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  Préface




  Christos Sotiriou




  Laboratoire J.-C. Heuson de recherche translationnelle en cancérologie


  Institut Jules-Bordet


  Université Libre de Bruxelles


  




  La prise en charge du cancer connait des avancées récentes grâce au décryptage des anomalies génomiques. Tout d'abord, la mise en évidence de voies de signalisation intracellulaire et des mutations engendrant une stimulation excessive et non contrôlée de la prolifération des cellules tumorales a permis le développement de thérapies dites « ciblées » permettant le blocage à différents niveaux de ces voies. De nombreux médicaments sont maintenant validés et utilisés couramment, comme le trastuzumab dans le traitement du cancer du sein, le cetuximab dans le cancer du côlon, le sunitinib dans le cancer du rein. De nombreuses autres molécules sont également à l'étude.




  Un deuxième progrès est lié à l'application des techniques des puces à ADN qui a révélé des profils d'expression génomiques distincts entre cancers issus d'organes différents mais aussi entre tumeurs de même origine. C'est ainsi que le cancer du sein n'est plus considéré comme une seule maladie mais comme un groupement de maladies requérant des traitements spécifiques et affichant un pronostic variable. Ces découvertes ont conduit vers des classifications moléculaires des cancers dont celle élaborée par Perou et al. pour le cancer du sein au début du XXIe siècle, ou sont intégrées des données morphologiques et anatomocliniques comme dans la classification de l'Organisation mondiale de la Santé des lymphomes. Ces classifications sont actuellement utilisées en pratique oncologique courante et dans les essais cliniques.




  Un troisième pas en avant est l'apparition de signatures moléculaires capables d'affiner le pronostic et de prédire la réponse à un traitement. Jusqu'à présent, c'est la classification TNM qui est le plus souvent utilisée pour établir le pronostic des patients atteints de tumeurs solides et pour sélectionner un traitement adéquat. Ce système ne fait référence qu'à des caractéristiques extrinsèques telles que la taille de la tumeur ou la présence d'un envahissement métastatique ganglionnaire ou à distance mais ne tient pas compte de la réelle diversité entre tumeurs, celle inscrite dans les gènes. Dans le cancer du sein, la génomique fonctionnelle a permis d'identifier plusieurs signatures moléculaires qui apportent de l'aide aux cliniciens pour sélectionner les patients pouvant bénéficier des traitements adjuvants. Ces signatures reflètent des caractéristiques intrinsèques aux cellules cancéreuses, telles que la prolifération qui est un dénominateur commun à la plupart des signatures géniques applicables aux cancers du sein hormonodépendants. Elles permettent, sur la base de ce critère, de départager les patientes de bon et mauvais pronostic. Même si les résultats d'études prospectives randomisées contrôlant l'utilité de ces signatures sont toujours en attente, certaines d'entre elles sont déjà disponibles sur le marché et même approuvées dans les recommandations internationales.




  Par ailleurs, les chercheurs explorant de façon approfondie l'interaction entre les cellules tumorales et et les cellules stromales sont amenés à admettre une influence du microenvironnement sur l'histoire naturelle du cancer. En effet, de nombreux travaux ont montré que les tumeurs solides sont infiltrées par une variété de cellules immunes et que ce « contexte immun » influence le devenir clinique des patients. Dans les cancers du côlon, il est même démontré que l'infiltration immune identifiée au niveau des métastases est corrélée à la réponse au traitement. En outre, des signatures géniques reflétant l'activité du stroma ou de la réponse immune antitumorale ont vu le jour et se révèlent être de précieux outils pronostiques dans les cancers colorectaux et aussi dans les cancers du sein où la prolifération est justement peu discriminante tels que les cancers dit « triple négatifs » ou « HER2 positifs ».




  La grande révolution dans ce domaine vient des nouvelles techniques de séquençage à haut débit permettant de déterminer chaque nucléotide et donc d'identifier chaque mutation et chaque variation du nombre de copies d'un gène du génome tumoral en un seul test. Ces technologies génèrent une quantité vertigineuse de données et engendrent un énorme défi : l'analyse, le traitement et le bon usage de ces informations. La translation vers la clinique ne sera possible qu'après une étroite collaboration entre bio-informaticiens, scientifiques et cliniciens, et à condition que ces nouvelles technologies se révèlent réalisables à grande échelle.




