pb et superSAGE (Matsumura et al., 2005) permettant d'obtenir des tags de 22 
pb, cette dernière méthode a été mise au point pour l'étude du transcriptome de plusieurs 
espèces simultanément, par exemple pour l'étude des interactions hôte-pathogène. Une 
autre variante de la technique SAGE permet d'obtenir des tags situés en 5' des ARNm 
appelée CAGE « Cap analysis gene expression » (Shiraki et al., 2003), il est alors 
possible de connaître les sites d'initiation de la transcription des ARNm en plus de leur 
fréquence. 

IL4.3. La technique de MPSS 

Conceptuellement, le principe de la méthode MPSS (Massively Parallel Signature 
Sequencing) est très proche de celui de la technique SAGE. Il s'agit de dénombrer des 
étiquettes de 17 nucléotides obtenues par digestion enzymatique de l'extrémité 3' des 
ARNm (Brenner et al., 2000). Cependant, la méthode pour y parvenir est différente de 
celle utilisée dans la technique SAGE (fig. 8(a)): les ADNc obtenus à partir des ARNm 
sont attachés à des microbilles après digestion par l'enzyme Dpnll (fig. 8(a)). Toutes les 
microbilles sont ensuite analysées simultanément, afin de déterminer le début de la 
séquence des ADNc liés à chacune des microbilles. La détermination de ces séquences 
est réalisée par l'ajout successifs d'adaptateurs ayant une séquence connue, auxquels des 
"décodeurs" couplés à des fluorochromes sont ensuite liés : la fluorescence de chaque 
bille permet de connaître quel adaptateur s'y est fixé, et donc la séquence de l'ADNc 
initial lié à la microbille. La fluorescence est enregistrée à chaque cycle. L'analyse finale 
des images obtenues permet donc de déterminer la séquence de chaque tag MPSS (figure 
8(b )). Le MPSS présente donc les mêmes avantages que la technique Long SAGE (les 
tags générés ayant la même taille), mais également les inconvénients liés à l'utilisation 
d'une enzyme de restriction. Comparé à la technique SAGE, le principal avantage du 
MPSS réside dans la méthode employée pour déterminer la séquence des tags, qui permet 
d'analyser en parallèle un très grand nombre de tags. Ainsi, les librairies obtenues 
comprennent généralement plusieurs millions de tags : par exemple plus de deux millions 
dans l'analyse du transcriptome de cellules souches embryonnaires par Wei et al. (2005) 
et plus de dix millions ans l'analyse du transcriptome de lignées cellulaires humaines par 
Jongeneel et al. (2003). La technique MPSS permet ainsi de connaître l'expression de 
gènes très peu exprimés que l'on ne détecte pas dans les librairies SAGE les plus 
séquencées (parmi l'ensemble des librairies SAGE disponibles dans la banque Gene 
Expression Omnibus, la plus grande est composée d'un peu plus de 400000 tags). Bien 
que théoriquement il soit possible de séquencer beaucoup plus de tags dans une librairie 
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SAGE, ceci n'est pas réalisé en raison du coût élevé de séquençage. Cependant, la 
méthode MPSS a pour le moment été moins utilisée que la technique SAGE, 
vraisemblablement car elle est plus récente, mais également car la technique est lourde à 
mettre en œuvre (elle a pour le moment été utilisée par la société Solexa qui a breveté la 
technique). 
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111.1. Introduction 

Les champs d'application des outils de la transcriptomique sont nombreux et ils 
concernent toutes les sciences du vivant, en recherche fondamentale ou appliquée 
(médecine, pharmacologie, agroalimentaire). Les applications citées ici ne sont donc pas 
exhaustives. 

ill.2. Applications dans le domaine de la santé 

La technologie de SAGE et celle de micro-alignements ont été très utilisées pour 
caractériser le transcriptome humain dans divers types cellulaires. On estime que le 
nombre de gènes exprimés dans n'importe quel type cellulaire est de l'ordre de 15 000 à 
25 000, encore que ces chiffres, dérivés des marqueurs de SAGE, puissent surestimer le 
nombre de gènes uniques et sous-estimer le nombre de transcrits différent. On également 
caractérisé un transcriptome « minimum » qui consiste en au mois 1 000 gènes qui sont 
exprimés dans tous les types cellulaires. La plus grande diversité de gènes exprimés se 
trouve apparemment dans le cerveau ; cela reflète peut-être la complexité des types de 
neurones. A coté de l'assemblage d'atlas d'expression génique, de nombreuses études ont 
commencé pour caractériser des différences associées à d'autre maladie humaines. 

ill.2.1. Diagnostic des cancers 

Des progrès technologiques récents (puces ADN et microplaques) permettent la 
mesure du niveau d'expression de milliers de gènes en parallèle, au cours du temps et 
pour de multiples conditions. Ces techniques, qui ont été initialement développées et 
testées sur des systèmes modèles tels que la levure ou des cultures cellulaires in vitro, 
commencent maintenant à être appliquées à l'analyse des cancers humains. Les résultats 
initiaux sont prometteurs, et l'analyse des profils d'expression à grande échelle va 
probablement devenir un outil pour l'identification des tumeurs, leur pronostic et le choix 
de leur traitement optimal. Il est donc important que les cliniciens se familiarisent avec 
les principes théoriques qui sous-tendent l'utilisation de ces nouvelles techniques . 

ill.2.1.1. Cancer du sein 

Les études réalisées sur le cancer du sein ont été publiées à partir de 1999, dans un 
premier temps sur des lignées cellulaires cancéreuses mammaires, puis sur des 
échantillons tumoraux. Peu d'études se sont consacrées à la comparaison de lignées 
cellulaires épithéliales mammaires normales et cancéreuses. Celle-ci a plutôt été réalisée 
dans le but de repérer des gènes d'intérêt étudiés ensuite sur des tissus mammaires. Par 
exemple, (Nacht et al., 1999) ont sélectionné avec la technique SAGE les 68 gènes les 
plus différentiellement exprimés entre deux lignées cellulaires cancéreuses mammaires et 
des cellules épithéliales normales, afin de les déposer secondairement sur des puces ADN 
destinées à l'analyse de divers tissus mammaires. Parmi ces gènes, certains tels que 
RBB2, MUC 1 et FGF 1 ont déjà été impliqués dans l'oncogenèse mammaire, mais un 
grand nombre n'ont jamais été associés au cancer et constituent des données nouvelles. 

D'autres études ont comparé le transcriptome de lignées cellulaires cancéreuses 
mammaires discordantes selon la présence de récepteurs aux œstrogènes (RE) dans le but 
d'identifier des gènes associés à ce statut. En effet, on sait que l'association RE-réponse à 
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l'hormonothérapie n'est pas parfaite : il est possible qu'il existe des gènes exprimés en 
association aux RE qui soient responsables de la réponse ou de la résistance à 
l'hormonothérapie. Leur connaissance permettrait d'améliorer notre compréhension du 
phénotype hormonosensible ou hormonorésistant du cancer du sein et pourrait déboucher 
sur l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques. Certaines équipes ont combiné 
hybridation soustractive et puces ADN (Yang et al., 1999), d'autres ont appliqué d'emblée 
la technologie des puces sur un jeu de gènes ayant un rôle suspecté dans l'oncogenèse 
(Bertucci et al., 1999 ; Hoch et al., 1999). Ainsi, certains gènes non liés préalablement au 
statut hormonal du cancer du sein ont pu être repérés. Les lignées cellulaires ont 
également été analysées de manière expérimentale. L'équipe de Lander (Clarck et al., 
2000) a publié un travail dont l'objectif était d'identifier des gènes intervenant dans le 
processus métastatique. 

Les travaux sur tissus tumoraux ont le plus souvent utilisé une approche purement 
descriptive - l'approche expérimentale étant plus difficile à mettre en œuvre - avec un 
objectif principalement clinique, déboucher sur une meilleure classification des tumeurs 
en termes de pronostic, voire de diagnostic. En effet, le diagnostic actuel du cancer du 
sein, et des cancers en général, place un spectre continu de tumeurs de phénotypes 
différents dans des catégories définies. L'espoir est d'utiliser la masse des données 
fournies par les puces ADN pour identifier tous ces phénotypes et définir de nouvelles 
catégories diagnostiques et pronostiques sur le plan fondamental, deux travaux ont été 
récemment publiés. L'article de Sgroi et al. (Sgori et al., 1999) présente l'utilisation 
combinée de deux techniques, la microdissection laser et les puces ADN, pour comparer, 
sur un jeu de 8 000 gènes, le transcriptome de populations pures de cellules épithéliales 
mammaires normales, cancéreuses invasives et cancéreuses métastatiques provenant d'un 
même patient. (Nacht et al., 1999) ont rapporté un travail assez similaire sur leur jeu de 
68 gènes déposés sur des membranes hybridées avec des sondes préparées à partir de 
divers échantillons : 7 cancers du sein primaires, 7 métastases de cancer du sein et 4 
cultures de cellules épithéliales mammaires normales. Ces deux études ont retrouvé des 
gènes impliqués dans le cancer du sein, comme ERBB2 et MUC l, et identifié des gènes 
jusqu'à présent non associés à l'oncogenèse mammaire. Certains avaient une fonction 
connue en conformité avec un rôle potentiel dans la cancérisation, alors que, pour 
d'autres, il s'agissait d'une relation sans rapport avec les données existantes. 

