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RESUME : Le microdamier est un outil technologique miniaturisé potentiellement applicable a I'étude
et 'analyse de multiples composés moléculaires, tels que des protéines, lipides, hydrates de carbone
ou acides nucléiques. C’est avec les acides nucléiques que les microdamiers attirent, depuis une quin-
zaine d’années, I'attention de la communauté scientifique du fait de son immense potentiel en matiére
de recherche scientifique, de diagnostic clinique, et de développement de nouveaux médicaments.
Seuls les microdamiers a ADN sont investigués dans cet article. Nés du mariage de la microélectroni-
que, de la biochimie, de la biologie moléculaire, de I'informatique et de I'analyse d’image, les micro-
damiers permettent d’analyser simultanément plusieurs milliers d’informations génétiques différentes.
Grace a ce nouvel outil, il est possible en paralléle d’identifier, voire de doser, un nombre considérable
de séquences d’acides nucléiques contenues dans un échantillon biologique (sang, biopsie, mais
aussi eau, aliments...). Cet article propose, aprés s’étre penché sur le mode de fonctionnement des
microdamiers, d’en comprendre les critéres de qualité ainsi que les avantages et inconvénients. Les
deux parties suivantes sont consacrées a la place qu’occupent les microdamiers dans le recherche
scientifique et dans I’établissement d’un diagnostic clinique. Enfin la derniére partie évalue les pers-
pectives qu’offrent les microdamiers dans les sciences vétérinaires.

INTRODUCTION

La découverte en 1953 par Watson
et Crick de la structure en double
hélice de I’acide désoxyribonucléique
(ADN) a révolutionné la biologie.
Par la suite, Jacob et Monod (1964)
étudient la régulation de génes chez
la bactérie Escherichia coli (modéle
de laboratoire en biologie molécu-
laire). Ils montrent que le produit de
I’expression génétique est I’acide ribo-
nucléique (ARN) et baptisent « ARN
messager » le produit de 1’expression
génétique jouant le réle de matrice
pour la synthése de protéines.

Des recherches menées par Arber et
Linn (1969), puis celles de Nathans
et Smith (1975) mettent en évidence
I’existence d’enzymes, dites de restric-
tion, capables de couper I’ADN en

divers sites spécifiques. La découverte
de la ligase puis de la transcriptase
reverse, qui synthétise de I’ADN a
partir d’ARN sont des piliers de la
génétique moléculaire actuelle. Ces
enzymes permettront en effet, en 1972
a Jackson et collaborateurs, de con-
struire un vecteur génétique. Grace a
cela, et pour la premiére fois, un géne
étranger est introduit et exprimé dans
une bactérie.

En 1977, Gilbert et Sanger congoivent
les techniques pour séquencer I’ADN
(Maxam et Gilbert, 1977 ; Sanger
et al., 1977) et en 1980, Botstein et
collaborateurs initient la cartogra-
phie des geénes grace a I’utilisation
des polymorphismes de longueur de
fragments de restriction (RFLPs). Des
différences génétiques parmi des indi-
vidus sont alors mises en évidence :

c’est le polyallélisme génétique. En
1987, Mullis et Faloona congoivent la
réaction en chaine de polymérisation
(PCR), une technique d’amplification
exponentielle de ’ADN permettant
d’obtenir in vitro de trés grandes
quantités d’ADN a partir, théorique-
ment, d’une seule molécule d’ADN.
En 1990, le projet de séquencage du
génome humain est mis en place aux
Etats-Unis sous I’impulsion de James
Watson. Le but est de déchiffrer le pat-
rimoine génétique humain. Alors que
la communauté scientifique estimait la
fin du séquengage du génome humain
entre 2005 et 2010, la publication de
celui-ci parait dans la revue Nature
en 2001 (The International Human
Genome Mapping Consortium, 2001).
Au début de I’année 2005, 1433
génomes viraux, 215 génomes pro-
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caryotes et prés de 20 génomes eucary-
otes (parmi lesquels certains de nos
animaux domestiques) sont enticre-
ment décryptés.

Parallélement les microdamiers sont
des outils biotechnologiques qui ont
commencé a étre développés dans les
années 90 (Nishizawa et al., 1992 ;
Zhu et al., 1994). Cette technologie
révolutionnaire est en passe de fournir
une quantité de données exception-
nelles et de transformer profondément
les sciences et technologies biomédi-
cales. Au méme titre que 1’invention
du microscope, fin du 18¢ siccle, les
microdamiers fournissent des infor-
mations entiérement nouvelles sur le
fonctionnement cellulaire, en indi-
quant quasiment instantanément le
niveau d’expression de tous les génes
d’une lignée cellulaire a un moment
précis et dans une condition déter-
minée.

La technique des microdamiers est
potentiellement applicable a 1’étude
et I’analyse de multiples composés
moléculaires, qu’il s’agisse de
protéines, lipides, hydrates de carbone
ou encore d’acides nucléiques. Quelle
que soit la nature de la molécule
étudiée, le but des microdamiers est
toujours de pouvoir I’identifier, voire
la quantifier. Cela est permis par la
fixation sur un support solide de sondes
moléculaires spécifiques permettant
la reconnaissance, dans 1’échantillon
étudié et 1’échantillon de référence,
des molécules voulues. Pour chaque
zone de reconnaissance moléculaire
effective, I’utilisateur pergoit un
signal. En fonction des coordonnées
de ce signal sur le support solide et
donc de I’identité de la sonde mise en
jeu, I’utilisateur peut déduire I’identité
exacte, voire la quantité de molécule
correspondante dans 1’échantillon.
Dans le cadre de cette synthése,
I’étude se limitera aux microdamiers
appliqués aux acides nucléiques.
On trouve dans la littérature de
trés nombreuses publications
concernant ces microdamiers. Les
premicres sont celles de Schena et
collaborateurs (1995 ; 1996) et de
Shalon et collaborateurs (1996).
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Plusieurs terminologies sont utilisées
dans la littérature pour décrire cette
technologie, = parmi  lesquelles :
biochip, DNA chip (puce a ADN),
DNA microarray, gene array... Malgré
I’existence de la marque déposée par
Affymetrix, Genechip®, il apparait
dans certains articles que 1’appellation
« gene chip(s) » est utilisée comme
terminologie générale en référence a
la technologie des microdamiers. On
pourrait employer comme substituant
le terme « genome chip », qui a pour
lui I’avantage de mettre en évidence le
fait que cette technologie ait le pouvoir
d’examiner D’entieret¢é du génome
sur un simple microdamier (Leming,
2002). Le terme de microdamier,
sous-entendu a ADN, sera employé
ici pour éviter toute confusion.

Les microdamiers sont l’aboutis-
sement des méthodes d’hybridation
employées au cours des dernicres
décennies pour l’identification et le
dosage des acides nucléiques présents
dans les échantillons biologiques,
comme par exemple les Southern blot
et Northern blot.

Concrétement, le microdamier est un
damier microscopique sur lequel sont
fixés des séquences d’acides nucléi-
ques simple brin. Chaque séquence du
damier est unique et spécifique d’ un
seul geéne. Les séquences génétiques a
analyser, issues d’un échantillon bio-
logique, sont marquées et déposées sur
le microdamier. Aprés I’hybridation
(c’est-a-dire 1’appariement de deux
molécules d’acide nucléique par les
liaisons hydrogénes et selon le prin-
cipe de la complémentarité des bases)
et apres les étapes de lavage, le damier
est scanné et une image informatique
de celui-ci est acquise. La représenta-
tion des différentes espéces d’acides
nucléiques dans 1’échantillon est révé-
lée par la quantit¢é d’ADN complé-
mentaire immobilisé et sa position sur
le damier.

Le pionnier en la matiere est la
société Affymétrix qui, associée a
BioMérieux (selon un accord passé
en 1996) prévoit le développement
de tests de diagnostic fondés sur la
technique du GeneChip®. Ce test

microdamier a haute densité permet
de typer génétiquement (génotypage)
toutes les espéces de mycobactéries
d’intérét clinique, incluant les especes
du complexe de M. tuberculosis et
les mycobactéries atypiques (Troesch
et al.,, 1999). C’est la révélation du
potentiel clinique de cette technique.
Depuis, de trés nombreuses firmes
se sont lancées dans I’aventure des
microdamiers, avec des produits
ayant leur propres caractéristiques
(Venkatasubbarao, 2004).

Dans la famille des microdamiers on
distingue deux grandes orientations :
les microdamiers destinés a la
recherche et ceux destinés audiagnostic
médical. Les microdamiers destinés a
la recherche sont surtout utilisés pour
analyser le niveau d’expression de
geénes et ainsi comprendre certains
mécanismes moléculaires essentiels.
Les éventuelles sur- ou
expressions géniques, qui constituent
le profil d’expression génétique de
I’individu, pourront par la suite &tre
mises par exemple en relation avec
un état pathologique et constituer de
nouvelles cibles thérapeutiques. Les
microdamiers destinés au diagnostic
médical servent non seulement a mettre
en évidence la présence ou 1’absence de
certaines séquences génétiques parmi
des milliers d’autres (e.g. la présence
de microorganismes ou la présence sur
une portion de géne d’une mutation
responsable d’une pathologie) mais
aussi a mettre en évidence un profil
particulier d’expression des génes, en
lien avec une pathologie. Les analyses
a partir de microdamiers sont donc a la
fois qualitatives et quantitatives.

Le but de cet article est de présenter
une synthése des données pratiques de
la littérature concernant les microda-
miers. Ainsi le principe de fonction-
nement des microdamiers sera expli-
qué dans un premier chapitre. Dans
le deuxiéme chapitre, il sera question
de la validité des études utilisant les
microdamiers. Le troisiéme chapitre
consiste en un récapitulatif de leurs
avantages et inconvénients par rapport
aux techniques actuellement concur-
rentes. Les deux chapitres suivant trai-
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tent de la place des microdamiers dans Figure 1: Schéma général du principe des microdamiers : de I'échantillon biologique a I'interpréta-
la recherche et le diagnostic clinique tion des résultats (modifié d’aprés Bowtell, 1999).

Enfin le dernier chapitre illustre des
exemples d’application des microda-
miers dans le domaine des sciences Echantillon biologique

vétérinaires.
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Les microdamiers s’utilisent en
trois phases paralléles (figure 1).
Premiérement, il s’agit de préparer
le microdamier a proprement parler,
c’est-a-dire la plaque et les sondes
servant de support a I’étude. Ensuite
I’¢échantillon biologique de départ doit

jeu de clones

étre traité pour devenir utilisable dans banque de données ISOLATION DE L'ARN e
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en deux étapes : I’investigateur doit mis sur la puce et séquencés

choisir la plaque qui servira de support

a I’expérience, mais il doit également \
choisir le type de sondes a y implanter
c’est-a-dire les séquences adéquates et

leur mode de synthése. kil : robot de
fabrication

Choix du support appareil de lecture du microdamier fournisseurs de
microdamiers

Pour ce qui est du contenant, c’est-
a-dire du support, les microdamiers
classiques sont dits plans et
constitués d’une surface de verre
(ou d’autres substrats a base de
nylon ou quartz) d’environ 1 cm?
appelée «unité d’hybridation ». On
peut y greffer jusqu’a 400.000 brins

d’oligonucléotides (courts polyméres outils peur Fexploitation des RECOLTE DE Liens vers les antres
d’acides nucléiques) polymeres qui dennées DONNEES dimensions de I'analyse

R . - analyse d'image - étude protéomique
ont le réle de sonde et qui sont des : "

o fl U = liens Internet - recherche de sensibilités
marqueurs génétiques. S’il s’agit d’un - analyse et comparaison des pharmacologiques
microdamier destiné au diagnostic, i - récolte de données
- matériel software génétiques

il se peut que pour chact.m. de ces dexploitation - Gtuts Eysobmlniogiqns
marqueurs, toutes les possibilités de ) - pathologie moléculaire
séquence sont représentées sur le i
microdamier, et qu'une seule d’entre

. s But de I"analyse
elle ne soit rendue positive par I .
y . . vt . établir un profil pathologique
I’échantillon a tester. Lorsqu’il s’agit par exemple

de poser un diagnostic, le résultat
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d’une étude a microdamier est donc
surtout quantitatif. Par ailleurs, s’il
s’agit d’un microdamier utilisé dans
la recherche fondamentale, bien
souvent chaque sonde a son utilité et
une analyse quantitative devra étre
ajoutée a la simple observation du
microdamier.

