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REésumeé. Lobjectif est ici de partir de la fonction pour identifier les génes d’intérét. Cette
identification passe par le séquencage des extrémités des ADN complémentaires pour donner
des « étiquettes ». Cette stratégie est trés efficace, méme si, compte tenu des mécanismes de
transcription et des contraintes expérimentales, des étiquettes différentes peuvent correspondre
a un méme gene. L'analyse de I'expression différentielle entre des animaux extrémes pour un
caractére permet d’accéder directement aux génes d'intérét pour ce caractere. Les analyses peu-
vent étre ciblées sur les génes régulés ou étre systématigues ; c'est le cas des filtres haute densité et des micro-
réseaux qui permettent d’étudier un répertoire trés large de transcrits. Le projet Asteroger lancé
par I'INRA a pour objectif d'établir un tel répertoire dans quatre espéces animales. Ce répertoire
va constituer un outil précieux aussi bien en physiopathologie qu’en génétique ou il facilitera
la mise en ceuvre de la stratégie d'identification des génes majeurs et des QTL par I'approche

‘candidat positionnel’.

La démarche proposée ici est basée sur la prise en
compte des caractéristiques fonctionnelles, c'est-a-
dire des données de physiologie ou de pathologie au
sens large : I'expression d’un caractére donné résul-
te de I'action d’un certain nombre de génes, et il est
facile de comprendre que la variabilité de ces genes
va entrainer celle du caractére considéré.
L'amélioration de ce caractére passe donc par la
prise en compte des génes impliqués.

Le premier objectif est donc d'identifier les génes
dont I'expression est liée a cette fonction ou a ce
caractére : genes exprimés dans la glande mammai-
re pour la production de lait, génes exprimés dans
I'ovaire pour le taux d'ovulation, genes exprimeés
dans le muscle pour la qualité de la viande.

Cette information d’expression n’est toutefois pas
suffisante car de trés nombreux génes interviennent
dans la mise en place d’une fonction, d'un caractére
donné : il n'est pas facile d’identifier, parmi les génes
de ce répertoire, ceux dont la variabilité va entrainer
une modification du caractére étudié. Pour faciliter
cette identification, nous allons comparer I'expres-
sion de ces genes dans des situations ou la fonction
- le caractére - présente des valeurs trés différentes :
si un géne est exprimé différemment chez deux ani-
maux extrémes pour le caractére considéré, toutes
choses étant égales par ailleurs, ce gene est trés cer-
tainement impliqué dans le déterminisme de cette
différence entre les animaux. Le deuxieme objectif
est donc de mesurer le niveau d’expression des
genes afin d’identifier ceux dont I'expression varie
en fonction de la valeur du caractére.

Certaines notions présentées ici peuvent étre
retrouvées dans une mise au point récente, plus
large, qui intégre également des aspects génétiques
qui ne seront pas évoqués ici (Hatey et al 1998).

1 / Identification des genes
exprimés dans une fonction
donnée

Une fonction donnée résulte de I'expression de
certains genes, c'est-a-dire de la présence de cer-
taines protéines qu'il « suffit » d'identifier, soit
directement, soit par le biais de leurs précurseurs,
les ARN messagers. La grande variété des tech-
nigues d’analyse des acides nucléiques disponibles
aujourd’hui (Riquet et Pitel 2000, cet ouvrage) rend
cette deuxieme approche plus performante, mais il
ne faut pas perdre de vue que le niveau d'analyse le
plus proche de la fonction est celui des protéines.

1.1/ Une cellule, des génes

Chez les mammiféres, on estime de 30 000 a 120 000
le nombre de génes, dont 10 000 a 30 000 sont trans-
crits - exprimés - par cellule. Toutefois, tous les
genes ne sont pas exprimés avec la méme intensité :
le nombre de copies varie donc selon les ARN mes-
sagers et I'on distingue classiquement trois classes
d’abondance (tableau 1).

INRA Prod. Anim., 2000, numéro hors série « Génétique moléculaire : principes et application aux populations animales », 153-160.



154 /| . HATEY

Tableau 1. Répartition des ARN messagers (ARNm) dans les différentes classes d’abondance.