Une approche plus expérimentale consiste à étudier in vivo l'effet de divers 
traitements anticancéreux sur les programmes moléculaires transcriptionnels des cellules 
tumorales. Dans le cas de leucémies aigul!s avec blastes circulants, on peut comparer les 
profils d'expression des cellules cancéreuses prélevées dans le sang périphérique à 
différents moments durant le traitement. Dans le cas de tumeurs solides, cela est plus 
difficile, et la comparaison concernera le plus souvent l'échantillon tumoral avant et après 
radio- et/ou chimiothérapie. Dans leur étude sur le cancer du sein, Pérou et al. (Perou et 
al., 2000) ont ainsi comparé le profil d'expression de 20 paires d'échantillons de cancers 
du sein localement évolués traités par chimiothérapie première puis mastectomie. Après 
clustering, 15 de ces 20 paires voyaient les deux échantillons regroupés sur des branches 
terminales du dendrogramme. Chez 3 patientes ayant présenté une réponse complète à la 
chimiothérapie, les échantillons après traitement avaient des profils d'expression proches 
de celui des échantillons de tissu mammaire normal. 
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ID.2.1.2. Cancer pancréatique 

L'analyse du transcriptome du cancer du pancréas a permis de caractériser le profil 
d'expression génique associé au cancer du pancréas et d'identifier des gènes 
spécifiquement surexprimés par les cellules néoplasiques. Ces gènes sont des marqueurs 
candidats potentiels pour le diagnostic, le pronostic et le développement de 
thérapeutiques ciblées du cancer du pancréas. Un des principaux espoirs des résultats du 
transcriptome est la découverte d'un groupe de marqueurs diagnostiques précoces qui 
permettraient une meilleure surveillance chez les patients à risque élevé de développer un 
cancer du pancréas. 

L'analyse du trancriptome des tumeurs, principalement par la technique de puce 
ADN, a permis d'identifier des profils d'expression génique spécifiques de certains types 
tumoraux et de mettre en évidence des associations entre des profils d'expression et des 
données cliniques (Bertucci et al., 2002 ; Yang et al., 1999). Le transcriptome du cancer 
du pancréas a été étudié selon deux approches méthodologiques : analyse sériée de 
l'expression de gènes ou SAGE et puce ADN. Dix prélèvements de tissu d'origine 
pancréatique humain ont été analysés par SAGE: 6 lignées cellulaires d'adénocarcinomes 
canalaires du pancréas (AsPCl, Capan-1, Capan-2, Hs766T, Panc-1 et PL45), 2 lignées 
issues de cellules épithéliales normales de canaux pancréatiques transformées par la 
télomérase ou les protéines E6 et E7 du papillomavirus humain (H126 et HX) et 2 
adénocarcinomes canalaires infiltrants primitifs (Panc-91- 16113 et Panc-96-6252) (Ryu 
et al., 2002). Après filtrage des données, 86 gènes ont été identifiés comme 
différentiellement exprimés dans les prélèvements tumoraux comparés aux prélèvements 
de pancréas normaux ( 49 surexprimés et 3 7 sousexprimés ). 

Parallèlement à l'analyse par SAGE, les puces ADN ont été utilisées pour 
l'analyse du transcriptome du cancer du pancréas. Une première étude portant sur 11 
tissus pancréatiques·normaux, 14 carcinomes infiltrants canalaires et 8 lignées cellulaires 
de carcinome, étudiés sur puces Affymetrix U95, a permis d'établir une liste de 97 gènes 
surexprimés au moins 5 fois plus dans les prélèvements tumoraux que dans les 
prélèvements normaux (lacobuzio-Donahue et al., 2002). Une deuxième étude a porté sur 
un nombre à peu près identique d'échantillons (5 tissus normaux, 17 carcinomes primitifs 
et 14 lignées cellulaires) avec les puces du laboratoire de P.O. Brown de l'université de 
Stanford (lacobuzio-Donahue et al., 2003). Après analyse à l'aide de l'algorithme SAM 
(sign,ificance analysis of microarray), 149 gènes ont été identifiés, surexprimés au moins 
3 fois plus dans les prélèvements tumoraux que dans les prélèvements normaux. Parmi 
ces gènes, 46 sont communs avec la précédente étude ou avec les résultats de l'analyse 
par SAGE. Parmi les 103 gènes nouvellement mis en évidence, 40 ont déjà été retrouvés 
impliqués avec d'autres types tumoraux et 63 n'ont jamais été rapportés jusqu'à présent 
dans aucune tumeur. 

Ces études permettent l'identification de nombreux gènes marqueurs candidats du 
cancer du pancréas. Ces gènes peuvent être classés selon leur fonction principale dans le 
métabolisme cellulaire : jonction cellulaire ( claudines, connexines, annexines ), 
cytosquelette (kératines, fascine, pleckstrine ), contrôle de la réplication et/ou de la 
transcription de l' ADN (topoisomérase Il, ARNTL2, RUNXl ), réparation de l' ADN 
(XRCC4), régulation du cycle cellulaire (CDC2). Un groupe de gènes préférentiellement 
surexprimés par les cellules du stroma tumoral a également été identifié (Ryu et al., 
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2001 ). En comparant les profils d'expression génique obtenus par l analyse des 
carcinomes primitifs et des lignées cellulaires de carcinome, les gènes préférentiellement 
exprimés par le stroma tumoral étaient présents dans les cancers primitifs et absents dans 
les lignées cellulaires. Parmi ces gènes figurent les gènes agissant sur la matrice 
extracellulaire (gènes de collagène et gènes à activité protéasique ), les gènes associés à 
l'angiogenèse (hevin, IGFBP7, SPARC), les gènes liés à la réponse immune (chaînes 
légères et lourdes des immunoglobulines) et d'autres gènes de fonction peu connue dans 
l'oncogenèse comme les gènes du métabolisme lipidique apolipoprotéines). 

m.2.2. Détection d'activité biologique d'extraits végétaux à visée cosmétique ou 
dermatologique 

Des fragments de gènes, ADN amplifiés par PCR, sont greffés sur des puces et 
dénaturés afin qu'ils se trouvent sous forme simple brin sur la puce et puissent 
s'accrocher au brin complémentaire issu de la cible testée. Des cellules de peau, 
kératinocytes humains normaux, mélanocytes, fibroblastes, sont cultivées in vitro avec et 
sans extrait végétal pendant un temps donné. Puis les cellules sont lysées et les ARN 
messagers récupérés. Le principe de dosage est basé sur le pourcentage de fixation des 
ADNc provenant d'un gène donné issu des cellules cultivées sur la séquence 
complémentaire du gène fixé sur la puce. Selon le pourcentage de fixation par apport au 
contrôle (cellules incubées avec le solvant ou sans traitement), on pourra déterminer si on 
a activation ou inhibition de l'expression d'un ou plusieurs gènes-cibles. Les résultats 
doivent être interprétés par des méthodes statistiques complexes et dans le contexte 
complexe des voies métaboliques. L'analyse bio-informatique, à partir de la littérature 
scientifique, identifie des groupes de gènes stimulant et répresseur et leur hiérarchie. Elle 
regroupe les gènes qui jouent sur des motifs protéiques communs, qui sont impliqués 
dans des mêmes voies métaboliques, localisés de façon proche sur même chromosome ou 
qui sont corrélés à une même pathologie. 

On peut ensuite essayer de regrouper des gènes ayant le même profil d'expression 
sur plusieurs expériences ayant un rapport biologique. Ce regroupement peut se faire de 
proche en proche et rassemble les profils les plus similaires. On peut également faire 
appel à des techniques plus complexes, comme l'analyse en composante principale ACP 
ou les réseaux neuronaux. Plusieurs expériences sont nécessaires pour faire une analyse 
correcte. 

Au final, on représente en général le « clustering hiérarchique » sous la forme 
d'une matrice où chaque colonne correspond à une expérience et chaque ligne correspond 
à un gène. On représente les ratios grâce à une échelle de couleur, par exemple du vert 
pour les gènes réprimés au rouge pour les gènes induits (Hegde et al., 2000 ; Schena et 
al., 1995). 

IlL3. Applications dans le domaine de la recherche 

ID.3.1. Etude du transcriptome en neurobiologie 

La technique des puces ADN a été abondamment utilisée pour explorer le cerveau 
dans un contexte pathologique. Plusieurs études se sont intéressées aux changements 
intervenant dans le système nerveux central au cours du vieillissement et/ou de la 
neurodégénérescence en utilisant des tissus post-mortem de patients atteints de la maladie 
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d' Alzheimer (Blalock et al., 2004 ; Ginsberg et al., 2000 ; Yao et al., 2003), ou encore 
des modèles animaux (Blalock et al., 2003 ; Dickey et al., 2003 ; Mirnics et al., 2003). 
L'étude de l'hippocampe de 22 patients souffrant de cette maladie a notamment pennis 
de mettre en évidence une activation des gènes impliqués dans les processus biologiques 
de différentiation et prolifération, dont des suppresseurs de tumeurs, des facteurs de 
croissance des oligodendrocytes et des modulateurs de la protéine kinase A (Blalock et 
al., 2004). 