11 existe également des microdamiers
nonplans, organisés en microtunnels ou
en petites sphéres (Venkatasubbarao,
2004). Cependant malgré le fait qu’ils
utilisent un ratio surface/volume pour
fonctionner, leur principe est le méme
que les microdamiers plans classiques.
De plus, leur morphologie étant encore
trés spécifique de la firme qui les
produit, ils ne sont que cités ici.
Lutilisateur a également le choix entre
différentes tailles de spots surlaplaque,
les spots représentant les surfaces ou
les sondes sont implantées. On peut
alors différencier les microdamiers
des macrodamiers selon la taille des
spots (Leming, 2002).

Les macrodamiers (figure 2) ont des
spots de 300 microns de diamétre voire
plus et leur lecture se fait facilement
au moyen de techniques de détection
conventionnelles.

Les microdamiers (figure 3) ont des
diametres de spot ne dépassant pas
200 microns. Leur révélation nécessite
une robotique ainsi qu’un équipement
d’imagerie spécifiques.

Synthése des sondes

Pour rester en accord avec la

nomenclature  recommandée  par

Phimister (1999), il s’agit de ne pas

confondre les termes «sonde» et

«cible». La sonde est identifiée

parfaitement avant son utilisation,

alors que la cible est une structure
présente dans 1’échantillon a tester.

En s’appuyant sur la nature de la

sonde, on peut de nouveau différencier

deux techniques principales au sein de

I’appellation microdamier (Leming,

2002) :

* si les sondes sont constituées
d’ADN  complémentaire  ou
ADNc (ADN qui a été copié au
départ d’ARN messager) de 500

96

a 5000 pb de long, alors elles sont
immobilisées sur le microdamier
grace a un robot et elles seront
exposées a un panel de cibles une
par une ou simultanément dans
un mélange. Cette technique est
traditionnellement appelée « DNA
microarray » dans la littérature
anglo-saxonne ;

e si les sondes sont des
oligonucléotides, leur syntheése
peut se faire soit in situ soit en
dehors du microdamier pour y
&tre immobilisés ensuite.  Ces
sondes seront mises en contact
avec un échantillon connu d’acide
nucléique, et ce sont les séquences
complémentaires qui seront alors
identifiées (et quantifiées). Cette
méthode est plutdt appelée « DNA
chips » dans la littérature anglo-
saxonne.

Le choix des sondes a utiliser est un
¢élément crucial car il faut en effet
sélectionner au niveau du génome ou
du transcritpome des séquences qui
servirontde support pour’étude. Il faut
donc que ces sondes soient adaptées
au phénomene biologique étudié (voir
la section validit¢é du microdamier).
En effet, en schématisant, une sonde
trop longue renfermerait certainement
des séquences qui permettraient
I’hybridationd’ ADNcnecorrespondant
pas au transcrit recherché alors qu’une
sonde trop courte serait trop sélective
et ne donnerait pas lieu a toutes les
hybridations voulues.

Il existe deux grandes méthodes de
fabrication des sondes qui different
selon leur lieu de synthése: soit les
sondes sont polymérisées directement
sur le microdamier, il s’agit alors de
la méthode « in situ » soit elles le sont
en dehors mais seront alors implantées
(ou « spottées ») ultérieurement sur
le microdamier. Dans tous les cas,
la conception des microdamiers
est réalisée par des robots de haute
précision enfermés dans des enceintes
hermétiques ou la température et
I’humidité relative sont standardisées.

Figure 2 : Macrodamier aprés révélation.
L’ADN sur ce macrodamier avait été préalable-
ment marqué par radioactivité. L'outil informa-
tique utilisé ici —BZScan- permet la quantifica-
tion de I’ADN (modifié d’apreés Institut National
de la Santé et de la Recherche Médicale, 2004).

Figure 3 : Aspect d’un microdamier apreés
révélation. 1l s’agit du premier microdamier
contenant ['entiereté du génome d’une levure.
Ce microdamier reprend les 6116 genes de la
levure ainsi que 96 régions intergénomiques et
de nombreux échantillons de contréole (modifié
d’apreés Brown, 1997).

Sondes synthétisées in situ

Cette voie de fabrication est utilisée
par certaines des plus grandes firmes
comme Affymetrix, Febit, Xeotron et
NimbleGen. Elles utilisent un principe
commun mais en conférant chacune
un avantage particulier a son produit.
e La synthese in situ chez Affymetrix
(figure  4)  allie
chimique sur support solide et

synthése

photolithographie. Cette technique
la protection ou
I’exposition a la lumiere, par un

répose Sur

jeu de masques, de zones définies
du microdamier,
les  groupements

afin d’activer

chimiques
photosensibles désirés (c’est-a-
dire les empilements de bases
A, T, C, G, dans ’ordre choisi).
Par conséquent, 1’emplacement

des différentes sondes sur le

microdamier et [’enchalnement



Figure 4 : Synthése de sondes in situ selon
Affymetrix. Cette technique utilise une alter-
nance de zones lumineuse ou sombres (grdce
a la présence de masques) pour synthétiser les
sondes sur la plaque rendue préalablement pho-
tosensible par des traitements adéquats (modi-
fiée d’apres Affymetrix, sans date b).
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des bases qui les composent sont
trés précisément connus.

Les avantages de cette méthode sont

les suivants :

- lalongueur et non le nombre de
son des conditionne le nombre
d’étapes dans la fabrication du
microdamier ce qui permet une
trés grande densité de sondes ;

- cette méthode est trés reproducti-
ble et nécessite peu de réglages,
et présente des avantages évidents
pour le laboratoire dans un con-
texte de production intensive.

Linconvénient  majeur est la

nécessité de masques et d’un systeme

d’alignement de haute précision, ce qui
se répercute sur le prix de fabrication.

NimbleGen, Xeotron et Febit

contournent ce probléme en utilisant

un masque virtuel (Venkatasubbarao,

2004). A chaque point du microdamier

correspond un  micro-miroir en

aluminium qui refléte exactement la
quantité de lumiere voulue a ’endroit
voulu. Cela permet a NimbleGen de
produire des microdamiers a plus haute
densité encore qu’ Affymetrix. Xeotron
s’oriente surtout vers la synthése
de sondes oligonucléotidiques tres
longues grace a des micro-chambres de
synthése. Enfin Febit a pour avantage
de commercialiser un systéme
complet, allant de la polymérisation
des sondes de ADN, la fabrication
du microdamier, I’introduction

I’hybridation, la

détection et I’analyse de données.

d’échantillon,

Sondes synthétisées a l’extérieur du
microdamier

Le mode  opératoire  dépend
principalement de la surface choisie
comme substrat et de la nature des
liaisons qui seront employées pour
fixer les sondes. Les liaisons utilisées
sont surtout des liaisons ioniques ou
covalentes pour des oligonucléotides.
Dans le cas de liaisons ioniques,
c’est le groupement phosphorique
de I’ADN, chargé négativement qui
rentre en interaction avec un groupe
aminé chargé positivement sur le
substrat. Trés souvent cette liaison est
cependant rendue covalente par un
traitement ultérieur thermique ou aux
rayonnements ultraviolets.

En fonction des firmes, il existe
donc différents d’arriver
a l’installation de ces sondes sur
la plaque (e.g. pipette, drop-touch,
méthode piézoélectrique...), de méme
qu’il existe différents types de sondes
utilisées  (e.g. oligonucléotides,
cDNA...) (tableau I).

moyens

Traitement de 1I’échantillon

L’échantillon de départ est un échan-
tillon biologique pouvant avoir de
multiples origines, e.g. biopsies, cultu-
res bactériennes, prélévements divers.
Dans cet échantillon, 1’investigateur
doit récupérer 1’acide nucléique sur
lequel il veut faire porter son analyse.

Dans le cadre d’un microdamier des-
tiné au diagnostic d’une pathologie
bactérienne par exemple, c’est I’ADN
bactérien qui sera récupéré et soumis a
I’analyse pour déterminer quel genre,
voire quel sérotype bactérien, est con-
cerné. Dans le cadre d’un microdamier
destiné a controler le niveau d’expres-
sion de certaines génes, c’est le pool
des ARN messagers cellulaires qui
sera exploité.

Analyse de I’ADN de I’échantillon :
études du génome

Si I’ADN de I’échantillon doit étre
analysé, on doit s’assurer qu’il se
trouve en quantité suffisante dans
I’échantillon biologique pour pouvoir
étre directement exploité.

Si I’échantillon est déclaré « positif »,
c’est-a-dire s’il contient suffisamment
d’ADN, on peut procéder directement
a son analyse par le microdamier. Par
contre, si cette condition n’est pas
remplie, 1’étape préalable consiste
en une amplification du matériel
génétique recherché par une méthode
de PCR. Ce processus est nécessaire
pour pouvoir disposer du matériel
génétique en quantité suffisante en
vue de sa détection ultérieure par le
microdamier. C’est souvent le cas
lors de microdamiers destinés aux
diagnostics a partir d’échantillons
biologiques bruts.

Apres cette amplification éventuelle,
I’ ADN recueilli subit une transcription
in vitro suivie d’une transcription
inverse. Le but de ces polymérisations
successives est d’obtenir de I’ADNc
marqué. Ainsi I’ARN monocaténaire
obtenu par la transcription in vitro
va servir de matrice pour 1’action
d’enzymes transcriptase inverse et
DNA polymérase. Ces manipulations
permettent d’obtenir
de molécules d’ADNc bicaténaires
contenant les mémes informations
génétiques que dans la molécule
d’ADN recueillie initialement dans
I’échantillon. C’est au cours de
la transcription
incorporées a I’ADNc les molécules
qui serviront a son marquage et donc a
sa détection sur le microdamier.

un mélange

inverse que sont

Analyse de ’ARN de I’échantillon :
étude de D’expression génique

La méme démarche est appliquée,
mais les opérations se font dans un
ordre différent. Dans tous les cas, ce
qui sera dépos¢ a la surface du micro-
damier sera de I’ARN marqué. Selon
le méme principe que décrit précé-
demment, le pool d’ARN messager
initial est rétrotranscrit en un pool
d’ADNCc. Ensuite cet ADNc subit une
transcription in vitro en ARN com-
plémentaire ou ARNc (ARN qui a été
copi¢ a partir d’ADNc) au cours de
laquelle les molécules de marquage
seront incorporées. Pour les mémes
raisons que précédemment, si le taux
d’ARN cellulaire récolté est insuffi-
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Tableau I : Principales firmes impliquées dans la synthése des microdamiers, leurs processus de fabri-
cation et leurs principales orientations (modifié d’aprés Leming, 2002 ; Venkatasubbarao, 2004).




sant, on peut procéder a une PCR sur
I’ADNCc.

Marquage de I’échantillon

La nature des molécules utilisées pour
le marquage de I’échantillon different
selon le mode de lecture choisi
pour D’exploitation du microdamier.
Les principales techniques de
marquages sont donc traitées dans
la partic consacrée a la lecture des
microdamiers.

Exploitation du microdamier

Lexploitation du microdamier se fait
en deux temps. Premi¢rement, I’acide

nucléique préalablement traité et
marqué est déposé sur le microdamier.
Deuxiemement I’investigateur va
procéder a la lecture du microdamier
pour en déduire la nature, et, le cas
échéant, le taux d’acide nucléique
présent dans 1’échantillon.

Hybridation moléculaire

La présence de ’acide nucléique cible
dans I’échantillon est révélée par son
hybridation avec la sonde qui lui est
complémentaire sur le microdamier.
Cette hybridation moléculaire (figures
5 et 6) ne se fait qu’au niveau des spots
ou les sondes préalablement fixées

présentent une séquence au moins

partiellement complémentaire de celle
de I’acide nucléique cible présent dans
I’échantillon testé ou de référence. La
nature de la sonde complémentaire
est déduite de sa position sur I’unité
d’hybridation,

conclure sur [P’identité de [D’acide

ce qui permet de
nucléique hybridé.

Apreés avoir déposé I’échantillon sur le
microdamier, une série de lavages est
effectuée afin d’¢éliminer les fragments

d’acide nucléique non hybridés.
Lecture du microdamier
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Différentes méthodes sonta disposition
des laboratoires aujourd’hui pour
révéler et exploiter les données issues
des microdamiers. Celles-ci different
par leur principe, leur précision relative
et leur codt.
Fluorescence, radioactivité et
utilisation de logiciels

La fluorescence et la radioactivité
sont les méthodes les plus souvent
employées.

Les fluorescences utilisées sont
fréquemment de type Cy3 et Cy5
dans les désoxy-Uridine Tri Phosphate
(dUTP) (figure 7). En effet, leur
incorporation est bonne lors de la
transcriptioninverse. Les fluorescences
Cy3 et Cy5 ont également une bonne
stabilité pré-stimulation et une bonne
détectabilité (Duggan et al., 1999).

