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Avant-propos

« Les choses ne changent pas. Tu changes ta façon de regarder c’est
tout. »
Carlos Castaneda1

L’obtention en juillet 1995 de la première séquence complète du gé-
nome d’un organisme vivant, Haemophilus influenzae (Fleischmann et al.,
1995) a été accueillie de manière contrastée par la communauté scientifique
(Rechenmann et Gautier, 2000). Si certains chercheurs l’ont pressentie comme
un événement majeur ouvrant des voies radicalement nouvelles d’investigation
du vivant, d’autres l’ont perçue au mieux comme un exploit purement techni-
que. Le séquençage des nombreux organismes modèles qui a suivi s’est accom-
pagné de progrès technologiques fulgurants permettant l’apparition d’outils
nouveaux. Parmi ceux-ci, les puces à ADN offrent la possibilité d’obtenir des
estimations simultanées des niveaux d’expression de plusieurs milliers de gènes
d’un organisme au cours d’une expérience unique (Gerson, 2002). Cette
prouesse technologique marque l’avènement de la transcriptomique.

Aujourd’hui, alors qu’une première version du génome humain est
disponible (Venter et al., 2001) et qu’une base de données comme celle de
l’Institut Européen de Bioinformatique2 (EMBL-EBI) contient plus de 70 mil-
liards de nucléotides, les divergences d’appréciation concernant le séquençage
et l’engouement pour la technologie des puces ont laissé la place à de nouveaux
défis. En effet, la quantité considérable de données obtenues et leur nature par-
ticulière est une révolution qui pose le problème de la qualité, de l’analyse et du
stockage de ces données (Hedge et al., 2000). La biologie, peu atteinte jusqu’à
présent par le formalisme mathématique, l’analyse statistique et l’informatique,
a donc vu entrer ces disciplines dans le quotidien de ses chercheurs. Ces appro-
ches dites in silico qui complètent les études in vivo et in vitro sont rassemblées

1Castaneda, C. Voir : les enseignements d'un sorcier yaqui. Gallimard, Paris (1973).
2http://www3.ebi.ac.uk/Services/DBStats/.
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sous le terme de « bioinformatique » dont il est difficile de donner une défini-
tion précise qui fasse l’unanimité. Ce terme n’est apparu dans la littérature
scientifique qu’au début des années 1990, cependant ce domaine de recherche
existait bien avant l’essor de la génomique et des dizaines de laboratoires dans
le monde travaillent depuis longtemps en biomathématiques ou biométrie. Les
premières étapes de la bioinformatique coïncident avec celles de la biologie
moléculaire (Ouzounis et Valencia, 2003). Aujourd’hui son enjeu est double
avec d’une part le développement de méthodes d’acquisition, de contrôle et
d’analyse des données transcriptomiques (Brazma et Vilo, 2000), et d’autre part
le passage du niveau de l’analyse des données à celui de la connaissance
(Rechenmann, 2000). L’essor de la génomique offre aujourd’hui à la biologie la
quantité de données nécessaires à une nouvelle approche expérimentale engagée
dès 1978 par des précurseurs comme Pierre Delattre et Michel Thellier, fonda-
teurs de l’actuelle « Société Francophone de Biologie Théorique ». Il s’agit de
poursuivre cet effort de modélisation afin d’établir entre les données une cohé-
rence nécessaire à la compréhension des organismes en tant que systèmes com-
plexes (Legay, 1996).

Bien avant le développement des puces à ADN, l’UMR INRA/INSA
« Biologie Fonctionnelle, Insectes et Interactions » (BF2I) étudiait le modèle de
la bactérie Buchnera aphidicola, une Entérobactériacée proche d’Escherichia
coli qui vit en symbiose avec le puceron du pois Acyrthosiphon pisum. Ces in-
sectes se nourrissent exclusivement de la sève phloémienne des plantes qui est
un aliment très déséquilibré, riche en sucres mais pauvre en acides aminés et
tout particulièrement en acides aminés essentiels. De nombreux travaux phy-
siologiques ont donc été réalisés pour étudier leur nutrition et notamment le
métabolisme de certains acides aminés et du saccharose (Febvay et al., 1995)
(Febvay et al., 1999). Des chromatographies d’acides aminés réalisées à partir
de broyats de pucerons ont ainsi permis de montrer que des pucerons privés de
leurs bactéries symbiotiques et nourris sur un aliment déséquilibré conservent
un profil d’acides aminés libres déséquilibré. Au contraire, les pucerons sym-
biotiques sont capables, sur ce même milieu, de reconstituer un profil
« normal ». Cette observation laisse supposer que Buchnera est capable de
fournir à son hôte les acides aminés qui lui manquent.

Récemment, le séquençage de cette Buchnera {Shigenobu, 2000 #381}
a montré que son génome extrêmement réduit ne contient que 619 gènes.
Contrairement à la bactérie Escherichia coli, le génome de Buchnera a perdu
l’essentiel de ses gènes de régulation. Certains gènes du métabolisme général
sont également absents, mais une des caractéristiques fonctionnelles de ce gé-
nome est la conservation de la plupart des voies de biosynthèse des acides ami-
nés essentiels. Le séquençage du génome de Buchnera et le développement des
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puces à ADN offrent à présent la possibilité d’explorer l’ensemble des réponses
métaboliques et régulatrices de cet organisme.

Dans ce contexte, les objectifs de cette thèse ont été de développer un
ensemble de méthodologies, nécessaires à la conception et à l’utilisation d’une
puce à ADN dédiée à Buchnera, pour étudier la capacité de la bactérie à adapter
son métabolisme aux besoins du puceron.

Une étude bibliographique de ce double contexte méthodologique et
biologique fait l’objet de la première partie de cette thèse. La deuxième partie
est consacrée aux aspects méthodologiques avec le développement du logiciel
ROSO (Recherche et Optimisation de Sondes oligonucléotides) et la conception
d’une puce dédiée à Buchnera. Enfin, la troisième partie a pour objet
l’utilisation de cette puce pour étudier l’impact de la bactérie Buchnera sur les
capacités physiologiques de son hôte et sa capacité à réguler l’expression de ses
gènes. Pour cela, les transcriptomes de bactéries issues de pucerons élevés sur
des milieux contenant des quantités variables d’acides aminés et de saccharose
ont été comparés. Compte tenu de la spécificité de chacun des aspects de ce tra-
vail, le plan, volontairement très détaillé de ce manuscrit, devrait permettre au
lecteur de retrouver rapidement les parties susceptibles de l’intéresser.

L’ensemble de ce travail a naturellement imposé la mise en place
d’une démarche pluridisciplinaire. Cette thèse m’a donc permis d’aborder des
domaines aussi divers que l’écriture de lignes de code et les joies du dévelop-
pement logiciel avec ROSO, l’élevage des pucerons et les interminables comp-
tages quotidiens de larves, le plaisir des « manips à la paillasse » avec parfois
des extractions et des purifications d’ARN sans ARN, des marquages non mar-
qués, des pannes d’appareil à hybrider juste avant les hybridations ou de scan-
ner juste avant les lectures d’images, le côté psychédélique des grilles
d’acquisition de données avec leur multitude de points rouges et verts à ins-
pecter manuellement, le charme inestimable de la manipulation et de l’analyse
statistique des données sous R et bien sûr le casse-tête des voies métaboliques.
Mais cette thèse m’a également offert la possibilité de travailler avec des per-
sonnes différentes. Et si elle existe aujourd’hui, c’est aussi un peu grâce à Lau-
rent Duret pour ROSO, Bruno Spataro pour sa mise en place sur le site du Pôle
Bioinformatique Lyonnais (PBIL), Angela Douglas et Claire Allen pour leur
accueil à York, Gabrielle Duport pour l’élevage des pucerons, Jacques Bernil-
lon pour la fabrication des puces, Federica Calevro pour les expérimentations,
Nicolas Morin pour les analyses statistiques et Yvan Rahbé pour les interpréta-
tions biologiques. Enfin ça n’aurait pas été pareil sans Gérard Febvay qui m’a
permis de me rendre à de nombreuses formations, Hubert Charles qui a réponse
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à presque toutes les questions insolubles et bien sûr Jean-Michel Fayard qui y a
toujours cru.
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1
1 Contexte biologique

« Former un couple c’est n’être qu’un ; mais lequel ? »
Oscar Wilde

1.1 La symbiose

1.1.1 Généralités

Étymologiquement le mot symbiose provient du grec « symbiôsis » qui
signifie vie (biose) avec (sym). Il est employé pour la première fois par
l’historien grec Polybe (205 avant J.-C.) pour parler de la vie en communauté
des compagnons. Il réapparaît ensuite dans un manuscrit latin d’Althussius
(1603) où il s’intègre dans un vocabulaire à la fois philosophique et naturaliste
destiné à l’analyse de la vie politique (Perru, 2003). Mais ce n’est qu’à partir de
1877, qu’il est employé d’abord en anglais et en allemand, puis en français,
pour désigner les associations d’organismes biologiques. En fait, c’est Albert
Frank qui utilise pour la première fois, en 1877, le terme de « symbiotismus »,
pour caractériser les lichens et définir la réalité biologique de ce phénomène :

« La relation en question est encore quelque chose de plus que le sim-
ple parasitisme au sens habituel, en fait le parasite et l’hôte sont ré-
unis dès l’origine pour constituer un nouvel organisme unifié
qu’aucune des deux autres parties n’entreprend de construire pour
elle-même, et où les deux compagnons se partagent le travail en vue
de leur nutrition ».

Alors que Frank vient de définir la symbiose comme « vivre ensemble » (zu-
sammenleben) entre l’algue et le champignon, le lichénologue Anton de Bary
travaille, lui aussi, à approfondir le concept de symbiose à partir de l’exemple
des lichens, mais sans restriction et dans une perspective probablement plus ou-
verte. Il définit en 1879 la symbiose comme étant un état de fait qui résume
« les phénomènes de la vie en commun d’organismes différents » (De Bary,
1879) :

« On peut alors appliquer le terme de symbiose à toutes les relations,
telles que celles qui existent entre les insectes qui entrent dans les
fleurs, et les fleurs qui reçoivent le pollen des insectes, entre les ani-
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maux qui cherchent leur nourriture ou un abri et les autres animaux
ou les plantes qui les leur procurent. Je n’ai aucune objection à faire
contre cette généralisation, je me suis efforcé de montrer que tous ces
phénomènes se touchent ».

Il distingue également pour la première fois deux catégories différentes : la
symbiose antagoniste, dans laquelle il y a lutte et la symbiose mutualiste dans
laquelle il y a avantage réciproque pour les symbiotes.

Actuellement, cette vision de la symbiose n’a pas changé. En revan-
che, elle exclut généralement la symbiose antagoniste ou parasitisme comme le
montre la définition de l’Encyclopedia Universalis (2001). Elle rappelle que si
tous les intermédiaires existent entre symbiose au sens strict et parasitisme,
l’appellation « symbiose » est généralement réservée au cas d’associations coo-
pératives dans lesquelles les relations entre les deux partenaires tendent, pour
l’un comme pour l’autre, à un équilibre entre les profits et les pertes, ou sont
favorables à l’un des partenaires sans nuire sensiblement à l’autre.

Les deux classes de symbiose initialement définies par de Bary, ont
laissé la place à cinq niveaux d’association qui correspondent aussi probable-
ment en partie à des degrés différents d’évolution ou de coévolution (Nardon et
Grenier, 1993) :

- La symbiose antagoniste ou parasitisme dans laquelle il existe une
agressivité réciproque des deux partenaires qui mettent en place
des mécanismes de défense, l’hôte est globalement affecté.

- La symbiose primaire ou symbiose facultative qui affecte peu
l’hôte et pour laquelle les symbiotes n’ont pas de localisation pré-
cise (infection à virus ou à bactéries chez certaines Drosophiles).

- La symbiose secondaire ou symbiose chronique dans laquelle
l’interaction est plus forte. Elle concerne l’ensemble de la popula-
tion (contrairement aux précédentes), se caractérise par une amé-
lioration des performances de l’hôte et une localisation précise des
symbiotes (symbioses racinaires des légumineuses).

- L’endocytobiose intégrée dans laquelle toute l’espèce est symbio-
tique. Le symbiote intracellulaire est hébergé dans des structures
spécialisées qui sont appelées mycétocytes quand le symbiote est
un champignon ou une levure et bactériocytes lorsqu’il s’agit
d’une bactérie. Le symbiote est devenu obligatoire, intégré et
améliore nettement les performances de l’hôte. Les symbiotes ont
tendance à se comporter comme des organites cellulaires. Il est
possible que des transferts de gènes du symbiote vers le noyau
aient déjà eu lieu (puceron).



Partie A
Étude bibliographique / Contexte biologique

47

- La symbiose organogénétique avec un symbiote qui est devenu un
organite cytoplasmique. À ce niveau, il existe un transfert impor-
tant de gènes vers le noyau de la cellule hôte. Actuellement, la ge-
nèse de la cellule eucaryote est expliquée par de nombreux biolo-
gistes comme des associations successives de procaryotes avec une
cellule hôte. Ces procaryotes ont ensuite évolué pour donner nais-
sance aux plastes et aux mitochondries, ce qui est maintenant ad-
mis.

Cette gradation en cinq niveaux suggère un continuum de relations depuis le pa-
rasitisme jusqu’à la symbiose organogénétique. Néanmoins, des travaux plus
récents d’analyse des génomes complets de différentes bactéries parasites ou
intracellulaires obligatoires proposent des scénarios différents (Moran et Wer-
negreen, 2000). En effet, lorsqu’une bactérie devient le parasite exclusif d’un
hôte, elle perd la plupart de ses gènes non essentiels comme les gènes de bio-
synthèse de nombreux nutriments. Incapable de synthétiser des molécules pour
son hôte, elle peut alors très difficilement devenir un symbiote. Quoi qu’il en
soit l’ensemble de ces hypothèses reste encore à l’heure actuelle du domaine de
la spéculation. En revanche si la symbiose a longtemps été considérée comme
une curiosité biologique, il est aujourd’hui admis que tous les êtres vivants sont
symbiotiques. Ainsi, bien que tous les niveaux de symbiose soient représentés
de façon variée dans le monde vivant, l’endocytobiose a certainement joué un
rôle fondamental dans l’évolution (Lang et al., 2000).

1.1.2 Une origine endocytobiotique pour la cellule eucaryote

L’endocytobiose concerne toutes les formes de vie à deux dans les-
quelles l’un des deux partenaires vit dans le corps de l’autre (Boullard, 1990).
L’endocytobiose est plus qu’une relation étroite entre deux organismes, puis-
qu’il s’agit d’une symbiose intracellulaire au sens strict qui a pris très tôt une
grande importance d’un point de vue évolutif. En effet, dès 1883, Schimper
imagine une origine endocytobiotique pour les plastes des cellules eucaryotes :

« S’il est définitivement établi que les plastes ne sont pas formés de
novo dans la cellule œuf, alors leur situation dans la cellule où ils se
trouvent rappelle celle de symbiontes. Peut-être une plante verte n’est-
elle que l’union entre un organisme incolore et un microbe possédant
les pigments chlorophylliens. »

À l’époque, cette hypothèse se heurte à l’incompréhension de la majorité de ses
pairs et elle est rapidement abandonnée. Elle n’est remise au goût du jour qu’en
1967, sous l’impulsion de Margulis. Elle utilise comme argument majeur la
mise en évidence en 1962 d’un génome dans les plastes (Ris et Plaut, 1962),
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puis dans les mitochondries l’année suivante. Cet ADN ressemble à celui des
procaryotes car il n’est pas isolé au sein de l’organite et se présente sous la
forme de plusieurs copies identiques d’une molécule circulaire. Il existe égale-
ment des ribosomes dans les mitochondries et les plastes, qui participent à la
synthèse de protéines et ont la taille et la composition en ARN des ribosomes
de procaryotes. Dans les années 1990, la biologie moléculaire a permis de sou-
ligner la parenté de ces organites avec les procaryotes (Reith et Munholland,
1993).

Ainsi, l’acquisition des mitochondries se serait produite par endocyto-
biose il y a 2 à 3 milliards d’années, constituant une étape majeure pour les eu-
caryotes. Elle marque l’acquisition de la respiration cellulaire par la cellule eu-
caryote qui devient capable d’utiliser l’oxygène pour oxyder les sucres et
produire son énergie. Compte tenu de la rareté actuelle des eucaryotes dépour-
vus de ces organites, cette endocytobiose semble avoir été déterminante dans le
succès évolutif des eucaryotes. Les plastes auraient été acquis plus tardivement,
probablement entre 1,2 et 2 milliards d’années, par certains eucaryotes qui for-
ment les différentes lignées actuelles de végétaux.

Une fois que l’association est devenue permanente, un contrôle réci-
proque de la multiplication de chacun des partenaires s’instaure pour la survie
de l’organisme chimère formé. La voie est alors ouverte à une évolution
conjointe (ou coévolution) des partenaires, et des échanges réciproques peuvent
s’établir. Pour l’endocytobiote, la vie à l’intérieur d’une cellule est extrême-
ment confortable car l’hôte supporte les agressions du milieu extérieur. Cet ha-
bitat protégé explique la disparition des enveloppes protectrices. Mais
l’évolution régressive la plus curieuse est certainement la réduction de taille du
génome des organites par rapport aux formes libres dont ils sont issus. Ainsi,
certains gènes nécessaires pour se repérer, se déplacer, se protéger dans le mi-
lieu extérieur ont pu disparaître, alors que d’autres en revanche existent tou-
jours mais ont été transférés dans le noyau de la cellule hôte. Ces transferts
scellent l’association entre les partenaires, et expliquent l’impossibilité de
cultiver isolément les organites qui sont devenus complètement dépendants de
leur hôte. La symbiose est donc devenue obligatoire et les partenaires forment
un nouvel organisme chimérique. Des régulations couplent l’expression des
deux génomes, qui concourent ensemble au bon fonctionnement de la nouvelle
entité physiologique. L’endocytobiose a donc profondément influé sur
l’évolution des eucaryotes en leur permettant d’acquérir des potentialités méta-
boliques de procaryotes. Plus qu’une curiosité biologique, la symbiose est cer-
tainement l’un des moteurs les plus puissants de l’évolution du monde vivant.
Elle crée très rapidement des organismes chimériques qui peuvent engendrer
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des lignées nouvelles. Elle rapproche des partenaires et favorise des transferts
de gènes massifs qui créent des génomes eux aussi chimériques car le génome
nucléaire contient des gènes eucaryotes, mais aussi des gènes d’origine bacté-
rienne, issus des mitochondries ou des plastes.

1.1.3 Endocytobiose et unité de sélection

D’un point de vue évolutif, la sélection peut intervenir à trois niveaux.
Tout d’abord, au niveau de l’entité chimérique elle-même appelée aussi sym-
biocosme (Nardon, 1995) qui s’adapte au milieu environnant. Puis au niveau de
l’hôte pour qui la symbiose peut être un facteur d’adaptation permettant une di-
versification des formes de vie par l’acquisition par exemple de nouvelles capa-
cités métaboliques. Enfin, au niveau du symbiote, qui dans les cas extrêmes
peut devenir un organite cytoplasmique entièrement contrôlé par l’hôte (cf.
1.1.2).

1.1.31 Impact sur l’hôte
Le rôle de la symbiose intracellulaire dans le pouvoir adaptatif des

hôtes à des environnements très différents a longtemps été ignoré ou sous-
estimé. Pourtant, l’endocytobiose a permis à des hôtes divers d’exploiter et de
coloniser des milieux pauvres ou inhospitaliers. L’adaptation des pucerons au
phloème, un milieu nutritionnel particulièrement déséquilibré semble ainsi être
liée à l’acquisition des symbiotes. Par ailleurs, les nouvelles capacités métabo-
liques et écologiques héritées des symbiotes, isolent écologiquement les grou-
pes qui les possèdent de ceux qui en sont dépourvus. En ce sens, la symbiose
intracellulaire favoriserait la divergence des populations et pourrait représenter
une barrière écologique favorable à la spéciation sympatrique (ou spéciation
non géographique). De même, des symbiotes comme les Wolbachia peuvent
intervenir directement sur la reproduction de leur hôte, en induisant par exem-
ple des incompatibilités qui isolent la population contenant les symbiotes
(Moran et Baumann, 1994).

1.1.32 Impact sur le symbiote
La vie intracellulaire et la transmission maternelle des symbiotes favo-

risent une évolution originale des génomes. Tant pour les endocytobiotes que
pour les parasites intracellulaires, il a été observé un manque de recombinaisons
génétiques, une fixation importante de mutations délétères acquises par dérive
génétique, un taux de mutations important et un biais mutationnel élevé
(Wernegreen, 2002).