Il n'existe qu'un nombre limité d'études transcriptomiques de la maladie de 
Huntington (MH) sur des cerveaux humains (Hodges et al., 2006). De nombreuses études 
ont exploré l'expression des gènes dans des modèles de maladie de Huntington (MH), et 
ont ainsi mis en évidence un nombre considérable de gènes altérés dans leur expression. 
Ainsi, Luthi-Carter et al., ont montré que 63% (184/293) des gènes exprimés dans le 
striatum et le cervelet qui sont régulés par l'expression de huntingtine mutante tronquée, 
montraient aussi des niveaux d'expression altérés dans un modèle murin d'atrophie 
dentato-rubro-pallidoluysienne, une autre condition neurodégénérative provoquée par une 
expansion de glutamine dans le gène de l'atrophinel (Luthi-Carter et al., 2002b). Cette 
découverte corrobore l'hypothèse de l'existence de mécanismes communs entre les 
maladies à expansion de glutamine. Au moins huit conditions de ce genre affectent 
l'homme, et il serait intéressant de les comparer entre elles de la même façon. Par 
ailleurs, selon Chan et al., l'expression d'une huntingtine mutante entière a beaucoup 
moins d'effet sur l'expression des gènes que celle d'une protéine tronquée, ce qui 
suggère que le contexte de la protéine serait un aspect important de la neuropathologie de 
la maladie (Chan et al., 2002). Enfin, l'étude récente chez la souris transgénique R6/1, de 
la régulation de 54 gènes préférentiellement exprimés dans le striatum a montré la baisse 
de l'expression de 81 % de ces gènes, ce qui tend à démontrer l'altération de fonctions 
spécifiques du striatum lors du processus pathologique (Desplats et al., 2006). 

L'application des puces ADN à l'étude des profils d'expression géniques dans des 
tissus de patients atteints de la maladie de Parkinson (MP) devrait mettre en évidence des 
niveaux d'expression altérés pour les gènes liés à la vulnérabilité spécifique des neurones 
dopaminergiques dans cette maladie. Récemment, une analyse par puces ADN à haute 
densité de l'expression des gènes dans la substance noire compacte (SNc) de patients 
parkinsoniens a révélé la régulation de 13 7 gènes, dont 68 réprimés et 69 induits 
(Grunblatt et al., 2004). Les gènes réprimés codent des protéines impliquées dans la 
transduction du signal, la transmission dopaminergique, le transport des ions et le 
métabolisme énergétique. Un de ces gènes, S.KPl, code une protéine impliquée dans la 
formation de l'E3 ubiquitine ligase et de plusieurs sous-unités du protéasome. La baisse 
d'activité de la voie ubiquitine-protéasome pourrait expliquer l'accumulation anormale 
de protéines comme l'a-synucléine qui est le principal composant des corps de Lewy. 
Cette étude a également mis en évidence l'activation de gènes impliqués dans des 
processus biologiques comme l'inflammation et le stress. Une autre étude par puces ADN 
a comparé les signatures post-mortem de SNc de patients atteints de la MP, de paralysie 
supranucléaire progressive (PSP), de démence frontotemporale et parkinsonisme (DFTP) 
et de sujet sains (Hauser et al., 2005). Ce travail a identifié 142 gènes différentiellement 
exprimés entre les patients atteints de la MP et les sujets sains, et 96 gènes pour les cas de 
PSP et DFTP comparés aux échantillons témoins. Les gènes codant les protéines de choc 
thermique HSPAlA et HSPAlB sont induits dans les trois pathologies, ce qui suggère 
une réponse commune de ces maladies pour tempérer les effets toxiques des protéines 

·filll· 



mal repliées. De plus, l'expression du gène PARK.5 (codant l'ubiquitine 
carboxyleterminal- hydrolase L 1 et responsable d'une forme génétique de la MP) est 
divisée par deux chez les patients parkinsoniens, apportant un argument supplémentaire 
en faveur du rôle joué par le déficit de la voie ubiquitine-protéasome dans la MP. 
D'autres études ont utilisé des modèles de la MP pour explorer le rôle potentiel du stress 
oxydant, de l'inflammation et de mécanismes inconnus dans la neurodégénérescence. 
GrOnblatt et al., ont notamment étudié le modèle MPTP (l-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine) de la MP par la technologie des puces ADN. L'expression de 51 
gènes impliqués dans l'inflammation, le stress oxydant, les voies du glutamate et des 
facteurs neurotrophiques, ainsi que dans des processus inconnus, était altérée par 
l'intoxication (Grunblatt et al., 2001). Cette étude a identifié une série de « cascades » 
d'expression de gènes associée à l'administration de la neurotoxine, indiquant de 
nouvelles cibles thérapeutiques potentielles. 

Ill.3.2. Etude transcriptomique chez le Leishmania 

Bien qu'il n'y ait pas, chez Leishmania, de régulation de l'expression des gènes au 
niveau transcriptionnel, plusieurs messagers semblent s'accumuler à des stades de 
développement spécifiques. Les mécanismes impliqués sont peu connus mais pourraient 
faire intervenir une modulation de la stabilité des ARNm, soit par régulation de la 
polyadénylation soit par interaction avec des facteurs spécifiques (Clayton, 2002). Des 
techniques de criblage différentiel, ont permis d'isoler une vingtaine de gènes exprimés 
spécifiquement à l'un des stades de différentiation du parasite. Les analyses récentes de 
criblage différentiel, réalisées sur des ADNc de promastigotes et d'amastigotes hybridés 
sur des filtres à haute densité, ont montré que quelques gènes sont différentiellement 
exprimés entre ces deux stades parmi lesquels des gènes codant pour une famille de 
protéines membranaires appelée les amastines (Lamontagne et Papadopoulou, 1999 ; Wu 
et al., 2000). D'autres travaux utilisant des technologies apparentées ont également révélé 
l'expression de gènes spécifiques de ces stades de différentiation (Charest et al., 1996; 
Bellatin et al., 2002). Une technique qui gagne en popularité pour mesurer l'expression 
différentielle des gènes est celle des puces ADN. Cette technique permet de déposer sur 
des lames de verre des milliers de sondes qui peuvent ensuite être hybridées 
simultanément avec des ADNc marqués par des nucléotides fluorescents provenant, par 
exemple, de deux stades différents de différentiation (Fig. 9). Ce type de technique a déjà 
montré son efficacité pour de nombreux micro-organismes (Schoolink, 2002) et pour 
quelques parasites comme l'agent de la malaria (Rathod et al., 2002) ou T. brucei (Diehl 
et al., 2002). Bien que le génome de Leishmania ne soit pas connu dans son intégralité, 
des puces ont été réalisées soit avec des fragments d' ADNc, soit avec des fragments 
aléatoires génomiques de 1 kb (Almeida et al., 2002 ; Beverly et al., 2002) et quelques 
leçons peuvent d'ores et déjà être tirées de leur utilisation. Tout d'abord, il a été possible 
de confirmer l'expression différentielle qui avait été prédite pour certains gènes, ce qui a 
validé la technique. Cependant, l'expression de seulement 1 à 2% des gènes s'est trouvée 
modulée par un facteur de 2 ou plus entre la forme promastigote et métacyclique 
(Beverly et al., 2002). Ce pourcentage est en deçà des changements observés entre la 
forme logarithmique et stationnaire par exemple chez E. coli ou chez S. cerevisiae 
(environ 5%) (Talaat et al., 2002). Ceci peut s'expliquer par le mode particulier de 
régulation génétique de Leishmania qui utiliserait préférentiellement une régulation de 
type traductionnel. Nous avons effectivement identifié dans la région 3' non traduite du 
messager de l' amastine une séquence qui gouverne l'efficacité de la traduction et ce 
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Figure 9. Études transcriptomiques chez le Leishmania. On peut utiliser des puces à ADN par 
exemple pour trouver des gènes propres à une espèce de Leishmania, en marquant les ADN de 
deux espèces différentes telles que L. major et L. donovani avec deux fluorophores différents 
comme Cy3 et Cy5 et en réalisant une hybridation compétitive sur lame. De la même façon, il est 
possible de détecter des gènes exprimés spécifiquement à un stade de vie du parasite 
(promastigote ou amastigote ), ou différentiellement exprimés chez les parasites sensibles ou 
résistants. En marquant avec des fluorophores différents des ARN provenant de macrophages 
naîfs ou infectés par le parasite, ou provenant d'animaux infectés ou non infectés, il sera possible 
d'observer la réponse de l'hôte de façon globale lorsqu'il interagit avec le parasite. 
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spécifiquement au stade amastigote (Boucher et al., 2002). Une analyse in silico des 34 
Mb de séquences de Leishmania a révélé que cette séquence est très répandue et dans 
chaque cas étudié, contrôle la traduction des gènes spécifiquement au stade amastigote 
(Boucher et al., 2002). Les mécanismes impliqués dans ce nouveau mode de régulation 
de l'expression des gènes sont actuellement à l'étude (pour revue: Marc Ouellette et al., 
2003). 