Classe trés abondants abondants rares

% des ARNm totaux 10 (10-20) 45 (40-45) 45 (40-45)
Nombre d’espéeces d’ARNm 1000 15 000
Nombre de copies par espéce 5000 225 15
Nombre total d’ARNm 50 000 225 000 225 000

La présence de plusieurs copies d’'un méme trans-
crit constitue la redondance ; celle-ci, associée a
I'existence d’espéces moléculaires différentes, est a
lI'origine du caractére complexe des populations
d’ARN messagers, populations constituées d’environ
500 000 molécules d’ARN messager par cellule.

1.2/ Un géne, des ARN messagers

Au cours de la transcription des génes en ARN, dif-
férents processus pré- ou post-transcriptionnels peu-
vent intervenir, de telle sorte qu'a partir d'un méme
géne, plusieurs ARN messagers (ARNm) ou transcrits
différents peuvent étre produits ; ces possibilités sont
liées, d’'une part, a I'existence de sites alternatifs pour
le démarrage (promoteur) ou l'arrét (site de polyadé-
nylation) de la transcription et, d’autre part, a I'exis-
tence de mécanismes d’épissage alternatif qui intro-
duisent des variations dans la conservation et I'exclu-
sion des différents exons et introns (figure 1 A et B).

1.3/ Un ARN messager, des ADN
complémentaires

Les ADN complémentaires (ADNc) sont obtenus
par transcription inverse des ARN messagers, en utili-
sant comme amorce soit un oligo(dT) complémentai-
re de la séquence poly(A) de I'’ARNm, soit des
amorces de séquence aléatoire qui vont se fixer en dif-
férents points de TARNm. Cependant, méme si la syn-
thése est amorcée en 3’ sur le poly(A), les ADNc sont
fréquemment incomplets du fait de la présence, dans
I’ARN messager, de structures secondaires stables qui
bloquent la transcriptase. A partir d'un méme trans-
crit, différents ADNc de longueurs différentes peu-
vent donc étre obtenus ; cependant, dans le cas d'un
amorcage en 3', tous les ADNc issus d’'un méme trans-
crit auront la méme séquence en 3, ce qui permet de
les regrouper (figure 1 C ; voir plus loin).

1.4/ Un ADN complémentaire,
des étiquettes

Les ADNCc sont identifiés par leur séquence, par
comparaison avec celles répertoriées dans les bases
de données (Vignal 2000 et Corpet et Chevalet 2000,
cet ouvrage). Plutdt que de séquencer la longueur
totale de chaque ADNCc, ce qui nécessite plusieurs
réactions de séquence avec des amorces intermé-
diaires différentes et donc plusieurs ‘lectures’, seules
les extrémités de chaque ADNCc sont séquencées : les
données sont obtenues aprés une seule lecture et
avec des amorces universelles (figure 1 C). De telles
séquences constituent des étiquettes (ou EST pour
Expressed Sequenced Tags) ; bien qu'elles soient
incompletes, elles sont souvent suffisantes pour per-
mettre I'identification du géne correspondant.
Comme les extrémités 3' et 5° d'un ARN messager

n'ont pas les mémes caractéristiques, les étiquettes
correspondantes ne présentent pas le méme intérét.
En 5’ la séquence est le plus souvent dans la région
codante, ce qui facilite I'identification des genes. En
3', au contraire, la séquence se trouve généralement
dans une région non traduite ; elle est peu conservée
entre les espéces et présente rarement des introns.
Ces caractéristiques les rendent trés utiles pour la
localisation des génes sur les chromosomes en utili-
sant les panels d’hybrides somatiques (Yerle 2000, cet
ouvrage).

1.5/ Un géne, des étiquettes

Si deux génes différents produisent des étiquettes
différentes, les différents mécanismes présentés indi-
quent qu'au contraire, deux étiquettes différentes ne
correspondent pas systématiquement a deux genes
différents. Il est néanmoins possible d'essayer de
regrouper ces séquences entre elles, soit parce
qu’elles sont chevauchantes, soit parce gqu’elles sont
issues d’'un méme transcrit, comme le démontre la
présence en 3' d'une séquence identique pour plu-
sieurs clones. De tels regroupements d'étiquettes ou
« clusters » permettent d’approcher la séquence com-
pléte des ADNc (figure 1 C).