Le manque de recombinaisons génétiques dans les populations
d’endocytobiotes résulte d’une part de la séquestration des symbiotes dans les
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cellules hôtes et d’autre part de la perte possible de certains éléments (comme
les séquences répétées ou les transposons) qui sont impliqués indirectement
dans la recombinaison. Par ailleurs, le fait que seul un petit nombre de symbio-
tes soit transmis à la descendance de l’hôte à chaque génération a pour consé-
quence une diminution drastique de l’effectif efficace de la population. Ce phé-
nomène appelé « Muller’s ratchet » ou « cliquet de Muller » (processus nommé
ainsi après avoir été décrit pour la première fois par Muller en 1964) ou
« goulots d’étranglement » se traduit en effet par une accélération de la dérive
génétique qui favorise la fixation de mutations délétères (Moran, 1996).

Ce manque de recombinaisons et cette accélération de la dérive géné-
tique aboutissent à une augmentation de la vitesse d’évolution chez les sym-
biotes intracellulaires. Parallèlement, les génomes symbiotiques présentent une
accumulation très importante de bases A et T, aussi bien dans les régions co-
dantes que non codantes. Ce phénomène, qui a également été observé dans les
mitochondries (Crozier et Crozier, 1993), semble être une caractéristique des
génomes des organismes vivant dans un milieu intracellulaire. Son origine et
les pressions sélectives qui le maintiennent ne sont pas encore complètement
élucidées bien qu’une nette corrélation entre taux de GC et taille des génomes
bactériens ait été observée. Certains auteurs l’expliquent par une déficience ou
une absence des enzymes capables de corriger les erreurs de réplication
(Wernegreen, 2002). D’autres se basent sur une « faiblesse » de la polymérase
dans les régions de l’ADN déjà particulièrement riches en bases A qui aurait
pour conséquence l’ajout de bases A et T par l’enzyme dans ces régions
(Tamas, 2002).

Enfin la taille des génomes d’endocytobiotes est souvent très petite en
comparaison des groupes bactériens dont ils sont issus (Andersson et al., 2002 ;
Andersson et Kurland, 1998). Deux explications ont été proposées à cette parti-
cularité. D’une part, des mécanismes de délétions massifs et de réarrangements
chromosomiques permettraient de limiter les effets de l’accumulation de muta-
tions délétères (Andersson et Andersson, 1999 ; Ochman et Moran, 2001) et
d’autre part, la vie dans un milieu intracellulaire assurant une fourniture de nu-
triments et éventuellement d’enzymes expliquerait la perte de gènes devenus
inutiles aux endocytobiotes (Moran, 1996).

1.1.33 Impact sur le symbiocosme
La dépendance mutuelle des deux partenaires montre que l’association

entre l’hôte et ses symbiotes est une véritable entité coadaptée. En effet, toutes
les tentatives de cultures in vitro de bactéries endocytobiotiques ont jusqu’à
présent échoué, confirmant la perte d’autonomie des symbiotes en l’absence de
l’hôte (Hinde, 1971b). Parallèlement, dans le cas de symbioses anciennes,
l’hôte ne survit pas ou est généralement très diminué en l’absence de ses sym-
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biotes. Cet état de coadaptation est souvent le résultat d’une longue coévolution
entre les deux génomes des partenaires.

Mais plus encore que cet aspect de coévolution, il est possible de voir
le symbiote comme un ensemble de gènes prêts à s’exprimer, acquis simulta-
nément et transmis à toute la descendance par voie maternelle. Ce processus
d’acquisition génique est donc bien plus efficace que la mutagenèse ou les re-
maniements chromosomiques. En ce sens, la symbiose apparaît comme un mé-
canisme sophistiqué de prédation génique et comme la source d’innovation la
plus efficace. Elle ne peut pas s’interpréter bien sûr en termes de gradualisme
dans la mesure où le symbiocosme est en fait un groupe de génomes qui ne dé-
rivent pas les uns des autres, mais se sont assemblés selon un processus parti-
culier (Nardon, 1995).

La définition de la symbiose, la théorie de l’origine endocytobiotique
des cellules eucaryotes et tout particulièrement les aspects évolutifs de
l’endocytobiose mettent en avant la difficulté à définir un concept a priori évi-
dent, celui de l’individu.

1.1.4 Le concept d’individu

La symbiose, loin d’être une curiosité biologique, est un phénomène
révélateur d’une tendance à l’association qui existe de façon universelle dans le
monde vivant et qui remet en question le concept d’individualité biologique
(Perru, 1997). Ainsi, ce que nous appelons « un homme » contient 1013 cellules
eucaryotes, 1013 bactéries sur la peau et les muqueuses et 1014 bactéries dans
l’appareil digestif. De même, dans les cas de symbioses plus évoluées qui asso-
cient des microorganismes avec des métazoaires, le nombre de symbiotes est du
même ordre de grandeur que le nombre de cellules de l’hôte (Nardon et Gre-
nier, 1993). Alors, qu’est-ce qu’un individu ? D’un point de vue étymologique,
le terme « individu » provient du latin « individuum » qui signifie « corps indi-
visible ». D’un point de vue biologique, un individu est donc un corps organisé
dont l’ensemble de ses constituants possède une certaine homogénéité généti-
que. Ce corps vit une existence propre et ne peut être divisé sans être détruit.
Mais en appliquant strictement cette définition, comme le souligne Margulis
(1993), seules les bactéries méritent le terme d’individu, les autres formes étant
des assemblages plus ou moins sophistiqués d’organismes différents.

L’autonomie d’un individu est donc limitée, que se soit au niveau de
l’organisme avec la digestion, ou au niveau de l’écosystème avec la nutrition ou
la reproduction. Poussant ce raisonnement à l’extrême, Giglio-Tos définit en
1903 le monde vivant comme une immense symbiose où chaque espèce ne peut
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vivre qu’aux dépens des substances nourrissantes fournies par les autres. Le
concept de symbiose signifie alors une interdépendance au plan de la nutrition,
chaque espèce assimilant des substances provenant d’autres espèces auxquelles
elle fournit à son tour de la nourriture. Pour lui, l’individu n’existe pas car il est
toujours possible de le considérer comme symbiose d’individualités élémentai-
res.

Cette difficulté à définir l’individu montre la relativité qui existe en
biologie où le réel peut être vu comme un système continu dans lequel il est né-
cessaire de définir les limites des systèmes étudiés en fonction des questions
posées (Kupiec et Sonigo, 2000). En ce sens, l’individu constitue plus une ap-
proximation de travail « utile » qu’une réalité, et pour l’étude d’un système dy-
namique ce sont les interactions qui deviennent les éléments déterminants. En
ce qui concerne l’étude de la symbiose, l’association des deux partenaires crée
une nouvelle entité biologique, le « symbiocosme », qui peut s’interpréter
comme un micro écosystème, avec des interactions entre les partenaires et avec
le milieu. Il s’agit finalement d’une communauté interdépendante, avec perte
d’autonomie du symbiote, et évolution vers une nouvelle forme d’individualité
(Nardon et Grenier, 1993).

Cette présentation de la symbiose montre qu’aujourd’hui la question
n’est plus vraiment, contrairement aux querelles initiales, de savoir si la sym-
biose est plus ou moins mutualiste ou parasitaire. Il s’agit plutôt de décrire ce
que représente le complexe vivant qui émerge de ces relations, et qui peut être
étudié comme un système dans lequel l’association des deux organismes donne
naissance à des propriétés émergentes qui ne sont pas celles des deux entités
séparées.

1.2 Les deux partenaires de l’association puceron -
bactérie
La symbiose puceron - bactérie est un modèle étudié depuis de nom-

breuses années au laboratoire BF2I en raison des caractéristiques inhabituelles
de sa physiologie nutritionnelle et de son impact agronomique. En effet, le pu-
ceron se nourrit exclusivement du phloème des plantes qui est un liquide de
haute pression osmotique excessivement déséquilibré. Pour survivre sur ce mi-
lieu pauvre et fortement osmotique, le puceron a développé d’une part de re-
marquables adaptations anatomiques, physiologiques et biochimiques et d’autre
part une intime symbiose avec des micro-organismes, et principalement avec
une bactérie du genre Buchnera, qui l’approvisionne en nutriments difficiles à
obtenir directement du phloème.
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Cette association est indispensable pour le puceron comme pour Buch-
nera. En effet, il est possible d’éliminer les bactéries des pucerons par un trai-
tement antibiotique, mais ces pucerons dépourvus artificiellement de bactéries
(appelés pucerons aposymbiotiques) présentent une croissance fortement ralen-
tie et leur descendance n’est pas viable (Douglas, 1992 ; Mittler, 1971). De
même la bactérie Buchnera peut être isolée par dissection mais ne survit que
quelques heures en dehors du puceron (Whitehead et Douglas, 1993b).

De nombreuses études attribuent le début de cette association à
l’infection d’un ancêtre commun à l’ensemble des espèces de pucerons par une
bactérie, il y a environ 180 à 250 millions d’années (Moran et al., 1993). Cet
événement a été suivi d’une coévolution stricte des deux partenaires sans
transmission horizontale d’un autre symbiote (Clark et al., 2000).

La compréhension des mécanismes d’adaptation de la symbiose puce-
ron - bactérie au phloème est un premier pas pour appréhender le fonctionne-
ment global de ce système. Au-delà de cet intérêt académique, cette compré-
hension permettra éventuellement de lutter plus efficacement contre le puceron
du pois, véritable ravageur des cultures légumières, tant par ses dommages di-
rects que par la transmission de virus aux plantes dont il est responsable.

1.2.1 Du côté du puceron Acyrthosiphon pisum

1.2.11 Caractéristiques biologiques
Le puceron du pois Acyrthosiphon pisum (cf. Figure A.1.1) appartient

à la famille des Aphididae et à l’ordre des Hémiptères. Les adultes aptères ou
ailés ont un cycle de reproduction annuel hétérogonique impliquant une alter-
nance de plusieurs générations parthénogénétiques (les femelles produisent leur
descendance sans accouplement) et une seule génération sexuée. Les femelles
parthénogéniques sont toujours vivipares, c’est-à-dire qu’elles donnent nais-
sance à de jeunes larves capables de s’alimenter et de se déplacer immédiate-
ment. Ce cycle complexe lui permet d’exploiter de façon optimale les ressour-
ces de sa plante hôte (Baumann et Baumann, 1994).
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Figure A.1.1 Larves de pucerons sur leur plante hôte (à gauche) et puceron adulte

avec ses larves en vue rapprochée (à droite) (Rahbé, Y., communication personnelle).

1.2.12 Nutrition

1.2.121 Composition du phloème

Les pucerons se nourrissent exclusivement de la sève phloémienne des
plantes qui est composée essentiellement de sucres, et tout particulièrement de
saccharose qui associe une grande stabilité chimique et une faible viscosité en
solution concentrée. Les principaux composants azotés sont des acides aminés
libres dont la concentration est comprise entre 50 et 800 mM. Les acides aminés
les plus représentés sont généralement l’aspartate, le glutamate, l’asparagine et
la glutamine. Les acides aminés essentiels, c’est-à-dire les acides aminés que
les animaux ne peuvent synthétiser de novo, sont pour les pucerons aposymbio-
tiques, l’histidine, l’isoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phényla-
lanine, la thréonine, le tryptophane et la valine (Mittler, 1971). Ils sont présents
en faible concentration (Sandstrom et Moran, 2001 ; Sandstrom et al., 2000) et
représentent seulement 10 à 30 % de l’ensemble des acides aminés (Abisgold et
al., 1994). Enfin, le phloème contient des substances inorganiques. Il s’agit
principalement de potassium et de phosphate à une concentration de l’ordre de
1 à 5 g.l-1 et de micro-nutriments (fer, manganèse, zinc, cuivre et molybdène).
En revanche, les lipides tout comme les stérols ne sont présents qu’en infimes
quantités dans la sève.

1.2.122 Prise alimentaire

Le saccharose et les acides aminés, en tant que principales sources
respectivement de carbone et d’azote dans la sève phloémienne, ont fait l’objet
de nombreuses études nutritionnelles chez le puceron. Il a ainsi été observé que
la prise alimentaire des pucerons varie en fonction de la teneur nutritive de ces
deux sources alimentaires. Des études ont montré que le saccharose à une
concentration supérieure à 0,1 M et la méthionine peuvent être considérés
comme des phagostimulants. De plus, les pucerons adoptent des réponses nutri-
tionnelles compensatoires en augmentant leur prise alimentaire en présence
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d’un aliment contenant de faibles concentrations en saccharose (Abisgold et al.,
1994). De la même façon, les pucerons montrent une réponse alimentaire com-
pensatoire pour des concentrations en acides aminés comprises entre 75 et 250
mM, mais pas pour des concentrations plus élevées (Abisgold et al., 1994). En
revanche, ce mécanisme est altéré chez les pucerons aposymbiotiques (Prosser
et al., 1992).

1.2.123 Utilisation du saccharose

Le saccharose présent en très forte concentration dans la sève phloé-
mienne est responsable d’une pression osmotique deux à quatre fois plus élevée
que celle des fluides de l’insecte (Douglas et al., 2001). Le puceron a donc dé-
veloppé des stratégies lui permettant de maintenir l’équilibre hydrique et
d’acquérir les autres nutriments de la sève en quantité suffisante (Rhodes et al.,
1997 ; Wilkinson et al., 1997). Il est capable de diminuer cette pression par la
production d’oligosaccharides à partir des sucres du milieu et cela, indépen-
damment de la présence de Buchnera (Wilkinson et al., 1997).

Les pucerons utilisent essentiellement le saccharose comme source
d’énergie (Febvay et al., 1995 ; Rhodes et al., 1996). Cependant, bien que le
saccharose soit composé d’un glucose et d’un fructose, les pucerons utilisent
préférentiellement le fructose, et pour de fortes concentrations en saccharose,
éliminent le glucose sous forme d’oligosaccharides retrouvés dans le miellat
(Ashford et al., 2000).

1.2.124 Utilisation des acides aminés

Si le puceron utilise le saccharose comme source d’énergie, les acides
aminés sont par contre réservés à la production de composés structuraux
(Rhodes et al., 1996). Les acides aminés aromatiques comme la tyrosine et son
précurseur, la phénylalanine, sont ainsi des acides aminés indispensables au dé-
veloppement larvaire des insectes (Dadd, 1973). Ils interviennent tout particu-
lièrement dans la formation de l’exosquelette, fondamental pour le développe-
ment des insectes qui synthétisent une nouvelle cuticule après chaque mue
larvaire.

Les pucerons sont capables de survivre sur différentes plantes hôtes
dont les phloèmes contiennent des proportions extrêmement variables en acides
aminés (Bernays et Klein, 2002 ; Sandstrom et Pettersson, 1994). Il est à noter
que même sur une plante hôte unique, la composition du phloème varie parfois
dans des proportions importantes suivant la localisation de la plante, la saison,
en réponse à la prise alimentaire des pucerons (Telang et al., 1999) ou encore
sous l’effet de champignons pathogènes (Johnson et al., 2003). Des études ont
donc été menées pour étudier l’impact de la concentration en acides aminés es-
sentiels dans le milieu nutritionnel des pucerons. Il a ainsi été montré qu’une
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variation de la concentration en acides aminés essentiels comprise entre 20 %
(taux de la sève phloémienne) et 50 % (taux des milieux artificiels) de la tota-
lité des acides aminés du milieu n’a pas de répercussion sur leur croissance
(Prosser et Douglas, 1992). En revanche pour des concentrations plus faibles, le
poids des pucerons diminue.

1.2.13 Localisation des symbiotes
Parmi les micro-organismes présents chez le puceron, Buchnera, en

tant que symbiote primaire ou principal, peut représenter plus de 90 % des
bactéries. Par opposition, les bactéries restantes sont appelées symbiotes se-
condaires ou parfois bactéries accessoires. Ces symbiotes secondaires ne sont
pas présents de façon universelle dans les populations naturelles de pucerons.
Chez les pucerons qui en possèdent, elles peuvent se trouver dans
l’hémolymphe des insectes comme dans certaines cellules de l’appareil digestif
(Darby et al., 2001 ; Fukatsu et al., 2000 ; Sandstrom et al., 2001).

Les bactéries Buchnera sont présentes à une densité d’environ
107 cellules.mg-1 de pucerons frais, ce qui correspond à approximativement
10 % du volume total de l’insecte (Baumann et al., 1996 ; Humphreys et Dou-
glas, 1997 ; Wilkinson et al., 2001). La population de bactéries augmente du-
rant les stades larvaires, pour atteindre son maximum durant la période de re-
production des jeunes adultes et finalement décliner chez les pucerons âgés
(Koga et al., 2003). La dynamique de la population reflète donc l’activité bio-
logique des pucerons, suggérant un éventuel contrôle de leur prolifération par le
puceron (Moran et al., 1993).

Contrairement aux bactéries accessoires, Buchnera est localisée dans
des structures particulières (cf. Figure A.1.2). Il s’agit de cellules polyploïdes
appelées bactériocytes (Griffiths et Beck, 1973) dont la seule fonction est appa-
remment d’assurer la survie des bactéries qui occupent 60 à 70 % de leur cyto-
plasme (Whitehead et Douglas, 1993a). Un puceron adulte possède entre 60 et
80 bactériocytes, contenant au total plus de 5 millions de bactéries (Baumann et
Baumann, 1994 ; Douglas et Dixon, 1987). Ces bactériocytes sont regroupés
dans une structure bilobée appelée bactériome qui est située dans l’hémolymphe
de l’insecte à proximité des ovarioles (Baumann et al., 1995). Cette structure
continue et dorsale par rapport à l’appareil digestif forme un V dont la base est
dirigée vers la partie postérieure de l’insecte.

À l’intérieur du cytoplasme des bactériocytes, les bactéries sont entou-
rées individuellement ou par petits groupes, d’une membrane d’origine euca-
ryote appelée membrane symbiosomale. Bien que les propriétés de cette mem-
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brane n’ont pas encore été élucidés, elle joue probablement un rôle clé dans
l’association symbiotique en contrôlant les entrées et les sorties de nutriments.

Figure A.1.2 Des bactériocytes de pucerons du pois adultes (observation par micros-

copie électronique à transmission) (Rahbé, Y., communication personnelle).

Les bactériocytes se différencient très tôt dans l’embryon. En consé-
quence, les pucerons parthénogénétiques qui portent les embryons dans leurs
ovaires possèdent à la fois des bactériocytes dans l’hémolymphe maternelle et
des bactériocytes dans les embryons. De la naissance au milieu de la période
reproductive des pucerons, le nombre de bactéries d’origine embryonnaire est
même plus important que celui d’origine maternelle et peut représenter jusqu’à
75 % de la population totale (Humphreys et Douglas, 1997 ; Whitehead et Dou-
glas, 1993a).

Les bactéries sont transmises par voie verticale aux embryons, via les
ovaires maternels (Baumann et Baumann, 1994). Chez les pucerons ovipares,
un mécanisme d’exocytose assure le transfert des bactéries à l’œuf non fécondé
tandis que chez les pucerons vivipares les bactéries sont transmises aux em-
bryons au cours du stade blastoderme (Brough et Dixon, 1990 ; Hinde, 1971a).
Il existe deux populations distinctes de bactériocytes chez les embryons. La
première population est présente avant la transmission des bactéries maternelles
aux embryons et la seconde, qui apparaît plus tard au cours du développement,
rejoint ensuite les premières cellules. La mise en place de ces deux populations
cellulaires ne dépend pas de Buchnera car même en l’absence de symbiotes, la
formation des bactériocytes est initiée (Braendle et al., 2003).
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1.2.2 Du côté de la bactérie Buchnera aphidicola

Buchnera aphidicola est une bactérie gram-négative sphérique ou lé-
gèrement ovale de 2 à 5 µm de diamètre (Houk et Griffiths, 1980) (cf. Figure

A.1.3). Elle appartient au sous-groupe γ-3 des protéobactéries (Munson et al.,
1991) et fait partie, tout comme Escherichia coli, des Entérobactériacées.

La bactérie Buchnera n’est pas cultivable en dehors de son hôte, ce qui
rend son étude directe difficile. En revanche, son génome est complètement sé-
quencé pour trois pucerons : Acyrthosiphon pisum (Ap) {Shigenobu, 2000
#381}, Schizaphis graminum (Sg) (Tamas et al., 2002) et Baizongia pistaciae
(Bp) (Van Ham et al., 2003). Ainsi, bien qu’il soit difficile de déterminer son
taux de croissance, l’étude de son génome montre que seule une copie de
l’opéron des ARN ribosomiaux est présente, ce qui est spécifique d’une bactérie
à croissance lente (Baumann et al., 1995). Cet opéron est divisé en deux unités
de transcription rrs et rrl-rrf (Unterman et al., 1989). Il semble de plus que la
division des bactéries soit dépendante du stade de développement de son hôte.
Elle est par exemple réduite de moitié au cours du quatrième et dernier stade
larvaire du puceron (Whitehead et Douglas, 1993a). De la même façon, l’étude
de ses capacités métaboliques reste délicate.

Figure A.1.3 Une bactérie Buchnera entourée de ses deux membranes (comme toutes

les bactéries gram négative) et d’une troisième membrane d’origine eucaryote : la

membrane symbiosomale (observation en microscopie électronique à transmission)

(Rahbé, Y., communication personnelle).