  Ces premiers acquis constituent une étape importante vers une médecine personnalisée du patient cancéreux. Ce concept va peu à peu changer la vision de la maladie cancéreuse et sa prise en charge à tous les échelons, depuis les phases initiales du développement de traitements aux décisions thérapeutiques en pratique clinique. À l'heure d'un tournant en oncologie, cet ouvrage dédié aux signatures moléculaires, reprenant les termes et techniques de base de génomique fonctionnelle ainsi qu'un éventail de signatures géniques dans des cancers fréquents, est un outil profitable à toute personne s'intéressant à ce domaine.




  Avant-propos




  Patricia de Cremoux


  




  L'analyse des gènes des tumeurs a été depuis longtemps une préoccupation majeure en cancérologie, et une source de grands espoirs de compréhension de la cancérogenèse et des traitements. Un grand pas a été franchi à partir des années 1990 par la description d'un nombre croissant d'oncogènes et de gènes suppresseurs de tumeurs. Mais l'étape ultime de cette dernière décennie a été la « démocratisation » des analyses moléculaires à haut débit grâce aux avancées majeures des biotechnologies et des compétences pour les utiliser, mais aussi des investissements faits par les biostatisticiens et bio-informaticiens qui se sont plongés dans les complexités de ces analyses afin de les exploiter au plan clinique et biologique. Un immense espoir a surgi, conduisant certains à penser que ces analyses allaient répondre à toutes les questions biologiques et médicales posées en cancérologie.




  Dix ans après, des milliers de travaux et publications plus tard, on a pris du recul et on a un regard plus objectif sur ces analyses : certes, elles ont apporté des données très importantes en biologie du cancer, nouvelles classifications moléculaires pressenties mais non formulées antérieurement, vision de l'hétérogénéité des cancers, nouvelles altérations moléculaires, nouvelles cibles de traitement, réseaux fonctionnels de signalisation intracellulaires, etc., mais on en connaît également mieux les limites. Il est plus facile actuellement, se basant sur ces expériences, de replacer dans leur contexte clinique les analyses moléculaires indispensables au diagnostic ou au traitement des patients, mais aussi de proposer des études cliniques basées sur un décryptage initial de la « carte d'identité » de la tumeur des patients afin de prescrire tôt le traitement le plus adapté à la biologie de la tumeur.




  Cet ouvrage a pour but de faire une synthèse didactique des données actuelles des analyses de transcriptome, analyse de l'ensemble des ARNm de la cellule à grande échelle, dans les différentes tumeurs solides. Des spécialistes dans chacun de ces domaines ont fait un travail de grande qualité, apportant les données de la riche littérature mais aussi de leur expérience personnelle. Des spécialistes méthodologistes ont également rendu accessible la complexité de ces analyses et ont explicité ce que l'on peut attendre de ces outils moléculaires et leurs limites.




  Cet ouvrage complet, puisqu'il va de la description de l'analyse jusqu'à son interprétation et ses limites, a pour objectif de lever un voile pour ceux qui ne sont pas encore familiers avec ces outils, mais qui parcourent régulièrement des publications sur le sujet.




  Analyse de populations d'ARN dans la recherche de signatures moléculaires




  Jacques Bonnet


  




  Introduction




  La recherche d'une signature moléculaire commence par la comparaison systématique de populations de molécules extraites des différents types cellulaires concernés. Toute population moléculaire pouvant intervenir dans le cancer est éligible à une telle recherche et en particulier la population des ARN messagers (ARNm). En effet, d'une part en tant que précurseurs des protéines, ils reflètent la diversité et la variabilité des échantillons biologiques étudiés et d'autre part leurs propriétés physicochimiques permettent de leur appliquer des technologies de comparaison particulièrement puissantes. En effet toute séquence d'acide nucléique a la possibilité de reconnaître et se fixer de manière hautement spécifique à une séquence qui lui est complémentaire, d'être facilement séquençable, d'être facilement synthétisée et de pouvoir être amplifiée. La première propriété est la base des comparaisons, les autres en fournissent les outils.