La méme démarche peut étre employée
avec de la radioactivité. C’est alors le
@@P qui est utilisé dans les désoxy-
Cytosine Tri Phospate (dCTP). Cette
technique a un meilleur seuil de
détectabilité et permet soit de diminuer
le taux d’ARN marqué a utiliser,
soit d’utiliser une technique avec un
bruit de fond plus important qu’avec
la fluorescence. Cela suppose dans
tous les cas un appareillage robotique
spécifique ainsi que la présence sous
jacente de I’informatique.

- Détection directe
La fluorescence est incorporée
avant toute hybridation, par exemple
lors de la transcription inverse
effectuée a partir du pool d’ARN
récolté de la cellule — ou tissus — a
tester et de référence. Sur un méme
microdamier, ces deux échantillons
sont analysés et le signal fluorescent
sortant est étudié (figure 8). Le
message d’abondance concernant la
présence du transcrit est donc relatif
au taux de transcrit dans la cellule de
référence. Le fait que I’ interprétation
de ces microdamiers soit toujours
relative a D’analyse d’échantillons
répertoriés comme étant de référence
peut étre un frein a I’avancée des
microdamiers. C’est pourquoi de
nombreuses ¢études mettent en
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place des systemes permettant des
analyses quantitatives des résultats,
ce qui permettrait de s’affranchir
des comparaisons relatives.
La démarche est la méme avec
I’incorporation de radioactivité a
la place de fluorescence, méme si
cela semble actuellement moins
répandu.
- Détection indirecte
La fluorescence est alors ajoutée
post-hybridation via des anticorps
spécifiques de D’échantillon testé.
Ces anticorps sont soit marqués par
fluorescence eux méme, soit servent
de support de reconnaissance pour
d’autres  anticorps,  spécifiques
des premiers et marqués de la
fluorescence voulue.
Que la détection soit directe ou
indirecte, la plaque est balayée
simultanément par des rayons de
longueur d’onde permettant la
mise en valeur des fluorescences
employées. Enfin un traitement
informatique permet de compiler
les deux images obtenues en une
seule a trois teintes généralement.
L équipement requis est conséquent,
mais il s’agit d’une condition
impérative afin de pouvoir honorer
au maximum les capacités des
microdamiers.
Par ailleurs le développement de
I’informatique dans ce domaine se
précisant, 1’utilisateur a dorénavant la
possibilit¢ de comparer 1’image qu’il
a obtenue avec une banque d’images
de référence. Ces banques de données

Figure 5 : [llustration du phénomeéne de I'hy-
bridation moléculaire au niveau des sondes. Ce
phénomene, qui est la clef de voiite de la techno-
logie des microdamiers a ADN, est entiérement
axé sur la complémentarité des bases nucléi-
ques (modifié d’aprés Bouman et al., 2002).
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Figure 6 : Image au microscope électronique
d’un microdamier a ADN apres hybridation des
sondes. La haute densité moléculaire favorise
les interactions d’hybridation. La partie photo-
graphiée représente une portion de 2 microme-
tres (modifié d’aprés Duggan et al., 1999).

permettent, par exemple, d’obtenir

rapidement une interprétation
précise des résultats obtenus tout en
minimisant le risque d’erreur.

Un des obstacles a cette technique est
actuellement son cout. Les différentes
firmes tentent d’¢élaborer des systémes
robotiques ainsi que des logiciels visant
a permettre un traitement systématisé
des microdamiers et donc a terme de
diminuer le prix des installations. La
firme Febit est une des pionnicres

Figure 7 : Images de quantification d’une hybridation a deux couleurs. a. Vue du microdamier. Les
cibles ont été associées a des fluorescences verte et rouge. Les deux spots entourés correspondent a
la différence optimale de couleur. b. En abscisse : intensité de la fluorescence selon un axe passant
par le spot CDKNIA. Le profil d’intensité, comparativement aux sondes de contréle, coincide pour
chaque sonde excepté CDKNI1A (d’aprés Duggan et al., 1999).
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en la matiere puisqu’elle propose un
systtme complet de microdamiers
qui prend en charge de la syntheése
des sondes jusqu’a I’exploitation des
résultats obtenus.

Lecture a I’eeil nu

Cette méthode n’est applicable que
dans le cas des outils type macrodamier
(figure 2). Si I’aspect pratique de cette
méthode est évident (immédiat et
économique), l’utilisateur perd non
seulement une partie de 1’intérét des
damiers —suite a la restriction du
nombre de sondes employées —, mais
également renonce a une précision
optimale.

La technique principale de lecture
a P’ceil nu utilise la biotine couplée
a la streptavidine et soumise a la
phosphatase alcaline comme marqueur
sur les produits issus de I’amplification
par PCR. On obtient alors des spots
bleutés a I’endroit ou les hybridations
ont eu lieu (figure 9).

Ce type de macrodamier et de lecture
tend a disparaitre et est remplacé
par des microdamiers pour lesquels
I’informatique devient la norme.

Il faut cependant préciser que si les
damiers du type macrodamier sont
les seuls a étre lisibles a I’ceil nu, ils
ne sont cependant pas destinés a ce
seul mode de lecture; ils peuvent
également bénéficier de méthodes
informatiques.

Méthodes alternatives

Certaines méthodes alternatives sont
en train de se développer pour palier
au probleme financier de la robotique
et des logiciels. Des méthodes utilisant
la précipitation a I’argent sont en cours
d’élaboration.  Celles-ci  devraient
permettre une lecture a ’ceil nu avec
une bonne précision selon le principe
de la colorimétrie.

Le principe repose, lors de
I’amplification moléculaire par PCR,
sur l’association de I’ADN et de
la biotine. Apres I’hybridation, ces
molécules marquées a la biotine sont
reconnues par de la streptavidine
conjuguée a de l'or. Cet or est le
catalyseur d’une réaction qui aboutira

Figure 8 : Lecture des microdamiers a ADN par la fluorescence directe. L'image composite est obte-
nue apreés superposition des images issues de la révélation par les fluorescences simples, verte et

rouge (modifié d’aprés Duggan et al., 1999).
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a la formation d’un précipité d’argent
(figures 10 et 11). Ainsi la localisation
du grain d’argent renseigne sur
les sondes du microdamier ayant
trouvé une complémentarit¢ dans
I’échantillon testé. I faudra tenir
compte des éventuelles erreurs dues a
la lecture ou a la déviation du rayon
permettant la cristallisation.

Analyse d’images

et extraction de données

L’extraction de données directement
a partir des images obtenues présente
de nombreuses difficultés et n’est pas
exploitée. L’extraction de données
se fait donc majoritairement a par-
tir des signaux obtenus. Les données
sont exploitées soit directement sous
forme de ratio, soit aprés modélisa-
tion mathématique par des systémes
algorithmiques. Cependant, vu 1’am-
plitude que prend cette branche dans
le domaine des biotechnologies et la
variabilit¢ de méthodes, le probléme
posé reste celui de la normalisation et
de la validation des différentes métho-
des, afin d’obtenir des systemes uni-
versels et reproductibles (voir la sec-
tion validation des microdamiers).
L’exploitation de données est surtout
relative et qualitative mais rarement
quantitative. En effet, on assiste a
la création de banques de données
regroupant non seulement des images

Figure 9 : Principe de la révélation colorimétrique
des damiers a ADN. Aprés appariement des pro-
duits et un premier lavage, un conjugué formé de
streptavidine (complémentaire de la biotine) couplé
a une phosphatase alcaline va se fixer a la biotine.
Enfin, apres un dernier lavage, on ajoute le substrat
de l'enzyme qui va former un précipité bleu/mauve
la ou cette derniére est présente. La position des
spots révélés donne l'identité des sondes appariées
(modifié d’apres Adiagene, 2003).

Principe de la détection sur puce par colorimétrie
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Figure 10 : Principe de la précipitation du grain
d’argent catalysée par [’or porté sur la strepta-
vidine (modifié d’aprés Unité de Recherche en
Biologie Cellulaire, 2003).
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Figure 11 : Précipitation argentique selon le systéme
commercial Silverquant, (vue au microscope électro-
nique). L'image de gauche montre une vue globale de
plusieurs spots, celle du milieu la limite d’un de ces
spots, et celle de droite les grains d’argent précipités
‘modifi¢ d’aprés Alexandre et al., 2001).

spots dADN
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types de cellules de référence mais
aussi proposant des associations de
geénes (Array Prospector, 2004). Ainsi
I’utilisateur peut savoir quels geénes
auraient tendance a s’exprimer ensem-
ble afin de faire les corrélations les
plus pertinentes.

VALIDITE DES ETUDES
A MICRODAMIERS

Devant la multitude de modéles
proposés il est nécessaire de rappeler
les points importants susceptibles de
donner aux microdamiers toute leur
crédibilité au sein de la communauté
scientifique. Il faut rappeler que les
microdamiers, comme toutes les autres
méthodes d’analyses biochimiques,
fournissent des données qui ne sont
a exploiter qu’avec prudence. La
crédibilité des études comportant des
microdamiers repose non seulement
sur la wvalidit¢ du microdamier
employé mais aussi sur la validation
de la méthode.

Criteéres de qualité
des microdamiers

De nombreux critéres sont a prendre en
considération pour que le microdamier
soit valide, c’est-a-dire pour qu’il soit
susceptible de fournir des résultats
précis et les moins biaisés possible.

Stabilité des sondes

La stabilité structurale de la sonde
doit étre vérifiée afin qu’elle ne soit
pas dénaturée lors des différentes
étapes du protocole, et notamment les
différents lavages.

Densité des sondes

Sur le microdamier,
hybridation moléculaire efficace, il faut
que les sondes soient les plus denses
possible. Les méthodes de synthése in
situsontcelles qui donnentle maximum
de densité, car I’étape limitante dans
ce mode de synthése n’est pas le
nombre de sonde — contrairement aux
techniques ou la synthése des sondes
se fait en dehors du microdamier —
mais bien leur longueur (voir la

pour une
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section fabrication de microdamiers,
synthése in situ). Parmi les différentes
firmes ayant opté pour ce principe,
Affymétrix fait office de pionnier.
Parall¢lement, NimbleGen produit des
microdamiers d’une densité encore
supérieure. Xeotron est spécialiste
dans les microdamiers aux sondes tres
longues et Febit commercialise un
systéme complet couvrant la syntheése
des sondes jusqu’a I’exploitation des
microdamiers.

Hybridations non spécifiques

et autofluorescence

Les hybridations non spécifiques
peuvent étre dues a des éléments
souvent répétés dans la séquence,
e.g. la présence de queue polyA. Les
hybridationscroiséessontgénéralement
dues soit a la présence d’une séquence
en commun sur deux génes apparentés,
soit a la présence en surnombre d’un
type d’ADNc dans 1’échantillon, ce
qui accroit les probabilités d’une
hybridation erronée. Ces phénomeénes
sont a éviter absolument car ils
peuvent induire 1’investigateur en
erreur sur plusieurs points (Chuaqui
et al., 2002), dont le nombre de génes
réellement mesurés, 1’activation ou
non d’une voie biologique lors d’un
état pathologique — puisque des geénes
apparaitront comme exprimés alors
qu’ils ne le sont pas. Par ailleurs, ces
phénomenes rendront la validation de
la méthode plus difficile puisqu’on
verra apparaitre de grosses différences
entre les résultats obtenus par les
microdamiers et ceux obtenus par
les autres méthodes de wvalidation.
Les hybridations non spécifiques de
I’échantillon peuvent étre évitées
non seulement en choisissant des
sondes significatives et pertinentes
mais aussi en jouant sur le matériel
utilisé dans le substrat. Aussi certaines
firmes utilisent-elles des surfaces
tres hydrophobes pour éviter que
I’¢chantillon ou la sonde ne viennent
s’y fixer (Venkatasubbarao, 2004).
D’autres emploient des substances qui
permettent des lavages plus intensifs.
Enfin il existe des substrats qui ont
une autofluorescence plus faible que

les autres et limitent ainsi le bruit de
fond.