1.2.21 Un génome avec une organisation originale
Compte tenu de la disposition et de l’annotation des gènes chez Buch-

nera, son génome est souvent considéré comme un sous-ensemble de gènes
d’Escherichia coli (Charles et Ishikawa, 1999 ; Moran et Wernegreen, 2000).
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La majorité des gènes de Buchnera possèdent en effet des gènes orthologues
déjà séquencés et disponibles dans les bases de données. Seuls quatre gènes
(yba1, yba2, yba3 et yba4) ont été annotés comme orphelins. Deux explications
ont été avancées concernant leur origine. La première est que ces gènes ont été
perdus récemment chez Escherichia coli et la seconde que leur dégradation
chez Buchnera ne permet plus leur identification par homologie (Tamas, 2002).
Quoi qu’il en soit, les connaissances disponibles pour Escherichia coli rendent
cette ressemblance globale particulièrement intéressante pour l’étude de Buch-
nera, même si son génome montre une organisation originale à tous les ni-
veaux.

1.2.211 Au niveau global

 Une taille réduite

Le génome de Buchnera Ap est composé d’un chromosome circulaire
de 680 681 paires de bases et deux plasmides portant un total de 619 gènes dont
9 pseudogènes {Shigenobu, 2000 #381}. Cette taille est extrêmement réduite en
comparaison des 4 à 5 Mpb des génomes des Entérobactéries libres (Charles et
Ishikawa, 1999).

Il semble que cette réduction de taille ait eu lieu avant la divergence
des lignées de Buchnera appartenant aux différents hôtes. Ainsi, la taille du gé-
nome de la bactérie libre correspondant au dernier ancêtre commun à Buchnera
et Escherichia coli est estimée entre 1818 (Silva et al., 2001) et 2425 gènes
(Moran et Mira, 2001). Quant à la taille du génome du dernier ancêtre symbio-
tique commun aux espèces actuellement séquencées de Buchnera, elle est esti-
mée approximativement à 640 gènes (Silva et al., 2003). La redondance de gè-
nes entre l’hôte et le symbiote et la stabilité du milieu intracellulaire ont
vraisemblablement diminué de façon drastique la pression de sélection sur un
grand nombre de gènes avec pour conséquence des délétions rapides et massi-
ves dans le génome de Buchnera. Cette hypothèse semble beaucoup plus proba-
ble qu’une sélection directe visant à une compaction du génome (Mira et al.,
2001), d’autant plus que le chromosome de Buchnera est soumis à une forte
polyploïdie (cf. paragraphe suivant). Par ailleurs, le faible nombre de symbiotes
transmis au cours des générations de pucerons a certainement favorisé la fixa-
tion de mutations délétères et donc l’accélération de la dérive génétique
(Moran, 1996) (cf. 1.1.32, phénomène dit de « Muller’s rachet »). Naturelle-
ment, le faible nombre de gènes restants a alors été soumis à une pression de
sélection beaucoup plus forte et a donc peu évolué depuis le dernier ancêtre
commun. Cette période de stabilité génomique, appelée stase génomique dure
au moins depuis les 50 à 70 millions d’années séparant la divergence des puce-



Partie A
Étude bibliographique / Contexte biologique

60

rons Acyrthosiphon pisum et Schizaphis graminum (Tamas et al., 2002). Elle est
confirmée par la présence d’un très faible nombre de pseudogènes (neuf) dans
le génome de Buchnera Ap, qui ont pour la plupart été supprimés dès le début
de la réduction massive du nombre de gènes.

Par ailleurs, une étude portant sur la taille du génome de Buchnera is-
sues de pucerons plus éloignés phylogénétiquement a montré que les pucerons
du genre Cinara (Lachninae) possèdent des bactéries avec un génome contenant
seulement 450 kbp (Gil et al., 2002). La réduction du génome s’est donc pour-
suivie pour certaines lignées. Cette taille est même inférieure aux 580 kpb co-
dant les 480 gènes de Mycoplasma genitalium, le plus petit génome libre et au-
tonome connu actuellement (Fraser et al., 1995). Cette étude suggère que le
génome de Buchnera est toujours en cours de réduction contrairement à
l’hypothèse précédente de stase génomique (Silva et al., 2001).

 Une forte polyploïdie

Chaque Buchnera contient entre 60 et 80 copies du chromosome
(Komaki et Ishikawa, 1999). Komaki et Ishikawa (2000) ont montré de plus que
cette forte polyploïdie varie avec l’âge et le stade de développement du puce-
ron. Ainsi, le nombre de copies varie de 50 chez les embryons à plus de 100
chez les adultes avant de redescendre à 80 chez les pucerons âgés. Ces auteurs
expliquent cette polyploïdie comme un moyen de conserver pour chaque gène
des copies fonctionnelles non touchées par les nombreuses mutations délétères.
Cependant, s’il est vrai que certaines études en évolution moléculaire suggèrent
effectivement que la transmission verticale des symbiotes pose le problème de
l’accumulation de mutations délétères, d’autres semblent suggérer le contraire.
Ainsi, la comparaison entre les génomes de Buchnera issues des pucerons Uro-
leucon ambrosia et Pemphigus obesinymphae montre une similarité remarqua-
ble. La majorité des polymorphismes concernent de rares allèles et semblent ré-
sulter d’un polymorphisme ancestral, probablement lié à des fluctuations
démographiques des populations de pucerons (Abbot et Moran, 2002). Le faible
nombre de copies chez les embryons pourrait résulter d’une élimination des co-
pies mutées au moment de la transmission des bactéries à la génération sui-
vante, cependant le mécanisme de transmission n’a pas encore été décrit. Quant
à la diminution du nombre de copies chez les insectes âgés, elle serait simple-
ment liée à une dégradation de l’ADN génomique ou à une perte de la capacité
de réplication de l’ADN (Komaki et Ishikawa, 2000). Il est également possible
d’imaginer que la polyploïdie joue un rôle dans les interactions entre le puceron
et les bactéries et notamment dans la régulation de l’expression des gènes.
Néanmoins, à l’heure actuelle aucune étude n’a permis de démontrer une telle
possibilité.



Partie A
Étude bibliographique / Contexte biologique

61

 La présence de deux plasmides

Chez Acyrthosiphon pisum, comme chez la plupart des autres puce-
rons, les bactéries Buchnera possèdent deux plasmides, présents en de nom-
breux exemplaires. Le plasmide Leucine (pLeu) est constitué de 786 pb qui co-
dent les 7 gènes de l’opéron de biosynthèse de la leucine (Silva et al., 1998),
tandis que le plasmide Tryptophane (pTrp) porte de cinq à dix répétitions en
tandem d’une partie de l’opéron tryptophane (Panina et al., 2001). Le nombre
de copies de ces deux plasmides dépend du puceron hôte. Il n’a pas été déter-
miné chez Acyrthosiphon pisum, mais chez Schizaphis graminum les nombres
de copies des gènes situés sur le plasmide tryptophane et le plasmide leucine
par rapport aux gènes localisés sur le chromosome sont, respectivement, de 14,5
et 23,5, révélant une amplification importante (Plague et al., 2003).

La leucine et le tryptophane sont indispensables à la croissance et à la
survie de l’hôte et jouent un rôle essentiel dans la relation symbiotique. Cer-
tains auteurs expliquent donc le transfert des voies de biosynthèse de la leucine
et du tryptophane sur deux plasmides afin de permettre leur surproduction pour
le puceron (Baumann et al., 1995 ; Komaki et Ishikawa, 2000), et l’adaptation
de cette production aux variations environnementales indépendamment des gè-
nes situés sur le chromosome (Plague et al., 2003). Néanmoins, une étude expé-
rimentale a récemment démontré que la production de tryptophane n’était pas
corrélée avec le rapport entre le nombre de copies d’un gène codant une enzyme
clé de la voie de biosynthèse du tryptophane sur le plasmide et le nombre de
copies du gène sur le chromosome (Birkle et al., 2002). Cette étude ne prend
cependant pas en compte les copies inactives du gène et ne permet pas
d’exclure un contrôle par rétroaction du nombre de copies du plasmide, en
fonction de la concentration en tryptophane.

L’organisation du génome de Buchnera à un niveau global montre une
réduction drastique de taille accompagnée par une extraordinaire quantité de
copies aussi bien du chromosome que des plasmides. Cela rappelle les caracté-
ristiques des plastes et des mitochondries, et ce d’autant plus que la bactérie est
en partie transmise par voie maternelle entre les générations de pucerons.

1.2.212 Au niveau des gènes

Le génome de Buchnera Ap contient 610 gènes (dont 10 gènes locali-
sés sur les plasmides) qui représentent 88 % de la séquence et 9 pseudogènes.

 Synténie

Il existe un phénomène de synténie lorsqu’une conservation de l’ordre
des gènes homologues entre les génomes de deux espèces est observable sur la
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séquence du chromosome. En comparaison avec Escherichia coli, le génome de
Buchnera comporte de nombreuses pertes dont notamment les gènes répétés et
une partie des gènes indispensables pour mener une existence indépendante.
Ainsi, certains gènes du métabolisme intermédiaire, et certains gènes impliqués
dans les phénomènes de transport, de signalisation et de réparation de l’ADN
sont absents {Shigenobu, 2000 #381;Silva, 2001 #680;Tamas, 2002 #220}. En
revanche, une étude comparative des génomes des Buchnera Ap et Sg montre
que le chromosome ne comporte aucune inversion, translocation, duplication ou
même acquisition de gènes étrangers par transfert horizontal (Tamas, 2002). Le
séquençage récent du génome de Buchnera Bp a permis de conforter cette ob-
servation. En effet, la comparaison des trois génomes a mis en évidence seule-
ment quatre réarrangements entre Buchnera Bp et les génomes de Buchnera Ap
et Sg (Van Ham et al., 2003).

Cette remarquable stabilité génomique à l’origine d’une forte synténie
entre les trois génomes s’explique par la perte de nombreux gènes impliqués
dans les processus de recombinaison et d’insertion de l’ADN qui a abouti,
d’une part, à la perte des capacités de réarrangement du génome, et d’autre part,
à la difficulté d’acquisition de nouveaux gènes par transferts horizontaux (Silva
et al., 2003 ; Wernegreen et al., 2000). De plus, la disparition des séquences ré-
pétées qui sont des sites potentiels de recombinaison (Tamas et al., 2002), et la
vie dans un milieu intracellulaire limitent considérablement la probabilité de
transfert horizontaux.

 Répartition des gènes sur les brins précoce et tardif du

chromosome

Chez la plupart des bactéries, les gènes essentiels (c’est-à-dire tous les
gènes dont la délétion par mutation ponctuelle est létale chez Escherichia coli)
sont principalement localisés sur le brin précoce du chromosome (Rocha et
Danchin, 2003b). Ainsi, des études menées chez Bacillus subtilis et Escherichia
coli ont montré une fréquence élevée de gènes essentiels sur le brin précoce
même pour des gènes à faible expression (Rocha et Danchin, 2003a). D’autres
études ont également été réalisées pour une dizaine de γ-protéobactéries, dont
Buchnera. Cependant des biais ont été observés dans les génomes des bactéries
intracellulaires obligatoires comme Buchnera. Ils sont sans doute liés au pro-
blème posé par la définition de l’essentialité d’un gène. En effet, compte tenu
du mode de vie particulier de Buchnera, il est loin d’être évident que les gènes
essentiels chez Escherichia coli le soient chez Buchnera. Une définition adé-
quate de l’essentialité des gènes chez Buchnera couplée à une étude de leur ex-
pression permettrait d’étudier de façon pertinente le biais de positionnement des
gènes et éventuellement de retrouver les résultats observés chez les γ-
protéobactéries libres. Une première étude indique pour le moment que les gè-
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nes supposés les plus fortement exprimés sont préférentiellement localisés sur
le brin précoce du chromosome (Rispe et al., 2004). Il existe de plus une dis-
symétrie de composition en bases très marquée entre les deux brins avec un ex-
cès de T et de G sur le brin direct (Rispe et al., 2004).

1.2.213 Au niveau des séquences

Le génome de Buchnera avec un taux de GC de seulement 26,3 % est
l’un des génomes présentant le biais le plus important en bases A et T (Clark et
al., 1999). Ce biais compositionnel est expliqué par un fort biais mutationnel
vers les bases A et T durant la réduction massive du génome (Tamas et al.,
2002). Chez toutes les bactéries, il semble qu’une richesse en bases A et T soit
corrélée à une taille relativement faible des gènes. Ceci peut s’expliquer de fa-
çon neutraliste en observant simplement que les différents codons « stop » ri-
ches en bases A et T, possèdent une probabilité d’apparition plus élevée chez
les organismes à faible taux de GC. Buchnera n’échappe pas à cette règle avec
une taille moyenne de 988 pb pour l’ensemble de ses gènes, ce qui est relative-
ment faible en comparaison d’Escherichia coli (Charles et al., 1999).

Les régions intergéniques sont encore plus riches en bases A et T que
la moyenne du génome avec, pour certaines, un taux avoisinant les 90 %
{Shigenobu, 2000 #381}. En revanche les gènes codant pour l’ARN 16S mon-
trent une différence moins significative de leur taux en AT par rapport aux
bactéries non symbiotiques, ce qui indique probablement une forte pression de
sélection sur ces gènes (Woolfit et Bromham, 2003).

Des études basées sur l’utilisation des différents acides aminés pour la
synthèse protéique chez Buchnera, par rapport à Escherichia coli, montrent
l’existence d’une corrélation entre l’usage de certains acides aminés pour la
synthèse protéique et l’expression des gènes correspondant chez Buchnera
(Palacios et Wernegreen, 2002 ; Rispe et al., 2004). En effet, les acides aminés
des protéines codées par les gènes les plus exprimés chez Buchnera ne sont gé-
néralement pas des acides aminés aromatiques. Cette absence peut s’expliquer
par le fait que ces acides aminés sont particulièrement coûteux à produire. De
plus, les gènes les plus exprimés présentent également des taux en G et en C
plus élevés que le reste du génome. Cette constatation s’explique sans doute par
l’existence d’une pression de sélection plus importante sur les gènes fortement
exprimés qui limiterait le biais mutationnel vers les bases A et T. Il est égale-
ment possible d’imaginer que Buchnera évite d’utiliser les acides aminés aro-
matiques afin de les fournir préférentiellement au puceron.
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1.2.22 Un métabolisme essentiellement dédié à la biosynthèse des
acides aminés
Buchnera fournit à son hôte les acides aminés essentiels qui sont ab-

sents de son milieu nutritionnel (Douglas, 1998 ; Sasaki et Ishikawa, 1995) et le
séquençage du génome de la bactérie a conforté cette évidence. En effet, bien
que Buchnera ne possède plus que 35 % des gènes d’Escherichia coli, son gé-
nome contient encore 45 % des gènes codant pour la biosynthèse des acides
aminés (Douglas et al., 2001) (cf. Tableau A.1.1).

1.2.221 Les voies de biosynthèse des acides aminés

L’analyse du génome de Buchnera montre que les voies de biosyn-
thèse des acides aminés non essentiels sont pour la plupart complètement ab-
sentes (à part celle de la cystéine), contrairement à celles de la biosynthèse des
neuf acides aminés essentiels pour le puceron qui sont parfaitement conservées
(cf. Figure A.1.4). Il semble donc que les processus évolutifs favorisant la perte
des gènes chez Buchnera (Rispe et Moran, 2000) soient compensés par une sé-
lection retenant les gènes de biosynthèse des acides aminés essentiels. Le gé-
nome de la bactérie contient ainsi 10 % de gènes ayant des fonctions dans le
métabolisme des acides aminés essentiels, alors qu’Escherichia coli n’en
compte que 2 %. L’étude des voies de biosynthèse de Buchnera laisse donc
supposer que la bactérie fournit à son hôte les acides aminés qu’il ne peut syn-
thétiser et réciproquement que l’hôte apporte à la bactérie les acides aminés qui
lui font défaut. De plus, comme les précurseurs de plusieurs acides aminés es-
sentiels sont des acides aminés non essentiels (glutamate et aspartate par exem-
ple, cf. Figure A.1.4). les voies de biosynthèse de l’hôte et du symbiote sont non
seulement complémentaires mais également dépendantes les unes des autres
{Shigenobu, 2000 #381}.
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Tableau A.1.1 Nombre de gènes chez Buchnera par catégorie fonctionnelle en fonc-

tion de la classification de Riley (1993). La liste complète des gènes est disponible sur

le site de l’institut RIKEN : http://Buchnera.gsc.riken.go.jp.

Métabolisme des petites molécules
Dégradation des petites molécules 3
Métabolisme énergétique 51
Glycolyse 9
Déshydrogénation du pyruvate 3
Cycle de l’acide tricarboxylique 2
Voie des pentoses phosphate 6
Respiration 23
Fermentation 0
Force motrice ATP-proton 8
Métabolisme central intermédiaire 13
Biosynthèse des acides aminés 55
Voie du glutamate 8
Voie de l’aspartate 11
Voie de la sérine 4
Voie des acides aminés aromatiques 16
Histidine 8
Voie du pyruvate 0
Voie des chaînes branchées 8
Biosynthèse de polyamine 2
Purines, pyrimidines, nucléosides et nucléotides 34
Biosynthèse des cofacteurs, groupements prosthétiques et transporteurs 26
Biosynthèse des acides gras 6
Fonctions de régulation

7
Métabolisme des macromolécules
Synthèse et modification des macromolécules 187
ARN ribosomiaux et ARN stable 4
Modification des protéines ribosomales, synthèse et modification de protéines 54
Maturation et modification des ribosomes 0
ARN de transfert 32
Synthèse des ARNt aminoacylés et modification 34
Nucléoprotéines 2
Réplication de l’ADN, restriction, modification et recombinaison 32
Traduction et modification des protéines 18
Synthèse des ARN, modification des ARN et transcription 9
Polysaccharides (cytoplasmique) 0
Phospholipides 2
Dégradation des macromolécules 22
Enveloppe cellulaire 46
Membranes, lipoprotéines et porines 4
Polysaccharides de surface, lipopolysaccharides, et antigènes 2
Structures de surface 25
Muréine et peptidoglycane 15
Processus cellulaires
Transport et protéines de liaison 18
Chaperonnes 11
Division cellulaire 12
Chimiotactisme et mobilité 0
Sécrétion de protéines et de peptide 7
Adaptation osmotique 0
Détoxification 3
Autres
Fonctions en relation avec la colicine 1
Sensibilité aux médicaments et analogues 2
Adaptations et conditions atypiques 2
Autres non classés 111
Autres catégories 28
Hypothétiques conservés 79
Non connus (unique chez Buchnera) 4
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Figure A.1.4 Représentation des voies de biosynthèse des acides aminés essentiels (à

gauche) et non essentiels (à droite) déduites de l’annotation du génome de Buchnera

{Shigenobu, 2000 #381}. Les étapes pour lesquelles aucun gène n’a été annoté sont

indiquées en rose.

Voies de biosynthèse des acides aminés essentiels : L’enzyme ilvE (en vert) est

absente des voies de biosynthèse de la valine, l’isoleucine et la leucine, mais une au-

tre aminotransférase assure sans doute ces étapes. Dans la voie de biosynthèse de la

lysine, le gène dapC (en bleu) n’a été identifié chez aucun organisme. Enfin, la der-

nière étape de biosynthèse de la phénylalanine est catalysée par TyrB chez Escherichia

coli mais peut être remplacée par HisC chez Buchnera.

Voies de biosynthèse des acides aminés non essentiels : De même que chez Es-

cherichia coli, la voie de biosynthèse de l’alanine n’a pas été élucidée.

L’observation attentive des voies de biosynthèse des acides aminés es-
sentiels montre néanmoins que deux gènes sont absents. Le premier est le gène
ilvA, qui code pour la thréonine désaminase, première enzyme de la voie de
biosynthèse de l’isoleucine, et le second est metC, qui code pour la cystathione
β-lyase, enzyme de la voie de biosynthèse de la méthionine. Pourtant les don-
nées concernant la nutrition des pucerons suggèrent que Buchnera est capable
de synthétiser l’isoleucine et la méthionine. Plusieurs hypothèses ont été avan-
cées pour expliquer cette incohérence entre données génomiques et physiologi-
ques. Il est en effet possible que d’autres enzymes catalysent ces réactions en
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raison d’une faible spécificité de substrat, ou encore que ilvA et metC aient
été transférés vers le génome du puceron, que ces deux gènes soient transcrits et
traduits dans les bactériocytes puis que les enzymes soient fournies à Buchnera
(Douglas, 2003).

Contrairement à Escherichia coli qui possède 86 ARN de transfert,
Buchnera ne contient plus que 32 ARN de transfert, ce qui implique que la plu-
part des acides aminés n’ont qu’un seul ARN de transfert (Moran et Mira,
2001). Ce nombre limité d’ARN de transfert pourrait éventuellement permettre
une vitesse plus élevée de traduction et donc de biosynthèse des acides aminés
pour son hôte.

Enfin, il est à noter que, contrairement aux parasites obligatoires,
Buchnera possède non seulement les voies de biosynthèse des acides aminés es-
sentiels mais que la plupart des voies de biosynthèse des nucléotides sont éga-
lement complètes. Aucune étude n’a été menée à ce jour pour déterminer si la
bactérie produit des nucléotides pour son propre usage ou pour son hôte
{Shigenobu, 2000 #381}.