  Nous allons donner ici un aperçu de ces technologies, restreint au problème de la recherche de signatures moléculaires en soulignant leur puissance et leurs faiblesses. Depuis quarante ans, elles ont évidemment évolué considérablement, partant de la technique d'hybridation en solution pour aboutir aujourd'hui aux moyens de séquençage de plus en plus puissants en passant par les techniques d'hybridation sur supports solides. Mais avant de les décrire et de les discuter, il convient de faire un rappel sur les populations d'ARN et sur leur origine, le génome.




  Génome humain




  Au début de l'année 2012, d'après la base de données VEGA (vertebrate genome annotation), la séquence connue de manière sûre du génome humain consistait en 3 270 146 866 paires de bases. Il faut y ajouter 198 000 000 de paires de bases correspondant aux régions hétérochromatiniennes (régions centromériques essentiellement constituées de séquences répétitives, particulièrement difficiles à séquencer). Cette base de données répertoriait 19 294 gènes de protéines. On estime qu'il reste encore 1 000 à 2 000 gènes à caractériser. La taille exacte du génome n'a en fait pas vraiment d'objet en raison de fluctuations individuelles qui pourraient aller jusqu'à une centaine de gènes.




  Le génome humain est constitué, à plus de 90 %, d'un enchevêtrement de séquences uniques et de séquences moyennement ou hautement répétées. Le reste est constitué de séquences répétées en chaîne. La Figure 1 schématise ce classement basé arbitrairement sur la fréquence de répétition des différents types de séquences.




  Les nombres dans les cercles indiquent approximativement les pourcentages du génome qu'occupent les séquences concernées. Les surfaces rouges donnent une idée, très arbitraire et approximative, de l'activité de transcription des séquences indiquées dans les rectangles correspondant ; la longueur de la zone représente la proportion de séquences transcrites et la hauteur, la fréquence de transcription. Par exemple, la transcription d'un type de séquence génomique qui aurait la moitié de sa longueur transcrite à un taux faible mais constant serait représentée par un rectangle de longueur moitié de celle du rectangle correspondant et une hauteur faible [1, 2, 3 et 4]. UR : Unité Répétitive (motif d'ADN répété). SINES : Small Interspersed Nuclear Elements. LINES : Long Interspersed Nuclear Elements.




  D'autres systèmes de classement existent, basés par exemple sur la teneur des séquences en guanine et cytosine (proportion définie par la somme des pourcentages de G et de C, abrégée en % [G+C]). Il a été en effet observé que l'essentiel du génome pouvait être réparti en régions (isochores) d'environ 300 kpb (kilo paires de bases) appartenant à un petit nombre de familles caractérisées par une proportion spécifique en guanine et cytosine associées à certaines propriétés biologiques telles que la densité de gènes, la réplication et la recombinaison [5].




  La proportion du génome susceptible d'être transcrite est importante. Excepté les longues régions (plusieurs millions de paires de bases) d'ADN « satellite », chacun des types de séquences peut présenter des zones, même mineures, de transcription. Il existe une extrême variabilité dans les taux de transcription et ces taux sont variables d'un tissu à l'autre. De cette variabilité procède à la fois l'intérêt des signatures moléculaires et les moyens de les rechercher.




  [image: ]




  Populations d'ARN : les différents types d'ARN selon leur fonction




  L'activité du génome se traduit par la production d'une grande variété de produits de transcription appelés « transcrits ». La fraction du génome transcrite est estimée actuellement à plus de 63 % (possiblement jusqu'à 90 %), 31 % des transcrits correspondant à des régions répétitives [6]. Chacun de ces transcrits est caractérisé par sa taille, le nombre de copies présentes dans la population, sa fonction et sa localisation cellulaire.




  ■ ARN non codants impliqués dans la traduction des protéines




  Ce sont les ARN ribosomiques (ARNr, quatre espèces), les ARN de transfert (ARNt, 161 espèces) et l'ARN 7SL. Ils constituent plus de 95 % de la masse de la population des ARN.