2 | Analyse de I’expression
difféerentielle des génes

L'objectif est de comparer des animaux extrémes
ou des situations expéerimentales différentes pour
identifier les genes qui sont exprimés différemment,
a travers des approches

- ciblées, visant a identifier les ARN messagers
régulés ;

- systématiques, visant a analyser « tous » les génes.

2.1/ Approches ciblées

Lobjectif est ici d'identifier les ARN messagers
régulés par comparaison de profils d’expression ou
par élimination (soustraction) des génes dont I'ex-
pression est invariable.

a / Approche comparative : diviser pour
régner

Dans une premiére approche permettant de mettre
en évidence les transcrits spécifiques d’'un état ou
d’une situation donnée, la population des transcrits,
sous forme d’ADN complémentaires (ADNc), est sépa-
rée en différents sous-groupes successifs de telle sorte
que I'on puisse les individualiser par électrophorése.
Les profils obtenus dans les différentes situations ana-
lysées sont comparés, permettant ainsi d’identifier
directement les transcrits qui sont régulés (figure 2).
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Figure 1. Du géne aux étiquettes (d’apres Hatey et al 1998).

A. Dans I’ADN génomique, un géne est composé d’introns (lignes) et d’exons (rectangles) que 'on retrouve dans le trans-
crit primaire. La transcription démarre au niveau du promoteur (fleche). Au cours de la maturation des ARN messagers, les
introns sont éliminés par excision et les exons liés entre eux par épissage ; certains exons (en entier ou en partie) ne sont
pas traduits (fonds blancs). LARN messager subit encore deux autres modifications : I'addition en 5’ d’'une structure parti-
culiere, la coiffe (cercle), et en 3’ I'addition d'une séquence de poly (A) (plusieurs dizaines de résidus).

B. L'existence d’'un promoteur alternatif entraine la présence d’'un exon supplémentaire ; par contre, I'épissage alternatif
entraine ici 'absence d’'un exon dans le messager final.

C. Les ADN complémentaires (ADNc) sont obtenus en utilisant comme amorce un oligo(dT) hybridé a la séquence poly(A).
Les étiquettes (fleches) correspondent & la séquence de I'extrémité des ADNc. Pour un méme messager, a cause de la struc-
ture secondaire des ARN messagers qui fait obstacle a la reverse transcriptase, des ADNc incomplets, de longueurs diffé-
rentes sont produits. Des étiquettes 5’ différentes sont ainsi obtenues, qui peuvent se chevaucher, permettant de constituer
une séquence consensus. Il en va de méme si la synthése des ADNc est amorcée avec des oligonucléotides aléatoires.
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Figure 2. Diviser pour régner.

A. La population des ARN messagers présente une continuité de taille et il n’est pas possible d’identifier directement
une espéce moléculaire particuliere. La stratégie présentée ici consiste a fractionner cette population en différents
sous-groupes qui seront a leur tour fractionnés afin d’obtenir des produits de taille différente. Ce fractionnement passe
par une amplification PCR avec différents jeux d’amorces.

B. Les différents sous-groupes sont analysés par électrophorése en déposant céte a cote, sur un méme gel d’électro-
phorese, les réactions correspondant aux différents échantillons. La comparaison de l'intensité des bandes révele les
variations d'abondance des ADNCc, indiquant une régulation de I'expression des génes correspondants.
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Les sous-groupes sont constitués par amplification
des ADN complémentaires a l'aide de différentes
amorces.