1.2.222 Le métabolisme énergétique

Les données génomiques montrent que Buchnera dispose d’un méta-
bolisme aérobie, ce qui est compatible avec sa localisation dans le bactériocyte,
qui reçoit certainement l’oxygène circulant dans les trachées de l’insecte et dont
le cytoplasme contient de nombreuses mitochondries. En revanche Buchnera a
perdu les gènes impliqués dans les phénomènes de fermentation et de respira-
tion anaérobie.

L’opéron de la déshydrogénase NADH (nuo) et l’opéron du cyto-
chrome C (cyo) sont parfaitement conservés, en revanche la voie de biosynthèse
de l’ubiquinone est absente. La bactérie possède également l’opéron d’une ATP
synthase (type F0F1) indiquant sa capacité à produire de l’ATP à partir du gra-
dient électrochimique de protons généré par le système de transport d’électrons.

Buchnera possède l’ensemble des gènes du cycle du pentose phosphate
et ceux de la glycolyse, excepté le gène codant pour l’hexokinase qui permet la
phosphorylation du glucose. Cependant, il est possible que la bactérie importe
et phosphoryle le glucose en même temps, d’autant plus que la bactérie possède
deux gènes (crr et ptsG) spécifiques de l’importation du glucose (Tamas et al.,
2001). En revanche seuls deux gènes (sucA et sucB) du cycle de l’acide tricar-
boxylique (TCA) sont présents dans le génome. Ce cycle de la respiration aéro-
bie permet normalement l’oxydation du pyruvate en dioxyde de carbone. Ce-
pendant, les gènes codant pour le complexe pyruvate déshydrogénase sont
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présents, suggérant que le pyruvate produit par la glycolyse peut être converti
en acétyl-coA (Tamas et al., 2001).

1.2.223 Que reste-t-il des autres voies ?

Buchnera semble posséder une capacité limitée de réparation de
l’ADN et présente un répertoire plutôt inhabituel de gènes appartenant à cette
catégorie. En effet, Buchnera ne semble pas posséder de méthylase (Akman et
Aksoy, 2001) et le gène recA est absent alors qu’il s’agit d’un élément crucial
pour les recombinaisons homologues (Hughes, 2000). Buchnera est actuelle-
ment le seul organisme connu à posséder recBCD sans recA et ce, bien que de
nombreuses espèces aient perdu recA (Marais et al., 1996). Il est possible que le
produit du gène recBCD soit une exonucléase qui assure la fonction de répara-
tion à la place de la réparation par recombinaison de recA (Van Ham et al.,
2003). De même dans le système de réparation uvr, Buchnera a perdu le gène
uvrABC mais conservé mfd. Or, excepté chez Buchnera, ces deux gènes sont
conservés dans tous les génomes séquencés d’eubactéries (Eisen et Hanawalt,
1999). Cet inventaire unique de gènes montre que les mécanismes de réparation
et de recombinaison de l’ADN sont sévèrement détériorés chez Buchnera.
Quant à l’absence de nombreux gènes impliqués dans le système SOS (recA,
lexA, umuCD et uvrABC), elle indique que le génome de Buchnera est poten-
tiellement vulnérable aux dommages de l’ADN.

En ce qui concerne les aspects structuraux, Buchnera ne semble pas
capable de fabriquer des lipopolysaccharides. Les gènes impliqués dans leur
biosynthèse sont en effet tous absents, exceptés lpcA et kdtB. Par ailleurs, seul
un petit nombre de gènes codants pour des lipoprotéines ou des protéines mem-
branaires sont présents. La membrane de Buchnera est donc particulièrement
vulnérable, ce qui s’explique certainement par son mode de vie intracellulaire
qui la protège des attaques extérieures. En revanche, l’absence des gènes res-
ponsables de la biosynthèse des phospholipides (excepté cls codant pour la car-
diolipine synthétase) est plus surprenante car les phospholipides sont des com-
posants indispensables de la membrane. Il est donc possible que Buchnera
importe les phospholipides de son hôte ou qu’elle les synthétise avec des enzy-
mes dont les gènes ont été transférés dans le noyau de son hôte. Ces constata-
tions peuvent aussi indiquer que Buchnera est dans un processus d’abandon des
voies de biosynthèse de son enveloppe cellulaire, enveloppe qui pourrait être
remplacée par une membrane d’origine eucaryote.

1.2.224 Le transport des métabolites

L’état de symbiose obligatoire qui existe entre Buchnera et le puceron nécessite
certainement de nombreux échanges entre le symbiote et le cytoplasme de la
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cellule hôte. Pourtant, seuls 18 gènes, soit 3 % du génome de la bactérie sont
annotés comme transporteurs (cf. Tableau A.1.1). À titre de comparaison, le gé-
nome d’Escherichia coli compte 661 gènes potentiellement impliqués dans le
transport3, soit plus de 15 % de son génome.

Le génome de Buchnera ne contient qu’un faible nombre de gènes im-
pliqués dans le système de transport spécifique ABC qui assure le transfert de
nutriments et autres substances à travers la membrane, souvent contre un gra-
dient de concentration ou par hydrolyse d’ATP. Ce système est pourtant présent
de façon ubiquitaire chez les bactéries (Tomii et Kanehisa, 1998). Le seul sys-
tème de transport spécifique annoté chez Buchnera est le complexe phosphoe-
nolpyruvate-carbohydrate phosphotransférase (PTS) qui permet l’importation
du glucose et du mannitol. Pour ce qui est du transport non spécifique, les pro-
téines hypothétiques YnfM et YajR sont probablement des transporteurs de fai-
ble affinité. De même GlpF et les porines ompA et ompF sont probablement
impliqués dans des phénomènes de diffusion passive et les gènes du système de
sécrétion protéique sec sont conservés {Shigenobu, 2000 #381}.

En ce qui concerne le transport des acides aminés, il n’existe actuelle-
ment aucune donnée permettant de valider l’existence d’un transport actif
d’acides aminés vers l’extérieur ou vers l’intérieur de la bactérie et aucun gène
n’a pu lui être attribué. En revanche, le génome de Buchnera contient un nom-
bre étonnamment élevé de gènes codant pour des protéines du flagelle. Les gè-
nes du flagelle chez Buchnera sont situés dans deux opérons flg et fli contenant
12 gènes chacun. Il existe également un petit opéron supplémentaire composé
de 2 gènes (flhA et flhB). Ces 26 gènes représentent une grande partie du gé-
nome de Buchnera, suggérant une fonction importante (Tamas et al., 2001).
Plusieurs arguments ont été avancés pour un rôle possible de ces gènes dans le
transport. Il est en effet possible que la bactérie utilise son flagelle pour effec-
tuer des transports actifs, comme cela a déjà été observé chez Salmonella ty-
phimurium (Blattner et al., 1997 ; Kubori et al., 1998) et Yersinia enterocoliti-
ca. Pour cette dernière, le flagelle assure à la fois des fonctions d’import et
d’export des protéines (Young et al., 1999). Chez Buchnera, la séquence des
gènes du flagelle montre un niveau élevé de divergence par rapport à Escheri-
chia coli, suggérant également une modification de leur fonction (Tamas et al.,
2002). Par ailleurs, le flagelle est généralement composé de trois éléments : un
corps basal, un crochet et un filament. Or Buchnera ne possède pas le gène fliC
qui est normalement impliqué dans la synthèse du filament responsable de la

3http://ecocyc.org.
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mobilité cellulaire. Les cellules de Buchnera ne semblent d’ailleurs pas possé-
der de flagelle et aucun mouvement n’a jamais été observé, d’autant que la
bactérie a également perdu les gènes impliqués dans les phénomènes de chi-
miotactisme.

Une seconde alternative est que le transport est assuré par l’hôte, pro-
bablement au niveau de la membrane symbiosomale entourant les bactéries.
Actuellement, il n’existe aucune donnée expérimentale permettant de confirmer
cette hypothèse et les propriétés de cette membrane sont complètement incon-
nues. De même d’autres protéines de la bactérie, et notamment celles impli-
quées dans le transport, pourraient être en voie de remplacement par des protéi-
nes de l’hôte, comme cela a déjà été observé dans les mitochondries (Kurland et
Andersson, 2000). Si tel est le cas, il devient difficile de définir avec précision
le passage de l’état d’organisme à celui d’organite cellulaire (Andersson, 2000).

1.2.23 Une régulation de l’expression des gènes plutôt
énigmatique

1.2.231 De rares éléments de régulation

En comparaison des bactéries libres, le génome des bactéries parasitai-
res et symbiotiques ne contient que très peu d’éléments de régulation de la
transcription (Wilcox et al., 2003). Buchnera n’échappe pas à ce constat et
l’analyse de son génome a mis en évidence l’absence de nombreux systèmes de
régulation présents chez Escherichia coli.

Les gènes codant pour les deux systèmes impliqués normalement dans
le contrôle de l’expression des gènes en fonction des conditions environne-
mentales sont complètement absents. Excepté dnaA, les autres types de régula-
teurs dont les systèmes d’atténuation de la transcription sont également absents
{Panina, 2001 #178;Shigenobu, 2000 #381}. De plus, le génome de Buchnera
ne contient ni les gènes codant pour l’adénylate cyclase (cyaA), ni ceux codant
pour les récepteurs protéiques de l’AMP cyclique (crp). La répression cataboli-
que par l’AMP cyclique n’est donc pas possible chez Buchnera, malgré la pré-
sence dans le génome de protéines généralement impliquées dans cette réponse
régulatrice. La bactérie ne possède donc plus les éléments de régulation de la
transcription permettant de répondre à un changement de source de carbone
dans l’environnement, ce qui est cohérent avec son mode de vie intracellulaire.
En revanche, la bactérie possède un régulateur normalement impliqué dans le
stockage du carbone, codé par le gène csrA, qui est peut-être impliqué dans une
régulation globale et post-transcriptionnelle du métabolisme des sucres
(Nogueira et Springer, 2000). Enfin, contrairement à Bacillus subtilis et Esche-
richia coli qui possèdent respectivement 18 et 7 gènes codant pour des facteurs
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de transcription sigma, le génome de Buchnera ne possède que le gène rpoH qui
code pour le facteur σ32, et le gène rpoD qui code pour le facteur σ70
{Shigenobu, 2000 #381}.

La perte des promoteurs semble associée de façon fréquente à
l’apparition d’un nouveau groupe de gènes contigus qui forment une nouvelle
unité de transcription. D’autant plus que dans la plupart des cas, le regroupe-
ment des gènes au sein d’un polycistron a également été suivi de la perte des
gènes présents sur le brin opposé de l’ADN (Moran et Mira, 2001). Ce regrou-
pement des gènes au sein d’une même unité de transcription peut être interprété
comme un mécanisme favorisant l’efficacité de la transcription ou de la traduc-
tion (Shcherbakov et Garber, 2000).

Il est important de noter que l’hypothèse de la perte des régions de ré-
gulation est basée sur les homologies de séquences entre le génome de Buchne-
ra et le génome actuel d’Escherichia coli. Or aucune étude expérimentale n’a
permis d’écarter la possibilité que les promoteurs apparemment dégradés de
Buchnera soient encore fonctionnels, ou que le symbiote puisse utiliser des
promoteurs différents de ceux qui ont été identifiés chez Escherichia coli. De
plus, la recherche de motifs de régulation dans les régions intergéniques de
Buchnera est rendue particulièrement difficile par la richesse importante en AT
(Baumann et al., 1995). Enfin, la position des codons « start » des gènes n’a pas
été vérifiée expérimentalement et peut, en cas d’erreur, biaiser la recherche des
séquences régulatrices (Moran et Mira, 2001). De même, de nombreux gènes
régulés au niveau transcriptionnel chez Escherichia coli n’ont pas de sites de
liaisons potentiels dans les génomes des autres γ-protéobactéries. Il est possible
que cela soit simplement un artefact lié aux techniques de recherche utilisées
qui ne permettent de retrouver que des régions hautement conservées par rap-
port à Escherichia coli. Or si ces régions ont pour la plupart été déterminées
expérimentalement chez Escherichia coli, les sites correspondant chez les au-
tres bactéries (et en particulier chez Buchnera en raison du fort biais AT) n’ont
pas été découverts de façon expérimentale mais par analyse bioinformatique.

Les conséquences de la perte des gènes de régulation sont également à
modérer en fonction du rôle de l’hôte dans la relation endocytobiotique. D’une
part, il est possible que le puceron fournisse au symbiote les protéines ou molé-
cules régulatrices dont ce dernier a besoin. D’autre part, il existe peut-être des
transferts de gènes de la bactérie vers le noyau de l’hôte. Cette dernière hypo-
thèse pourra être vérifiée lorsque le génome complet du puceron sera disponi-
ble.

L’étude du génome de bactéries parasitaires telles que Mycoplasma
genitalium (Fraser et al., 1995) ou Rickettsia prowazekii a mis en évidence des
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pertes similaires des systèmes de régulation. Cependant, la perte des régulateurs
s’accompagne en général de la disparition simultanée des gènes qui sont sous
leur contrôle. Le génome de Buchnera est pour cela un spécimen unique, dans
le sens où il possède encore beaucoup de gènes cibles des systèmes de régula-
tion absents. Sur ce constat, {Shigenobu, 2000 #381} imaginent Buchnera
comme un organite spécialisé dans la fourniture d’acides aminés essentiels, de
la même façon que les mitochondries fournissent l’énergie aux cellules euca-
ryotes. Il existe cependant une différence fondamentale entre la fourniture
d’énergie et celle de nutriments, car la fourniture d’acides aminés nécessite une
adaptation constante avec l’environnement. Quelques expériences ont donc été
orientées vers l’étude de la capacité de Buchnera à répondre à des variations
environnementales, elles sont présentées dans les paragraphes suivants.

1.2.232 Régulation du choc thermique

Le mécanisme de régulation du choc thermique a été le plus étudié
chez de nombreuses bactéries modèles car il compte parmi les plus conservés et
les plus fortement induits au niveau transcriptionnel (Neidhart et al., 1996). Il
s’agit de plus d’une des expériences les plus simples à mettre en œuvre. Ce
choix est certainement discutable pour une bactérie comme Buchnera qui, en
plus de vivre dans un milieu intracellulaire particulièrement protégé des varia-
tions environnementales, ne semble pas avoir conservé l’ensemble des gènes
impliqués dans la protection contre le choc thermique. Elle n’a cependant pas
échappé à cette première expérience portant sur la régulation de l’expression
des gènes (Wilcox et al., 2003).

Les pucerons, comme l’ensemble des insectes ne sont pas capables de
réguler la température. Des études préliminaires ont montré que les bactéries
Buchnera meurent lorsque les pucerons sont soumis à des températures supé-
rieures à 37 °C (Ohtaka et Ishikawa, 1991) et que la densité des symbiotes est
fortement réduite durant la saison estivale (Montllor et al., 2002).

Chez Escherichia coli, le choc thermique induit une augmentation de
l’expression du gène codant pour le facteur de transcription σE. σE est lui-
même responsable de l’expression du gène rpoH codant pour le facteur σ32 et
de la déstabilisation d’une structure secondaire du transcrit rpoH, diminuant
son affinité pour les gènes Dnak et Dnaj. Cette affinité est particulièrement éle-
vée en condition normale. Cela permet donc la synthèse et la libération du fac-
teur σ32 qui active les gènes codant pour les protéines impliquées dans la ré-
ponse au choc thermique dont la protéine GroEL. Buchnera possède vingt des
trente-cinq gènes impliqués dans le choc thermique chez Escherichia coli dont
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les gènes rpoH codant le facteur σ32 et le gène mopA codant pour la protéine
GroEL (Wilcox et al., 2003).

Une étude globale de l’expression des gènes du symbiote Buchnera de
Schizaphis graminum a été réalisée pour étudier sa réponse au choc thermique
(Wilcox et al., 2003). Pour cela, les pucerons ont été soumis à des températures
élevées puis l’expression des gènes des bactéries symbiotiques a été étudiée au
moyen d’une puce à ADN avec pour sondes des produits de PCR représentant
l’ensemble du génome. Les données obtenues ont été comparées à des données
d’expression d’Escherichia coli et de Bacillus subtilis soumis également à un
stress thermique. Cette méthodologie est discutable dans la mesure où Buchnera
bénéficie de la protection du milieu intracellulaire de l’hôte. D’autant plus que
les bactéries ne sont pas réellement dans les mêmes conditions. Alors que
Buchnera est exposée durant 120 minutes à une température qui atteint progres-
sivement 36 °C, Escherichia coli est exposée 7 minutes à 50 °C (Richmond et
al., 1999) et Bacillus subtilis (Helmann et al., 2001) 2 minutes à 48 °C.

Les résultats de cette expérience montrent néanmoins que dix gènes de
Buchnera présentent une surexpression. Parmi ceux-ci, cinq appartiennent au
régulon de choc thermique d’Escherichia coli (mopA, mopB, dnaK, grpE, ibpA)
et un sixième, dnaJ fait également partie des gènes de stress thermique chez
Escherichia coli. Sur les dix-huit gènes de Buchnera Sg qui sont orthologues
des gènes de choc thermique surexprimés chez Escherichia coli, six présentent
donc une induction significative, soit 1/3. Par ailleurs, deux autres gènes, Fpr
(exprimé au cours du stress oxydant chez E coli) et yieA sont surexprimés, pro-
bablement en même temps que ibpA, avec lequel ils forment un polycistron en
raison de la réduction du génome. Pour les deux derniers gènes (ychF et rne),
les auteurs n’avancent aucune raison à leur surexpression (Wilcox et al., 2003).
Ils ne commentent pas d’avantage l’absence de surexpression du gène rpoH, qui
joue pourtant théoriquement un rôle clé dans l’activation de la réponse au choc
thermique. Et malgré les nombreux aspects discutables de cette expérience, les
auteurs concluent cette étude sur l’incapacité de Buchnera à réguler
l’expression de ses gènes en réponse au choc thermique.

Il est possible cependant d’avoir une autre interprétation de cette expé-
rience. En conditions normales, la synthèse de la protéine chaperonne GroEL
est élevée chez la bactérie, suggérant que le promoteur est constitutivement ac-
tif. Cependant, le niveau de σ32 dans les cellules de Buchnera n’est pas détec-
table (Wilcox et al., 2003). L’étude des séquences montre que le gène rpoH,
contrairement aux autres bactéries, n’est pas précédé d’une séquence promo-
trice spécifique du facteur σE, suggérant que le gène rpoH ne présente pas de
séquence régulatrice (Yuzawa et al., 1993). De plus, le transcrit rpoH ne pos-
sède pas la structure secondaire qui permet normalement la régulation de sa tra-
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duction (Nakahigashi et al., 1995). Enfin, en dépit d’une structure relativement
bien conservée, σ32 est incapable de complémenter la fonction chez des mu-
tants d’Escherichia coli (Sato et Ishikawa, 1997). Ces études semblent suggérer
que la perte de la fonction de σ32 chez Buchnera n’est pas due à des modifica-
tions importantes, mais plutôt à de faibles changements qui affectent l’ensemble
de la molécule. Par ailleurs, le taux de AT dans la région promotrice du choc
thermique est extrêmement élevé. Ce biais AT pourrait favoriser l’expression
de l’opéron sans nécessiter une activation par le σ32, comme cela a été montré
pour les opérons des ARN ribosomiaux chez Escherichia coli (Petho et al.,
1986). Ces études montrent donc une expression constitutive des protéines de
l’opéron choc thermique.

En ce qui concerne la surproduction de la protéine GroEL en condi-
tions normales chez Buchnera, cette caractéristique est également retrouvée
chez les mitochondries et les plastes (Tamas, 2002). Mais bien que GroEL re-
présente 10 % des protéines retrouvées chez Buchnera (Sato et Ishikawa, 1997),
sa fonction n’est pas encore complètement élucidée. Elle pourrait jouer un rôle
dans le transport membranaire ou le repliement des protéines dégradées. Une
étude bioinformatique du repliement des protéines de Buchnera et d’autres
bactéries intracellulaires, a d’ailleurs montré une efficacité de repliement plus
faible que celles des protéines des bactéries libres (Van Ham et al., 2003).
L’effet des mutations délétères qui affectent le génome de Buchnera pourrait
ainsi être compensé par la surexpression constitutive de la chaperonne GroEL
(Moran, 1996). De même, le repliement très bien conservé de la chaperonne
DnaK suggère que la protéine soumise à une relativement forte pression de sé-
lection, assure une fonction similaire (Fares et al., 2002a). Des expériences me-
nées chez Escherichia coli ont confirmé que les chaperonnes pouvaient com-
penser la présence de mutations délétères en assurant tout de même un
repliement correct des protéines (Fares et al., 2002b). L’étude de GroEL et des
mécanismes de régulation associés suggère donc que Buchnera utilise les gènes
normalement dédiés à la réponse au choc thermique pour d’autres fonctions que
celles qui sont assurées chez Escherichia coli, probablement en raison de son
mode de vie intracellulaire. Dans ce cas, la question n’est plus de savoir si
Buchnera possède encore la capacité à réguler l’expression de ces gènes en ré-
ponse au choc thermique, puisque certains des gènes impliqués normalement
dans cette réponse sont peut-être dédiés à une autre fonction essentielle.