m.3.3. Mise en évidence de gènes différentiellement exprimés 

Les premières analyses du transcriptome avec les puces ADN ont établi des 
catalogues de gènes exprimés dans des cellules ou des tissus d'intérêt. Ces études ont 
participé à la validation de la technologie par l'obtention de résultats conformes à ceux 
obtenus avec d'autres approches. Ces catalogues ont été comparés à partir des 
échantillons biologiques dans le but de détecter des gènes différentiellement exprimés. 
Par exemple, la comparaison du transcriptome du muscle avec celui d'autres organes a 
permis de mettre en évidence des gènes d'expression spécifiquement musculaire (Pietu et 
al., 1996), voire d'expression modulée dans des pathologies musculaires (Tkatchenko et 
al., 2000; DeRisi et al., 1996) ont comparé le profil d'expression d'une lignée cellulaire 
cancéreuse de mélanome avec le profil de la même lignée dont le phénotype cancéreux 
avait été annulé par l'introduction du chromosome 6 et ont pu ainsi identifier plusieurs 
gènes potentiellement responsables du caractère tumoral. De même, l'utilisation 
d'animaux transgéniques ou ayant subi une inactivation génique a permis de caractériser 
des gènes jouant un rôle fondamental dans l'ontogenèse thymique chez la souris (Wurbel 
et al., 2000). La limite majeure de ce type d'approche différentielle qui détecte des gènes 
d'expression modulée est qu'elle ne renseigne pas sur les raisons de cette modulation. En 
particulier, de nombreux gènes peuvent être modulés dans leur expression pour des 
raisons autres que celles espérées (fond génétique, vitesse de croissance ... ). Ainsi, 
l'analyse de plusieurs lignées cellulaires prélevées à différents temps de culture et 
soumises à différents traitements de stimulation et/ou d'inhibition apportera plus 
d'informations biologiques que la simple comparaison de deux lignées« au repos». 

ID.3.4. Etablissement d'un profil caractéristique d'un état biologique donné 

Une alternative à l'approche différentielle consiste en l'établissement de profils 
d'expression génique de différents échantillons caractéristiques d'un état biologique 
donné, un phénotype tumoral par exemple (Alizadeh et al., 2000; Bertucci et al., 2000). 
L'analyse comparative des profils aura pour but une classification des échantillons basée 
uniquement sur le transcriptome, avec l'espoir d'identifier de nouveaux sous-types non 
repérés par les facteurs histocliniques usuels et pertinents en termes diagnostiques et/ou 
pronostiques. Il existe plusieurs systèmes de classification, mais l'outil le plus utilisé 
jusqu'à présent est le logiciel de hierarchical clustering, ou classification hiérarchique, 
développé par Eisen et al. À Stanford : le programme Cluster (Eisen et al., 1998). Il 
permet de regrouper les échantillons les plus similaires entre eux sur la base de leur profil 
d'expression des gènes analysés et regroupe également les gènes corrélés entre eux sur la 
base de leurs niveaux d'expression dans les échantillons étudiés. Le degré de similarité 
des échantillons ou des gènes entre eux est mesuré par le coefficient de corrélation de 
Pearson calculé sur la base des niveaux d'expression génique. Ces distances de 
corrélation permettent le regroupement des profils les plus similaires entre eux, sous la 
forme d'un arbre de distance de similarité, un dendrogramme, et les longueurs des 
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branches reliant les échantillons reflètent le degré de similarité entre ces échantillons. Un 
arbre du même type peut être tracé au niveau des gènes, en mesurant les corrélations 
d'expression des gènes à travers les différents échantillons. Une représentation graphique 
sous fonne d'un tableau avec une échelle de couleur est ensuite couplée à cette 
classification et pennet la visualisation de l'ensemble des résultats. Dans un tableau, les 
lignes correspondent aux gènes, les colonnes aux échantillons, et les niveaux de couleur 
reflètent de façon quantitative et qualitative les niveaux d'expression génique. Cette 
représentation permet une vision globale de l'information contenue dans la masse de 
données générées par la technique, mettant rapidement en évidence des groupes de gènes 
distinguant différentes classes d'échantillons. La comparaison de ces profils avec ceux de 
modèles simplifiés (lignées cellulaires « au repos » ou stimulées ou inhibées par divers 
produits) permet d'envisager une explication biologique à ces profils (Aliz.adeh et al., 
2000). 

ID.3.S. Caractérisation des voies de régulation 

Une autre application de l'étude du transcriptome concerne la caractérisation des 
voies de régulation (Wen et al., 1998; Roberts et al., 2000). En mesurant les niveaux de 
transcription génique dans un organisme dans différentes conditions, à différents stades 
du développement et dans différents tissus, on peut construire un profil d'expression 
génique qui caractérise la dynamique de chaque gène dans le génome. Par exemple, on va 
s'intéresser à des cinétiques de réponse à des effecteurs permettant de mettre en évidence 
des vagues successives de gènes activés ou réprimés sur la voie métabolique de la 
molécule ciblée, mais aussi sur d'autres voies corégulées (Liu et al., 2000 ; W alker et 
Rigley, 2000). L'utilisation de mutants d'inactivation génique ou de mutants bloquant la 
signalisation permet également de caractériser la succession des gènes au sein d'une 
cascade métabolique (Fambrough et al., 1999). Ce type d'analyse permet, non seulement 
d'établir une vision plus claire de l'activité cellulaire dans diverses conditions, mais aussi 
de déceler différents points potentiels d'intervention thérapeutique au sein de la cellule. 
D'autre part, la mise en évidence, grâce aux puces ADN, de gènes présentant des 
mécanismes communs de régulation est en mesure d'améliorer notre compréhension des 
signaux de régulation au niveau de l'ADN. En effet, il a été suggéré que des gènes dont le 
profil d'expression était similaire (gènes coexprimés) pouvaient avoir quelque chose en 
commun dans leur mécanisme de régulation, c'est-à-dire être corégulées, et que cette 
corégulation se faisait par l'intermédiaire de séquences cibles identiques pour des facteurs 
de transcription situées dans leur promoteur. Cela a été réalisé récemment dans le cadre 
de l'analyse des profils d'expression de 6220 ORF de la levure mesurés à 15 intervalles 
de temps différents durant le cycle mitotique (Tavazoie et al., 1999). Les auteurs ont 
identifié 30 groupes ou c/usters de gènes corégulés avec, le plus souvent, des gènes de 
fonction similaire regroupés à l'intérieur d'un c/uster. Puis ils ont cherché à identifier en 
amont des ORF des motifs d'ADN communs aux membres de chaque c/uster et 
contribuant à leur corégulation. En utilisant un algorithme d'alignement de séquences, ils 
ont ainsi pu identifier 17 motifs dans 12 clusters, correspondant à 17 sites de fixation de 
facteurs de transcription dont certains étaient connus - permettant de valider l'approche -
et dont d'autres constituaient des nouveaux motifs. Ce type d'approche, combinant puces 
ADN, algorithme de c/ustering et recherche systématique de motifs consensus d'ADN 
dans des promoteurs potentiels, peut donc permettre la détermination de réseaux de 
régulation transcriptionnelle dans des organismes séquencés (Brazma et Vilo, 2000). 



IIL3.6. Etude du transcriptome de cellules souches embryonnaires (CSE) et 
hématopoîétiques (CSH) 

Les techniques d'analyse du transcriptome utilisées sont également différentes. Les 
puces ADN constituent de loin la technique la plus utilisée, une sélection représentative 
des publications analysant le transcriptome de CSE à l'aide de cette technique. (Sato et 
al., 2003 ; Rao, 2004 ; Bhattacharya et al., 2004 ; Abeyta et al., 2004 ; Zeng et al., 2004 et 
Bhattacharya et al., 2005). Le transcriptome des CSE a également été analysé en utilisant 
des EST des CSE humaines (Brandenberger et al., 2004) et des CSE murines (Sharov et 
al., 2003), avec la technique SAGE pour les CSE humaines (Richards et al., 2004) et pour 
les CSE murines (Anisimov et al., 2002a) et avec la technique MPSS pour les CSE 
humaines et murines (Wei et al., 2005). Ces techniques sont certes différentes, mais 
également complémentaires. Par exemple, le nombre d'EST séquencées (entre 10000 et 
30000 par librairie pour les deux publications citées) est petit devant le nombre de tags 
SAGE (entre 70000 et 140000 par librairies pour les deux publications citées) ou MPSS 
(environ 2000000 par librairie dans la publication citée). L'image du transcriptome 
obtenue par le séquençage de ces EST est donc plus partielle que celle donnée par les 
librairies SAGE ou MPSS. Par contre, ces données de séquences d'EST ont été publiées, 
elles ont donc permis d'identifier des tags SAGE et MPSS qui n'auraient pas été identifiés 
dans le cas contraire. Certaines de ces séquences d'EST ont également été déposées sur 
des puces ADN (c'est le cas par exemple d'une partie des données d'EST obtenues dans 
l'étude de Sharov et al., (2003). Par ailleurs, les études par puces ADN n'ont permis 
d'étudier que l'expression des gènes dont les transcrits correspondants ont une sonde sur 
la puce : on ne peut donc pas étudier l'expression d'un certain nombre de gènes, comme 
par exemple le gène Rexl 1 pour lequel aucune sonde n'est présente sur la puce 
Affymetrix U-133A utilisée par Sato et al. (2003). Au contraire, les techniques basées sur 
le séquençage (EST, SAGE et MPSS) ont permis de mettre en évidence l'expression de 
nombreux gènes pour lesquels les transcrits ne sont pas encore caractérisés. Cependant, 
un petit nombre de transcrits ne peuvent être observés par SAGE ou MPSS, ou ne 
peuvent pas être identifiés : on peut par contre étudier leur expression en utilisant des 
puces ADN. C'est par exemple le cas de l'ARNm humain Nanog2, dont le tag MPSS se 
trouve dans une région répétée, ne pouvant donc pas être identifié de manière unique. 