Le mRNA Differential Display (DD ; Liang et
Pardee 1992) est un concept simple et d’'une mise en
ceuvre relativement facile : aprés transcription
inverse en utilisant des amorces oligo(dT) ancrées
sur une ou deux bases, les ADNc obtenus sont
amplifiés par PCR en utilisant le méme oligo(dT)
ancré et un décamere de séquence aléatoire. Les
produits d’amplification obtenus sont analysés par
électrophorese en gel d’acrylamide et I'on observe
une centaine de bandes pour chaque combinaison
d’amorces. Les profils obtenus a partir des diffé-
rentes populations étudiées sont analysés sur un
méme gel : si une méme bande présente des diffé-
rences d’intensité selon les échantillons, c’est que
les concentrations des ARN messagers correspon-
dants sont différentes dans les populations d'origi-
ne. Les fragments d’ADNc présents dans ces diffé-
rentes bandes sont alors élués, clonés et séquences.

L'application aux ADNc de la technique d’AFLP
(Amplified restriction Fragment Length Poly-
morphism ; Bachem et al 1996) permet, comme le
Differential Display, de séparer les ADNc en diffé-
rents sous-groupes. Dans une premiére étape, les
ADNCc sont digérés par deux enzymes de restriction
différentes puis des adaptateurs correspondant aux
sites de restriction sont fixés aux extrémités des
fragments. Ceux-ci sont ensuite amplifiés par PCR
avec des amorces complémentaires des adaptateurs
et ancrées par addition de deux bases. Les diffé-
rentes combinaisons d’amorces ancrées permettent
d’obtenir différents sous-groupes. Les produits
d’amplification sont séparés par électrophorése et
les profils obtenus sont comparés comme précé-
demment.

Ces deux techniques présentent comme avan-
tages majeurs la possibilité d’effectuer des compa-
raisons multiples (plus de deux) et de pouvoir
mettre en évidence simultanément des régulations
positives et négatives. Par ailleurs, il semble bien
que les messagers rares soient accessibles. Ces
techniques ne nécessitent pas de clonage préalable ;
elles n’exigent pas de compétences tres pointues en
biologie moléculaire et sont d'un colt modéré.

Des résultats partiels peuvent étre obtenus avec
des quantités d’ARN relativement faibles (moins
d’'un microgramme d’ARN total), mais, pour couvrir
la totalité ou la quasi totalité du spectre des trans-
crits, de nombreuses réactions avec des amorces
différentes sont nécessaires (pour le DD, 80
amorces aléatoires différentes couplées aux 3
oligo(dT) ancrés, soit 240 réactions différentes
seraient nécessaires ; pour I’AFLP, 16 amorces diffé-
rentes par site de restriction, soit 256 combinaisons
pour les deux sites). Les différents contrdles néces-
saires - répétitions, vérification du caractere diffe-
rentiel - augmentent encore les quantités d’ARN uti-
lisées pour exploiter la totalité de I'analyse.

Les inconvénients majeurs du Differential Display
sont liés d’'une part au nombre élevé de faux positifs
et, d’'autre part, a la petite taille (quelques centaines
de bases au plus) des fragments isolés. Ce dernier
point implique un travail complémentaire pour
allonger ces fragments ou pour rechercher dans une
génotheque un clone plus long ; de plus, la localisa-
tion en 3’ de ces fragments, dans une région souvent

non codante du gene, ne facilite pas leur identifica-
tion. Les progrés les plus significatifs a attendre
sont donc certainement ceux qui permettront d'ob-
tenir des fragments plus longs (> 1 kb). Malgré ces
limites, le Differential Display est une technique trés
largement utilisée, comme en témoigne le nombre
important de publications qui lui ont été consa-
crees.

La méthode cDNA-AFLP leve partiellement les
limites du DD, en particulier parce que les amplifi-
cations par PCR sont conduites dans des conditions
strictes, ce qui assure une meilleure reproductibilité
et une diminution du nombre de faux positifs. De
plus, les fragments isolés ne sont pas limités a I'ex-
trémité 3’ des transcrits et peuvent donc se trouver
dans les régions codantes du géne.

b / Approche soustractive : éliminer les ADNc
superflus

Une deuxiéme approche permettant de mettre en
évidence des différences entre deux populations
d’ARN utilise I'hybridation soustractive pour élimi-
ner tous les ADNc correspondant aux transcrits pré-
sents en quantité équivalente dans les deux popula-
tions ; seuls sont ainsi conserves les transcrits diffé-
rentiels.