Il semble donc que l’étude de la régulation du choc thermique ne soit
pas la plus appropriée pour analyser les mécanismes de régulation d’une bacté-
rie intracellulaire telle que Buchnera, et ce d’autant plus que le rôle principal de
la bactérie est certainement la biosynthèse d’acides aminés essentiels pour son
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hôte. Le travail expérimental réalisé dans cette thèse a donc été orienté vers
l’étude de la régulation de la biosynthèse des acides aminés chez Buchnera.

1.2.233 Régulation de la biosynthèse des acides aminés

La synthèse des acides aminés chez les bactéries est généralement ré-
gulée à un niveau post-traductionnel par un système de rétroaction négative de
l’acide aminé produit sur la dernière enzyme de sa voie de biosynthèse (régula-
tion allostérique). Un acide aminé est donc synthétisé en abondance uniquement
s’il est présent en faible quantité. En plus de cette première possibilité, de nom-
breux systèmes de régulation existent au niveau transcriptionnel. Cependant,
chez Buchnera, l’annotation du génome indique que les régulateurs, incluant les
systèmes d’atténuation, sont apparemment absents pour tous les gènes contri-
buant à la synthèse des acides aminés (Tamas et al., 2002).

Des études théoriques ont donc été menées pour étudier de façon plus
spécifique la régulation de la synthèse des acides aminés. Elles ont d’abord été
conduites pour quelques acides aminés en particulier.

Ainsi, une analyse de la régulation de la synthèse de la phénylalanine
par l’étude de la séquence génomique semble indiquer une surproduction cons-
titutive de cet acide aminé. La première raison est l’absence de région
d’atténuation, pourtant souvent observée chez d’autres bactéries, et la seconde
est la dégradation du site de liaison allostérique de la phénylalanine sur
l’enzyme intervenant dans sa synthèse. Cette dégradation empêche vraisembla-
blement le rétrocontrôle négatif de la phénylalanine sur sa propre synthèse
(Jimenez et al., 2000). La perte apparente de ces éléments de régulation
contraste avec les études nutritionnelles qui suggèrent que Buchnera est capable
de fournir au puceron la phénylalanine absente de son milieu nutritionnel
(Douglas et al., 2001).

D’autres études ont porté sur l’analyse de la régulation du tryptophane.
Une analyse théorique du génome de la bactérie semble indiquer que la produc-
tion de tryptophane est libre de tout contrôle (Panina et al., 2001). Cette étude
met néanmoins en évidence une grande variété de systèmes de régulation chez
différentes bactéries, suggérant que le mode de régulation des bactéries est sous
l’influence d’une forte pression de sélection qui dépend fortement du mode de
vie des bactéries. Cela peut suggérer la possibilité d’un contrôle différent pour
une bactérie intracellulaire comme Buchnera. Une autre étude a été menée avec
des clones différents de pucerons pour analyser le niveau d’amplification des
gènes de la biosynthèse du tryptophane en comparaison avec le taux de syn-
thèse du tryptophane. Pour cela, les rapports entre le nombre de copies du gène
de l’anthranilate synthase sur le plasmide tryptophane (trpG) et le nombre de
copies du gène porté par le chromosome (trpE) ont été calculés pour tous les
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clones. L’amplification des gènes portés par les plasmides varie de deux à seize
fois suivant les clones, et bien que la production de tryptophane soit très varia-
ble, elle n’est pas corrélée avec le niveau d’amplification (Birkle et al., 2002).
Cependant cette étude se limite à l’analyse d’une seule enzyme. Or, le contrôle
de la synthèse d’un métabolite ne dépend certainement pas du changement
d’activité d’une seule enzyme, mais de nombreuses enzymes. Elle ne peut donc
pas à elle seule remettre en cause la possibilité d’un contrôle de la biosynthèse
du tryptophane par l’amplification des gènes sur le plasmide.

En ce qui concerne la leucine, quelques éléments de régulation ont tout
de même été découverts. Ainsi, une analyse des régions intergéniques du plas-
mide leucine a révélé la présence de séquences bien conservées en amont du
gène repA2 qui pourraient correspondre à des sites de fixation de la sous-unité
σ70 de l’ARN polymérase. Ces régions sont également présentes dans l’opéron
des gènes des ARN 16S et 23S (Munson et al., 1993). Par ailleurs, une autre
étude a mis en évidence la présence d’une longue séquence palindromique pro-
che de la région intergénique séparant repA2 et leuA. Cette séquence est relati-
vement bien conservée dans les différentes espèces de Buchnera, ce qui suggère
une contrainte fonctionnelle forte (Silva et al., 1998). Elle pourrait éventuelle-
ment être impliquée dans le contrôle de l’expression de l’opéron leucine par la
formation d’une épingle à cheveux qui permettrait la continuité de la transcrip-
tion (Rutberg, 1997) ou la stabilisation des transcrits (Emory et al., 1992 ;
Wong et Chang, 1986), comme cela a été observé chez d’autres bactéries.

Une étude très générale de l’expression des gènes par PCR soustrac-
tive pour des Buchnera issues de pucerons jeunes et âgés montre une surexpres-
sion de deux gènes du métabolisme des acides aminés (argA et thrB) impliqués
respectivement dans les voies de synthèse du glutamate à partir de l’arginine et
de la thréonine à partir de l’aspartate (Nakabachi et Ishikawa, 1997). Cette ex-
périence suggère que les bactéries sont capables d’adapter leur production
d’acides aminés en fonction de l’âge des pucerons.

Une expérience menée pour étudier plus spécifiquement la régulation
de la biosynthèse des acides aminés de façon globale a également été réalisée.
Pour cela, la puce utilisée pour l’étude du choc thermique chez la bactérie sym-
biotique de Schizaphis graminum a été de nouveau employée (Moran, 2003).
Elle révèle que Buchnera produit un nombre important de transcrits codant pour
la biosynthèse de l’arginine et de la lysine qui sont deux acides aminés absents
du milieu nutritionnel des pucerons des céréales. L’étude porte sur des bactéries
issues de pucerons élevés sur des plantes présentant des taux en acides aminés
favorables et défavorables (d’après la définition de Telang et al., 1999).
L’étude semble montrer une faible différence d’expression entre les deux types
de plantes sur lesquelles les pucerons ont été élevés, mais aucune valeur n’est
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explicitée. L’auteur avance plusieurs hypothèses pour expliquer ces résultats. Il
envisage une absence de régulation ou un biais éventuel lié à une forte hétéro-
généité dans la population bactérienne. En effet, les pucerons en plus de leur
propre population, dite maternelle, de bactéries symbiotiques, contiennent une
forte densité de bactéries dans les embryons (cf. 1.2.13). Enfin il n’exclut pas la
possibilité d’une régulation assurée par un transport actif d’acides aminés par
l’hôte lui-même. Il convient certainement d’attendre la publication de cette
étude (les résultats n’ont pour l’instant fait l’objet que d’une présentation lors
d’un colloque). De plus les auteurs ne semblent pas maîtriser et connaître par-
faitement la composition de la sève des plantes utilisées.

Les processus régulant la synthèse des acides aminés essentiels sont-
ils forcément visibles dans le génome de Buchnera ? Si la synthèse des acides
aminés essentiels est limitée par le substrat, c’est-à-dire si elle est régulée par
l’approvisionnement en précurseurs, alors la réponse sera négative. Cependant,
une régulation de la biosynthèse des acides aminés essentiels chez Buchnera
par la production semble peu cohérente avec son mode de vie symbiotique. Il
serait sans doute plus « intéressant » pour le symbiocosme que la production en
acides aminés essentiels soit contrôlée par la fourniture en précurseurs. Par ail-
leurs, les gènes de la biosynthèse des acides aminés sont fortement exprimés
chez Buchnera (Baumann et al., 1999). Or une modélisation de la dynamique
des voies métaboliques chez Escherichia coli a montré que la régulation est po-
sitive pour des niveaux élevés d’expression des gènes et négative pour des ni-
veaux faibles (Neidhart et al., 1996). Cet argument laisse envisager un contrôle
non pas négatif, mais positif de la synthèse d’acides aminés chez Buchnera.

Ainsi, le contrôle de l’expression des gènes de la biosynthèse des aci-
des aminés reste encore une énigme chez Buchnera. Il est vrai que les caracté-
ristiques du génome rendent la recherche des éléments de régulation difficile et
que seules quelques expériences ont été réalisées pour étudier spécifiquement
cette régulation chez Buchnera. Mais, même si les éléments traditionnels de ré-
gulation sont réellement absents, le mode de vie particulier de Buchnera laisse
envisager que les mécanismes mis en œuvre pour la régulation de la biosyn-
thèse des acides aminés puissent être différents de ceux qui existent chez les
autres bactéries.

1.2.234 Et si la réponse était ailleurs ?

Certains auteurs ont émis l’hypothèse que le génome « dégénéré » de
Buchnera n’est plus capable d’assurer la régulation de l’expression de ses gè-
nes. C’est sans doute sous-estimer la diversité des systèmes de régulation mis
en place au cours de l’évolution chez les organismes vivants. Sans remettre en
cause les mécanismes de régulation transcriptionnelle mis en évidence chez
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tous les organismes et tout particulièrement chez les bactéries, ce constat sug-
gère l’existence possible de systèmes de régulation chez Buchnera différents
des systèmes classiques qui sont connus chez les autres bactéries. Il existe déjà
quelques exemples de mécanismes alternatifs moins complexes à mettre en œu-
vre et sans doute plus rapides que les systèmes indirects nécessitant la mise en
œuvre de molécules régulatrices. Il ne s’agit pas de dresser ici une liste exhaus-
tive de tous les mécanismes possibles de régulation mais simplement de mon-
trer qu’il existe une grande variété de systèmes de régulation pouvant être utili-
sés en fonction des circonstances par les bactéries.

Le mécanisme de régulation le plus élémentaire concerne les varia-
tions du surenroulement négatif de la chromatine sur les nucléosomes. En effet,
le chromosome bactérien d’Escherichia coli est mille fois plus long que la cel-
lule, impliquant la formation de boucles dont les ouvertures permettant la trans-
cription peuvent être indépendantes. Plusieurs mécanismes sont possibles et ont
été observés chez Escherichia coli. Le surenroulement négatif de l’ADN est
maintenu par les gyrases (Westerhoff et al., 1988) dont l’activité dépend forte-
ment du rapport de concentration entre ATP et ADP, rapport qui est directement
impliqué dans les phénomènes métaboliques. Par ailleurs, l’acétylation des
histones en relaxant le surenroulement permet l’activation de l’expression des
gènes (Sheridan et al., 1998). Enfin les régions riches en AT déstabilisent le su-
renroulement, ce qui faciliterait l’expression des gènes correspondants. Ce su-
renroulement joue un rôle important dans les modifications de l’expression des
gènes chez Escherichia coli au cours de la croissance (Kusano et al., 1996) ou
du stress osmotique (Higgins et al., 1988). Des mutations touchant les gènes
codant pour les topoisomérases aboutissent d’ailleurs à des modifications du su-
renroulement de l’ADN qui affectent les niveaux de l’expression d’un grand
nombre de protéines (Steck et al., 1993).

Il est possible que ce type de mécanisme joue un rôle chez Buchnera.
En effet, Nakabachi et Ishikawa (2000) ont montré que les cellules de Buchnera
contiennent un quantité importante de polyamine sous forme de spermidine. Les
polyamines sont des cations organiques qui interviennent dans une grande va-
riété de processus biologiques et sont probablement impliquées dans la régula-
tion des différents niveaux de condensation de la chromatine chez les eucaryo-
tes (Matthews, 1993). Les polyamines semblent également intervenir dans les
phénomènes de liaisons spécifiques à l’ADN et jouent sans doute un rôle im-
portant dans les phénomènes de régulation de la structure tertiaire des génomes
tant chez les eucaryotes que chez les procaryotes (Feuerstein et al., 1991). Or la
bactérie n’a pas la capacité de synthétiser les polyamines. Elle possède seule-
ment les gènes (speD et speE) qui permettent de convertir la putrescine en
spermidine. Il semble donc que l’hôte fournisse à Buchnera des polyamines
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sous forme de putrescine que la bactérie convertit en spermidine. Une étude a
en effet mis en évidence une abondante production de S-adénosylméthionine
décarboxylase (SAMDC) dans le cytoplasme des bactériocytes des pucerons
jeunes (Nakabachi et Ishikawa, 2001). Cette enzyme catalyse une des étapes li-
mitantes de la biosynthèse des polyamines chez les eucaryotes. Par ailleurs,
même en l’absence d’un rôle de la spermidine, le mécanisme d’enroulement et
d’ouverture de la chromatine permettant la transcription des gènes pourrait être
assuré par les chaperonnes. Or la chaperonne GroEL est produite de façon
constitutive et à un niveau élevé chez Buchnera (Sato et Ishikawa, 1997), (cf
1.2.232).

Si tel est le cas, la polyploïdie offrirait alors une régulation extrême-
ment fine à ce mécanisme de régulation. En effet, si la régulation la plus évi-
dente semble en général l’adaptation du nombre de copies d’ARN messager
dans la cellule, rien n’empêche d’imaginer que cette variation soit réalisée di-
rectement au niveau du génome avec un phénomène de polyploïdie, tout comme
elle est possible au niveau du protéome par des phénomènes de régulation post-
traductionnelle ou par la régulation des activités enzymatiques (Schaechter,
2001).

Par ailleurs, toujours en ce qui concerne la structure du génome, il est
possible que la distance entre gènes impliqués dans une même voie métabolique
le long du chromosome permette leur régulation commune en fonction du re-
pliement du chromosome. Cette régulation ne nécessiterait donc que très peu
d’opérons. Cette organisation périodique de la transcription a été mise en évi-
dence chez la levure (Kepes, 2003) mais également chez Escherichia coli
(Kepes, 2004).

Évidemment, ces mécanismes alternatifs de régulation, complètement
spéculatifs, ne remettent pas en cause la possibilité d’une régulation à un niveau
transcriptionnel. Il est tout à fait possible que des éléments de régulation n’aient
pas encore été découverts dans le génome de Buchnera ou que les gènes de
Buchnera ne possèdent pas les mêmes fonctions que ceux de l’actuelle Escheri-
chia coli. En effet, de nombreux gènes codent pour des protéines hypothétiques
dans le génome de Buchnera. Par ailleurs, l’exemple du gène ftsZ conforte
l’hypothèse que certains des gènes de Buchnera jouent peut-être un rôle diffé-
rent de celui qui a été attribué aux gènes homologues d’Escherichia coli. Ce
gène, impliqué dans la division cellulaire est responsable de la séparation de la
cellule mère en deux cellule filles chez Escherichia coli. Bien que ce gène pré-
sente une forte analogie chez Buchnera, son introduction chez des mutants
d’Escherichia coli aboutit à la formation de cellules allongées mais pas à leur
séparation (Baumann et Baumann, 1998). De plus il n’existe actuellement au-
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cun doute sur le fait que de nombreuses protéines sont impliquées dans diffé-
rentes activités physiologiques. Ainsi, la protéine RecA assure par exemple le
rôle de recombinase ou de coprotéase selon les circonstances (Schaechter,
2001). Dans les mitochondries de levure, la chaperonne Hsp60, analogue de la
protéine GroEL de Buchnera, est par ailleurs capable de se fixer sur l’ADN
mitochondrial pour activer la réplication (Kaufman et al., 2000). Hall et al.
(2004) ont également montré qu’une enzyme mitochondriale impliquée dans la
biosynthèse de l’arginine était capable de réguler directement l’expression des
gènes dans le compartiment mitochondrial mais aussi dans le noyau de la cel-
lule. Chez Buchnera, il est également possible que les pseudogènes aient un
rôle dans la régulation de l’expression des gènes qui leur sont associés, comme
cela a déjà été montré chez la Souris (Hirotsune et al., 2003). Et même en
l’absence d’éléments de régulation, il est toujours possible d’imaginer une ré-
gulation basée sur une variation non pas de la synthèse mais de la dégradation
des ARN messagers.

Enfin les mécanismes de régulation pourraient être situés à l’extérieur
de Buchnera, c’est-à-dire assurés par le puceron, comme c’est le cas pour les
mitochondries ou les plastes et les cellules qui les abritent. Aucune donnée
n’est actuellement disponible concernant la présence de gènes de Buchnera
dans le génome du puceron, bien que le transfert des gènes ilvA et metC vers le
noyau du puceron soit une explication possible de la capacité de Buchnera à
synthétiser respectivement l’isoleucine et la méthionine (cf 1.2.221). De même
des éléments de régulation pourraient être localisés dans le noyau du puceron.
Enfin, en ce qui concerne la régulation de la synthèse des acides aminés essen-
tiels chez Buchnera, aucune étude ne peut écarter la possibilité d’une régulation
par le puceron de la fourniture des précurseurs via la membrane symbiosomale.

En conclusion, Buchnera présente toutes les caractéristiques de
l’endocytobiose, à tel point qu’il est parfois difficile de savoir s’il est encore
possible de parler d’individu ou s’il n’est pas préférable de parler d’organite.
D’un point de vue génomique, la bactérie a en effet perdu les gènes devenus
inutiles dans le milieu intracellulaire mais conservé ceux qui sont essentiels
pour la survie du puceron. D’un point de vue métabolique, il existe une forte
complémentarité avec son hôte. Quant à la régulation, elle reste encore une
énigme à décrypter.
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1.2.3 Le couple du point de vue de la problématique du
métabolisme des acides aminés

Malgré l’existence d’une grande diversité de types de symbiose,
Buchner (1965) est le premier a avoir proposé un rôle fonctionnel unique pour
l’ensemble des symbiotes. Leur « raison d’être », comme il l’écrit lui-même, est
l’approvisionnement de l’hôte en nutriments absents ou présents en quantité
très limitée dans le milieu nutritionnel, et que l’hôte est incapable de synthétiser
lui-même. Pour avancer cela, il s’appuie sur l’existence d’une étroite corréla-
tion entre le régime alimentaire des insectes et la présence des symbiotes. En
effet, les symbiotes sont généralement absents chez les insectes vivant sur des
milieux nutritionnels complets, mais existent chez ceux dont l’alimentation est
carencée. Ainsi les insectes carnivores sont dépourvus de symbiotes, alors que
les insectes qui se nourrissent de sang ou de la sève des plantes en possèdent.

Le couple formé par Buchnera et le puceron n’échappe pas à cette rè-
gle et de nombreuses études ont révélé que leur association était essentiellement
nutritionnelle. Et même si un rôle de recyclage de l’azote à partir de l’acide
urique a également été avancé pour Buchnera (Douglas, 1998 ; Whitehead et
al., 1992), la fonction principale du symbiote reste la synthèse des neuf acides
aminés essentiels pour le puceron. Cette fourniture endogène d’acides aminés
essentiels est cruciale pour le puceron, car dans le phloème les ratios acides
aminés essentiels : acides aminés non essentiels sont compris entre 1 : 3 et 1 :
10 alors que ce ratio est de 1 : 1 dans ses protéines. La nutrition des pucerons a
donc fait l’objet d’études utilisant des milieux nutritifs carencés et d’analyses
métaboliques avec incorporation de traceurs radioactifs. L’ensemble de ces étu-
des est basé sur la comparaison de pucerons symbiotiques et aposymbiotiques.
Quelques travaux ont également été réalisés sur des préparations de bactéries
isolées, mais ils ne présentent que peu d’intérêt pour l’étude du couple symbio-
tique. En effet, bien que ces bactéries isolées soient viables quelques heures,
leur métabolisme est différent de celui des bactéries en symbiose, comme le
montre l’observation des différentes classes de protéines produites (Ishikawa,
1984).

1.2.31 Des études nutritionnelles
De nombreuses études nutritionnelles ont été réalisées par

l’élimination d’un acide aminé du milieu nutritif des pucerons. Ces expériences
sont réalisées sur différents milieux dépourvus successivement de chacun des
vingt acides aminés pour des pucerons symbiotiques et pour des pucerons apo-
symbiotiques.
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La première étude réalisée chez le puceron Myzus persicae (Mittler,
1971) montre que les pucerons symbiotiques supportent toutes les carences,
hormis l’absence de méthionine en raison de ses propriétés phagostimulantes.
En revanche, les pucerons aposymbiotiques ont besoin de tous les acides ami-
nés essentiels, montrant le rôle des bactéries symbiotiques dans la fourniture
des acides aminés essentiels.