Choix des sondes

Le choix des sondes est un élément
crucial car c’est la que se joue une
grande partie de la validité de 1’étude.
Il faut en effet sélectionner au niveau
du génome ou du transcritpome des
séquences qui serviront de support
pour 1’étude. 11 faut donc qu’elle soit
strictement significative de la partie
étudiée. En effet, en schématisant,
une sonde trop vaste renfermerait
certainement des séquences qui
permettraient [’hybridation d’ADNc
ne correspondant pas au transcrit
recherché alors qu’une sonde
trop petite serait trop sélective et
ne donnerait pas lieu a toutes les
hybridations voulues. Cependant, une
sonde courte a 1’avantage d’étre plus
accessible a I’échantillon. A 1’échelle
du microdamier entier il faut en outre
faire un choix de pool de sondes
de fagcon a limiter au maximum les
redondances pour augmenter lenombre
de genes testés. Il existe aujourd’hui
des logiciels et des banques de
données qui permettent de faire des
choix de sondes pertinentes. On peut
citer GenBank (National Center for
Biotechnology Information, 2004) et
sa section dbEST (National Center
for Biotechnology Information, 2000)
et surtout UniGen (National Center
for Biotechnology Information, sans
date).

Reproductibilité et sensibilité

Lareproductibilité est particuliérement
bonne si les firmes emploient des
méthodes entierement robotisées et
systématisées, de la synthése des
sondes a I’exploitation des données.
Pour augmenter la sensibilité des
microdamiers, il convient de diminuer
le bruit de fond. Pour cela, soit les
firmes utilisent sous les microdamiers
des réflecteurs métalliques en or ou
aluminium pour orienter et concentrer
au mieux le flux lumineux vers le
réflecteur ou le systéme de lecture ;
soit elles optent pour des matériaux
qui ont un bruit de fond faible.



Pour ce qui est des sensibilités relatives
des différentes méthodes, elles sont
encore peu comparables entre elles car
les méthodes et les logiciels employés
sont encore trop variés.

Validation des études comportant
des microdamiers

La validation des microdamiers repose
sur deux questions importantes a
savoir :

- lesrésultats obtenus sont-ils valides
par rapport au systeme biologique
étudié ? ;

- les
spécifiques au phénomene que I’on
souhaite étudier ?

La validation d’une étude utilisant

un microdamier se fait en trois

phases (Chuaqui et al., 2002): le

controle expérimental de la qualité a

chaque étape, ensuite la confirmation

indépendante des données, et enfin

il faut s’assurer de [’universalité

des résultats. La validation est donc

un probléme qui dépasse largement

I’échelle de la firme productrice des

microdamiers.

résultats obtenus sont-ils

Controle expérimental des
expériences a microdamiers

Ce controle expérimental est treés
important car a chaque étape du
protocole peut correspondre un
artéfact. Cependant certains facteurs
affectent significativement I’exactitude
des résultats.

Ainsi le fait de répéter les expériences
permet d’éliminer une partie non
négligeable des erreurs. Il faut intégrer
dans ces répétitions les réplications de
I’ ARN. Pour évaluer le bruit de fond, on
peut ajouter aux cibles de I’expérience
des morceaux de chaque gene. Leur
hybridation pourra donner lieu a
de multiples mesures pour évaluer
le bruit de fond. Cette mesure sera
prise en compte dans I’interprétation
des résultats. De méme, le systéme
permettant 1’acquisition des images
associées aux résultats participe
souvent aux inexactitudes. En effet,
de trés nombreux logiciels existent
allant de ceux vendus par les firmes
productrices de microdamiers a ceux

téléchargeables  gratuitement  sur
I’Internet.
D’autres facteurs sont également

concernés mais sont secondaires et ont
attrait le plus souvent au traitement des
données. De plus, il est tres difficile
de choisir une méthode statistique
d’analyse des résultats car aucune ne
fait actuellement I’unanimité. Cela est
d’autant plus délicat que c’est avec
cette méthode statistique que devront
étre déterminées les valeurs a partir
desquelles un niveau d’expression
génétique sera considéré comme
significativement modifi€¢. Néanmoins
il semble acquis que le traitement des
données par des systémes numériques
permet d’¢éliminer une partie des
artéfacts dus a un taux d’expression
de geénes trop bas par exemple. Enfin
les méthodes d’analyse devront é&tre
capables d’intégrer I’ensemble des
données afin d’en faire ressortir le
profil type de I’état pathologique sous-
jacent.

Comparaison
avec les résultats de référence

Cette comparaison peut étre faite de
deux fagons (Chuaqui ef al, 2002),
i.e. par une analyse in silico ou par des
analyses de laboratoire.

Le principe de D’analyse in silico
est de comparer les résultats de
I’expérience avec des résultats publiés
dans la littérature ou dans les banques
de données. Dans ce cas, aucune
autre expérience n’est nécessaire
car I’accord, méme sur seulement
quelques genes étudiés de I’expérience,
entre les résultats obtenus et ceux
publiés préalablement suffit a valider
I’étude et les éventuelles découvertes
qu’elle contient. Cette méthode sera
certainement plus employées quand
les données seront toutes publiées
selon un systeme
type Minimal Information About a
Microarray Experience (MIAME).

Le principe de la validation basée
sur un laboratoire indépendant est de
vérifier les taux d’expression des génes
trouvés dans 1’expérience avec des
méthodes autres que les microdamiers,
comme la PCR, la PCR en temps

standardisé du

réel, les Northern Blot et Southern
Blot. Cependant chaque technique
a ses limites et ses pieges qu’il faut
prendre en compte. Linconvénient
de la validation in silico est qu’elle
fait intervenir en parallele différentes
techniques d’analyse moléculaire
ayant chacune leur sensibilité propre,
ce qui fait que les correspondances
entre ces techniques sont quelquefois
fragiles. Par ailleurs, suite au jeu de
genes choisi par le laboratoire, les
investigateurs redéfinissent les niveaux
d’expression en se basant souvent
sur les génes avec les plus grands
ratios d’expression. Mais en faisant
cela, il se peut que des informations
quantitatives venant des microdamiers
soient perdus concernant les transcrits
a faible variation d’expression. Dans
I’avenir pour que cette technique soit
conservée, il faudra affiner les bases
de données quantitatives concernant
les microdamiers et créer des tables
capables de relier le taux d’ARN
transcrit dans I’échantillon et le taux de
protéines effectrices dans la cellule.

Universalité des résultats

Veiller a 'universalité des résultats
signifie qu’il faut, aprés la validation
précédente, déterminer si les données
obtenues sont des éléments essentiels
pour la description de 1’état biologique
étudi¢. Cette réponse est apportée
par I’étude approfondie du jeu de
geénes employés et toute une série
d’expériences dans des conditions
diverses.

Ainsi on pourra savoir si le modele
d’expression génétique observé est un
modele réellement spécifique de 1’état
pathologique étudié ou s’il s’agit d’un
modele plus général. Des corrélations
entre les paramétres génétiques
détectés et d’autres parametres tels
que I’age du patient ou le stade de
la maladie pourront étre faites pour
apporter un maximum d’informations.
Les méthodes utilisées pour vérifier
I’universalité  des
spécifiques, avec chacune leurs limites
et points faibles. La méthode la plus
employée est le microdamier a tissu
(TMA).

résultats  sont
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AVANTAGES ET
INCONVENIENTS DE
LA TECHNOLOGIE DES

MICRODAMIERS

Comme toute nouvelle technologie, les
microdamiers présentent des avantages
et des inconvénients. Ces avantages
et ces inconvénients sont relatifs a la
principale technique concurrente de
celle des microdamiers : la technique
PCR.

Avantages des microdamiers

Nombre de séquences nucléiques sur
un seul microdamier

Les techniques classiques d’études
génétiques telles les méthodes de
PCR ne permettent, dans le meilleur
des cas, de traiter une dizaine de
genes simultanément. C’est pourquoi
la localisation d’un locus ou d’une
mutation pouvait demander des mois
voire des années d’investigations. Les
microdamiers, et particulicrement
les microdamiers a haute densité,
permettent de tester simultanément des
milliers de séquences nucléotidiques.
Ainsi D’entiéreté du génome d’un
patient peut é&tre visualisé avec un
seul microdamier. De ce fait, les
chercheurs peuvent prendre du recul
face au génome, pour pouvoir plus
sur un
groupe de genes par la suite. Par la
méme, il est maintenant aisé de voir
les associations d’expression pouvant
exister entre différents genes, chez

efficacement se focaliser

I’individu sain comme I’individu
malade.
Lanalyse simultanée de plusieurs

milliersdeséquencesgénétiquespermet
d’obtenir avec un seul microdamier
les réponses a plusieurs questions.
Ces questions peuvent concerner par
exemple le diagnostic clinique et le
traitement adéquat de la pathologie
associée. En particulier, il est prévu
d’intégrer sur certains microdamiers
de diagnostic clinique, des marqueurs
de la résistance aux antibiotiques, dont
les bases moléculaires se précisent peu
a peu. Sur un méme microdamier, le
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clinicien pourra donc non seulement
identifier le pathogéne en cause mais
aussi optimaliser son traitement en
utilisant 1’antibiotique adéquat. Ainsi,
outre la résistance a la rifampicine
qui est bien connue, la résistance a
I’isoniazide a été récemment associée
a des mutations dans les genes de la
catalase-peroxidase (KatG), dans les
promoteurs des geénes inhA et ahpC, et
dans le géne de la protéine kas A. De
méme, la résistance a la pyrazinamide
semble associée a des mutations
du géne pncA et la résistance a
I’é¢thambutol, au géne emb (anonyme,
1999).

Coiit des analyses

Les microdamiers permettent de
faire des analyses beaucoup moins
couteuses qu’avec les méthodes
traditionnelles de type PCR. En effet,
non seulement un microdamier permet
d’analyser simultanément un grand
nombre de séquences génétiques, mais
en plus ces analyses sont rapides car il
n’y a pas de temps de mise en culture
ou d’incubation.

Cela est particulierement appréciable
par exemple si I’on se trouve dans
les débuts d’une recherche ou d’un
diagnostic, et donc dans une grande
ignorance. Au lieu de tester a I’aveugle
les génes 10 par 10 par les méthodes
classiques de type PCR, il revient
certainement moins cher d’utiliser
un microdamier permettant de tester
en une seule opération I’entiereté des
genes soupgonnés, voire 1’entiereté du
génome.

C’est également le cas lorsqu’on
est amené a faire des recherches
identiques soit de haute envergure
(i.e. un grand nombre de séquences
étudiées par analyse) soit a haute
fréquence (i.e. un analyse qui peut
étre simple mais répétée tres souvent),
comme c’est souvent le cas dans
beaucoup d’analyses microbiologiques
dans le domaine de 1’agroalimentaire.
Ainsi  I’identification de chaque
microorganisme recherché lors du
controle des eaux potables nécessite
une analyse spécifique. Un seul
microdamier peut identifier, en une

seule fois, plusieurs dizaines de
microorganismes. De pluslesméthodes
traditionnelles ~ d’identification de
certains procaryotes peuvent prendre
jusqu’a trois semaines alors que
le temps moyen d’une analyse a
microdamier est de quatre a cinq
heures. Les économies sur la totalité
des controles deviennent alors trés
importantes. Actuellement avec les
techniques classiques, une analyse
microbiologique compléte pour évaluer
la qualité de I’eau potable en controle
de routine (24 critéres) cofite, au total,
environ 3000 Euros. Les premicres
évaluations montrent que, une fois sur
le marché, I’analyse par microdamier
a ADN pourrait cotiter 10 fois moins
cher (anonyme, 1999).

Si par contre 1’étude en question ne
nécessite 1’analyse simultanée que
d’une dizaine de séquences nucléiques,
alors les méthodes du type PCR seront
plus rentables.

Précision et fiabilité

Les microdamiers ont prouvé qu’ils
étaient capables d’une grande
précision. S’ils sont correctement
utilisés, une mutation ne touchant
qu’un seul nucléotide peut étre mise
en ¢évidence. Cette précision est
primordiale enrecherche fondamentale
pour I’identification et la localisation
de séquences mutées. En clinique,
la précision des microdamiers est
également sollicitée car par exemple
le traitement d’une pathologie
bactérienne peut étre fonction du
sérotype concerné. Or deux sérotypes
d’'une méme bactérie peuvent étre
identiques a 95 %. On sait par exemple
que dans 90 % des cas, la résistance
du complexe M. tuberculosis a la
rifampicine est conférée par des
mutations trés localisées, situées dans
la région du geéne codant pour une
ARN-polymérase bactérienne, le gene
rpoB.