Cette approche est utilisée dans la
« Representational Difference Analysis » appliquée
aux ADNc (cDNA-RDA) et la « Suppression
Subtractive Hybridization » (SSH ; Hubank et Schatz
1994, Diatchenko et al 1996). Toutes deux utilisent la
PCR pour d'une part éliminer les ADNc communs
aux deux populations d’ARN a comparer et, d'autre
part, augmenter la sensibilité de la technique, ren-
dant possible la détection des transcrits différentiels
faiblement exprimés.

La RDA et la SSH reposent sur le méme principe
(figure 3). Dans un premier temps les ADNc double
brin obtenus a partir des deux populations & compa-
rer sont digérés par une enzyme de restriction afin
d’'obtenir des fragments d’environ 500 paires de
bases. Des adaptateurs sont ensuite fixés aux extré-
mités des fragments de restriction obtenus a partir
des ADNc de la population d’'intérét. Ces ADNc sont
ensuite mélangés avec un large excés d’ADNc issus
de la population témoin ; le mélange est dénaturé
puis placé en conditions d’hybridation. Aprés hybri-
dation, les ADNc sont soumis a une amplification
par PCR en utilisant des amorces complémentaires
de la séquence des adaptateurs. Parce qu'ils portent
un adaptateur a chaque extrémité, les homoduplex
correspondant aux transcrits plus abondants dans la
population d’intérét sont amplifiés de maniére expo-
nentielle. Les autres duplex ne sont pas amplifiables
parce qu'ils n'ont pas d’adaptateurs, ou bien sont
amplifiés linéairement parce qu'ils n'ont qu'un seul
adaptateur. Apres cette PCR, le nombre de copies
des ADNCc d'intérét est considérablement augmenté.

Dans le cas de la SSH, la population d’ADNc d'in-
térét est divisée en deux fractions qui regoivent cha-
cune un adaptateur différent. Aprés I'hybridation
soustractive, les deux fractions sont mélangées et
hybridées ; une PCR permet ensuite d’'amplifier pré-
férentiellement les hétéroduplex ayant un adapta-
teur différent sur chaque brin. En effet, la structure
des adaptateurs ne permet pas I'amplification des
homoduplex par un mécanisme de ‘PCR suppressive’:
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Figure 3. Eliminer les ADNc superflus.

Pour identifier les ADNc spécifiques de la population « cible », celle-ci recoit, apres digestion, un adaptateur a chaque
extrémité puis est mélangée avec un large excés d'une population d’ADNc « entraineur » ne contenant pas les
séquences recherchées ; ces ADNc ont été digérés comme ceux de la cible, mais ne recoivent pas d'adaptateur. Le
mélange cible/entraineur est dénaturé puis renaturé et amplifié par PCR en utilisant des amorces complémentaires de
la séquence des adaptateurs. Parmi les trois types d’ADNc double brin obtenus, entraineur/entraineur, entraineur/cible,
cible/cible, seul le dernier posséde un adaptateur a chaque extrémité et sera amplifié exponentiellement.
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I'hybridation intramoléculaire de ces adaptateurs
entraine la formation d’'une boucle qui empéche la
synthése d’'un brin complémentaire. Lavantage de
cette étape est de normaliser le produit soustrait
puisque les séquences spécifiques des ADNc d'inté-
rét mais trés abondantes seront sélectionnées par la
soustraction, mais éliminées par la suppression.
Ces techniques présentent l'inconvénient de
nécessiter deux soustractions pour explorer I'en-
semble des régulations - positives et négatives - pour
chaque paire de situations expérimentales ; de plus,
la soustraction n’est jamais complétement efficace, et
il faut ensuite éliminer les faux positifs. En revanche,
les fragments obtenus ne sont pas nécessairement
dans la région 3', ce qui facilite leur identification.