La croissance de larves de pucerons a ensuite été étudiée chez le puce-
ron Acyrthosiphon pisum sur milieu équilibré puis déséquilibré en acides ami-
nés essentiels. Les résultats montrent que les larves aposymbiotiques ont une
croissance deux fois plus rapide sur milieu équilibré (c’est-à-dire sur un milieu
dont la composition permet d’assurer une croissance normale des pucerons)
alors que les larves symbiotiques ont une croissance identique sur les deux mi-
lieux (Prosser et Douglas, 1992). Cependant même sur un milieu parfaitement
équilibré, les performances des pucerons aposymbiotiques et symbiotiques ne
sont jamais comparables, ce qui suggère que la compensation du milieu nutri-
tionnel ne peut pas remplacer Buchnera (Prosser et al., 1992).

1.2.32 Des études métaboliques
Les études métaboliques sont toutes basées sur des analyses biochimi-

ques utilisant des marqueurs radioactifs.
Une première expérience basée sur l’utilisation d’acides aminés mar-

qués au 14C a permis de comparer le devenir des acides aminés chez des puce-
rons symbiotiques et aposymbiotiques élevés sur milieu équilibré et déséquili-
bré en acides aminés. Les résultats montrent que les pucerons aposymbiotiques
conservent un profil d’acides aminés libres déséquilibré, contrairement aux pu-
cerons symbiotiques qui sont capables de reconstituer un profil « normal »
(Liadouze et al., 1995). Une expérience complémentaire menée sur des milieux
contenant des quantités variables d’acides aminés montre que les pucerons
n’adaptent pas leur assimilation en fonction du milieu (Wilkinson et Ishikawa,
1999). Ces expériences suggèrent une éventuelle régulation de l’apport en aci-
des aminés par une productivité différentielle de Buchnera. Par ailleurs, la
synthèse de trois acides aminés essentiels (thréonine, isoleucine et lysine) a été
mise en évidence chez les pucerons symbiotiques (Febvay et al., 1995) à partir
du carbone des acides aminés libres non essentiels (Liadouze et al., 1996).

L’étude du devenir du glutamate marqué au 14C révèle que ce dernier
joue un rôle primordial dans la synthèse des acides aminés. Cette constatation
est d’autant plus intéressante que d’autres expériences montrent que le gluta-
mate semble être le principal composé nutritionnel apporté à Buchnera
(Whitehead et Douglas, 1993b ; Febvay et al., 1995 ; Sasaki et Ishikawa, 1995).
Des expériences ont montré qu’il pénètre dans les bactériocytes où il représente
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30 % des acides aminés totaux (Whitehead et al., 1992). Par ailleurs, la gluta-
mine entre également dans les bactériocytes à l’aide d’une enzyme, la gluta-
myltranspeptidase (Sasaki et Ishikawa, 1993) et la réaction de désamination de
la glutamine en glutamate existe dans les bactériocytes (Sasaki et Ishikawa,
1995). Le puceron fournit divers autres acides aminés non essentiels à la bacté-
rie dont la valine, la proline et surtout l’aspartate (Whitehead et Douglas,
1993b) qui s’accumulent chez le puceron aposymbiotique (cf. Figure A.1.5).
L’aspartate aminotransférase, une enzyme responsable de la désamination de
l’asparagine en aspartate, est en effet surproduite chez les pucerons (Nakabachi
et Ishikawa, 1997) et l’aspartate est converti en glutamate dans les bactériocy-
tes (Febvay et al., 1995).

Enfin, le devenir du saccharose, composé majoritaire du phloème, a
également été étudié. Une expérience réalisée sur un milieu contenant du sac-
charose marqué au 14C, montre ainsi que chez les pucerons symbiotiques la ra-
dioactivité est incorporée dans tous les acides aminés composant les protéines.
La même étude réalisée sur des pucerons aposymbiotiques montre en revanche
que les acides aminés essentiels ne contiennent pas de 14C radioactif. Les ré-
sultats complets de cette étude indiquent que, chez les pucerons symbiotiques,
le saccharose participe à la synthèse de pratiquement tous les acides aminés
(sauf l’histidine et l’arginine) par l’intermédiaire des voies de la glycolyse
(Febvay et al., 1999).

L’ensemble de ces études tant nutritionnelles que métaboliques a per-
mis de définir un premier modèle des voies de biosynthèse des acides aminés
pour le couple formé par Buchnera et son hôte (cf. Figure A.1.5). La bactérie
est capable de synthétiser les acides aminés qui sont essentiels pour son hôte
mais elle a besoin de plusieurs acides aminés non essentiels et principalement
de glutamate et d’aspartate qui sont probablement importés du cytoplasme de
l’hôte (Zientz et al., 2001).
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Figure A.1.5 Modèle des interactions existant entre Buchnera et son hôte pour le

métabolisme des acides aminés. Buchnera est capable de synthétiser les acides ami-

nés qui sont essentiels pour son hôte (en rouge) et semble avoir besoin de plusieurs

acides aminés non essentiels (en bleu). Parmi ces acides aminés, les deux principaux

sont l’aspartate et le glutamate (en rose) (d'après Zientz et al., 2001).

1.2.4 Un couple ou un mariage à trois ?

Les populations naturelles de puceron du pois hébergent Buchnera qui
en tant que symbiote primaire et obligatoire contribue directement à leur survie
en leur fournissant les acides aminés essentiels absents de leur milieu nutritif.
Mais les pucerons hébergent aussi fréquemment de nombreuses bactéries se-
condaires (Fukatsu et al., 2000 ; Tsuchida et al., 2002), (cf. Figure A.1.6). Ces
γ-protéobactéries sont de cinq types : le type R (PASS), le type T (PABS), le
type U (PAUS), Rickettsia (PAR) et Spiroplasma (Haynes et al., 2003).
Contrairement à Buchnera, elles peuvent être transmises de façon horizontale
(Sandstrom et al., 2001). Elles semblent impliquées dans des rôles spécifiques,
comme celui de permettre une meilleure tolérance des pucerons aux températu-
res élevées (Montllor et al., 2002) et une résistance à certains parasitoïdes
d’Hyménoptères. Elles semblent également permettre aux pucerons d’exploiter
une plus large gamme de plantes hôtes (Tsuchida et al., 2004).
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Figure A.1.6 Distribution des symbiotes primaires PASS (en rouge) et secondaires

(en vert) chez un embryon de puceron du pois (image obtenue par FISH et observa-

tion au microscope à transmission), (Koga, R., communication personnelle).

Buchnera est vulnérable aux températures élevées. Lorsque les puce-
rons sont soumis à des températures supérieures à 30 °C, ils ne sont plus capa-
bles de se reproduire et les bactéries Buchnera meurent. Une infection avec des
PASS améliore la reproduction des pucerons en conditions de stress thermique
(Montllor et al., 2002), ce qui laisse envisager que les bactéries secondaires
sont capables de compenser la déficience de Buchnera lorsque la température
est élevée. La fonction des bactéries secondaires serait alors de favoriser la sur-
vie des pucerons durant la saison d’été (Koga et al., 2003).

Ces bactéries secondaires sont peut-être en compétition avec Buchnera
tant pour les ressources que pour l’espace disponible ou, au contraire, coopèrent
pour la fourniture de nutriments aux pucerons. Des interactions symbiotes-
symbiotes et symbiotes-hôte existent donc au sein d’un super système symbio-
tique. Cependant les bases physiologiques de ces interactions n’ont été que peu
étudiées jusqu’à présent. Des études ont montré que des pucerons rendus apo-
symbiotiques présentent une extraordinaire prolifération de micro-organismes
(Nakabachi et al., 2003) et qu’une infection par des symbiotes secondaires
permet la survie et la reproduction des pucerons aposymbiotiques sur plusieurs
générations (Koga et al., 2003). Il semble en effet qu’en l’absence de Buchnera,
les bactéries symbiotiques secondaires colonisent les bactériocytes et soient ca-
pables d’assumer le rôle des symbiotes primaires, établissant ainsi un nouveau
système symbiotique. Pour d’autres auteurs, ces symbiotes secondaires pallient
les fonctions déficientes de Buchnera, notamment dans les lignées où le gé-
nome de Buchnera est extrêmement réduit. Ils avancent pour preuve la grande
quantité de symbiotes secondaires dans ces lignées de pucerons (Chen et al.,
2000).
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Le puceron et Buchnera forment bien une entité biologique, cependant
les expériences précédentes montrent que d’autres bactéries peuvent potentiel-
lement remplacer Buchnera. Nul n’est irremplaçable, et pas même un symbiote
obligatoire ! C’est ce qu’illustre l’exemple des pucerons appartenant au groupe
des Cerataphidini chez lesquels les bactéries Buchnera ont été complètement
perdues et remplacées par un symbiote ascomycète (Fukatsu et Ishikawa, 1996).

Même si certains auteurs ont suggéré que la bactérie Buchnera pourrait
à terme être remplacée par un nouveau symbiote (Moran et Baumann, 1994 ;
Von Dohlen et al., 2001), l’acquisition de symbiotes secondaires ayant des rô-
les biologiques variés semble surtout destinée à compléter ceux que le symbiote
primaire ne peut pas assurer. Il est tentant de comparer ce phénomène à celui de
la duplication génique qui offre au gène dupliqué la capacité d’évoluer vers de
nouvelles fonctions car les contraintes fonctionnelles restent assumées par le
gène original. De la même façon, dans le super système symbiotique, les sym-
biotes secondaires offrent une ouverture vers de nouvelles fonctions biologi-
ques alors que le symbiote primaire est maintenu. L’endocytobiose est une
source d’innovation importante pour l’évolution (cf.1.1.33) et les symbiotes fa-
cultatifs le prouvent en apportant un ensemble de nouveaux gènes au couple
initial (Margulis et Fenster, 1991).

1.3 Les objectifs de la thèse du point de vue biologique
Presque cent ans après les premières observations de Buchner, il ne

fait plus aucun doute que Buchnera fournit à son hôte les acides aminés essen-
tiels absents de son milieu nutritionnel. En revanche, la régulation de
l’expression des gènes chez Buchnera, et tout particulièrement de l’expression
des gènes responsables de la biosynthèse des acides aminés reste encore au-
jourd’hui une énigme. Certains auteurs considèrent la stabilité de
l’environnement de Buchnera comme une raison suffisante pour expliquer
l’absence de systèmes de régulation (Goebel et Gross, 2001). Mais même s’il
est possible de souscrire à la vision de Buchnera comme organite (Andersson,
2000), il n’est pas nécessaire d’en conclure que le génome de Buchnera est
complètement dégénéré. Les chloroplastes et les mitochondries sont en effet
encore capables de réguler l’expression de leurs gènes en fonction des besoins
de leur cellule hôte. Enfin, si l’association existe avec succès depuis plus de
200 millions d’années (Tamas, 2002), c’est probablement que le génome de
Buchnera est loin d’avoir révélé toutes ses possibilités.

Le développement de la génomique a conduit à l’émergence de nou-
velles technologies, comme les puces à ADN, qui permettent d’appréhender si-
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multanément l’expression de l’ensemble des gènes d’un organisme par l’étude
de son transcriptome (Covacci et al., 1997). Les puces à ADN ont acquis leur
notoriété en permettant l’identification des gènes d’organismes modèles répon-
dant de façon extrême à des traitements extérieurs, comme l’ont montré les re-
cherches sur le cancer. Cependant les progrès du séquençage associés à la
baisse des coûts des expériences (Gibson, 2002) ont permis aux puces à ADN
de faire récemment leur apparition dans tous les domaines de la biologie et no-
tamment dans ceux de la physiologie et l’écologie (Ye et al., 2001). Des puces
ont ainsi été développées ces dernières années pour étudier les interactions
complexes entre hôte et bactéries (Cummings et Relman, 2000 ; Kato-Maeda et
al., 2001).

Dans ce contexte récent, la problématique biologique de cette thèse est
de lever une partie de l’énigme de la régulation des gènes chez Buchnera.
Compte tenu du rôle de la bactérie dans l’association symbiotique avec le puce-
ron, l’étude du métabolisme global des acides aminés par la technologie des pu-
ces à ADN semble offrir un cadre idéal pour poser cette question. Pour cela,
une étude de l’expression des gènes de Buchnera issues de pucerons élevés sur
des milieux nutritionnels contenant des quantités variables d’acides aminés a
donc été réalisée. Ce travail est en quelque sorte une façon nouvelle d’aborder
la symbiose. La combinaison des précédentes études nutritionnelles et de cette
étude est en effet un premier pas vers la compréhension globale des interactions
du système symbiotique puceron - bactérie.
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2
2 Contexte méthodologique

Les puces à ADN de A à Z (ou
presque)

2.1 Introduction
Loin de correspondre à une technique unique, les puces à ADN re-

groupent un ensemble très divers de méthodes et de technologies. L’objectif de
cette partie n’est donc pas de présenter une liste exhaustive des méthodologies
qui sont en constante évolution, mais plutôt de mettre en évidence les étapes es-
sentielles de la conception et de l’utilisation des puces à ADN. Leur description
concerne principalement l’analyse du transcriptome, qui est au centre de notre
problématique. De plus, compte tenu de l’immense quantité d’informations dis-
ponibles, certains aspects ont été volontairement limités, en raison de notre
problématique biologique, aux particularités concernant les modèles bactériens.
Les nombreuses étapes de la technologie des puces à ADN sont à l’origine
d’une variabilité expérimentale qui peut affecter la qualité des résultats (Nadon
et Shoemaker, 2002) et qu’il est essentiel de prendre en compte (Leung et Ca-
valieri, 2003). Ces sources de variabilité sont donc également décrites et discu-
tées au sein des différentes paragraphes.

2.1.1 Historique

Les premières puces à ADN sont apparues en 1993, mais leur concept
date de 1987 (cité dans Bellis et Casellas, 1997). Suite logique aux anciennes
méthodes de northern blotting (Alwine et al., 1977) et d’expression différen-
tielle (Liang et Pardee, 1992), la technologie des puces à ADN est basée sur le
principe d’hybridation développé par Southern (1974). Ce principe stipule que
deux fragments d’acides nucléiques complémentaires peuvent s’associer et se
dissocier de façon réversible sous l’action de la chaleur et de la concentration
saline du milieu. Il s’agit simplement d’une miniaturisation du système classi-
que de reverse dot blot (Lennon et Lehrach, 1991) qui a vu le jour grâce à une
technologie pluridisciplinaire intégrant l’électronique (techniques de dépôt), la
chimie (préparation des lames et greffes des sondes oligonucléotidiques ou



Partie A
Étude bibliographique / Contexte méthodologique
Les puces à ADN de A à Z (ou presque)

90

synthèse in situ), l’analyse d’images (acquisition des données) et l’informatique
(interprétation des données). Depuis leur apparition, les puces à ADN suscitent
un intérêt inversement proportionnel à leur taille, avec pour preuve l’explosion
du nombre de publications qui leur sont dédiées depuis 2001 (cf. Figure A.2.1).

Figure A.2.1 Nombre de publications concernant les puces à ADN de 1994 à 2004

(d’après la base Entrez-PubMed
4
, mots-clés : microarray* ou DNA chip*).

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

4http://www4.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/.
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Aujourd’hui ces trois distinctions n’ont plus vraiment lieu d’être,
d’autant plus que ces techniques sont utilisées de façon croisée, comme le
montre l’exemple de puces à ADN utilisant des produits PCR et des cibles ra-
dioactives. Les terminologies « puce à ADN » et « microarray » sont donc em-
ployées de façon indifférente. Les termes de « biopuce » ou « microréseau »
sont également employés dans la littérature française.

2.1.2 Principe des puces à ADN et analyse du transcriptome

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

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

L’analyse du transcriptome nécessite de mesurer les niveaux
d’expression des gènes. Cette mesure peut être réalisée par une évaluation ab-
solue de l’expression des gènes. Ce type de mesure est réservé aux puces com-
mercialisées par la société Affymetrix qui sont conçues de façon un peu particu-
lière. Pour chaque gène, une série de dix à vingt sondes, réparties sur toute la
séquence du gène, est représentée sur la lame. À chacune de ces sondes PM
(Perfect Match) est associée une sonde MM (MisMatch) dont la séquence est
identique à la séquence des sondes PM, excepté une mutation ponctuelle située
en position centrale. Cette sonde MM permet de quantifier la part du signal as-
pécifique (bruit de fond) associé à la sonde PM. Le calcul du niveau
d’expression d’un gène est relativement complexe, mais peut être considéré, en
première approximation, comme une moyenne pondérée des différences (PM-
MM) de chaque paire de sondes associées à ce gène (Chudin et al., 2002).
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Cependant, pour l’ensemble des puces qui sont classiquement utilisées
(et qui font l’objet de cette partie), l’étude du niveau d’expression des gènes est
basée sur la détermination des variations de niveau d’expression d’un orga-
nisme dans deux conditions différentes. Il s’agit donc d’une mesure différen-
tielle de l’expression des gènes. En pratique, pour réaliser cette mesure, les ci-
bles constituant deux échantillons d’étude sont marquées au moyen de deux
fluorochromes différents. Elles sont ensuite mélangées et hybridées sur la puce
(cf. Figure A.2.2). Après hybridation, la mesure des intensités des signaux de
fluorescence relatifs à chacun des fluorochromes permet finalement de calculer
pour chaque gène le rapport des intensités, qui évalue son expression différen-
tielle.

Ces deux types de mesures ne sont cependant pas complètement dis-
joints. En effet, contrairement à ce que laisse penser la description de ce prin-
cipe, les cibles marquées avec deux fluorochromes différents ne sont pas en
compétition pour se lier sur une même sonde car les sondes sont toujours en
large excès par rapport à la quantité de cibles qui est déposée. Une étude expé-
rimentale montre même que l’intensité du signal obtenu pour un fluorochrome
n’est pas affectée par la présence d’une cible marquée avec l’autre fluoro-
chrome ('T Hoen et al., 2004). Cette étude valide donc la possibilité de travail-
ler sur les signaux aussi bien que sur les rapports des intensités et autorise la
comparaison d’échantillons qui ne sont pas hybridés sur une même lame.

Basées sur ce principe, de nombreuses puces ont été développées avec
des jeux de sondes spécifiques pour étudier le transcriptome d’organismes di-
vers. Actuellement, des chercheurs essayent de concevoir une puce universelle
contenant des sondes qui représentent l’ensemble des combinaisons possibles
de séquences d’ADN. Le problème majeur est de définir la taille optimale des
sondes. Un modèle a été réalisé pour concevoir une puce dédiée à la fois à la
Souris et à la levure (Van Dam et Quake, 2002). Une première puce universelle
appelée UMAS (Universal Micro-Array System) a même vu le jour. Elle
contient pour sondes toutes les combinaisons possibles d’hexamères et son uti-
lisation combinée avec une étape enzymatique de fractionnement des cibles
permettrait de générer des profils d’expression pour n’importe quel organisme
(Roth et al., 2004).
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Figure A.2.2 Principe de la technologie des à puces à ADN. (A) Les séquences des

sondes sont déterminées de façon à optimiser leur spécificité et leur sensibilité. Les

sondes synthétisées sont déposées par un robot sur la surface de la lame selon un

plan défini. (B) Les ARNm sont extraits des échantillons biologiques à comparer, mar-

qués avec deux fluorochromes différents puis mélangés avant hybridation. (C) La lec-

ture des lames est réalisée avec un scanner (microscope à fluorescence) couplé à un

photomultiplicateur (PMT). (D) L’image est alors analysée de façon à quantifier le si-

gnal. Les données sont ensuite normalisées, analysées et interprétées.
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2.1.3 Des applications variées pour les puces

2.1.31 Des puces à ADN
Parallèlement à l’analyse des profils d’expression, les puces à ADN

offrent la possibilité de réaliser des études très diverses.

2.1.311 Criblage de mutations

Le criblage de mutations, appelé aussi SNP pour Single Nucleotide
Polymorphism, repose sur la conception de puces à ADN capables d’analyser
chaque base d’une séquence connue. Pour cela les sondes sont organisées en
ensembles au sein desquels une séquence est strictement homologue à celle du
type sauvage alors que les autres sont caractérisées par une substitution de base
toujours localisée au milieu de la séquence (Ahrendt et al., 1999). Par exemple,
pour étudier une substitution de base, les sondes sont organisées en tétrades
dans lesquelles une des quatre sondes possède en position centrale la base ho-
mologue à celle de la séquence sauvage, alors que trois autres sondes contien-
nent les trois autres bases possibles.

2.1.312 Séquençage par hybridation

Une autre application des puces à ADN a été développée pour le sé-
quençage par hybridation. Son utilisation permet d’accélérer considérablement
le procédé. Le gène étudié est en effet considéré comme un ensemble de plu-
sieurs séquences chevauchantes dont la détermination simultanée puis
l’assemblage permettent de reconstituer la séquence (Hacia, 1999). La méthode
est également utilisée pour la vérification de génomes déjà séquencés par la
technique de Sanger.

2.1.313 Étude phylogénétique

Les puces peuvent également être utilisées dans les études phylogéné-
tiques et par exemple pour déterminer les distances génétiques qui existent en-
tre bactéries (Cho et Tiedje, 2001). La comparaison de plusieurs expériences de
puces montre qu’il est également possible d’identifier les niveaux d’expression
et les régulations de gènes orthologues chez différents organismes (Jimenez et
al., 2002).