Troesch et collaborateurs (1999) ont
amplifié ces deux régions a partir
d’isolats référencés de mycobactéries.
Les produits d’amplification ont
ensuite été marqués par fluorescence,
puis  hybridés a des sondes



oligonucléotidiques spécifiques
de I'une ou l'autre de ces régions
présentées a la surface du microdamier
GeneChip®. Ces sondes, que les auteurs
ont disposées sur le microdamier
suivant une répartition ordonnée,
sont identifiées d’apres leur position.
Une fiabilité de 100 % pour chacune
des réponses cherchées a été obtenue
par cette approche méthodologique.
Septante souches, représentant 27
especes de mycobactéries d’intérét
clinique ont été testées. Les séquences
de toutes ces especes ont été
correctement identifiées. Par ailleurs,
parmi les souches de M. tuberculosis
testées, les 15 souches résistantes a la
rifampicine ont été reconnues comme
telles. Létude confirme également
le pouvoir hautement résolutif du
GeneChip®. Les résistances liées a des
mutations ponctuelles (n’impliquant
qu’unseulnucléotide) ont été détectées,
aussi bien que celles impliquant un
nombre plus élevé de nucléotides.

Inconvénients des microdamiers

Approche peu quantitative

Les microdamiers sont théoriquement
capables de fournir des résultats
d’étude sous deux formes : qualitatifs
et quantitatifs. Les résultats qualitatifs
obtenussontanalyséscomparativement
aux résultats par exemple obtenus
par ce méme microdamier employé
sur un tissu de référence. Mais les
résultats microdamiers ne permettent
pas d’obtenir des résultats quantitatifs
de qualité. A I’heure actuelle, quand
I’échantillon utilis¢ est marqué a 1’aide
de fluorescence, 1’étude quantitative se
fait le plus souvent en analysant le ratio
des deux fluorescences ou en étudiant
le profil d’intensité de chacune d’elle.
Cela reste cependant fort subjectif et
bien souvent, méme si 1’investigateur
recueille des données chiffrées il ne
pourra les interpréter que relativement
aux informations existantes dans
les bases de données. Il n’existe pas
encore de tables ou de normes chiffrées
aidant a la compréhension des études
quantitatives a microdamier. C’est

pour cette raison que toute étude
nécessitant une quantification précise
ne fait pas appel aux microdamiers.

Sensibilité

Ce manque de sensibilit¢ des
microdamiers par rapport a la PCR se
ressent surtout lors des confirmations
des résultats par des laboratoires
indépendants. Il ressort qu’en régle
générale si la confirmation qualitative
estfacilementaccordée,laconfirmation
quantitative I’est beaucoup moins. Les
microdamiers semblent en effet moins
sensibles que les méthodes alternatives
de confirmation courantes (i.e. PCR,
PCR en temps réel, Northern et
Southern Blot). Ainsi, dans 1’étude de
Rajeevan et collaborateurs (2001) ou
une version modifiée de la PCR en
temps réel était utilisée pour valider
une étude utilisant des microdamiers,
la validation n’a pu étre obtenue pour
les génes dont le seuil d’expression
était modifié de moins de quatre fois.

Manipulations préalables
de I’échantillon

Les tests ne peuvent en effet étre
réalisés directement a partir de
I’¢chantillon biologique que lorsque
celui ci est déclaré « positif », c’est-a-
dire s’il contient suffisamment d’acide
nucléique a analyser (ADN, ARN, ou
suffissamment de microorganismes
dénombrés au microscope le cas
échéant). Si cela n’est pas le cas,
I’échantillon est dit négatif et les
méthodes génotypiques nécessitent au
préalable, de réaliser une amplification
du matériel génétique recherché, par
culture ou par PCR.

Ces  manipulations  augmentent
considérablement le temps nécessaire
a D’obtention des résultats et de
fait amoindrissent D’intérét des
microdamiers. De plus, il a été
clairement montré que le fait
d’amplifier le pool d’ARNm induisait
un biais dans les taux relatifs des
différents transcrits (Chuaqui et al.,
2002). Ce biais semble étre lié, entre
autre, aux nombres de cycles effectués
et au primer utilisé. Cependant
ce phénomene peut étre utilisé au

profil des chercheurs pour biaiser
volontairement le transcriptome et
ainsi mettre en avant des geénes dont
le taux d’expression en temps normal
est trop bas pour étre correctement
étudiés par les microdamiers. Mais
si I’on utilise la PCR a cette fin, la
validation de 1’étude comportant des
microdamiers sera d’une difficulté
accrue puisque aucune des méthodes
utilisées pour la validation n’a de
phase d’amplification.

Validité des études a microdamiers

La crédibilité des études comportant
desmicrodamiersreposenonseulement
sur la qualité du microdamier employé
mais aussi sur la validation de la
méthode.

La qualité du microdamier est avérée
s’il est construit avec pertinence (voir
critéeres qualité du microdamier). Cela
implique que les matériaux choisis
résistent aux différentes étapes du
protocole mais aussi réduisent le bruit
de fond. Cela implique également que
les sondes choisies soient significatives
des séquences étudiées ou recherchées,
ni trop vastes ni trop restrictives. La
qualité du microdamier reste donc un
probléme qui concerne en majorité la
firme productrice.

La validation de la méthode est un
probleme d’une autre envergure (voir
section validation des microdamiers).
Le but de cette validation est de
s’assurer que non seulement les
résultats sont valides par rapport au
systéme biologique, mais aussi que ces
résultats se rapportent réellement au
phénomene étudié. La validation des
microdamiers se fait en trois phases
(Chuaqui et al., 2002) . Premiérement,
la qualité du microdamier est contrdlée
lors de I’expérience. En effet, a chaque
étape du protocole ou a chaque
composant du microdamier peut
correspondre un artéfact.
Deuxiémement, les données doivent
étre confirmées par un laboratoire
indépendant.  Cette  confirmation
peut se faire in silico, c’est-a-dire par
simple comparaison avec les données
existantes dans la littérature ou dans les
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banques de données, ou par des analyses
reprenant 1’échantillon de I’expérience
mais utilisant d’autres méthodes comme
la PCR, les techniques de Northern ou
Southern Blot.

Troisiémement, les investigateurs
doivent s’assurer de 1’universalité des
résultats. Cela signifie que I’on doit
s’assurer que le modele d’expression
génétique dégagé est réellement propre
a I’¢état pathologique étudié.

Appareillage de lecture

Ce point s’applique surtout aux
techniques de microdamiers, les
macrodamiers pouvant étre exploitables
a I’ceil nu par simple colorimétrie (voir
la section lecture du microdamier).

Lalecture et donc I’interprétation du test
nécessite une structure inhabituelle dans
des laboratoires de routine. Il s’agit en
effet d’une caisse noire équipée de laser
émettant dans les longueurs d’ondes
employées pour la fluorescence. Cette
caisse doit elle-méme étre munie d’un
systtme informatique qui permet le
stockage et le traitement des images
obtenues. C’est uniquement moyennant
ces installations informatiques souvent
largement suggérées par les firmes elles-
mémes que la précision et la fiabilité
des microdamiers sont garanties (voir
la section lecture du microdamier).

EXEMPLES D’UTILISATION
DES MICRODAMIERS
DANS LA RECHERCHE

SCIENTIFIQUE

Les microdamiers destinés a la
recherche scientifique sont utilisés soit
pour analyser le contenu du génome et
en détecter une particularité comme une
mutation, soit pour analyser le niveau
d’expression des genes et en tirer des
informations sur le transcriptome et le
protéome cellulaires.

Etude du génome

Les sondes utilisées sont alors issues du
génome et sont des fragments d’ADN
monocaténaires représentatifs de la
portion génomique étudiée. Ce qui est
déposé sur le microdamier pour y étre
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hybridé est le plus souvent de I’ADNc
obtenu par manipulation dupool d’ ADN
récolté dans 1’échantillon biologique.
Dans ce cas, 1’étude peut ne fournir que
des résultats qualitatifs. La recherche
génétique est bien slr un des grands
secteurs concerné par les microdamiers.
De tels outils ont notamment été
développés, grace a I’extréme précision
des microdamiers, pour identifier des
mutations génétiques.

La recherche des mutations est un
point crucial dans I’établissement de
diagnostic et la recherche de résistance
associée aux microorganismes
pathogénes. En effet, certaines zones
du génome des microorganismes
sont  fortement  polymorphiques.
Ces variations génétiques peuvent
conditionner par I’exemple le genre
du microorganisme ou certaines de
ces propriétés comme sa résistance a
certaines thérapeutiques. La mise au
point dans le cadre de la recherche
fondamentale de
spécifiques des agents pathogenes est
tres attendue par les cliniciens. En
plus de la détection parmi plusieurs
centaines de microorganismes
de l’agent pathogéne recherché,
les cliniciens pourront adapter le
traitement de leur patient en utilisant
les substances thérapeutiques adéquates
(e.g. antibiotiques et antirétroviraux).

microdamiers

Etude du transcriptome :
ouverture de nouvelles pistes

pharmacologiques

Les microdamiers, par 1’étude et
la quantification des pools d’ARN
cellulaires, se révelent étre des
outils remarquables pour analyser le
fonctionnement des genes par leur
niveau d’expression dans certains
tissus. Les microdamiers déterminent
donc les genes qui sont spécifiquement
actifs ou inactifs dans un contexte
pathologique donné.

Cette propriété est a la base de
nombreuses applications dans les
domaines biologique et médical comme
la classification des pathologies,
la  compréhension des processus
biologiques debase oul’identificationde
cibles pour de nouveaux médicaments.

Analyse des niveaux
d’expression des génes

Les sondes utilisées dans le cadre
de l’analyse du niveau d’expression
des geénes sont des oligonucléotides
créés pour €tre complémentaires aux
molécules d’ARN récoltées dans
I’échantillon biologique. Ce qui est
déposé sur le microdamier pour y subir
I’hybridation est de I’ARNc obtenu
par transcription inverse suivie de
transcription in vitro (figure 12). Le but
étant de fournir des informations sur les
niveaux d’expressions de génes ciblés,
I’étude devra donner des résultats
quantifiables.

Les éventuelles sur- ou sous-expressions
géniques détectées a cette occasion,
qui constituent le profil d’expression
génétique de I’individu, pourront par la
suite étre mises en relation avec un état
pathologique ou constituer de nouvelles
cibles thérapeutiques. Jusqu’a récemment,
la comparaison des niveaux d’expression
des génes dans un tissu ou dans une cellule
était limitée a 1’étude de quelques genes
a la fois avec les techniques classiques
de PCR. Avec les microdamiers, il est
possible d’étudier simultanément I’activité
de milliers de génes.

Une vision globale de I’expression
des geénes dans une cellule est souvent
essentielle pour une compréhension
générale de sa fonction. Par exemple,
on estime qu’entre 0,2 a 10 % des
10000 a 20000 sortes d”’ARN messager
dans une cellule de mammifére est
exprimé différemment s’il s’agit par
exemple d’une cellule cancéreuse ou
saine (Affymetrix, sans date a). Mais
cette vision relative serait impossible
sans passer par une analyse de
I’entiereté du génome. La technologie
des microdamiers semble primordiale
méme quand le but final est de se
focaliser sur quelques genes. Le fait
de surveiller en une fois de multiples
geénes permet d’identifier une sorte de
« signature » ou profil de la maladie.
Les microdamiers permettent du méme
coup de suggérer des lieux d’actions
tres ciblés pour les thérapeutiques
concernées.

La précision des microdamiers est
une condition obligatoire dans ce



Figure 12 : Utilisation de microdamiers dans
le contexte de I’analyse des génes. L'ARN de
I’échantillon biologique subit une transcription
inverse suivie d’une transcription in vitro au
cours de laquelle I’ARN obtenu sera marqué
par la biotine, qui servira a la lecture du micro-
damier. Aprés lavage des brins non appariés,
le microdamier est exploité qualitativement et
quantitativement grdce a [’utilisation de ’in-
formatique (modifié d’aprés Affymetrix, sans
date a).
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contexte puisqu’il semble que nombre
de pathologies aient pour source soit
des genes trés légerement différents,
soit des geénes corrects mais avec
un niveau d’expression anormal.
Pour ce qui est des genes légérement
différents, les microdamiers peuvent
couramment différencier des transcrits
qui sont identiques jusqu’a 90 % et
sont donc tout a fait adaptés a ces
études. Par contre, pour ce qui est des
geénes qui ont une expression anormale,
la quantification des résultats est
nécessaire. Or les résultats des études
utilisant les microdamiers sont le plus
souvent  exploités  qualitativement
en relation avec les résultats stockés
dans les banques de données ou avec
les échantillon de référence utilisés
lors des manipulations. Lexploitation
quantitative des résultats fournis par
les microdamiers se met en place mais
n’est pas a la hauteur de I’exploitation
qualitative des résultats d’étude.