  ■ ARN codants impliqués dans la traduction des protéines : les ARN messagers (ARNm)




  En masse, ils représentent 2 à 5 % de la population cellulaire pour un total de 200 000 à 1 000 000 de molécules par cellule. D'un tissu à l'autre, cette population varie qualitativement et quantitativement. Par exemple, Mortazavi et al. [7] ont trouvé, pour une série de tissus, que ceux-ci exprimaient entre 11 000 et 15 000 gènes, 8 000 d'entre eux étant ubiquitaires. Mais ces nombres ne reflètent que partiellement la complexité des populations d'ARN messagers car, par le jeu d'initiations et terminaisons de transcription multiples et des épissages alternatifs, il pourrait y en avoir 100 000 à 150 000 espèces. Cette grande diversité fait que la plupart de ces transcrits sont exprimés à un faible taux, de l'ordre de quelques unités par cellule, certains pouvant être exprimés à moins de une copie par cellule, ce qui implique que les populations cellulaires analysées sont hétérogènes.




  ■ ARN impliqués dans la maturation des ARN




  Les quelques centaines d'espèces d'ARN guides (gRNA), petits ARN nucléaires (snRNA) ou nucléolaires (snoRNA), participent d'une part à l'épissage des ARNm, et d'autre part à la modification de certains nucléosides dans les ARNr, ARNm, ARNt ou petits ARN nucléaires.




  ■ ARN impliqués dans des processus de régulation




  Les miRNA (micro ARN, un millier d'espèces constituant 0,01 % de la masse d'ARN cellulaire) sont des régulateurs de la transcription et surtout de la traduction. Certains lincRNA (longs ARN intergéniques non codants) sont impliqués dans la modulation de la structure de la chromatine [6] en agissant au niveau de la méthylation.




  ■ ARN sans fonction connue




  Yamashita et al., analysant le transcriptome par la technique de « RNA-seq » de six tissus humains et d'autant de lignées cellulaires, ont détecté l'existence et mesuré l'expression de 689 371 transcrits. Comme un nombre limité de tissus ont été étudiés, le transcriptome humain est probablement encore plus vaste [8].




  Ces nombres reflètent un premier niveau de complexité du transcriptome. Un deuxième niveau est la grande variété des niveaux d'expression des transcrits. Ces niveaux, en excluant les ARN abondants, tels que les ARN ribosomiques, vont d'environ 1 % à moins de 0,1 ppm, 95 % des transcrits n'ayant pas un niveau d'expression supérieur à une copie par million [8]. La question concernant les fonctions des ARN les plus faiblement exprimés reste posée, d'aucuns suggérant que l'on est en présence d'un simple bruit de fond transcriptionnel. En tout état de cause, dans ce qui suit, nous nous limiterons aux populations d'ARN messagers puisque les signatures dont il est question dans cet ouvrage ont été obtenues à partir de la comparaison de telles populations.




  Des techniques ont été progressivement développées pour identifier et quantifier les espèces d'ARN, de manière de plus en plus complète. Ces techniques sont basées essentiellement sur l'hybridation moléculaire en phase hétérogène (hybridation entre molécules en solution et molécules fixées sur support solide) et sur le séquençage à haut débit.




  Hybridation moléculaire




  Rappelons d'abord qu'une propriété fondamentale de la double hélice d'acide nucléique est la possibilité pour les deux brins de se dissocier (dénaturation) et se réassocier spécifiquement (hybridation, réassociation) dans des conditions bien définies. En d'autres termes, étant donnée une séquence quelconque d'acide nucléique (la cible), on peut toujours isoler ou synthétiser une séquence qui lui est complémentaire (une sonde) et des conditions expérimentales adéquates pour que les deux molécules puissent s'associer entre elles. Si on est capable de quantifier l'hybride obtenu, on a réalisé la quantification de la cible.




  Deux aspects sont à considérer. Un premier est thermodynamique : les réactions d'hybridation ne peuvent se produire, évidemment, que dans des conditions où les doubles hélices peuvent se former. Cet impératif va déterminer les conditions où vont se dérouler les expériences, il est relativement facile d'y répondre. Un autre aspect, cinétique, va déterminer si une réaction donnée va pouvoir être conduite à complétion. Ce point n'est généralement pas atteint dans les réactions en phase hétérogène, ce qui complique considérablement la quantification.




  ■ Aspect thermodynamique : conditions de stabilité de la double hélice




  La stabilité d'une double hélice d'acide nucléique (qu'elle soit ADN•ADN, ARN•ARN ou ADN•ARN) dépend de paramètres liés d'une part à la molécule d'acide nucléique elle-même et d'autre part aux conditions expérimentales. Les études les plus complètes concernent les hybrides ADN•ADN.