Le transcriptome des CSH foetales murines, le transcriptome de CSH adultes 
murines a également été analysé (Park et al., 2002). Dans cette étude, les auteurs ont 
d'abord réalisé une première librairie d'ADNc à partir d'une population de CSH, et une 
seconde à partir d'une population contenant des progéniteurs multipotents dérivés de 
CSH. Les clones correspondants ont été transférés sur des filtres nylon, sur lesquels ont 
été hybridés des ADNc issus de cellules matures de thymus, de rate et de moelle osseuse. 
Seuls les clones qui n'étaient pas exprimés dans les différentes cellules matures ont 
ensuite été sélectionnés, afin de réaliser une puce ADN sur lame de verre. Sur cette puce, 
des ADNc issus de CSH et de progéniteurs multipotents dérivés de CSH ont ensuite été 
co-hybridés, ce qui a permis aux auteurs de mettre en évidence des gènes 
différentiellement exprimés entre des CSH et des progéniteurs multipotents, mais non 
exprimés dans des cellules matures. 



D'autres études ont également permis d'étudier l'expression des gènes dans les 
CSH par des approches soustractives, dont notamment l'étude de Terskikh (Terskikh et 
al. (2001 ). En comparant les résultats de ces analyses du transcriptome des CSH, nous 
pouvons mettre en évidence des similarités : ces différentes approches mettent toutes en 
évidence une surexpression de gènes codant pour des protéines impliquées dans les voies 
de signalisation Wnt, TGF-, Sonic hedgehog et Notch dans des CSH. Cette observation a 
conduit différents auteurs à chercher si ces voies étaient impliquées dans la régulation de 
l'autorenouvellement des CSH. 

Si ces études ont permis de mieux connaître les gènes exprimés dans les CSH, 
elles utilisent une approche soustractive pour enrichir les transcrits étudiés en transcrits 
spécifiquement exprimés dans les CSH, ce qui mène à une vision partielle du 
transcriptome de ces cellules. L'approche choisie par Akashi et al. (2003) permet quant à 
elle d'avoir une connaissance plus large du transcriptome des CSH (mais néanmoins 
restreinte aux gènes pour lesquels une sonde correspondante est présente sur la puce 
utilisée) : les auteurs ont utilisé des puces Affymetrix, pour étudier le transcriptome de 
populations de CSH, de progéniteurs multipotents, de progéniteurs communs lymphoïdes 
et de progéniteurs communs myéloîdes. Ils ont ainsi mis en évidence qu'un grand nombre 
de gènes que l'on pensait spécifiques des lignages myéloîdes et qu'un petit nombre de 
gènes que l'on pensait spécifiques des lignages lymphoïdes sont également exprimés dans 
les cellules souches, mais à un plus faible niveau. Les progéniteurs multipotents analysés 
expriment également un grand nombre de gènes des lignages myéloïdes, mais aussi 
lymphoïdes. Par contre, l'expression des gènes des lignages lymphoîdes (respectivement 
myéloîdes) n'est plus détectée dans les progéniteurs communs myéloîdes (respectivement 
lymphoïdes). On pourrait penser que ces résultats sont dus à des populations cellulaires 
initiales hétérogènes. Cependant, Miyamoto et al. (2002) ont abouti aux mêmes 
conclusions pour quelques gènes, en réalisant des PCR en temps réel à partir d'une seule 
cellule. Ces résultats suggèrent donc que les gènes exprimés par les cellules des différents 
lignages seraient déjà exprimés préalablement à l'engagement dans un lignage de 
différenciation. Ainsi l'engagement dans un lignage serait accompagné à la fois d'une 
augmentation de l'expression des gènes caractérisant ce lignage et d'une répression des 
gènes caractérisant les lignages alternatifs. 

Ill.4. Applications dans le domaine agroalimentaire 

ffi.4.1. Approche transcriptomique de l'engraissement chez le poulet de chaire 

L'augmentation du poids de tissu adipeux abdominal chez le poulet de chair est 
fortement corrélée à la sélection sur la vitesse de croissance. Cet engraissement excessif 
entraînant des pertes économiques à différents niveaux de la production, il est l'une des 
préoccupations de l'INRA. Le laboratoire de Génétique Animale a pour objectif, entre 
autres, de mettre en évidence des gènes impliqués dans la variabilité de l'état 
d'engraissement des poulets. Le modèle animal utilisé correspond à des lignées de 
poulets obtenues par sélection divergente sur ce caractère lignées Grasse et Maigre, 
(Leclercq et al. 1980). Parmi les approches mises en œuvre au laboratoire, un dispositif 
de Différentiel Display (Liang et al, 1992) a permis d'isoler, à partir d' ARN hépatiques 
de poulets, plusieurs centaines de fragments d' ADNc, correspondant à des gènes 
susceptibles de présenter une différence d'expression entre les poulets gras et maigres 
(Carré et al, 2001). La comparaison des séquences de ces ESTs (&pressed Sequence 



Tags) avec les banques de données (Genbank, EMBL) a montré que ces gènes codaient 
des protéines impliquées dans plusieurs métabolismes, dont le métabolisme énergétique. 
Néanmoins, de nombreuses séquences n'ont pas pu être identifiées à ce jour. 

Cette approche de display différentiel s'intègre dans l'analyse globale du 
transcriptome du poulet, permettant, à terme, la mise en évidence de gènes impliqués 
dans la variabilité de l'état d'engraissement du poulet de chair. 

ID.4.2. Analyse du transcriptome de mircotubercules de pomme de terre 

Une approche cDNA-AFLP (complementary DesoxyriboNucleicAcid - Amplified 
Fragment Length Polymorphism) a été développée afin d'étudier l'évolution du 
transcriptome de microtubercules de pomme de terre au cours de leur cycle de 
développement (principalement lors des étapes de tubérisation, de dormance et de 
germination) (Bachem et al., 1996 ; Trindade et al., 2004). 

Des banques d'Expressed Sequence Tag (EST) construites à partir de stolons, de 
microtubercules en développement, de tubercules dormants et de germes en croissance 
ont été comparées par Ronning et al. (2003) et Flinn et al. (2005). Des études utilisant des 
puces ADN complémentaire ont finalement été réalisées par Kloosterman et al. (2005) 
afin d'évaluer l'expression génique au cours du développement des tubercules. Ces 
études présentent des perspectives techniques intéressantes, mais n'ont pas ciblé de façon 
quantitative le processus de vieillissement lors du stockage à basse température. Leurs 
résultats restent donc à l'heure actuelle d'un intérêt limité pour la mesure de l'âge 
physiologique des tubercules semences de pomme de terre. 

ID.5. Applications dans le domaine de l'environnement 

Dans le domaine environnemental, la diversité spécifique est très importante. De 
plus, dans le cas de certains micro-organismes, beaucoup d'espèces sont difficilement 
cultivables. Les techniques moléculaires sont alors particulièrement bien adaptées. 
L'environnement contient un très grand nombre d'espèces inconnues (plus de 90% pour 
les bactéries). Les applications dans ce domaine sont très nombreuses et diverses. On 
distingue deux grands types d'applications: soit une approche populationnelle afin de 
caractériser un milieu (O'brien et al., 2005 ; Poretsky et al., 2005 ; Wu et al., 2002) soit 
on recherche des organismes spécifiques dans un échantillon. C'est cette dernière 
approche qui sera le thème central de projet : « Aquachip » pour l'identification de 
bactéries pathogènes des eaux. 

IILS.l. Identification des bactéries pathogènes des eaux : le projet Aquachip 

Les bactéries pathogènes des milieux aquatiques sont un problème majeur de santé 
publique (Straub et Chandler, 2003). Une surveillance des eaux constitue un enjeu de 
santé essentiel pour prévenir des maladies provoquées par les bactéries pathogènes 
véhiculées par les eaux, telles que des espèces de salmonelles, des pneumoniae, de 
legionella et de vibrio choléra. Le respect des réglementations oblige les fournisseurs 
d'eau potable à une surveillance régulière. 

Actuellement, les analyses bactériennes se fondent sur des méthodes de culture, 
c'est à dire le comptage de colonies sur boite de Pétri. Le comptage sur culture et le « 
....,,. ... aHll • 3.J • 



most probable number (NPM) », sont les analyses menées dans le cadre des procédures 
standards employées par les laboratoires de toute l'Union Européenne. 