Une extension logique de ce type d’étude est la recherche de certaines
fonctions chez des organismes dont le génome n’est pas connu. Une puce dé-
diée à Escherichia coli a par exemple été utilisée pour obtenir des informations
sur les gènes (et donc les fonctions associées) présents chez le symbiote de la
mouche tsé-tsé, très proche phylogénétiquement d’Escherichia coli (Akman et
Aksoy, 2001).
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2.1.314 Applications industrielles

Les puces trouvent également de nombreuses applications dans
l’industrie. Des puces conçues pour des cibles d’ARN ribosomiaux sont ainsi
utilisées pour identifier les souches pathogènes dans les hôpitaux. De même,
elles sont utilisées dans le secteur agro-alimentaire pour le contrôle qualité
(contrôle des micro-organismes utilisés dans certaines fabrications, détection
des séquences provenant d’organismes génétiquement modifiés) et pour
l’environnement (détection des agents infectieux dans l’alimentation, l’air ou
l’eau), (Guschin et al., 1997).

2.1.315 Caractérisation physique du génome

Deux techniques principales ont été développées pour étudier la carto-
graphie et les modifications du génome. La première est la méthode ChIP on
chip basée sur une technique d’immuno-précipitation de la chromatine (ChIP)
sur une puce contenant des régions intergéniques (on chip). Ce type de puce
permet de déterminer les sites de fixation d’une protéine sur l’ADN (Iyer et al.,
2001). L’ADN sur lequel sont fixées des protéines (essentiellement des facteurs
de transcription) est tout d’abord extrait, puis les protéines sont précipitées avec
des anticorps spécifiques. L’ADN est ensuite récupéré, marqué et hybridé sur la
puce (Lo et al., 2001 ; Robyr et al., 2002 ; Shannon et Rao, 2002).

La seconde méthode développée est appelée CGH (comparative geno-
mic hybridization). Ce type de puce est destiné à la comparaison des profils
d’hybridation génomique dans différentes conditions et permet de repérer
d’éventuelles duplications ou suppressions de séquences (Kallioniemi et al.,
1992 ; Pollack et al., 1999).

D’autres types de puces sont également conçues pour étudier les modi-
fications post-transcriptionnelles de l’ADN comme l’acétylation, la méthyla-
tion, la phosphorylation, et l’ubiquitination (Pollack et Iyer, 2002).

2.1.32 Et même des puces sans ADN !
Bien que les puces soient essentiellement utilisées avec des sondes

d’ADN, leur succès a ouvert la voie à de nouvelles applications. Aujourd’hui la
technologie des puces est utilisée pour obtenir une vision du protéome (puce à
protéines) et même accéder aux phénotypes cellulaires (puces à cellules).

 Étude du protéome

L’analyse du protéome n’a pas échappé au développement des puces
(De Wildt et al., 2000 ; Tyers et Mann, 2003). Pour observer directement et à
grande échelle la présence des protéines et leur activité, des puces à protéines
ont donc été conçues (Macbeath, 2002). Ces puces permettent de déterminer di-
rectement les concentrations en protéines et leur conformation spatiale, qui
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dans certains cas correspond à leur degré d’activité. Pour cela, des anticorps
spécifiques sont fixés dans des puits sur les puces. Ils permettent de piéger les
protéines présentes dans une certaine conformation. Ainsi, il est théoriquement
possible de comparer à grande échelle les concentrations de différentes protéi-
nes, et de séparer les formes actives et inactives de ces protéines. La principale
difficulté de cette technologie réside dans la production d’anticorps spécifiques
de chacune des protéines cellulaires (Zhu et al., 2000).

 Étude des phénotypes

Récemment la famille des puces s’est agrandie avec le développement
des puces à cellules appelées aussi puces à transfection. Les cellules sont pié-
gées sur une puce à l’aide d’anticorps spécifiques. Un ensemble de micro-
capillaires permet ensuite de véhiculer, via un liquide, les gènes utilisés pour la
transfection simultanée des lignées cellulaires présentes sur la puce. Une fois le
gène intégré dans le génome, la production de la protéine correspondante est
responsable d’un phénotype cellulaire directement observable. Pour cela, un
gène rapporteur est inséré dans le génome des cellules étudiées. Une première
expérience a été réalisée avec des ADNc (Ziauddin et Sabatini, 2001), et plus
récemment une autre étude a été menée en utilisant des ARN interférents (ARN-
si pour small interfering), (Baghdoyan et al., 2004).

2.2 Conception des puces à ADN
En dépit d’un principe relativement simple, il existe de nombreuses

possibilités de conception pour les puces à ADN (Freeman et al., 2000).
L’objectif de cette partie n’est pas de dresser un inventaire technique de
l’ensemble des possibilités existantes mais plutôt de présenter certains des as-
pects parmi les plus essentiels.

La fabrication de la lame sur laquelle sont déposées les sondes com-
bine des problèmes de chimie (traitement de la surface de la lame et fixation
des sondes) et de mécanique (dépôt des sondes sur la lame par un robot). Des
disfonctionnements sur ces différentes étapes peuvent conduire à des irrégula-
rités spatiales sur la lame qu’il est nécessaire de rechercher afin d’éliminer les
données correspondantes lors de l’analyse.

2.2.1 Le support d’hybridation

Certaines méthodes d’analyse utilisaient des sondes fixées sur un sup-
port bien avant l’apparition des puces à ADN, notamment dans le domaine des
tests de diagnostic. Cependant, ces supports ne permettent l’immobilisation que
d’un faible nombre de sondes, 96 pour les plaques de microtitration en plastique
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et une cinquantaine pour les bandelettes de nitrocellulose. Pour les puces, il
était donc nécessaire de disposer de supports de plus grande capacité. Par ail-
leurs, le choix d’un support est conditionné par ses propriétés physico-
chimiques, ou plus précisément, par l’adéquation de celles-ci avec les condi-
tions dans lesquelles la puce est placée lors de la fixation des sondes et lors de
son utilisation. Il est donc nécessaire, avant d’envisager l’emploi d’un support
particulier, de considérer des caractéristiques comme la stabilité au pH, la ré-
sistance physique ou la stabilité chimique ainsi que la capacité à fixer de façon
non spécifique les acides nucléiques (Matson et al., 1994). Une fois le support
choisi, sa surface est rendue réactive vis-à-vis de molécules « espaçantes » au
cours d’une première étape dite de fonctionnalisation. Ces molécules de taille
variable sont ensuite utilisées comme intermédiaires entre la surface et la
sonde. Elles permettent de s’affranchir des propriétés de surface des supports,
qui s’avèrent souvent gênantes pour la fixation des sondes comme pour
l’hybridation.

2.2.11 Les supports dits neutres

Le rôle des supports neutres est uniquement d’assurer la fixation opti-
male des sondes. Le verre est le support classiquement utilisé, principalement
pour son faible coût, son inertie et sa transparence qui facilite la détection par
fluorescence. Son utilisation nécessite une activation préalable de la surface par
fixation de dérivés du silane possédant des groupements actifs (comme des al-
déhydes) capables de générer des liaisons covalentes avec des nucléosides mo-
difiés (par ajout d’amine par exemple) situés à l’extrémité des sondes. D’autres
types de traitement de la surface peuvent être réalisés. Par exemple, la techni-
que dite d’impression d’ADN développée par Derisi et al. (1996) est basée sur
l’utilisation de lame de verre traitée à la poly-L-lysine pour former une surface
adhésive. Cependant, le verre présente deux inconvénients. D’une part, la den-
sité des plots reste faible (Hoheisel et Vingron, 2000) et d’autre part, la fixation
des sondes fait généralement intervenir des interactions de charges non cova-
lentes qui ne permettent pas de créer une liaison irréversible entre la surface et
la sonde. Les sondes sont donc partiellement éliminées de la surface lors de
l’étape de lavage, ce qui peut aboutir à une perte de sensibilité (Rogers et al.,
1999 ; Schena et al., 1996). Pour pallier ce problème, des équipes et des entre-
prises de biotechnologies ont développé des lames de verre dont la surface est
recouverte de couches de polymères permettant la fixation covalente des son-
des. Le laboratoire IFOS de l’Ecole Centrale de Lyon a par exemple mis au
point des puces très résistantes aux lavages en utilisant une monocouche d’un
polymère d’aminopropyl triéthoxysilane (ATPS) (Dugas et al., 2004).
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D’autres supports comme les gels de polyacrylamide peuvent égale-
ment être employés. Ce type de support est utilisé dans les puces appelées MA-
GIChip (MicroArrays of Gel Immobilised Compounds on a Chip) (Guschin et
al., 1997 ; Yershov et al., 1996). Le polyacrylamide est un support stable qui ne
génère qu’un faible bruit de fond pour la détection par fluorescence. De plus, la
méthode permet de multiplier par cent la densité de sondes. Sa seule limite reste
l’accessibilité des sondes situées à l’intérieur du gel (Proudnikov et al., 1998).
Des membranes de nylon (Bertucci et al., 1999 ; Cao et al., 2002) ou encore le
polypropylène sont également utilisés comme support.

2.2.12  Les supports dits actifs
Comme les supports neutres, les supports actifs permettent la fixation

des sondes et l’hybridation des séquences cibles, mais ils interviennent égale-
ment dans l’acquisition du signal. Ils ne facilitent pas seulement la transduction
par leurs propriétés physiques, comme le verre avec sa transparence, mais
jouent un véritable rôle de vecteur du signal. Les supports les plus souvent uti-
lisés sont le silicium, les électrodes de carbone, les fibres optiques (Lee et Walt,
2000) et l’or qui, en tant que métal conducteur et inoxydable, peut intervenir
dans un mode de transduction électrochimique ou optique (Beattie et al., 1993).

2.2.2 Les sondes

2.2.21 Différents type de sondes
Les sondes greffées ou synthétisées peuvent être de différentes tailles

en fonction de la problématique biologique, des contraintes expérimentales et
des moyens disponibles. La détermination de leur séquence nécessite une ana-
lyse bioinformatique de façon à optimiser à la fois les paramètres de spécificité
(unicité des sondes dans le génome) et les paramètres thermodynamiques (sta-
bilité de l’hybride formé) dont l’ensemble des aspects est discuté dans le cha-
pitre suivant.

Le criblage de mutation ou génotypage nécessite l’utilisation de son-
des courtes (15-20 pb) (Lindblad-Toh et al., 2000a ; Lindblad-Toh et al.,
2000b). Elles se caractérisent par une spécificité très forte (une seule base de
différence entre la cible et la sonde suffit, en théorie, à interdire l’hybridation)
et une sensibilité faible. Un des verrous technologiques de ces puces reste la
possibilité d’effectuer des mesures quantitatives. La technologie Affymetrix uti-
lise également des sondes courtes pour l’analyse de l’expression de gènes mais
en multipliant le nombre de sondes par gène (cf. 2.1.2).



Partie A
Étude bibliographique / Contexte méthodologique
Les puces à ADN de A à Z (ou presque)

99

L’analyse du transcriptome est basée sur l’utilisation de deux types de
sondes. Les premières sont les sondes oligonucléotidiques moyennes (30-70 pb)
qui allient à la fois des qualités de spécificité et de sensibilité. Les secondes
sont des fragments d’ADNc entiers issus d’une amplification par PCR (100 à
500 pb). Ces sondes offrent une sensibilité maximale, mais possèdent, en théo-
rie, une spécificité plus faible que les précédentes.

Il existe cependant peu de travaux expérimentaux comparant les son-
des d’ADNc et les oligonucléotides (Holloway et al., 2002). D’un point de vue
purement technique, les solutions de sondes d’ADNc présentent une viscosité
élevée qui peut compliquer le procédé de fabrication des puces à ADN (Tomiuk
et Hofman, 2001). Par ailleurs, il a été démontré sur les puces contenant des
sondes d’ADNc que seules 10 à 20 % des sondes sont disponibles pour
l’hybridation contre 20 à 50 % pour les puces à oligonucléotides ('T Hoen et al.,
2004). Des phénomènes de compétition entre cibles peuvent donc exister au
sein des plots pour lesquels les transcrits sont en concentration élevée (Stillman
et Tonkinson, 2001), et ceci d’autant plus que les plots de sondes d’ADNc pré-
sentent des variations de concentration plus importantes que les plots de sondes
oligonucléotidiques (Hessner et al., 2003).

D’un point de vue qualitatif, aucune différence de sensibilité n’a été
observée lors de la comparaison de l’utilisation de sondes oligonucléotidiques
(50 mers) et de sondes PCR (Kane et al., 2000). Cependant, en ce qui concerne
la spécificité du signal, l’utilisation de sondes oligonucléotidiques présente plu-
sieurs avantages. Le premier concerne la possibilité de choisir une région spéci-
fique pour chacun des transcrits et dépourvue de séquences répétées favorisant
les hybridations aspécifiques (Gerhold et al., 1999 ; Lipshutz et al., 1999). De
plus, chez les eucaryotes supérieurs beaucoup de gènes possèdent des variants
en fonction de l’épissage alternatif, et la possibilité de détecter spécifiquement
ces transcrits avec des sondes oligonucléotidiques est d’une grande utilité
(Kane et al., 2000). Un second avantage concerne la possibilité de choisir des
sondes oligonucléotidiques présentant des caractéristiques similaires et opti-
males. Cela permet d’obtenir un comportement d’hybridation comparable pour
l’ensemble des cibles étudiées, contrairement aux sondes d’ADNc, qui sont fré-
quemment de taille variable, ce qui peut impliquer des différences dans les ci-
nétiques d’hybridation (Tomiuk et Hofman, 2001).

2.2.22 Les sondes de contrôle
Compte tenu de la complexité des protocoles expérimentaux mis en

œuvre pour les puces à ADN, il est indispensable d’ajouter des sondes dites de
contrôle aux sondes représentant les gènes d’intérêt. Différents types de té-
moins peuvent être déposés sur les puces à ADN. Les premiers sont les témoins
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négatifs qui peuvent correspondre à des plots contenant du tampon ou à des
sondes qui ne sont pas capables de s’hybrider avec les cibles de l’échantillon.
Ils permettent d’estimer le bruit de fond sur la puce (Selinger et al., 2000). Des
témoins d’hybridation aspécifique peuvent être ajoutés. Ils correspondent à des
sondes dont les séquences diffèrent de celles des gènes étudiés pour seulement
une ou plusieurs bases situées en position centrale. Les hybridations observées
sur l’un de ces témoins témoignent de phénomènes d’hybridation non spécifi-
que dont il est nécessaire de tenir compte pour l’analyse des données (Wodicka
et al., 1997). Enfin, il est possible d’employer des témoins positifs qui pourront
être utilisés au cours de l’étape de normalisation. Leurs séquences correspon-
dent à des séquences provenant d’un autre organisme et qui sont absentes dans
le génome étudié (Schena et al., 1996). Les transcrits, correspondant à ces té-
moins positifs, sont synthétisés in vitro puis ajoutés à des concentrations diffé-
rentes et parfaitement connues aux transcrits de l’organisme étudié juste avant
la réaction de marquage.

2.2.3 Le plan de dépôt

La définition du plan de dépôt des sondes constitue un des aspects cri-
tiques de la conception des puces à ADN. La répartition des plots sur la lame
peut en effet avoir un impact important sur l’étape d’analyse des résultats
(Yang et al., 2002b). Il est donc essentiel d’accorder une grande importance au
choix du plan de dépôt des sondes. Dans l’idéal, chaque lame d’un plan expéri-
mental devrait posséder un plan unique et aléatoire, compte tenu des biais po-
tentiels qui peuvent être induits par les arrangements réguliers (Fisher, 1951).
Cependant, les contraintes liées à l’utilisation de robots et la logistique de re-
connaissance des plots rendent impossible ce type de distribution aléatoire.
Bien qu’il soit nécessaire de ne pas oublier cette réalité, il est tout de même
possible d’optimiser le plan de dépôt des sondes. Pour cela, le dépôt d’une
même sonde sur la puce doit être répété, la meilleure solution étant évidemment
de disperser ces plots répétés sur la lame. Cela permet de limiter les problèmes
causés par les lavages ou les rayures sur la lame et offre la possibilité de
moyenner les données pour un gène (Lee et al., 2000).

2.2.4 L’adressage des sondes

L’adressage, pour reprendre une terminologie utilisée par les informa-
ticiens, est défini comme la capacité à fixer de façon précise une molécule sur
un site donné. Deux approches différentes existent pour la technologie des pu-
ces à ADN. Les sondes sont soit fixées après formation, soit synthétisées di-
rectement sur le support (synthèse in situ). Le choix de la méthode utilisée dé-
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pend des contraintes d’utilisation de la puce notamment en termes de diversité,
de densité et de pureté des sondes. Dans les deux cas cependant, il est essentiel
de déposer les sondes en excès par rapport à la concentration en cibles utilisée.
Il a en effet été montré que le signal d’hybridation n’est corrélé de façon li-
néaire avec la quantité d’ARNm que pour une concentration en sondes au moins
dix fois plus importante que celle en cibles (Lemieux et al., 1998).

2.2.41 La fixation de sondes synthétisées
Cette méthode d’adressage est utilisée pour les oligonucléotides de

synthèse ou des fragments d’ADNc. Elle peut s’effectuer à l’aide de différentes
techniques. La méthode la plus classiquement utilisée est une méthode mécani-
que. Les sondes sont fixées sur le support par un robot de dépôt dont la tête est
formée de plusieurs micropipettes appelées aiguilles de dépôt (cf. Figure A.2.3).
Cependant d’autres techniques, comme l’électrochimie sont également em-
ployées. Dans ce cas, la puce est composée d’un support en silicium où chaque
plot est recouvert d’une mini-électrode en or. Chaque sonde rejoint alors un
plot particulier lorsque les mini-électrodes sont mises successivement sous ten-
sion (Livache et al., 1994).

Figure A.2.3 Vue rapprochée des aiguilles d’un robot de dépôt.

2.2.42 La synthèse in situ
La synthèse in situ est réalisée par deux types de technologies. La

première est la photolithographie développée par la société Affymetrix. Elle
procède par dépôts de couches successives des quatre nucléotides sur un sup-
port en verre. Un masque, dont la configuration varie pour chaque couche dépo-
sée, assure une succession correcte des bases. Ce procédé extrêmement flexible
ne permet cependant pas d’analyser et de corriger les éventuelles erreurs de
synthèse (Mcgall et al., 1996). La surface de verre est recouverte d’un polymère
qui possède des groupements aminés protégés par un groupement photolabile.
La photodéprotection (lyse par la lumière) de ces groupements est réalisée à
travers un masque photolithographique qui permet d’exposer sélectivement les
groupes fonctionnels. Durant la synthèse des oligonucléotides, des déoxynu-
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cléosides possèdant un groupe protecteur photolabile à l’extrémité 5’ sont
ajoutés. Ils réagissent uniquement au niveau des sites qui ont été exposés à la
lumière lors de l’étape précédente (Heller, 2002). Ce processus répété avec dif-
férents masques permet de contrôler l’endroit et l’ordre d’addition des nucléoti-
des. Cette stratégie combinatoire permet de former un grand nombre de compo-
sés en un nombre réduit d’étapes (Jacobs et Fodor, 1994). La seconde technique
mise en œuvre est l’impression qui est une adaptation du procédé utilisé par les
imprimantes à jet d’encre. Elle repose sur la propulsion de très petites sphères
de fluide dont le volume est inférieur au nanolitre (Relogio et al., 2002).

2.3 Hybridation des puces à ADN

2.3.1 Préparation du matériel biologique

La préparation des échantillons est une étape critique qui est souvent
sous-estimée. Pourtant, les choix effectués au cours de cette étape et la mise en
œuvre de protocoles complexes sont responsables d’une variabilité à la fois
biologique et expérimentale qui est rarement discutée dans les publications.

2.3.11 Choix et préparation des échantillons
Le matériel biologique est bien souvent un matériel hétérogène. Une

tumeur par exemple est constituée de nombreuses cellules très différentes et le
prélèvement des cellules malades s’accompagne souvent de celui de cellules
saines. De même, une population bactérienne se compose de cellules dans des
états physiologiques très variables. Malheureusement, travailler sur une cellule
unique, en plus de la miniaturisation nécessaire, ne constitue pas une meilleure
solution, car les réponses individuelles des différentes cellules sont également
très variables (Blake et al., 2003). L’idéal serait donc de travailler sur une po-
pulation de cellules homogènes et synchronisées, ce qui est en général loin
d’être le cas.

Par ailleurs, une quantité de transcrits minimum est nécessaire pour
optimiser les hybridations sur puces à ADN. Cependant il est parfois difficile
d’obtenir une quantité suffisante de matériel biologique au départ (Hautefort et
Hinton, 2000). Ainsi, travailler sur une population de cellules homogènes n’est
parfois possible qu’au prix d’une réduction drastique de la taille des échantil-
lons. L’étude de certains modèles spécifiques (bactéries non cultivables ou
prélèvements par microchirurgie) impose également des échantillons de taille
réduite. Dans ce cas, il est alors nécessaire de réaliser une étape d’amplification
des ARNm (Wang et al., 2000). Cette étape peut induire des biais très impor-
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tants liés à des phénomènes d’amplifications sélectives. Récemment, de nou-
velles techniques d’amplification ont été développées afin de maintenir au
mieux les rapports entre cibles amplifiées et non amplifiées (Iscove et al.,
2002) pour conserver la possibilité d’effectuer des analyses quantitatives
(Petalidis et al., 2003).