  Température




  L'élévation de température conduit à la destruction de la double hélice. La température à laquelle la moitié de la masse d'un hybride donné est dénaturée, dénommée température de fusion ou Tm, est généralement utilisée pour définir la stabilité d'un hybride. Cette définition est commode mais elle n'est pas directement reliée à la variation d'enthalpie libre, ΔG, de la réaction d'association/dissociation. Par ailleurs, la situation n'est pas la même si l'hybride est court (moins de 50 nucléotides environ) ou de grande taille.




  Sels, cosolutés, solvants organiques, ligands




  Dans une certaine gamme, le Tm augmente avec le logarithme de la concentration de certains ions monovalents (Na+, K+, etc.). En revanche, de fortes concentrations en ions chaotropes (isothiocyanate de guanidinium, par exemple), les solvants organiques (comme le formamide), des concentrations élevées de cosolutés (polyéthylène glycol, tréhalose, etc.) font décroître le Tm. Enfin, la présence de ligands (protéines, colorants, etc.) se fixant préférentiellement sur le double ou sur le simple brin augmentent ou diminuent respectivement le Tm.




  pH




  Un pH supérieur à 9 ou inférieur à 4 provoque l'ionisation des groupes permettant les liaisons inter-bases et entraîne la dénaturation des doubles hélices.




  Composition, séquence et nature des hybrides




  La stabilité augmente avec la proportion de guanine et cytosine. La situation se complique du fait que deux fragments de même composition globale peuvent différer en stabilité à cause des interactions d'empilement entre bases voisines. Des méthodes de calcul ont été développées pour déterminer les Tm et les énergies d'interaction à partir des séquences. Conçues au départ pour les oligodésoxynucléotides double brin, elles ont été sophistiquées pour s'appliquer aux petits hybrides ARN•ADN et tenir compte des éventuels mésappariements. Elles sont performantes mais ne sont encore ni infaillibles ni complètes. Enfin, pour des molécules de même séquence, la stabilité croît dans le sens ADN•ADN > ADN•ARN > ARN•ARN.




  Taille de la région hybridée




  Très schématiquement, un ADN long, ayant un % (G+C) de l'ordre de 50 %, ne se dénature pas avant 90 oC pour une force ionique supérieure à 100 mM, alors qu'un hybride de moins de dix paires de bases peut être instable à température ordinaire. Ce paramètre aura beaucoup d'importance quand on considérera le cas des hybridations impliquant des oligonucléotides de petite taille (20-25 nucléotides).




  Présence de bases non appariées




  Logiquement, la présence de mésappariements diminue le Tm, cette diminution étant plus prononcée pour les hybrides courts si la position concernée est située au centre. C'est un paramètre important également puisque c'est de lui que dépend la spécificité de l'hybridation.




  ■ Aspect cinétique : paramètres déterminant la vitesse d'hybridation




  Les conditions de stabilité étant réunies, la réaction d'hybridation ne va progresser à une vitesse appréciable que dans certaines conditions.




  Pour des molécules de longueur supérieure à quelques dizaines de nucléotides, la réaction d'hybridation est conduite à une température nettement inférieure à la température de fusion. Cela permet de se placer à une température optimale en ce qui concerne la vitesse de réaction. Pour ces molécules la réaction d'hybridation est biphasique. Dans la première étape, lente, les chocs entre molécules, permettent aux bases complémentaires de se rencontrer, mais en général elles se séparent immédiatement. Cependant, si trois bases complémentaires parviennent à interagir, l'interaction devient plus stable (nucléation) et permet au reste de la molécule de se réassocier rapidement dans un mouvement de fermeture Éclair. Dans ces conditions, la réaction est irréversible. Inversement, le comportement des oligonucléotides est bien décrit par un mécanisme monophasique où on ne considère que deux états : hybridé/non hybridé. La réaction est réversible et la position d'équilibre peut être calculée à partir des concentrations des réactants et la constante d'association calculable à partir de la séquence des oligonucléotides.




  Comme pour la stabilité, les paramètres déterminant les cinétiques sont multiples et ceux-ci dépendent des conditions expérimentales et des acides nucléiques eux-mêmes. Le but est de rechercher des vitesses d'hybridation optimales, tout en maintenant une bonne discrimination entre des molécules de séquences voisines.