Les mesures prises pour le contrôle de la qualité des eaux préconisent les analyses 
sur des organismes indicateurs d'une contamination fécale : les coliformes totaux, les 
colifonnes fécaux (Rompré et al., 2002), E. coli et les streptocoques fécaux. Ces 
organismes ne sont pas pathogènes mais leur présence dans un échantillon peut traduire 
la présence d'autres espèces qui elles, sont dangereuses. Ce type restreint d'analyse est dû 
au fait qu'il est difficile de cultiver toutes les bactéries pathogènes. 

Des expérimentations récentes mettent en évidence que la stratégie de contrôle de 
la présence de ces indicateurs bactériens par culture présente plusieurs défauts : ces 
indicateurs bactériens ne reflètent pas le risque réel pour l'homme puisque seules des 
bactéries indicatrices de contamination fécale et non les pathogènes eux-même sont 
détectées, la culture et l'obtention des résultats prennent un temps important (au moins 
trois à quatre jours), les modifications de l'environnement chez certaines bactéries peut 
induire une perte de leur faculté à pousser sur les milieux habituellement utilisés 
(Blackburn et Mccarthy, 2000 ; Ward et al., 1990), la détection de certains pathogènes 
spécifiques peut être longue Gusqu'à 15 jours). 

Le développement de nouvelles méthodes d'analyses efficaces et rapides est alors 
un élément primordial pour la prévention des infections liées à l'eau. Le projet « 
Aquachip » est un projet européen créé pour le développement et la validation d'une 
technologie de puce ADN pour l'évaluation de la qualité bactériologique des eaux de 
baignade et de consommation. L'objectif du projet est de développer des méthodes 
moléculaires pour identifier et mesurer les bactéries pathogènes directement dans 
n'importe quel échantillon d'eau donné et d'évaluer leur état d'activité. 

L'utilisation de techniques de détection moléculaire a été retenue car elles 
permettent de résoudre les problèmes évoqués précédemment pour les analyses par 
cultures: les bactéries pathogènes sont directement identifiées sans l'aide des indicateurs, 
le temps d'analyse est considérablement réduit (de 4 jours à moins d'une journée), 
l'activité bactérienne peut être quantifiée. 

L'utilisation des techniques de PCR semble être une bonne solution pour détecter 
les bactéries pathogènes (Kingombe et al., 1999 ; Malomy et Hoorfar, 2005 ; Paton et 
Paton, 2005). Les bactéries pathogènes présentent des risques majeurs pour l'homme, 
même si elles sont très largement sous-représentées au sein d'un échantillon. Il faut donc 
passer par une phase d'amplification du signal pour arriver à les détecter et donc calculer 
en plus du rapporteur pour la puce ADN un couple d'amorces pour l'amplification par 
PCR. 

La technologie quantitative de PCR (Fey et al., 2004) est combinée à la 
technologie de puce ADN pour rechercher des séquences spécifiques de gène et pour 
évaluer leur quantité dans des échantillons d'eau. Des séquences d'ARN (ARNr 168 
principalement) servent à identifier l'espèce ou le genre. La présence et la quantité de ces 
ARN servent aussi d'indicateurs de l'activité et la pathogénicité bactérienne afin d'évaluer 
les risques infectieux. La finalité est de créer une nouvelle technologie pour la détection 
des bactéries pathogènes des eaux et de valider son application de masse. 
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Comme nous l'avons précisé précédemment, la transcriptomique est une approche 
qui s'appuie sur différentes techniques que se soit classiques ou nouvelles, possèdent des 
avantages très larges et des applications dans plusieurs domaines, mais aussi il y a des 
inconvénients. Le progrès de cette approche dépend du développement de ces techniques 
pour mieux étudier l'expression des gènes. 

La génomique est à la base des recherches en biotechnologie. C'est l'étude 
exhaustive des génomes c'est-à-dire de l'ensemble des gènes, de leur cartographie, de 
leur séquence et de leur rôle fonctionnel. La génomique permet d'identifier les gènes liés 
à certaines maladies. En complément, la post-génomique va plus loin dans la 
compréhension du fonctionnement de la cellule. Elle englobe notamment l'étude des 
ARN transcrits ou transcriptomiques, l'étude des protéines exprimées par un génome ou 
protéomique. 

La technologie de PCR en temps réel est aujourd'hui l'outil de choix qui a permis 
de simplifier et de quantifier le nombre de molécules ou de copies d'un gène ou d'un 
messager d'intérêt dans un échantillon donné. Ses performances peuvent se résumer en 
quatre mots : spécificité, sensibilité, bonne reproductibilité et linéarité sur une gamme 
dynamique comprise entre 10 et 108 copies. Il faut ajouter à ses nombreuses qualités, la 
rapidité de la technique sans nécessité d'une étape post-PCR. La méthode est 
automatisable, et par conséquent parfaitement adaptée à une analyse de routine. Par 
ailleurs, la réa".tion s'effectuant en tube fermé, le risque de contamination est faible. 

Si le déroulement de la réaction de PCR est relativement bien connu, celui de la 
réaction de rétrotranscription reste largement mystérieux faute de modélisation. La 
qualité des résultats obtenus par RT-PCR dépend de nombreuses étapes difficilement 
contrôlables et se déroulant en aveugle car il n'existe pas à l'heure actuelle de techniques 
permettant de connaître l'efficacité de la réaction. De ce fait, la mise au point reste 
largement empirique. L'étape de PCR étant mieux connue et plus contrôlable que la 
réaction de RT, la transcription inverse des ARN en ADNc reste donc l'étape limitante de 
la réaction de RT-PCR. 

L'utilisation accrue de techniques quantitatives, grâce en particulier au 
développement récent de la PCR en temps réel, a permis de prendre conscience de ces 
difficultés. En fournissant des résultats plus précis qu'une simple révélation en point final, 
elle a fait apparaître la reproductibilité limitée de la technique de R T-PCR. Il est devenu 
évident que la qualité de l'ARN obtenu est très différente d'un échantillon à l'autre, 
surtout lorsque l'on s'adresse à des échantillons biologiques. Il est clair également que 
l'efficacité de la réaction de RT est extrêmement variable et dépend étroitement de la 
qualité des réactifs utilisés. L'évaluation de la qualité de l'ARN et de l'étape de RT par 
analyse d'un transcrit référent endogène adéquat est donc primordiale, même lorsque l'on 
ne cherche pas à obtenir de résultat quantifié, afin de limiter les résultats faussement 
négatifs. Il est également nécessaire d'entreprendre un important travail de 
standardisation afin d'améliorer la fiabilité des résultats. Cette standardisation ne pourra 
probablement se faire qu'au prix de l'automatisation des différentes étapes, de l'extraction 
de J'ARN jusqu'à la révélation de la PCR. Elle doit s'accompagner du développement de 
contrôles de qualité permettant à chacun de s'évaluer et de contrôler régulièrement ses 
résultats. 



Il faut également souligner que le soin apporté aux étapes situées en amont de la 
RT-PC~ telles que les modalités de prélèvement, sa conservation pendant 
l'acheminement au laboratoire, vont en grande partie conditionner la qualité des résultats 
obtenus (Bastard et al., 2002). En effet, l'ARN est un matériau biologique fragile, mais 
également dynamique et des modifications de la quantité ou même de la nature des 
transcrits peuvent se produire ex vivo (Bolduc et al., 2001 ; Ars et al., 2000). Ne pas tenir 
compte de ces aspects expose à des artefacts ou même des erreurs diagnostiques (Gayther 
et al., 1997; Birrel et al., 2001), quelle que soit la qualité technique de la réaction de RT
PCR. 

D'autres techniques basées sur la PCR ont également été développées, mais elles 
ont peu été utilisées (Green et al., 2001). Si les méthodes basées sur la PCR ont été 
particulièrement utilisées au début des années 1990, elles sont actuellement moins 
utilisées, au profit de méthodes quantitatives et se rapprochant de plus près d'une analyse 
exhaustive du transcriptome. Ces dernières méthodes sont cependant plus lourdes à 
mettre en œuvre et plus onéreuses que les techniques précédentes, ce qui explique 
pourquoi les premières techniques sont encore parfois utilisées aujourd'hui. 

Les puces ADN ont été qualifiées de méthodes "closes" d'analyse du 
transcriptome, dans la mesure où l'espace des gènes analysés est fini, limité à ceux pour 
lesquels une sonde correspondante est disponible sur la puce (Green et al., 2001). Au 
contraire, d'autres méthodes sont dites "ouvertes" car elles n'utilisent pas de connaissance 
a priori sur les transcrits, elles permettent donc la découverte de nouveaux gènes 
exprimés, et la réalisation d'analyses du transcriptome chez des espèces pour lesquelles la 
connaissance des gènes exprimés est encore limitée. 

Si l'utilité des puces ADN pour l'analyse du transcriptome dans un large spectre 
d'applications n'est plus à prouver étant donné la quantité et la qualité de publications à ce 
sujet, il est toutefois important de connaître les sources de biais ou de variabilité pouvant 
affecter la mesure de l'expression des gènes. Au niveau de la puce, il peut y avoir des 
irrégularités spatiales, et dans le cas des sondes déposées par un robot, il a été montré que 
les différentes aiguilles de dépôt pouvaient induire des différences dans les résultats 
obtenus (Smyth et Speed, 2003). De manière générale, pour certaines puces, il a été 
montré que la position relative des sondes sur la puce influe sur les résultats obtenus. En 
effet, les gènes correspondant aux sondes les plus proches sur la puce sont plus souvent 
co-exprimés qu'attendu (Kluger et al, 2003). Il est donc particulièrement important de 
répartir aléatoirement les sondes sur la puce, et de mesurer l'expression de chaque gène 
en utilisant plusieurs sondes différentes présentes à différents endroits de la puce. La 
localisation sur la puce et éventuellement l'aiguille de dépôt utilisée peuvent également 
être pris en compte dans l'étape de normalisation des données (Smyth et Speed, 2003). 