En s’appuyant sur les propriétés de
ces microdamiers, les chercheurs
utilisent les sondes a ARN pour étudier
la régulation de I’expression des
geénes en association avec une grande
variété de fonctions biologiques, e.g.
le développement de I’individu, les
systtmes de controle et I’étude des
rythmes circadiens. De méme, plusieurs
études utilisent les microdamiers
pour aborder d’une nouvelle fagon
les pathologies. Laire d’application

des microdamiers est grandissante
notamment dans les domaines de la
recherche contre le cancer, ou ils ont
aidé les chercheurs a identifier de
nouvelles classes de tumeurs et a créer
des relations entre certains types de
cancer et des altérations moléculaires.

Identification de nouvelles
cibles thérapeutiques

La mise au point de nouveaux
médicaments par une approche
rationnelle passe par I’identification des
geénes qui participent aux mécanismes
moléculaires fondamentaux associés
pathologies. Or les
permettent justement

aux grandes
microdamiers
de détecter quels sont les genes
spécifiquement activés ou inactivés dans
les tissus malades. Les microdamiers
sont donc d’une aide précieuse pour
identifier les geénes étroitement associés
aux processus physiopathologiques.
Ces genes et les protéines qui leur
correspondent sont autant de cibles
thérapeutiques potentielles sur
lesquelles les chercheurs de I’industrie
pharmaceutique  peuvent
concentrer leur effort.

ensuite

Identification des effets
secondaires des thérapies

Les microdamiers permettent, parfois
bien avant la réalisation des premiers
essais cliniques, de déterminer qu’un
produit pharmaceutique en cours de
développement perturbe grandement
I’activité de genes essentiels a la bonne
marche de la cellule ou I’intégrité d une
fonction physiologique essentielle.
Dans ce cas, il est possible de prédire
la nature des effets secondaires ou
indésirables qui  pourraient étre
associ¢s a ’emploi de la molécule. Le
principe actif peut alors immédiatement
étre revu pour ¢éviter ses actions
néfastes, avant méme d’€tre arrivé a
la fin du protocole d’élaboration du
médicament. Les économies en terme
de temps et d’essais cliniques peuvent
donc étre considérables. Lutilisation
de microdamiers dans les protocoles
d’¢laborationdesmédicamentsparticipe
donc a la sécurité des utilisateurs.

Etude du métabolisme
des principes actifs

Les microdamiers permettent de

déterminer quels sont les geénes
dont Tactivit¢é est modulée dans
une cellule sous I’action d’un

médicament. Il devient ainsi possible
de faire I'inventaire des geénes dont
le fonctionnement est influencé par
un principe actif, et donc d’avoir une
vision plus compléte du mode d’action
du principe actif. Mieux comprendre
la panoplie des effets moléculaires
générés par un médicament peut, la
encore, déboucher sur de nouvelles
pistes pharmacologiques, jusque la
insoupgonnées.

Adaptation au profil
de chaque patient

La vitesse a laquelle de nombreux
médicaments sont dégradés dans
I’organisme dépend d’un ensemble
d’enzymes présents dans le foie (e.g.
systtme des cytochromes P450).
D’une personne a 1’autre, on constate
des variations génétiques ou encore
des différences dans le niveau
d’expression des génes qui gouvernent
la synthése de ces enzymes hépatiques.
Ceci pourrait expliquer  les
différences observées entre patients
dans leur réponse individuelle aux
médicaments. On a ainsi recensé plus
d’une quinzaine de polymorphismes
(variations génétiques) touchant les
systémes enzymatiques du foie. Des
microdamiers ont ¢été développés
qui permettent de détecter ces
polymorphismes et de quantifier le
niveau d’expression des genes.

Grace aux microdamiers, la
connaissance de ces polymorphismes
génétiques permettra de mieux ajuster
le choix et les doses des traitements en
fonction du profil génétique de chaque
patient.

EXEMPLES D’UTILISATION
DES MICRODAMIERS DANS

LE DIAGNOSTIC CLINIQUE

Les microdamiers destinés au
diagnostic a mettre en
évidence la présence ou [’absence

servent
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de certaines séquences génétiques
parmi des milliers. Cette analyse n’est
actuellement que qualitative.
Lutilisation des microdamiers en
clinique concerne a I’heure actuelle
deux grandes activités : le diagnostic
et le choix de traitement de premiere
intention en microbiologie et en
cancérologie. ~ Néanmoins  cette
pratique est loin d’étre systématisée
et est encore fort liée aux activités de
recherche.

Diagnostic et traitement des
infections a mycobactéries

Le genre Mycobacterium regroupe
environ 80 espéces et sous-especes de
bactéries et a été le premier groupe a
bénéficier des analyses a microdamiers.
Parmi les espéces pathogeénes, une
dizaine est responsable de 90 %
des mycobactérioses  rencontrées
chez ’homme. La tuberculose est la
principale de ces pathologies, due
aux especes du complexe Mycobact
erium tuberculosis
M. bovis et M. africanum). Les autres
pathologies sont surtout des infections
opportunistes, particuliecrement chez
le sujet immunodéprimé, impliquant
au total plus d’une dizaine de
mycobactéries dites atypiques. Il
s’agit par exemple de M. xenopi et
M. kansasii responsables d’atteintes
pulmonaires, ganglionnaires,
ostéoarticulaires, cutanées et sous-
cutanées, et d’espéces du complexe
Mycobacterium avium-intracellulare,
responsables d’infections généralisées
chez les patients atteints du sida.

Dans différents travaux (Troesch et
al., 1999 ; Sougakoff et al., 2004 ;
Vernet et al., 2004), deux des grandes
questions du diagnostic biologique
des infections a mycobactéries sont
traitées simultanément en utilisant
un méme microdamier, GeneChip® :
I’identification de 1’espece, et son
profil de résistance a la rifampicine
(I’antibiotique de référence de la
trithérapie recommandée en premiére
intention pour le traitement de
la tuberculose). Dans le contexte
de  I’émergence  de  souches
multirésistantes, les réponses a ces

(M. tuberculosis,
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questions sont devenues cruciales pour
la mise en oeuvre immédiate d’un
traitement adapté.

L’identification des espéces de myco-
bactéries repose sur le génotypage
d’une région du génome bactérien
présentant un fort polymorphisme, la
région de ’ARN ribosomal 168S. Cette
région, utilisée dans plusieurs tests
de diagnostic moléculaire déja com-
mercialisés, est considérée comme
«I’étalon or» de la spécificité d’es-
peces pour de nombreuses bactéries
dont les mycobactéries, et son analyse
permet d’en retrouver la signature. 11
faut insister sur le fait que I’intérét
principal des microdamiers compa-
rativement a la traditionnelle PCR
est, outre sa sensibilité, la capacité
de tester simultanément des milliers
de séquences génétiques. C’est grace
a cette propriété qu’il est maintenant
possible de créer une base de données
d’« empreintes digitales » de bacté-
ries, comme Listeria monocytogenes
(Call et al., 2003) (figure 13) ou celles
de la famille des mycobactéries.

Une approche similaire permet de
définir le profil de résistance a la
rifampicine des espéces du complexe
M. tuberculosis. On sait en effet, que
dans 90 % des cas, la résistance a
la rifampicine est conférée par des
mutations treés localisées, situées dans
la région du geéne codant pour une
ARN-polymérase bactérienne, le geéne
rpoB.

Troesch et collaborateurs (1999) ont
amplifi¢ ces deux régions a partir
d’isolats référencés de mycobactéries.
Les produits d’amplification
ont ensuite ét¢ marqués par
fluorescence, puis  hybridés a
des  sondes  oligonucléotidiques
spécifiques de ’'une ou I’autre de ces
régions présentées a la surface du
microdamier GeneChip®. Dans ce
contexte, la précision et la fiabilité
des microdamiers ont été sollicitées et
les résultats ont confirmé I’efficacité
de cette technologie (voir la section
précision et fiabilit¢). Grace a
I’utilisation des microdamiers, non
seulement les différentes souches de
mycobactéries ont pu étre identifiées

Figure 13 : Un microdamier utilisé pour I'iden-
tification de sérotypes de Listeria monocyto-
genes grdace a l'étude de la région génomi-
que correspondant a I’ARN 16S. De I’ADN
génomique a été extrait de deux sérotypes de
Listeria et hybridé a deux microdamiers identi-
ques. Chaque photographie représente la méme
partie d’un microdamier plus grand aprés une
détection utilisant un signal d’amplification a
la tyramide. Les spots visibles représentent des
séquences présentes dans I’ADN échantillonné
(et inversement les spots absents indiquent
que les séquences concernées sont absentes
de I’échantillon). Dans cet exemple, huit spots
sont différents entre les deux échantillons. Les
séquences correspondantes pourront dés lors
servir de base pour caractériser les différents
sérotypes (d’aprés Call et al., 2003).

28 €
D @ ¢
)@ §

mais en plus les souches résistantes a la
rifampicine ont toutes été différenciées
comme telles. Lintérét de 1'utilisation
clinique des microdamiers est donc
que en une seule manipulation le
praticien peut identifier clairement
I’espece de mycobactérie en cause et
faire un choix antibiotique adapté en
premiere intention grace a la détection
des résistances antibiotiques.

Ce qui est valable ici pour le diagnostic
et la thérapie des pathologies liées a
des bactéries pourrait également 1’étre
pour le reste de la microbiologie, c’est-
a-dire pour les pathologies engageant
des virus ou des parasites.

Diagnostic et thérapie des cancer

Lutilisationdel’intelligenceartificielle
pour I’exploitation des données venant
de [lutilisation des microdamiers
a beaucoup retenu [’attention ces
dernieres années dans le domaine de la
cancérologie carellelaisseentrevoirdes
possibilités de diagnostic automatisé
dans un futur proche. Des ¢études
ont en effet été¢ publiées prédisant le
type de tumeur, son lien éventuel
avec les récepteurs a cestrogene,
et des pronostics par utilisation



d’algorithmes mathématiques (Greer
et Khan, 2004).
Celaestpossiblegraceal’établissement
par les microdamiers de « signatures »
génétiques caractéristiques de certains
états cancéreux au niveau cellulaire.
En effet, lors de déréglements du
cycle cellulaire de type cancer, le taux
d’expression génétique varie pour 0,2
a 10% des 10000 a 20000 sortes
d’ARN messager contenu dans une
cellule de mammifere (Affymetrix,
sans date a).

En médecine humaine, les cancers les
plus investigués dans ce sens sont ceux
touchant la prostate, le colon, le sein et
la peau. Dans ce dernier cas, Nambiar
et collaborateurs (2004) publient une
¢étude faisant le lien spécifiquement
entre les microdamiers, la détection
et ’identification de mélanomes. En
effet, plusieurs événements spécifiques
de la transcription et de 1’expression
génétique peuvent étre corrélés avec
différentes étapes de la maladie ou
méme avec la transformation du
grain de beauté en mélanome. Cette
approche a permis de faire un lien plus
précis entre la sur-expression (ou la
sous-expression) de certains genes et
la pathologie, ainsi que de faire une
classification des différents types de
tumeurs selon leurs caractéristiques
fonctionnelles. Il faut cependant faire
preuve de rigueur et de précision lors
de manipulations et des interprétations
car il existe de nombreux pi¢ges dans
I’utilisation des microdamiers qui
pourraient amener a des conclusions
erronées (voir la section critéres
qualité des microdamiers).

Autres exemples d’utilisation des
microdamiers dans le cadre de la

clinique

Si historiquement les microdamiers
premieres
applications dans les diagnostics de
cancers et infections bactériennes,
de nombreux autres microdamiers
sont commercialisés pour étudier
les réseaux de génes impliqués dans
différentes pathologies humaines,
i.e. les maladies cardiovasculaires,
les  pathologies  inflammatoires

ont trouvé leurs

et auto-immunes, les diabétes et
différents types de pathologies liées
au développement et a la régénération
cellulaire.

Concernant les pathologies
du  systtme immunitaire, les
microdamiers développés permettent
la surveillance du profil d’expression
de génes correspondant aux molécules
importantes du systéme immunitaire,

comme les interleukines, certains
récepteurs, ou des marqueurs de
I’activation lymphocytaire. De
nombreuses  pathologies, comme

I’asthme, sont étudiées sous cet angle.
Létude des diabétes se fait grace a
I’é¢tude du profil d’expression des
genes responsables du métabolisme
de composés endogenes et exogenes.
Une régulation aberrante de ces génes
peut non seulement créer des maladies
métaboliques mais encore affecter
le pronostic de plusieurs
pathologies, comme le cancer.
Les pathologies dues a des désordres du
développement ou de la régénération
cellulaire sont diagnostiquées par des
microdamiers orientés sur les génes
responsables du développement et de
la fonction de chaque type cellulaire.
Certains microdamiers permettent
d’examiner en parallele les genes
caractéristiques par exemple de
I’ostéogenése et des cellules souches.
Les cellules dendritiques, les cellules
endothéliales et les cellules souches
sont généralement les plus investiguées
dans ce contexte.