  Température




  La vitesse maximale d'hybridation est atteinte pour une température inférieure de 20 oC à la température de fusion de l'hybride correspondant ; elle va donc varier avec les séquences considérées.




  Force ionique




  La vitesse d'hybridation augmente avec la concentration en sel jusqu'à pratiquement atteindre un plateau à partir de 1 M en ions monovalents. À l'inverse, à faible force ionique, la vitesse d'hybridation est négligeable.




  Mésappariements et structures secondaires




  La formation de structures secondaires peut ralentir considérablement la réaction d'hybridation, voire, dans certains cas, l'empêcher complètement. Ce cas de figure s'applique particulièrement aux hybridations ADN•ARN car certaines structures ARN•ARN peuvent être extrêmement stables. La présence de bases non appariées dans l'hybride diminue également la vitesse.




  Taille des fragments




  Jusqu'à environ 100 nucléotides, la vitesse augmente proportionnellement à la taille, et au-delà, à cause du phénomène de volume exclu, elle augmente proportionnellement à la racine carrée de la taille.




  Présence de « catalyseurs »




  Dans certaines conditions les vitesses peuvent être fortement augmentées. Une forte concentration de réactifs hydrophiles comme le sulfate de dextran ou le polyéthylène glycol, en immobilisant l'eau, augmente la concentration effective des acides nucléiques. Les détergents cationiques, certaines protéines, certains cations multivalents et l'émulsion de phénol-eau, en modifiant la structure de l'ADN ou en interagissant avec lui, peuvent augmenter considérablement les vitesses de réaction.




  Diffusion




  Elle intervient pour limiter la vitesse en phase homogène (solution) mais surtout dans les hybridations sur support solide.




  Concentration des réactants, équation de vitesse




  La réaction d'hybridation est bimoléculaire et va donc être contrôlée par la concentration de chacune des deux espèces complémentaires A et B.




  [image: formule]





  Plusieurs cas sont à considérer selon que l'on est en phase homogène (les deux espèces sont en solution) ou en phase hétérogène (l'une des espèces est fixée sur support solide), et selon que l'on a affaire à de longues molécules ou à des oligonucléotides. Dans tous les cas de figure, il est fondamental de réaliser que seules les concentrations des molécules complémentaires sont à prendre en compte : il n'y a pas de compétition de la part des autres molécules, quelle que soit leur concentration.




  On considère d'abord l'hybridation de deux molécules de grande taille en solution, à une température d'hybridation optimale. Dans ces conditions, la réaction ne se produit que dans le sens de la production d'hybrides. Si les deux espèces sont initialement à une concentration C0, la proportion de l'hybride A.B croît suivant l'équation :




                              [A.B]/([A]+[B]+[A.B]) = 1­1/(1+K.C0.t)




  K est la constante de vitesse de réassociation dépendant des paramètres définis ci-dessus. Si, à l'inverse [B] = C0 >> [A], la concentration de B reste pratiquement constante au cours de la réaction et celle de A hybridée croît en fonction du temps, suivant l'équation :




                              [A.B]/ ([A]+[B]+[A.B]) = 1­e-K.C0.t




  Il peut être noté que la variable dont dépend le degré d'hybridation est toujours le produit C0.t1, paramètre généralement utilisé dans les cinétiques d'hybridation.




  Ces équations permettent de définir les temps et les concentrations à employer pour conduire une réaction jusqu'à un point où elle peut être considérée comme complète. Inversement pour une population dont on connaît seulement la concentration globale, C0, l'analyse de la cinétique permet de mesurer la complexité de la population2. En effet, si toute la population est constituée d'une seule espèce, un fragment de restriction, par exemple, la concentration de cette molécule sera égale à C0 et la réassociation sera rapide si C0 est suffisant. Si, à l'inverse, la population est constituée de nombreuses séquences différentes (N, toutes à la même concentration), la concentration de chacune d'elle sera C0/N et la vitesse de réassociation sera divisée par le même facteur. Par exemple, un fragment de restriction de 1 000 pb à une concentration de 10 μg/ml pourra se réassocier à 90 % en 10 min, alors que pour atteindre le même niveau de réassociation, dans les mêmes conditions, la fraction non répétée d'un génome de mammifère mettra plus de 3 mois. Ce ralentissement, simplement dû à la dilution des espèces les unes par les autres (et non à une compétition entre elles) permet de calculer directement le nombre N. Si tous les éléments de la population étudiée ne sont pas à la même concentration (comme c'est le cas d'un génome contenant des séquences répétitives, ou d'une population d'ARNm), cette même approche permet d'estimer le nombre de familles cinétiques3, la proportion de chacune d'elles dans la population, le nombre d'éléments qui les composent ainsi que la représentation de ces éléments. Un exemple de ce type d'analyse peut être trouvé dans [9].