De nombreuses puces ont été développées avec des jeux de sondes spécifiques 
pour étudier le transcriptome d'organismes divers. Actuellement, des chercheurs essayent 
de concevoir une puce universelle contenant des sondes qui représentent l'ensemble des 
combinaisons possibles de séquences d' ADN. Le problème majeur est de définir la taille 
optimale des sondes. Un modèle a été réalisé pour concevoir une puce dédiée à la fois à 
la souris et à la levure (Van Dam et Quake, 2002). Une première puce universelle appelée 
UMAS (Universal Micro-Array System) a même vu le jour. Elle contient pour sondes 



toutes les combinaisons possibles d'hexamères et son utilisation combinée avec une étape 
enzymatique de fractionnement des cibles permettrait de générer des profils d'expression 
pour n'importe quel organisme (Roth et al., 2004). 

Au niveau des cibles, la réaction de marquage est particulièrement sensible à 
différents paramètres, pouvant conduire à un marquage différentiel de différents ARNm 
(Hoen et al., 2003). L'hybridation doit ensuite être réalisée simultanément pour 
l'ensemble des sondes. Si elles sont choisies de manière à présenter les paramètres 
thermodynamiques les plus proches, elles ont néanmoins une composition différente, qui 
influence la stabilité des duplex sondes/cibles spécifiques ou aspécifiques. C'est pour cela 
que les puces ne peuvent être utilisées que pour une mesure relative de l'expression des 
gènes entre différentes conditions analysées avec le même type de puce. Dans le cas où 
deux populations de cibles différentes sont hybridées sur la même puce, des 
fluorochromes différents sont utilisés, pouvant induire des différences artefactuelles : 
notamment des différences d'incorporation lors du marquage, des stabilités différentes de 
ces fluorochromes, et des différences entre la lecture de ces deux intensités de 
fluorescence par le scanner utilisé (Leung et Cavalieri, 2003). En général, deux puces 
différentes sont donc réalisées pour comparer les deux mêmes conditions, en inversant les 
fluorochromes utilisés pour chaque population d'ARNm. La comparaison entre les 
résultats obtenus avec ces deux puces permet d'estimer l'effet dû au fluorochrome. Ce 
biais doit ensuite être pris en compte dans les estimations des rapports d'expression. Des 
biais ont également été mis en évidence lors de la lecture des intensités de fluorescence : 
on observe souvent une saturation du signal pour les sondes correspondant à des gènes 
fortement exprimés (Leung et Cavalieri, 2003). Mais la lecture du signal est surtout 
problématique pour les gènes les moins exprimés, dans la mesure où le transcriptome 
comprend un très grand nombre de gènes peu exprimés : pour ces gènes, il est 
particulièrement difficile de distinguer le signal du bruit de fond optique sur la puce. 

Une force majeure de la méthode SAGE est la possibilité d'analyser de façon 
simultanée et quantitative un grand nombre de gènes et même, en théorie, l'intégralité du 
transcriptome. La sensibilité et la fiabilité des résultats obtenus par SAGE ont été 
montrées de nombreuses fois, notamment par des méthodes indépendantes d'analyse 
d'expression comme le criblage d'une banque d' ADNc (Velculescu et al., 1995), le 
northem blot (Chrast et al., 2000 ; Velculescu et al., 1997), la RT-PCR quantitative 
(Hashimoto et al., 2000), l'hybridation in situ (Datson et al., 2001; Feldker et al., 2003) et 
les puces ADN ( Nacht et al., 1999). Un des autres atouts de SAGE est que les niveaux 
d'expression des transcrits sont représentés par un nombre absolu de tags ce qui facilite le 
partage et la comparaison des données entre différentes expériences et différents groupes 
de recherche, si l'on s'assure que les données sont issues du même organisme et que le 
nombre total de tags est pris en considération. A cette fin, les nombreuses données SAGE 
générées ces dix dernières années ont été collectées et déposées sur une base de données 
publique. 

Bien que SAGE soit une technique puissante d'analyse de l'expression des gènes, 
elle possède certaines limites (Stollberg et al., 2000). Premièrement, la construction de 
banques SAGE et le séquençage des concatémères sont couteux en temps et en argent. 
Ensuite, bien que la profondeur d'analyse soit théoriquement infinie, l'étude de certains 
tissus complexes semble limitée aux transcrits d'abondance moyenne à haute (Datson et 



al., 2001 ; Feldker et al., 2003). Pour détecter des transcrits faiblement abondants, il 
faudrait séquencer environ trois « équivalents transcriptome », c'est-à-dire près d'un 
million de tags (Clarke et Carbon, 1976). De plus, certains transcrits ne possédant pas le 
site de coupure de l'enzyme d'ancrage échapperont à l'analyse. Enfin, les contraintes 
liées au caractère fastidieux de la construction des banques autant qu'à un accès en 
général limité au séquençage automatique bon marché ont limité l'utilisation de SAGE. 
Cependant, l'émergence récente de nouvelles méthodes de séquençage de l' ADN à très 
haut débit capable de déchiffrer jusqu'à 25 millions de bases en quelques heures 
(Margulies et al., 2005) pourrait être à l'origine d'un regain d'intérêt pour SAGE. 

Nous avons donc vu qu'il existe différentes méthodes pour analyser le 
transcriptome. Afin d'en réaliser une analyse quantitative, il est possible d'utiliser des 
puces à ADN, ou des méthodes basées sur le séquençage d'étiquettes de séquences 
transcrites (SAGE et MPSS). Si les méthodes basées sur le séquençage n'utilisent pas de 
connaissance a priori sur les gènes exprimés, ce n'est pas le cas pour les puces ADN, où 
l'analyse est limitée aux gènes pour lesquels une sonde correspondante est présente sur la 
puce. Les méthodes basées sur le séquençage présentent donc l'avantage de pouvoir 
mettre en évidence de nouvelles séquences transcrites. Par contre, elles sont plus chères à 
mettre en œuvre. La question de l'utilisation de puces ADN ou de techniques basées sur 
le séquençage est souvent sujette à débats, des arguments pouvant être avancés en faveur 
de chacune des techniques selon la problématique biologique posée et les moyens dont on 
dispose pour y répondre. Cependant, ces méthodes ne sont pas toujours mutuellement 
exclusives, elles peuvent également être complémentaires. Il est par exemple possible 
d'utiliser initialement une méthode basée sur le séquençage afm d'avoir une vision 
suffisamment large et sans a priori sur le transcriptome. On peut alors sélectionner un 
certain nombre de gènes qui semblent intéressants par rapport à la question biologique 
posée, afm de déposer des sondes correspondantes sur une puce, et d'étudier l'expression 
de ces gènes dans un plus grand nombre de situations biologiques différentes (par 
exemple pour évaluer la variabilité de l'expression de ces gènes en fonction des 
échantillons biologiques ou au cours du temps). On peut donc se demander avec quelle 
fiabilité ces méthodes reflètent l'expression des gènes. Pour cela, on peut s'intéresser 
d'une part à la reproductibilité de ces méthodes d'analyse (qui ne révélera certes pas la 
présence d'éventuels biais systématiques) et d'autre part à la comparaison entre les 
estimations de l'expression des gènes fournies par ces différentes méthodes. 

Les méthodes d'analyse parallèle de transcriptome ont effectué une réelle percée 
en 1995. Dans un premier temps, les discussions concernant ces nouvelles approches 
portaient essentiellement sur des aspects techniques : sensibilité, reproductibilité, coût, 
flexibilité. Depuis, leur utilité a été établie et les biologistes, les mathématiciens et les 
infonnaticiens se penchent désonnais sur l'éventail des applications possibles et 
inventent ou actualisent des méthodes d'analyse adaptées au volume et à la complexité 
des résultats obtenus (Eisen et al., 1998 ; Bassett et al., 1999). Ce champ d'investigation 
qui s'ouvre à peine a pour but de mettre en évidence les liens qui révèlent les structures 
sous-jacentes des systèmes étudiés. A l'avenir, les données d'expression pourront être 
exploitées en conjonction avec l'ensemble des infonnations biologiques disponibles -dont 
beaucoup proviendront de programmes de recherche en génomique- afin de mieux 
fonnuler les hypothèses à tester expérimentalement (Vidal, 2001). 