D’autres microdamiers permettent
de mettre en évidence les profils
d’expression de genes codant pour
les ligands, les récepteurs, les
modulateurs intracellulaires ou les
facteurs de transcription impliqués
dans la régulation de la mort cellulaire
programmeée et de la réponse au stress
cellulaire.

autres

EXEMPLES D’UTILISATION
DES MICRODAMIERS EN

SCIENCES VETERINAIRES

Si la recherche concernant les micro-
damiers et ses applications associées

en sciences vétérinaires ont mis quel-
ques années a se mettre en place, c’est
un domaine qui est maintenant en
pleine ébullition. En effet, toutes les
propriétés des microdamiers évoquées
précédemment ainsi que toutes les
études réalisées jusque la sont autant
de portes ouvertes pour les sciences
vétérinaires.

Particularité des microdamiers
appliqués aux sciences
vétérinaires

Les études exploitant les microdamiers
en médecine vétérinaire ont pour la
plupart commencé avec des micro-
damiers congus sur base du génome
humain et initialement destinées a la
médecine humaine.

Cependant, des études ont montré qu’il
¢était possible, d’utiliser ce genre de
matériel avec une fiabilité acceptable.
Ainsi, Tsoi et  collaborateurs
(2003) expliquent [I’utilisation de
microdamiers humains a ADNc dans
le cadre de I’identification et de la
mesure de I’expression différentielle
de geénes hépatiques du saumon
d’Atlantique lors d’une infection a
Aeromonas salmonicida.

Le microdamier employé est associé a
du ADNCc issu d’ARN isol¢ a partir de
foies de saumons infectés et témoins.
Sur les 4131 spots disponibles sur le
microdamier Gene-Filter GF211, 241
montrérent une hybridation dans le
cas des saumons témoins. Parmi ces
spots, quatre montrérent une diffé-
rence significative (plus de deux fois
plus) d’expression selon qu’il s’agis-
sait de saumons sains ou infectés. Ces
génes correspondaient a ceux de la
translocase a ATP/ADP, a la pompe
a Nat/K+, a I’acyloxyacyl hydrolase
ainsi que d’autres molécules. Ces
résultats ont été confirmés en réalisant
une étude « classique » a la PCR sur
les régions concernées du génome.

Un autre contexte qui a permis la vali-
dation des microdamiers issus de la
médecine humaine est celui de 1’étude
des cancers de la chaine mammaire
chez la chienne. Sanots et collabora-
teurs (2003) ont expliqué comment et
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avec quel matériel ils avaient évalué la
pertinence de ce paralléle entre méde-
cines humaine et vétérinaire. La dévia-
tion du matériel de médecine humaine
semble dés lors tout a fait justifiée
dans certains cas.

Depuis quelques années, les progres
de la bioinformatique ont permis a
de nombreux chercheurs de se lancer
dans la création de banques de don-
nées spécifiquement animales.

Coussens et Nobis (2002) expliquent
comment I’informatique et le haut
débit peuvent servir d’appui pour la
création de ressources génétiques dans
le cadre de 1’étude de 1I’immunobio-
logie bovine. En effet, bien que trés
puissante dans la révélation de génes
impliqués dans la réponse immune
chez les animaux de rente, le déve-
loppement des microdamiers était
restreint par le manque de génes con-
nus. Pour palier a ce probléme chez le
bovin, la PCR en temps réelle et ’in-
formatique haut débit ont été¢ combinés
pour créer des amplicons représentant
270 geénes bovins dont les ortholo-
gues dans les autres espéces (souvent
homme et rongeur) étaient impli-
qués dans la réponse immune. Pour
ce faire, deux lots d’animaux ont été
créés : ceux qui étaient « non stimu-
lés » et ceux qui étaient stimulés par
la concanavaline A (ConA). Les seg-
ments de génes amplifiés ont été pré-
parés avec de I’ADNc correspondant
a ’ARN issu des cellules sanguines
mononucléaires. Au total 276 génes
ont ¢té ainsi amplifiés et codifiés. Ils
sont repris dans la banque de don-
nées créée dans le but d’encourager
a la dissémination de cette méthode
de travail (Coussens et Nobis, 2002).
Au début de I’année 2005, 1433 géno-
mes viraux, 215 génomes procaryo-
tes et prés de 20 génomes eucaryotes
dont ceux de certains de nos animaux
domestiques sont entiérement décryp-
tés. Beaucoup de banques de données
relatives sont disponibles sur internet.
L’énorme afflux de données généré
par I’utilisation massive des microda-
miers a nécessité la mise en place de
systémes de gestions et de comparai-
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son de ces données (Gardiner-Garden
et Littlejohn, 2001).

Au début de I’année 2005, 7 génomes
de mammiféres sont disponibles en
plus de celui de I’homme : il s’agit
du chien, de la vache, de la souris, du
rat, du chat, du chimpanzé, du porc
et du mouton (National Center for
Biotechnology Information, 2005).
Ces génomes ne tiennent pas encore
compte des variabilités d’espece (e.g.
les différences entre un Blanc-Bleu-
Belge et une Pie Noire Holstein). Pour
autant ils sont déja suffisants dans
la plupart des cas et leur utilisation
permet des études plus efficaces que
I’utilisation de microdamiers humains.
Parall¢lement au génome, il existe des
données concernant les transcriptomes
(i.e. les séquences des ARNm) de ces
méme animaux. Ces données peuvent
elles aussi étre utilisées dans le cadre
d’étude a microdamiers ou I’ARN de
I’échantillon biologique est analysé
(National Center for Biotechnology
Information, sans date). On peut s’at-
tendre, grace aux avancées de 1’in-
formatique dans ce domaine et a la
pression de la demande, a ce que
durant les prochaines années la plu-
part des génomes et transcriptomes de
nos animaux domestiques soient déco-
dés. L utilisation des microdamiers en
sciences vétérinaires sera bien spéci-
fique a ce domaine, et non plus une
extrapolation des activités humaines.

Perspectives en recherche
vétérinaire

Les microdamiers sont potentiellement
utilisables pour la recherche fondamen-
tale dans la compréhension de mécanis-
mes moléculaires encore obscurs tels
que les stress (qu’ils soient physiologi-
ques, pathologiques ou environnemen-
taux) ou certains processus immunolo-
giques (e.g. la vaccination, I’infection).
Les animaux les plus étudiés en immu-
nologie sont les ruminants. Les bovins
ont été particulierement étudiés sur le
plan immuno-endocrinologique lors de
périodes d’homéostasie altérée au cours
de différentes situations (e.g. stress,
infection) (Tao et al., 2004).

Sur les 167 séquences d’ADNc obte-
nues, Tao et collaborateurs ont classé
celles qui correspondent effectivement
a des genes de fonctions endocrines ou
inflammatoires. Ils expliquent ensuite
comment ils ont construit et standar-
disé leur microdamier pour arriver a des
résultats trés clairs a la fois en immuno-
logie (concernant les taux d’expression
des molécules présentatrices d’antigéne)
et en endocrinologie (le seul géne con-
cerné lors des situations étudiées est
celui de la prolactine). Leur conclusion
est axée sur les possibilités d’extension
de ces méthodes a tous les ruminants
ainsi qu’au porc grace aux fortes homo-
logies génétiques relevées entre ces
especes.

Des études sont également largement
menées chez le porc qui est un ani-
mal amplement sujet au stress, notam-
ment di a une sélection excessive. Des
expériences visent a établir comment
réagit le systéme immunitaire d’un
porc au cours d’une infection micro-
bienne, d’une intoxication, ou lors du
sevrage. La réponse du systéme immu-
nitaire d’un animal face a un stress
mobilise de nombreux genes. Il est
donc trés intéressant, pour avoir une
vision globale a cette réponse, de pou-
voir étudier simultanément 1’expres-
sion de I’ensemble des génes impli-
qués. Un microdamier a été développé
(Institut National de la Recherche
Agronomique, 2002), permettant de
visualiser I’expression de plus de 100
geénes du systéme immunitaire du por-
celet. Avec cet outil, les chercheurs
étudient les changements intervenant
dans I’expression des genes impliqués
dans la réponse immunitaire et peu-
vent obtenir une profil caractéristi-
que du statut immunitaire de 1’animal.
De nombreuses applications peuvent
découler de ces travaux de génomique,
dans le domaine du bien-étre animal
et de la protection de la santé des ani-
maux et des consommateurs.

Par ailleurs, les chercheurs s’intéres-
sent depuis de nombreuses années aux
mycotoxines, substances produites par
des champignons et susceptibles de
contaminer ’alimentation animale et
humaine a tous les stades de la chaine



alimentaire. Outre un effet promoteur
dans des processus cancéreux, cer-
taines de ces mycotoxines peuvent
altérer les fonctions immunitaires
de I’homme et de 1’animal a de tres
faibles concentrations. Si les effets
immunodépresseurs des mycotoxines
sont suspectés depuis longtemps, leur
étude est trés récente et trés partielle.
Le porc, par son alimentation riche en
céréales, est une espece exposée a de
nombreuses mycotoxines. Les micro-
damiers permettent de caractériser
dans leur globalité les altérations du
systéme immunitaire provoquées par
I’ingestion de ces toxines. En terme
de valorisation, ce travail peut permet-
tre de déterminer les doses de myco-
toxines qui n’altérent pas la réponse
immunitaire de I’hote. Ces valeurs
pourraient étre utilisées dans 1’établis-
sement des normes en alimentation
animale et humaine.

Le sevrage est une période critique de
I’¢levage du porc, propice aux trou-
bles digestifs et aux infections du fait
de I’arrét de la protection immunitaire
apportée par le lait maternel. Il s’ac-
compagne de modifications importan-
tes de la morphologie ainsi que des
propriétés physiologiques et digestives
de I’intestin. Une inflammation de la
muqueuse a été décrite et semble liée
a ’expression de cytokines au niveau
intestinal. Le microdamier permettra
une analyse approfondie des modifica-
tions immunologiques provoquées par
le sevrage. Il est par ailleurs possible
que cette réponse immunitaire puisse
étre modulée par voie alimentaire
(ingrédients particuliers, prébiotiques,
probiotiques...), ce que les chercheurs
peuvent vérifier en utilisant les micro-
damiers. Ce travail peut permettre de
déterminer une signature d’expres-
sion des genes, caractéristique d’un
animal en bonne santé¢ du point de vue
immunologique et de tester différents
aliments dans cette optique.

Perspectives cliniques

Les seules applications cliniques réel-
les a ce jour concernent les cancers de
la chaine mammaire chez la chienne.

La suite logique de I’étude de cas vété-
rinaires a 1’aide de matériel humain a
ici aussi amené a la création de micro-
damiers propres a 1’espece, c’est-a-
dire utilisant le génome canin cloné et
séquencé. La difficulté principale a dés
lors été de valider ces microdamiers.
De nombreux contrdles d’hybridation
ont donc été menés selon différents
mode¢les (Thomas et al., 2003).

Une fois ces validations réalisées, il
a fallu dégager les origines possibles
de différents caracteres des tumeurs
observées (in vivo et in vitro). La
premic¢re cause de comportement
cancéreux est la présence d’une région
génétique non ou mal balancée (c’est-
a-dire non ou mal représentée dans
le génome cellulaire). Celle-ci est
totalement identifiable par I’ utilisation
des microdamiers canins évoquées
plus haut (Thomas et al., 2003).

Par ailleurs, une autre piste amenant
au caractere cancéreux de la cellule
est a chercher dans sa capacité a ré-
entrer dans le cycle de multiplication.
En effet, I’entrée en phase tumorale
se caractérise plus par 1’augmentation
du nombre de cellules en division que
par une augmentation de la rapidité de
division. Or les entrées et sorties du
cycle de multiplication des cellules
sont controlées a différents niveaux
par des complexes moléculaires
(cyclines kinases et/ou facteurs de
transcription associés comme les
génes Rb et p53). Avec les ¢tudes
de Bird et collaborateurs (2002),
I’expression des genes relatifs a ces
différentes molécules a été décrite
par des microdamiers utilisés dans
des modeles comparés de cellules de
lignée normale en reproduction, ou de
cellules a caractére tumoral (tumeurs
primaires ou secondaires) d’une part,
et entre I’homme et le chien d’autre
part.