2.2 | Approches systématiques

L'objectif est ici d’identifier «tous» les transcrits
d’'un type cellulaire donné ou d’un tissu afin de défi-
nir le répertoire des génes exprimés ou transcripto-
me. Ces approches, systématiques, doivent per-
mettre la mise en évidence, par exemple, des cas-
cades de signalisation ou des interactions entre
genes et non plus simplement la régulation d'un
géne ou d'un petit nombre de génes. Deux
approches différentes sont présentées ici, une
approche numérique dans laquelle on va compter le
nombre de transcrits d'un géne donné, et une
approche analogique dans laquelle on va mesurer la
«quantité» de transcrit d'un géne donné.

a / Approche numérique : des étiquettes en
série
La Serial Analysis of Gene Expression (SAGE)
permet I'évaluation simultanée, tant quantitative

que qualitative, de I'expression de I'ensemble des
genes d'une lignée cellulaire ou d'un tissu donné.

Cette technique met a profit le fait qu’une étiquette
aussi courte que 13 ou 14 paires de bases (pb)
contient suffisamment d’information pour identifier
un transcrit unique, sachant sa position définie dans
un transcrit ; la concaténation de ces étiquettes per-
met une analyse en série, rapide et efficace, des
transcrits (Velculescu et al 1995).

La premiére étape met en ceuvre une digestion
des ADNCc par une enzyme de restriction ; le site de
coupure le plus proche du poly(A), appelé site d'an-
crage, définit la position de I'étiquette dans le trans-
crit. La deuxiéme étape consiste a découper une éti-
quette de longueur constante dans le fragment
d’ADNc compris entre le site d’ancrage et le
poly(A) ; cette coupure est réalisée par une enzyme
particuliére, dite de classe Il S, qui coupe a distance
de son site de reconnaissance. Ce site est apporté
par un adaptateur que I'on fixe a I'extrémité du frag-
ment d’ADNc. Apres digestion, les fragments obte-
nus, débarrassés des adaptateurs, sont liés les uns
aux autres, clonés et sequencés (figure 4). Une
seule réaction de séquence sur chacun des clones
obtenus permet alors d’identifier plus d’'une vingtai-
ne d'étiquettes et donc de genes différents.

Le nombre d’occurrences d’une étiquette donnée
reflete le niveau d’expression du géne correspon-
dant ; celui-ci peut étre identifié par comparaison
avec les bases de données de séquence ; I'oligonu-
cléotide correspondant a I'étiquette peut étre utilisé
pour cribler une génothéque d’ADNCc, et le clone
ainsi isolé va permettre de contrdler le niveau d’ex-
pression par Northern blot.

Performante, cette technigue nécessite cependant
une bonne pratique de la biologie moléculaire et
I'accés a des moyens de ségquencage conséquents
car il faut analyser de 25 000 a 50 000 étiquettes pour
obtenir des comparaisons significatives. De plus, les
séquences obtenues correspondent a I'extrémité 3’
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Figure 4. Technique SAGE.

Les ADN complémentaires sont synthétisés en utilisant comme amorce un oligo(dT) fixé sur des billes magnétiques ;
apres digestion par une enzyme de restriction, il est ainsi possible d'isoler les fragments 3'. La fraction correspondan-
te est divisée en deux portions identiques et chacune recoit un adaptateur différent, A ou B (A est seul présenté sur les
deux étapes suivantes). Cet adaptateur porte la ségquence de reconnaissance pour une enzyme de classe IS, enzyme
d’'étiquetage qui va permettre de libérer un fragment d’une douzaine de bases. Les ditags finalement obtenus sont
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des ARN messagers, ce qui ne facilite pas l'identifi-
cation des génes, surtout si I'on étudie des especes
peu représentées dans les banques, ce qui est le cas
pour nos especes d’'élevage. En contre partie, pour-
vu que I'on y mette les moyens (séquencgage), tous
les génes sont accessibles, quel que soit leur niveau
d’expression. Les possibilités de cette technique
sont illustrées par I'analyse approfondie du trans-
criptome humain qui vient d'étre publiée
(Velculescu et al 1999).

b / Approche analogique : génothéque bien
ordonnée...