Le développement de nouveaux outils biologiques a permis d'envisager une étude 
à grande échelle du fonctionnement cellulaire. Ce projet révolutionnaire et ambitieux 
repose sur l'étude de la cellule à deux niveaux : d'une part, l'analyse du génome dans sa 
globalité, réalisée par des techniques de séquençage à haut débit et, d'autre part, l'étude 
de l'expression de ces gènes soit par analyse de l'expression des ARN messagers 
(transcriptome), soit par analyse de l'expression des protéines correspondant à ces ARN 
messagers (protéome ). Les informations fournies par ces études suscitent de grands 
espoirs dans les domaines de l'identification de nouvelles cibles thérapeutiques et de la 
découverte de nouveaux médicaments. Les analyses à échelle génomique et 
postgénomique sont complémentaires. En effet, les phénomènes de régulation de 
l'expression des gènes au niveau du promoteur et les modifications post
transcriptionnelles et post-traductionnelles sont à l'origine de modulations des voies de 
signalisation cellulaire. En couplant les données issues de l'étude des gènes et de leurs 
produits (ARN messagers, protéines), il est possible d'appréhender de façon globale le 
fonctionnement cellulaire. 

Les avantages des méthodes d'étude des ARNm sont qu'elles sont en général 
moins difficiles, plus sensibles et impliquent des approches à plus haut débit que les 
méthodes d'étude des protéines. Par ailleurs, la mesure des ARNm apporte des 
informations directes sur l'état d'activation des gènes. De plus, la pertinence des 
approches transcriptomiques pour l'exploration fonctionnelle est démontrée, notamment 
par des études établissant une relation entre le transcriptome d'un tissu ou d'un organe et 
sa physiologie (Son et al., 2005 ; Zhang et al., 2004). Enfin, seule l'étude des 
transcriptomes permet de prendre en compte la population des ARN non-codants dont 
l'importance fonctionnelle est de plus en plus évidente (Kapranov et al., 2007). 

Une des applications de l'analyse des profils d'expression est l'amélioration du 
diagnostic et pronostic clinique. Les études du transcriptome humain réalisées sur les 
cancers (Golub et al., 1999 ; Sorlie et al., 2001 ; van de Vijver et al., 2002) et les 
hémopathies (Alizadeh et al., 2000) ont apporté des résultats essentiels à la 
compréhension de ces pathologies. Des profils d'expressions, caractéristiques de 
certaines tumeurs, ont permis d'améliorer les classifications cliniques, parfois 
insuffisantes (Sorlie et al., 2001; Bertucci et al., 2004). Grâce aux puces ADN, il est 
désormais possible de distinguer différents types d'hémopathies aux pronostics de survie 
différents (Alizadeh et al., 2000). De la même manière, les portraits moléculaires de 
patientes atteintes du cancer du sein ont mis en évidence 70 marqueurs pronostiques 
(gènes) jugés plus pertinents que les paramètres clinicobiologiques existants (van de 
Vijver et al., 2002). Plus récemment, l'utilisation des puces ADN pour étudier les 
maladies cardio-vasculaires apporte des résultats encourageants (Steenman et al., 2003; 
Napoli et al., 2003; Liew et Dzau, 2004). Les profils moléculaires de patients en 
insuffisance cardiaque semblent pouvoir affmer les classifications cliniques (Liew et 
Dzau, 2004; Steenman et al., 2005). Ces études ont également permis d'identifier de 
nouveaux facteurs génétiques et environnementaux impliqués dans les problèmes 
d'insuffisance cardiaque comme l'hypertrophie, l'infarctus ou l'ischémie. Parmi les 
facteurs environnementaux, ces travaux citent entre autres les thérapies et l'alcool. Les 
facteurs génétiques ont des origines héréditaires ou sont les conséquences d'autres 
dysfonctionnements (maladie des artères coronaires, dysfonctionnement valvulaire, 
hypertension ... ). Finalement, ces nouveaux marqueurs offrent de nouvelles pistes pour le 



diagnostic et le pronostic de ces pathologies ainsi que pour la recherche de nouvelles 
cibles thérapeutiques (Liew et Dzau, 2004). 

Le fonctionnement d'une cellule implique de nombreux mécanismes complexes 
que les biologistes cherchent à appréhender depuis de longues années. Les évolutions 
technologiques récentes ont rendu possible l'accès simultané à la connaissance de la 
concentration d'un grand nombre de transcrits ou de polypeptides, définis respectivement 
comme le transcriptome et le protéome. La connaissance de ces deux entités doit 
permettre à terme d'étudier précisément la manière dont est exprimé le génome et de 
répondre à de très nombreuses problématiques. En effet, cela permet de trouver des cibles 
thérapeutiques, d'identifier des marqueurs pour un diagnostic rapide, d'étudier les 
processus biologiques comme ceux impliqués dans la sporulation de la levure (Chu et al., 
1998) ou les mécanismes de différenciation dans les tumeurs humaines (Perou et al., 
2000), de déterminer l'effet de la mutation d'un gène régulateur, d'analyser sous quelles 
conditions environnementales, un gène est activé et comment il évolue. 

Les questions auxquelles les études de transcriptome apportent des réponses sont 
très variées. On peut citer la variété suivante des thématiques concernant les plantes : la 
recherche de gènes dont l'expression varie au cours du développement ou en réponse à 
une modification de l'environnement et étude des mécanismes biologiques affectés 
(Girke et al., 2000; Schaffer et al., 2001 ; Wang et al., 2000), la recherche de gènes dont 
les profils d'expression sont proches et soumis aux mêmes circuits de régulation (Cho et 
al., 1998 ; Spellman et al., 1998), l'association de profils d'expression à des classes de 
mutants ou des types de cancers (Alizadeh et al., 2000 ; Ross et al., 2000) et construction 
d'indices de diagnostic médical (Golub et al., 2000), l'étude des fonctions de gènes 
orphelins ou de l'effet de molécules pharmacologiques s'appuyant sur de vastes bases de 
données d'expression (Hughes et al., 2000). 

A la fin, la transcriptomique, comme la génomique, ouvre de nouveaux horizons 
dans la biologie. De nouveaux domaines, verront sans doute le jour grâce aux données 
accumulées sur l'expression des gènes. Il est cependant difficile d'en déterminer leur 
étendue. Il est néanmoins raisonnable de reconnaître que ces données d'expression de 
l'ensemble des gènes sont une nouvelle étape dans la compréhension du fonctionnement 
du système dynamique qu'est la cellule. La vision ouverte par le transcriptome est 
beaucoup plus dynamique et fonctionnelle que l'est la vision issue de la génomique. Au 
fur et à mesure des progrès techniques, on se rapproche ainsi des réseaux fonctionnels de 
l'organisme. Certaines personnes pensent que la prochaine étape sera la connaissance de 
Pensemble des protéines avec leurs différentes formes présentes au sein d'une cellule à 
un temps donné. Ces protéines représentent l'ensemble de la machinerie cellulaire, base 
des différents métabolismes présents. Cependant, le protéome ne représente pas l'ultime 
étape de la connaissance en biologie. Il serait plus juste de dire que le transcriptome et le 
protéome sont complémentaires. En effet, les protéines sont stockées au sein de la cellule, 
ce que ne sont pas les ARNm. Les protéines donnent donc l'état cellulaire à un moment 
donné tandis que le transcriptome renseigne sur la dynamique du système et des réponses 
biologiques aux différents facteurs extérieurs. 
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Titre: La transcriptomique: une approche systémati.que pour l'étude de 
l'expression des gènes 

Résumé 
Depuis une vingtaine d'années, l'étude systématique de l'expression des gènes est 

devenue une réalité grâce à certain nombre d'innovations techniques telles que la 
production d'oligonucléotides de synthèse, les sondes fluorescentes, l'automatisation du 
séquençage d'ADN et l'amplification de l'ADN par la PCR. En eff"et, ce genre d'approches 
permet de compléter les résultats d'une démarche unitaire en biologie. Des progrès très 
importants dans certaines disciplines telles que la Biologie Moléculaire, la Chimie 
Combinatoire et la Bioinformatique ont permis le développement de la transcriptomique qui 
s'appuie sur différentes techniques, on peut citer, Display différentiel, PCR soustractive, 
PCR en temps réel, puces ADN, SAGE et MPSS. Ces techniques portent plusieurs 
applications notamment dans le domaine de la santé, la recherche, le domaine vétérinaire 
et environnemental 
Grâce à l'approche transcriptomique, il est possible d'identifier et analyser simultanément 
un nombre consûllrable des gènes, il est néanmoins raisonnable de reconnaitre que les 
données d'expression de l'ensemble des gènes sont une nouvelle étape dans la 
compréhension du fonctionnement du système dvnamiaue qu'est la cellule. 
Summary 

Over the past twenty years, the systematic study of gene expression has become a 
reality due Io a number of technical innovations such as the production of synthetic 
oligonucleotides, the fluorescent probes, automated sequencing of DNA and DNA 
amplification by the PCR. lndeed, these approaches can supplement the results of a unit in 
biology. Very signif1e1111t progress in some disciplines such as molecular biology, 
combinatorial chanistry and bioinformatics have enabled the development of 
transcriptomic based on different techniques, for example, dif/erential Display, subtractive 
PCR, real-time PCR, DNA chips, SAGE and MPSS. These techniques have many 
applications especially in the field of health, research and veterinary and environmentaL 
Wlth the transcriptomic approacli, il is possible Io identify and analyze a considerable 
number of genes, it is reasonable Io recognize that the expression of ail genes are a further 
step in understanding Ille functioning of dynamic system that is the cell 
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