  Quelques années avant la généralisation de l'isolement de séquences spécifiques par les techniques dites de clonage, les hybridations en solution avaient déjà permis de montrer que les ARNm étaient presque tous transcrits de la partie non répétitive du génome, qu'ils contenaient, suivant les tissus concernés, une population de l'ordre de 10 000 espèces dont environ la moitié était spécifique d'un tissu donné. Elles avaient suggéré également que la proportion du génome transcrit était considérable, jusqu'à 67 % dans le génome de rat [10], et que la plupart des transcrits étaient présents à 10 copies par cellule ou moins. Cependant, même au maximum de sensibilité, cette approche était apparue sans espoir pour ce qui était d'isoler une sous-population qui pourrait constituer une signature moléculaire dans le cancer [11].




  Utilisation de microréseaux (microarrays) : hybridations sur support solide




  ■ Principe




  Ce n'est que grâce, d'une part à la disponibilité de séquences isolées par clonage ou obtenues par amplification ou synthèse, et d'autre part aux techniques d'hybridation sur support solide, que la quantification d'un grand nombre de transcrits spécifiques est devenue possible. L'utilisation de microréseaux (ou microarrays) offre deux avantages techniques fondamentaux : d'une part, les hybrides sont facilement séparés de l'excès de sonde par simple lavage, et d'autre part un grand nombre de cibles peuvent être analysées en parallèle. En revanche cette technique présente des limites au niveau de la quantification. Nous nous limiterons, ici, à quelques notions essentielles et à des exemples pris dans le contexte de la recherche de signatures moléculaires dans les cancers.




  Un microréseau est constitué d'un ensemble de molécules d'ADN (sondes ou probe sets) disposées régulièrement sur des surfaces solides, généralement du verre. Ces sondes, fixées sur leur support, sont incubées avec la population à interroger dont les éléments (les cibles : populations d'ADN ou d'ARN produites à partir de la population d'intérêt), sont couplées à des marqueurs fluorescents. L'excès de cibles non hybridées, ainsi que les cibles fixées non spécifiquement, sont éliminés et le signal associé à chaque sonde est mesuré. Ces signaux sont ensuite traités pour pouvoir définir, pour chaque espèce analysée, sa quantité (son « niveau d'expression ») dans la population étudiée. On obtient ainsi un ensemble de valeurs constituant un profil d'expression. L'ensemble de ces opérations est résumé de manière très schématique dans la Figure 2.




  Dans un deuxième temps, on compare les profils d'expression obtenus à partir de différents types cellulaires dans le but de définir un sous-ensemble aussi petit que possible qui constituera la signature recherchée. Cet ensemble d'opérations fait l'objet des chapitres ultérieurs.
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Figure 1. Principaux composants du génome humain.
Les nombres dans les cercles indiquent approximativement les pourcentages du génome qu'occupent les.
séquences concernées, Les surfaces rouges donnent une idé, tr2s arbitraire et approximative, de Factivité
e transcription des séquences indiquécs dans s rectangles correspandant I longueur de 1 zone repré-
sente la proportion de séquences transcrites et la hauteur, la fréquence de transcription. Par exemple, la
transcription d'un type de séquence génomique qui aurait la moitié de sa longueur transcrite a un taux faible
‘mais constant serait représentée par un rectangle de longueur moitié de celle du rectangle correspondant et
une hauteur faible [1-4]. UR : Unité Répétitive (motif 'ADN répété). SINES : Small Interspersed Nuclear Ele-
‘ments. LINES : Long Interspersed Nudlear Elements.
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