Dans I'approche analogique, la quantité d’ARN
messagers présents est estimée par la mesure de
I'intensité du signal d’hybridation qui lui est propor-
tionnelle. Une goutte de la solution d’ADNc est
déposée sur un support solide puis hybridée avec
des sondes complexes c’est-a-dire obtenues a partir
des ARN messagers totaux extraits du tissu ou du
type cellulaire étudié (cf paragraphe 1.1).
Lhybridation en paralléle de centaines ou de mil-
liers d’ADNc regroupés sur un méme support per-
met d’approcher ainsi I'analyse de ‘tous’ les génes
(Jordan 1998, Gerhold et al 1999).

Filtres haute densité

Le principe de base est d'organiser les géeno-
théques d’ADNc en placant les différents clones
dans les puits de plaques de microtitration (96 ou
384 puits) puis de transférer ces mémes clones ou
leur produit d’amplification PCR sur une membrane
(nylon) selon la méme matrice (96, 384). En dimi-
nuant le diamétre des dépéts, il est possible de
transférer plusieurs plagues sur une seule membra-
ne aux dimensions de la plaque, en décalant légere-
ment les différentes séries de dépdts (figure 5).
Réalisées avec I'aide de robots, de telles membranes
peuvent étre obtenues avec une densité de 9, 16 ou
25 dépbts par cm? soit par exemple 864, 1536 ou
2400 dépobts sur une surface de 8 x 12 cm. Chaque

% transcription inverse
A4

digestion enzyme d'ancrage ?
2 ligature adaptateurs A ou B

\/ A

AAAAA...

bouts francs, ligature, PCR
—> "ditags"

ﬁ

hybridation avec une sonde complexe, radioactive,
permet d'obtenir des informations sur I'expression
de ces 2400 ADNc ; les données des différentes
hybridations sont cumulatives pour les différents
ADNCc déposés sur ce méme support.

Puces a ADN

Selon le méme principe, les puces a ADN permet-
tent d'analyser en paralléle plusieurs milliers de
genes, toujours par hybridation de ‘cibles’, oligonu-
cléotides ou ADN complémentaires, avec diffé-
rentes sondes. Les supports sont constitués d’'une
membrane de nylon, d’une lame de verre ou de sili-
cium, et la densité atteint actuellement quelques
milliers de dépbts par cm2. Deux types de puces
peuvent étre distingués, les microarray ou microré-
seaux et les oligo chips.

Les microréseaux sont dérivés directement des
filtres haute densité dont ils sont I'’équivalent minia-
turisé ; la membrane de nylon est remplacée par une
lame de verre et les sondes sont marquées par un
fluorophore. Cette approche est illustrée par les tra-
vaux réalisés sur la levure dans le laboratoire de
Patrick Brown a Stanford : en utilisant un microré-
seau de 1,8 cm de c6té, I'activité des 6 000 genes de
la levure a été analysée dans différentes conditions
expérimentales, en particulier au cours de la crois-
sance, lorsque le glucose du milieu de culture
s'épuise, ou bien encore chez des mutants d’un fac-
teur de transcription. L’hybridation est réalisée avec
un mélange de deux sondes, marquées chacune par
une molécule fluorescente différente, ce qui permet
une comparaison directe des signaux obtenus dans
deux conditions expérimentales différentes. Le
groupe de Patrick Brown a ainsi pu mettre en évi-
dence I'ensemble des génes dont la transcription est
activée ou inhibée au cours de I'’épuisement en glu-
cose du milieu de culture, ou bien les différents
genes placés sous la dépendance du facteur de
transcription ayant fait I'objet de la mutation analy-
sée (DeRisi et al 1997).
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Figure 5. Filtres haute densité.

Dans une génothéque organisée, les clones d’ADNc ou leurs produits d’amplification sont placés individuellement dans
les puits de plaques de microtitration (A...An). Une fraction de la suspension bactérienne ou de la solution est préle-
vée par un robot et déposée sur une membrane de nylon (B) sous la forme d’une tache de faible diamétre de telle sorte
gu'un grand nombre de dépdts puisse étre réalisé a partir de plusieurs plaques.

Ces informations d’expression dans différentes
situations physiologiques, pathologiques ou expéri-
mentales permettent de mieux cerner la fonction
des génes étudiés. Les résultats d'une telle
approche, systématique, constituent ce qu'il est
convenu aujourd’hui d’appeler un transcriptome.