Il ressort de cette étude complexe
que certaines séquences géniques se
retrouvent
dans le cadre de cellules mammaires
canines cancéreuses (et pas dans les
fibroblastes canins normaux). Cela
suggere donc que ces genes, qui ont
pu étre dés lors clairement identifiés,

exprimées uniquement

séquenceés et localisés, ont un role
important dans la dérégulation et la
prolifération cellulaire dans le cancer
mammaire chez le chien.

Mais une fois la tumeur établie,
certains critéres la différencient selon
son agressivité. Parmi ces criteres
apportant une différence fonctionnelle
capacit¢  de
croissance, la capacité a se métastaser
spontanément, la motilité, I’adhérence
et la capacité a se vasculariser sont
exacerbées.

Lors d’une approche comparée pour
tenter de mettre en évidence les
déterminants génétiques desmétastases
dans le cas des ostéosarcomes,
Khanna et collaborateurs (2001) ont
utilisé des microdamiers réalisés
avec des genes de rongeurs. Cette
analyse a révélé que 59 geénes étaient
exprimés différemment selon qu’il
s’agissait de tumeurs moins agressives
(type KI12) ou plus agressives
(type K7M2). Parmi eux, 11 sont
impliqués dans la motilité, le squelette
cellulaire, ’adhérence et le pouvoir
d’angiogénése, ce qui accrédite la
base de la différence de comportement
entre K12 et K7M2. Enfin I'utilisation
des microdamiers a méme permis
d’isoler et identifier Erzin, qui est un
gene qui n’avait jamais été décrit dans
le cadre des ostéosarcomes. Grace
aux microdamiers, le gene Erzin a
été quantifié comme étant trois fois
plus exprimé dans les tumeurs K7M2
que dans K12. Erzin intervient dans
la liaison de la cellule cible avec son
cytosquelette et rentre donc en compte
dans les fonctions de motilité, invasion
et adhérence. Ces résultats ont été
confirmés par des études de type
Northern et Southern Blot.

Les microdamiers ont donc permis
dans ce cas de mieux comprendre les
mécanismes relatifs a [’agressivité
d’une tumeur, et a se focaliser sur un
geéne en particulier, Erzin. Mais des
études supplémentaires menées par la
méme équipe dans le cas de tumeurs
primaires ou secondaires chez le chien
ont mis en relation le taux d’expression
de Erzin avec le stade de la tumeur
et son origine. Ils ont ainsi mis en

aux tumeurs, la
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évidence que Erzin était exprimé dans
81 % des ostéosarcomes, mais en
plus il I’était de fagcon beaucoup plus
intense dans le cadre de métastases
pulmonaires (tumeurs secondaires de
I’ostéosarcome) que dans les tumeurs
dites primaires.

A la suite de cette étude, on comprend
I’utilité des microdamiers dans la
mise en ceuvre de tests cliniques
canins qui associeraient le diagnostic
de métastases aux cibles génétiques
déterminées. En effet, un microdamier
utilisé dans ce contexte en clinique
renseignerait sur la nature exacte
de la tumeur en cause en établissant
les sur et les sous expressions de
certains génes. Ce méme microdamier
permettrait ainsi la mise en place
directe et immédiate d’un traitement
adéquat car il prendrait en compte
toutes les caractéristiques du cancer.
Cette approche, caractéristique des
études a microdamiers, est bien slr
potentiellement transposable a d’autres
pathologies.

Perspectives en productions
animales

Depuis toujours, une grande partie de
I’action vétérinaire est tournée vers
l‘amélioration des cheptels en vue de
la valorisation de certains caractéres
animaux (productivité, résistance...).

Or les microdamiers ont un pouvoir
potentiel énorme en ce qui concerne
Iétude et I’appréciation de tous les phé-
nomenes du développement animal, de
la reproduction et de la fertilité... En
effet, grace aux microdamiers, les cher-
cheurs sont dans la capacité de faire
un lien entre le profil génétique d’un
animal ou d’une lignée et ses caracté-
ristiques. Ces caractéristiques peuvent
étre favorables (e.g. augmentation de
la masse musculaire, grande prolifi-
cité, résistance a certains pathogenes)
ou défavorable (e.g. sensibilité accrue
a certains parasites, dégénérescences
articulaires). Dans ce contexte, les
microdamiers peuvent également avoir
une autre application : ils peuvent en
effet étre d’une grande utilité¢ pour ce
qui est de 1’étude de I’héritabilité et de
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I’additivé d’un caractére par exemple.
Les microdamiers peuvent donc aider a
mettre en place des stratégies de sélec-
tion ou de croisement des animaux.

Ainsi dans le domaine porcin par exem-
ple, on a obtenu, aprés plusieurs géné-
rations de sélection, des truies avec
des caractéristiques reproductives exa-
cerbées. Pour comprendre ’origine de
ces caracteres, la méthode de la PCR
différentielle a été associé¢e a 1'utilisa-
tion de microdamiers (Gladney et al.,
2004). Il en ressort qu’apres de longues
générations de sélection 1’expression
des geénes dans le follicule ovarien est
différente selon que 1’on considére une
truie issue de cette sélection ou non.
Ces variations représentent les varia-
tions alléliques employées consciem-
ment ou non lors de la sélection, ainsi
que des changements transcriptionnels
dans différents génes.

11 faut insister sur le fait que ces chan-
gements d’expression concernent
non seulement des sur-expressions
mais également des sous-expressions,
voire un arrét total d’utilisation du
gene considéré. Tant dans un sens que
dans I’autre, les changements dans les
niveaux d’expression génétiques sont
des renseignements précieux a prendre
en compte.

Il apparait dés lors évident que cette
corrélation génétique/caractére voulu
pourrait dans 1’avenir étre employée en
sens inverse : partir de ’analyse géné-
tique pour arriver a la constitution d’un
cheptel.

Par ailleurs, il serait intéressant de pou-
voir « épurer » les cheptels de certains
profils génétiques dont on sait qu’ils
sont en lien avec des faiblesses ou des
pathologies (la scrapie du mouton par
exemple). Ou encore il serait tentant de
sélectionner des animaux sur leur résis-
tance avérée a certaines pathologies.
C’est le cas, par exemple, chez le pou-
let par rapport a la maladie de Mareck
(Liu et al., 2001).

Cette pathologie est due a la présence
dans le poulet d’un herpes virus qui
induit un cancer des cellules T. Parmi

les loci antérieurement étudiés, on sait
que certains sont en lien avec un carac-
tére de résistance a la maladie pour le
poulet. Mais toute la difficulté se trou-
vait alors dans I’identification de ces
loci et dans la création de marqueurs
associés qui permettraient une mise en
évidence rapide. Les microdamiers
ont alors été utilisés pour visualiser les
différences d’expression génique entre
les poulets résistants et sensibles, ou
encore dans les lymphocytes infectés
par le virus.

Les microdamiers utilisés ont été au
préalable validés par des méthodes de
PCR. L’étude de ces poulets par les
microdamiers (dont la majorité des
séquences utilisées avaient leurs génes
orthologues dans I’espéce humaine) ont
permis non seulement d’établir 1’exis-
tence d’un nouveau groupe synténi-
que, mais également d’identifier un des
geénes dont I’expression différentielle
est en lien avec la résistance génétique
vis-a-vis de la maladie de Mareck.

Selon le méme principe mais concer-
nant les productions porcines, la sélec-
tion des porcs résistants au stress ou a
d’autres pathologies pourrait étre lar-
gement facilitée par la mise en place et
I’utilisation de microdamiers dédiés a
la sélection de porcs résistants.

Perspectives dans le domaine des
denrées alimentaires d’origine

animale

Analyses microbiologiques
d’inspection sanitaire

Les applications des microdamiers
sont larges également dans le domaine
de contréle de la qualité en milieu
industriel. En effet, ils sont impliqués
parallelement aux méthodes d’ana-
lyses microbiologiques tradition-
nelles dans le contrdle de la qualité
sanitaire des entreprises agro-alimen-
taires. Cependant, a I’heure actuelle les
microdamiers sont surtout des outils
permettant une analyse qualitative et
non pas quantitative. Il ne s’agit donc
pas d’un outil pour déterminer le taux
de certaines bactéries mais pour déter-
miner la présence de bactéries pathoge-



nes ou de spores interdites. L’intérét du
microdamier dans ce cas est que sur un
seul microdamier et en quelques heures
tous les microorganismes pathogénes
peuvent étre testés, y compris ceux qui
sont de culture difficile voire impos-
sible.

Tracgabilité alimentaire et détection
des organismes génétiquement
modifiés

Dans une chaine de production
agroalimentaire, les microdamiers sont
des outils particulicrement efficaces
pour reconnaitre 1’origine des espéces
animales qui composent les produits
(tragabilité),
également pour détecter et controler
dans des semences des séquences
provenant d’organismes génétiquement
modifiés (OGM).

En ce qui concerne la tragabilité, il
s’agit d’une puce qui est construite
pour la détection de marqueurs
spécifiques d’une espéce animale
et plus précisément d’une lignée
particuliere. Cette tracabilité
moléculaire est complémentaire de la
tragabilité administrative (passeport de
I’animal) et physique (signalement et
boucles auriculaires). Elle est utilisée
surtout dans la chalne bovine et dans
deux circonstances principalement :
lors de la perte de plus de deux
boucles auriculaires par un méme
animal, ou lors de contréles poussés
de tragabilit¢ dans les processus
d’abattage et de transformation de la
viande. Léchantillon biologique est
ainsi constitué par un prélévement
sur ’animal ou la carcasse. Le profil
génétique obtenu par le microdamier
sera comparé avec celui des follicules
pileux gardés en réserve lors d’une
boucle auriculaire ou avec celui des
oreilles elles-méme lors de 1’abattage.
En ce qui concerne la détection d’OGM,
le principe reste le méme. Ce sont
des marqueurs spécifiques des zones
génétiques modifiées qui sont mises en
évidence. Les microdamiers serviraient
a identifier et quantifier les OGM dans
les matrices alimentaires.

alimentaires mais

CONCLUSIONS

Le microdamier est réellement une
voie d’approche fascinante pour la
recherche et la clinique. Il permet en
effet a la fois d’identifier, classifier,
comparer les signatures génétiques
des différentes pathologiques. Ainsi
un simple microdamier autorise-t-il
dans un premier temps de visualiser
I’ensemble d’un génome en une seule
fois, pour par la suite venir se focaliser
sous-ensemble de genes
particuliers, avec une fiabilité¢ et une
rapidité exemplaires.

Encore faut-il se donner les moyens de
rendre le microdamier plus accessible
a moyen terme. Pour cela, il faut non
seulementcloner]’entiéretédesgénomes
animaux nécessaires a I’expansion des
microdamiers en sciences vétérinaires
mais aussi normaliser et valider les
différentes ~ méthodes  employant
des microdamiers. Cependant cette
validation doit étre double car elle doit
étre faite non seulement sur le plan
technique mais aussi relativement aux
cas cliniques. Techniquement, il faudra
standardiser la précision, la fidélité, la
répétabilité et la reproductibilité¢ des
microdamiers, et ce dans chacun des
contextes de son utilisation et pour
chaque espece étudiée. Cliniquement, il
faudra également vérifier la validité des
diagnostics et pronostics posés grace
aux microdamiers et développer des
systeémes de tests simples d’utilisation
et relativement peu colteux qui
garantiront |’utilisation en routine des
microdamiers par les cliniciens.
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PRINCIPLES OF DNA
MICROARRAYS AND POTENTIAL
APPLICATIONS IN VETERINARY
SCIENCES

SUMMARY

Microarray technology is a mini-
aturized biotechnological tool with
potential applications for study and
analysis of multiple molecular com-
pounds as proteins, lipids, carbo-
hydrates or nucleic acids.

The nucleic acids microarray tech-
nology focuses interest of scien-
tists for fifteen years because of its
huge potential as regard to the sci-
entific research, clinical diagnosis,
and development of new drugs.
Only DNA microarrays are investi-
gated in this paper. Born from the
conjunction of micro-electronics,
biochemistry, molecular biology,
and image processing, microar-
rays allow to analyse several thou-
sands of genetic information simul-
taneously. Thanks to this new tool,
it is possible in parallel to identify,
to even proportion, a considerable
number of nucleic acid sequences
contained in a biological sample
(blood, biopsy, water, food, etc).
This article proposes, after having
considered the operating mode
of the microarrays, to understand
their quality standards as well as
their advantages and disadvan-
tages. The two following parts are
devoted to the place the microar-
rays occupy in scientific research
and in the establishment of a clini-
cal diagnosis. Finally the last part
evaluates prospects the microar-
rays offer in veterinary sciences.
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