Dans le deuxieme type, puces a ADN ou oligo
chips, ce sont des oligonucléotides de 20 résidus qui
sont placés sur un support de silicium. En plagant
cbte a cdte des séries d'oligonucléotides ne diffé-
rant que par une seule base et par hybridation dans
des conditions tres spécifiques, il est possible de
mettre en évidence une différence de séquence
entre deux échantillons. Cette technique de quasi
séquencage permet donc de mettre en évidence tres
facilement des mutations dans un gene déja connu
(Pitel et Riquet 2000, cet ouvrage). La société
Affymetrix, leader dans ce domaine, commercialise
déja des puces permettant I'identification des muta-
tions de la protéine p53 impliquée dans de nom-
breux cancers, des cytochromes P450 2D6 et 2C19
ou de la protéase et de la réverse transcriptase du
VIH. Toujours en utilisant des oligonucléotides, la
société Affymetrix a développé des puces permet-
tant d’analyser I'expression de quelques milliers de
genes, a la maniére des microréseaux ; ces puces
sont disponibles pour I'Homme (6 800 génes diffé-
rents), la souris (6 500 génes) ou la levure (6 100
genes). Affymetrix n'est pas la seule société sur le
marché, méme si elle le protége par un certain
nombre de brevets ; en France, par exemple, le CEA
développe des puces avec ses propres méthodologies.

Lutilisation de tels dispositifs nécessite des ins-
tallations spécifiques permettant de produire les
puces dans des conditions reproductibles, de les
hybrider, et de lire des signaux fluorescents. Il faut
ensuite gérer la quantité importante d’'information
que ces expériences vont produire.

Conclusion et perspectives

La derniére décennie est marquée par un certain
nombre d’avancées qui ont contribué au développe-
ment du concept de génomique :

- le séquencage complet du génome de plusieurs
especes bactériennes, de la levure, du nématode

Caenorhabditis elegans, en attendant celui de la
drosophile et surtout celui de 'Homme dont une
premiére version sera disponible dans le courant de
I'année 2000 ;

- I'identification systématique des génes exprimés
dans de nombreux tissus ou types cellulaires diffé-
rents chez ’'Homme par le biais des étiquettes, don-
nant acces au transcriptome ;

- la mise au point de nouvelles méthodes d’analy-
se de I'expression des génes (Differential Display,
Subtractive Suppressive Hybridization, Serial
Analysis of Gene Expression, puces a ADN).

Ces avancées rendent accessible I'étude simulta-
née chez 'Homme d'un trés grand nombre de
genes ; par voie de conséquence, elles vont faciliter
I'identification des génes impliqués dans des mala-
dies humaines et accélérer le criblage des molé-
cules d’intérét pharmacologique.

Chez les especes d’élevage, I'application de ces
avancées est possible : elle est envisagée a I'INRA
dans le cadre du programme transversal Asteroger
présenté plus loin (Hatey et al 2000, cet ouvrage) et
dont I'objectif est d’obtenir un répertoire aussi large
que possible des transcrits chez les bovins (rumi-
nants), porcins, poulets et poissons. La construc-
tion de cet outil passe par la création de banques
normalisées multi-tissus pour chacune des espéces
concernées, le séquencage de ces banques et leur
mise a disposition sous forme de filtres haute den-
sité ou de microréseaux.

Ce répertoire n'est pas tout : il ressemble au tas de
pierres dont Henri Poincaré (La science et I'hypo-
thése) rappelle qu’il n'est pas une maison. En
d’'autres termes, a coté des données de séquence, il
faut des données de localisation et d’expression
pour cerner la fonction des différents genes et, au-
dela, pour déterminer leur r6le. Comme chez
I'Homme, une retombée immédiate de ces réper-
toires va étre le développement de la carte des
transcrits : de trés nombreux génes vont étre locali-
sés sur les chromosomes. Leur localisation dans des
zones du génome ou des génes majeurs ou des QTL
ont été identifiés par les méthodes génétiques clas-
siques va simplifier considérablement I'identification
de ces géenes majeurs et QTL en passant d’un laborieux
clonage positionnel au test de candidats positionnels.
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