Enfin, les conditions d’extraction des échantillons se révèlent particu-
lièrement importantes. En effet, l’ARN messager est une molécule relativement
instable et les demi-vies des différents transcrits d’une cellule eucaryote se ré-
vèlent extrêmement variables. Quant aux procaryotes, l’exemple des bactéries à
croissance rapide comme Escherichia coli montre que le taux de renouvelle-
ment des transcrits est très élevé (Gingeras et Rosenow, 2000). Dans tous les
cas, les profils d’expression obtenus ne représentent donc qu’une moyenne des
niveaux d’expression et l’étape d’extraction se révèle critique. En effet, en plus
de l’instabilité des transcrits, le stress de l’extraction conduit à des perturba-
tions comme la synthèse de protéines de choc thermique ou l’activation de lipo-
polysaccharides, qui imposent une modification rapide des profils d’expression.
Il est donc essentiel de prélever puis de congeler l’échantillon le plus rapide-
ment possible (Watson et al., 1998), ce qui nécessite la mise au point
d’approches innovantes pour la préparation des échantillons. Cependant, même
avec un protocole d’extraction standardisée et reproductible, il existe toujours
une part de variabilité expérimentale qui doit être prise en compte.

2.3.12 Choix des cibles de référence et de contrôle
La technique des puces à ADN avec marquage par fluorescence est ba-

sée sur une mesure relative de l’expression des gènes entre deux conditions.
Cette absence de mesure absolue de l’expression des gènes impose de définir
une référence destinée à détecter et confirmer les gènes exprimés de façon dif-
férentielle. Il existe pour cela deux possibilités.

La première possibilité est de connaître un ensemble de gènes inva-
riants à l’intérieur même de l’échantillon étudié. Pour cela, les « gènes de mé-
nage » dont l’expression est constitutive dans les conditions d’étude, ont été
fréquemment utilisés. Malheureusement, pour de nouvelles conditions expéri-
mentales ou sur des modèles encore peu étudiés, leur expression constitutive est
difficile à supposer a priori (Yang et al., 2002b). De plus des études décrivent
des variations parfois importantes de l’expression de ces gènes dits pourtant
« de ménage ». Une étude menée au cours de la phase stationnaire chez la le-
vure et en réponse au stress thermique chez l’Homme montre que le niveau
d’expression de la plupart des gènes change au cours de l’expérience. De plus,
les résultats indiquent que même une faible variation globale a un effet signifi-
catif sur le nombre de gènes détectés comme différentiellement exprimés (Van
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De Peppel et al., 2003). Pour éviter ce type de problème Eickhoff et al. (1999)
préconisent plutôt l’utilisation de témoins externes. Il peut s’agir de transcrits
produits in vitro (cf. 2.2.22) et ajoutés en quantités connues aux cibles d’intérêt
(Selinger et al., 2000) ou de cibles de contrôle commerciales qui restent en
grande majorité adaptées à l’utilisation d’échantillons d’origine eucaryote.

Une autre possibilité est de remplacer l’un des deux échantillons étu-
diés sur la puce par un échantillon de référence, l’idée étant de trouver une réfé-
rence universelle. La première référence qui a été utilisée est l’ADN génomique
qui est par définition complet et universellement disponible. D’autres référen-
ces ont été mises au point pour quelques modèles. Il s’agit de mélanges com-
merciaux d’ARN total qui sont représentatifs de l’échantillon étudié. Ces deux
méthodes testées chez l’Homme semblent donner des résultats équivalents
(Weil et al., 2002). Une autre étude plus récente nuance cette observation et
montre que pour les gènes faiblement exprimés les meilleurs résultats sont ob-
tenus avec une référence d’ADN génomique (Williams et al., 2004). Actuelle-
ment, le choix de l’une ou l’autre de ces références dépend plus des moyens
disponibles et du modèle étudié que de leur performance. En effet, chez
l’Homme, de nombreux laboratoires utilisent actuellement les mélanges com-
merciaux d’ARN, et ce malgré leur coût. En revanche pour les autres organis-
mes, l’ADN génomique reste une référence de choix universelle et complète.
Elle a par exemple été utilisée avec succès chez la bactérie Mycobacterium tu-
berculosis (Talaat et al., 2002).

2.3.2 Marquage

Le marquage des cibles met en jeu des protocoles divers en fonction
des caractéristiques de l’organisme étudié. Les protocoles courants de marquage
des échantillons issus de cellules eucaryotes utilisent la séquence poly-A pré-
sente à l’extrémité 3’ des ARNm pour ancrer une amorce poly-T permettant la
synthèse des ADNc marqués par une transcriptase inverse. Chez les procaryotes
en revanche, bien que cette séquence soit présente sur de nombreux ARNm, elle
intervient comme un signal de dégradation de la molécule et possède donc une
courte durée de vie (Gingeras et Rosenow, 2000). De nombreuses autres métho-
des de marquage spécifique ont été mises au point. Seules trois d’entre elles,
représentatives de cette diversité, sont décrites dans cette partie pour montrer
qu’il est essentiel de prendre en compte leurs caractéristiques au cours de
l’analyse des résultats. La première qui est également la plus utilisée pour
l’analyse du transcriptome met en jeu une synthèse d’ADNc à partir d’un en-
semble d’amorces aléatoires ou spécifiques. La seconde correspond à un mar-
quage de l’ARN total. Ces deux approches ne permettent cependant pas un



Partie A
Étude bibliographique / Contexte méthodologique
Les puces à ADN de A à Z (ou presque)

105

marquage spécifique des ARNm. Dans le premier cas, la synthèse des ADNc
peut varier en fonction des gènes et dans le second cas, le marquage concerne
également des ARN ribosomiaux et des ARN de transfert qui représentent de 97
à 99 % des ARN chez les bactéries. Pour ces deux raisons, une troisième tech-
nique a été mise au point par Affymetrix. Elle permet le marquage direct et spé-
cifique des ARNm.

2.3.21 Marquage par synthèse d’ADNc
La synthèse d’ADNc est réalisée au cours d’une étape de transcription

inverse qui peut être couplée à une amplification par PCR (RT-PCR) lorsque la
quantité d’échantillon est insuffisante (cf. 2.3.11). L’enzyme utilisée est très
sensible à de nombreux paramètres comme la composition en bases de la molé-
cule d’ARNm, la température ou encore la concentration saline du milieu. Cette
sensibilité peut générer un marquage différentiel de chacun des gènes qui est
généralement limité par l’optimisation des protocoles ('T Hoen et al., 2003).
Ainsi, une étude menée chez Mycobacterium tuberculosis montre que
l’utilisation d’amorces spécifiques à la place d’amorces aléatoires permet une
meilleure sensibilité et une plus grande spécificité de synthèse (Talaat et al.,
2000). Compte tenu du nombre d’ADNc à synthétiser simultanément, des logi-
ciels ont été développés pour minimiser le nombre d’amorces spécifiques né-
cessaires (Fernandes et Skiena, 2002 ; Talaat et al., 2000).

L’étape de marquage à proprement parler peut avoir lieu au cours de la
synthèse d’ADNc ou au cours d’une seconde étape. Elle est effectuée par incor-
poration d’une molécule radioactive ou fluorescente. Les cyanines fluorescentes
Cy3 (vert) et Cy5 (rouge), mais aussi la fluoresceïne et la rhodamine, sont le
plus souvent utilisées car elles possèdent un haut niveau d’émission photonique
sous forme d’un pic étroit qui assure une meilleure sensibilité et résistent à la
décoloration. Cependant, le Cy5 est parfois à l’origine d’un bruit de fond élevé
sur les surfaces en verre et semble plus sensible à la décoloration que le Cy3
(Van Hal et al., 2000). Lorsque le marquage a lieu au cours de la synthèse
d’ADNc, il s’agit d’un protocole de marquage direct qui met en jeu un nucléo-
tide portant la molécule fluorescente. Par opposition, le marquage indirect se
déroule en deux étapes. Un nucléotide modifié est incorporé dans les ADNc au
cours de la synthèse puis les ADNc sont mis en contact avec les molécules fluo-
rescentes qui se fixent de façon spécifique aux nucléotides modifiés (cf. Figure

A.2.4).
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Figure A.2.4 Description des protocoles de marquage direct (à gauche) et indirect (à

droite) pour l’incorporation des fluorochromes Cy3 et Cy5 (d’après Yu et al., 2002).

2.3.22 Marquage direct de l’ARN total
Le marquage de l’ARN total permet de limiter la dégradation des

ARNm de l’échantillon. Une étude comparative a ainsi montré que cette dégra-
dation était quatre fois moins importante que lors d’une synthèse d’ADNc,
principalement en raison de la réduction du nombre de manipulations nécessai-
res (Mahadevappa et Warrington, 1999). Cette méthode permet donc de tra-
vailler avec une quantité initiale de matériel biologique plus faible, ce qui
s’avère particulièrement intéressant pour des échantillons de taille limitée
(Gupta et al., 2003). Par ailleurs cette méthode permet d’éviter les artefacts qui
peuvent être induits au cours de la synthèse d’ADNc (cf. 2.3.21), (De Saizieu et
al., 1998). En revanche cette méthode ne permet pas de détecter les ARNm pré-
sents en faible quantité, et reste donc réservée à des études ne nécessitant pas
une spécificité élevée.

2.3.23 Marquage direct des ARNm
Cette méthode de marquage direct et spécifique des ARNm a été dé-

veloppée essentiellement pour répondre aux problématiques posées par les mo-
dèles bactériens. Au cours d’une première étape, les ARN ribosomiaux qui re-
présentent approximativement 90 % de l’ARN total subissent une transcription
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inverse utilisant des amorces spécifiques. Les hybrides ARN-ADN obtenus su-
bissent ensuite une digestion spécifique par une ARNase H et l’ADN restant est
ensuite éliminé par digestion. L’échantillon obtenu contient donc essentielle-
ment de l’ARNm. Il subit alors une seconde étape de fragmentation puis de
marquage par des molécules de biotine fixées à l’extrémité 5’ modifiée des
ARNm (Harrington et al., 2000). Cette méthode permet donc de limiter les ris-
ques d’hybridation aspécifique qui peuvent être importants chez certains orga-
nismes.

2.3.3 Hybridation

2.3.31 Principe
Les paramètres influençant la stabilité de l’hybridation ont été relati-

vement bien étudiés, de façon à déterminer les conditions dans lesquelles la
stabilité des hybrides est favorisée (Maskos et Southern, 1992). Cependant, la
plupart des études ont été réalisées pour des hybridations en milieu liquide, et
peu de données sont disponibles concernant l’hybridation d’une cible avec sa
sonde homologue fixée sur une matrice solide. Une étape de développement
méthodologique est donc essentielle pour déterminer les sondes et les condi-
tions optimales dans lesquelles doit se dérouler l’étape d’hybridation. Si la mise
au point des protocoles peut être longue, elle aboutit finalement à la réalisation
non plus d’une seule hybridation, mais d’un grand nombre d’hybridations dans
des conditions variées. Cette possibilité de multiplier les hybridations permet
pour la première fois d’obtenir une vue globale de l’expression des gènes de
l’organisme étudié dans des conditions diverses.

La phase d’hybridation est réalisée dans un incubateur durant toute
une nuit. Elle est performante pour un très faible volume de solution (de l’ordre
de la dizaine de microlitres) bien qu’elle n’aboutisse à la formation d’hybrides
que pour 0,1 à 1 % des sondes marquées (Granjeaud et al., 1999). Elle est sui-
vie d’une étape de lavage (destinée à éliminer de la surface de la puce les cibles
non hybridées) qu’il est également essentiel d’optimiser pour obtenir le meil-
leur rapport possible entre signal et bruit de fond.

2.3.32 Choix des conditions d’hybridation
La formation et la stabilité des hybrides dépendent en premier lieu de

facteurs intrinsèques aux sondes utilisées. Il est en effet fréquent d’observer des
comportements d’hybridation parfois très variables pour les différentes sondes
d’un même gène. Ces variations peuvent être attribuées à de nombreux facteurs
comme le taux de GC, la structure des acides nucléiques ou encore la localisa-
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tion de la sonde sur la séquence du gène (Barczak et al., 2003). Cet aspect es-
sentiel étant discuté dans le chapitre suivant, seuls les aspects expérimentaux
sont présentés dans cette partie.

Le premier paramètre important pour l’hybridation concerne la fixa-
tion des sondes sur la lame. L’ajout d’une molécule « espaçante » entre les son-
des et la lame permet d’éliminer la gène stérique causée par la surface solide de
la puce et augmente l’efficacité de la réaction d’hybridation (Watson et al.,
1998). L’utilisation d’une molécule « espaçante » présentant une taille supé-
rieure à quarante atomes de carbone permet ainsi de multiplier le rendement
d’hybridation par plus de cent (Shchepinov et al., 1997).

En ce qui concerne l’influence du choix de l’extrémité de la sonde
fixée à la puce, il semble qu’elle varie suivant l’étude réalisée. Dans un cas, le
profil général d’hybridation peut rester le même, que les sondes soient fixées
par leur extrémité 3’ ou 5’ (Mir et Southern, 1999), alors que dans un autre cas,
l’extrémité fixée sur la puce influence la formation des hybrides car les bases
qui la constituent sont moins accessibles (Southern et al., 1999).

Le second paramètre à prendre en compte est la température
d’hybridation (Relogio et al., 2002). En solution, cette température dépend de
la température de fusion (Tm) de l’hybride formé entre une cible et sa sonde,
c’est-à-dire de la température à laquelle la moitié des acides nucléiques est sous
forme double brin. Il s’agit d’une mesure directe de la stabilité de l’hybridation.
La température optimale de la réaction d’hybridation se situe généralement en-
tre 5 et 10 °C au-dessous de la valeur du Tm (Rychlik et Rhoads, 1989). Cepen-
dant, il est important de noter que ces considérations ne sont valables que lors-
que sondes et cibles sont présentes en solution. Or, dans le cas des puces à
ADN, l’immobilisation de la sonde limite les possibilités d’hybridation et im-
plique une diminution du Tm de 7 à 8 °C par rapport au Tm calculé en solution
(Wallace et al., 1979). Une étude plus récente a permis de déterminer une partie
des paramètres thermodynamiques pour des hybridations sur matrice de gel
(Kunitsyn et al., 1996). Ces paramètres suivent approximativement une relation
linéaire avec ceux des hybridations réalisées en solution, bien que leurs valeurs
soient différentes. Il semble donc qu’il soit possible d’utiliser les paramètres
thermodynamiques de l’hybridation en solution et notamment la valeur du Tm
pour prédire au moins de façon relative la stabilité de l’hybridation sur puces.

La composition de la solution d’hybridation est également liée au
choix de la température de l’expérience. La température d’hybridation peut en
effet être diminuée de 0,63 °C pour chaque pour cent de formamide ajouté.
Cette diminution de température permet de réduire considérablement le déta-
chement des sondes liées de façon non covalente à la puce. Une solution stan-
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dard contient 50 % de formamide. Pour des concentrations inférieures, les si-
gnaux obtenus deviennent plus faibles et pour des valeurs plus élevées (au-
dessus de 70 à 80 %) une perte de spécificité est observée (Relogio et al.,
2002).

Le dernier paramètre influant sur le rendement d’hybridation est la ré-
partition des cibles sur la lame de façon à ce que leur concentration soit homo-
gène. Le taux de diffusion sur un support solide étant plus faible qu’en solution
(Chan et al., 1995), une molécule de cible n’est pas capable de diffuser jusqu’à
sa sonde homologue. Il est donc nécessaire de mélanger et de faire circuler les
réactifs dans une chambre fermée. Cependant avec ce type d’hybridation, les
variations expérimentales observées dépendent fortement de la position des
sondes sur la puce. Des méthodes d’hybridation automatique ont donc récem-
ment été développées pour pallier ce type de problème. Elles permettent
d’obtenir des résultats d’hybridation hautement reproductibles. La machine
Discovery®XT System5 (Ventana, Tucson, AZ, USA) utilise par exemple un
système complexe d’application et de mise en circulation de la solution de ci-
bles sur la lame et bien que la cible soit beaucoup plus diluée que dans les mé-
thodes d’hybridation classique, aucune perte de signal n’est observée
(Holloway et al., 2002).

2.4 Acquisition des données
Après hybridation, une étape de lecture de la puce permet de repérer

les sondes ayant réagi avec l’échantillon testé. Ce repérage des hybridations ef-
fectives est une prise d’empreinte qui est ensuite traitée et analysée par un sys-
tème informatique. Cette lecture est une étape clé. En effet, sa qualité condi-
tionne de façon majeure la précision des données, et donc la pertinence des
interprétations (Yang et al., 2002a). Il existe de nombreux systèmes de lecture
en fonction du type de marquage utilisé. Compte tenu de notre problématique,
seules les particularités de l’acquisition des données pour les mesures de fluo-
rescence sont présentées et discutées.

2.4.1 Acquisition des images

La première étape fondamentale du processus d’acquisition des don-
nées est l’obtention des images (Leung et Cavalieri, 2003). Elle consiste à dé-
tecter la fluorescence émise à la surface de la lame après excitation des fluoro-

5http://www.ventanadiscovery.com/.
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phores. Le procédé de détection le plus classiquement utilisé combine un laser,
pour exciter les fluorophores, et un microscope confocal (ou scanner) couplé à
un tube photo-multiplicateur (PMT) pour analyser les photons émis par les
marqueurs (Schena, 1999). Les canaux de lecture correspondant aux longueurs
d’onde 635 nm et 532 nm sont utilisés pour lire respectivement la fluorescence
du Cy5 et celle du Cy3. Le signal pour chaque fluorochrome est mesuré par la
somme des intensités des pixels du plot. Cette somme représente la quantité to-
tale de cibles hybridées sur les sondes (Dudoit et al., 2002).

Les scanners disposent généralement d’options diverses qui permettent
d’améliorer la qualité du signal détecté. L’ajustement le plus couramment utili-
sé consiste à régler le gain du PMT de façon à ne conserver qu’un nombre mi-
nimal de plots présentant des pixels saturés (de l’ordre de 1 %). Cette mesure
permet de conserver une gamme dynamique étendue pour les intensités de fluo-
rescence (Leung et Cavalieri, 2003) pour laquelle les intensités sont en relation
linéaire avec l’abondance des transcrits (Ramdas et al., 2001 ; Taylor et al.,
2001). Smyth et al. (2003) prétendent même que, tant que la saturation n’est
pas atteinte, l’effet du réglage du PMT est pratiquement négligeable sur la qua-
lité des mesures. Leung et Cavalieri (2003) suggèrent donc d’équilibrer systé-
matiquement les valeurs de PMT pour la détection des deux canaux afin de mi-
nimiser la variabilité des résultats obtenus. Des logiciels comme Masliner
(Dudley et al., 2002) ont été développés pour corriger les problèmes de satura-
tion et de non linéarité du signal qui ne peuvent pas être évités par un simple
ajustement du PMT.

Certains scanners permettent également d’ajuster la puissance du laser.
Il semble préférable d’utiliser une faible puissance de laser (30 %) pour préve-
nir la diminution précoce des intensités de fluorescence à la surface des lames
(photo-bleaching), d’autant plus qu’une forte puissance du laser engendre sou-
vent un bruit de fond important (Leung et Cavalieri, 2003). Enfin il est essentiel
de choisir une résolution correspondant approximativement à 10 % du diamètre
des plots.

Cette étape permet finalement de générer une image 16-bit pour cha-
que fluorophore. Ces deux images, en niveau de gris, représentent les intensités
de fluorescence lues par le scanner qui reflètent le niveau d’expression des gè-
nes dans les deux conditions expérimentales. Elles sont souvent représentées en
fausse couleur. Le vert sert ainsi à caractériser l’échantillon marqué en Cy3, le
rouge est réservé au Cy5 et le jaune permet d’indiquer que les cibles marquées
en Cy3 et en Cy5 sont hybridées en proportion égale sur un plot.
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2.4.2 Analyse des images

L’analyse des deux images obtenues a pour but de mesurer pour cha-
cun des plots la quantité de transcrits hybridés. Elle permet également d’estimer
le bruit de fond de l’image. De nombreux logiciels ont été développés pour ré-
aliser les trois parties de cette étape d’analyse.

La première partie de l’analyse est la localisation des plots qui permet
de préciser les coordonnées de chaque plot sur l’image. Si la technique de dépôt
est fiable et si les lames sont parfaitement lavées, il suffit en principe de posi-
tionner une grille en respectant le plan des sondes et les caractéristiques du ro-
bot qui a déposé les sondes. En pratique, du fait du recouvrement de certains
plots, il est généralement nécessaire d’apporter certains ajustements de façon
manuelle.

La seconde partie de l’analyse des images est la segmentation. Elle
permet de classer les pixels en tant que signal ou bruit de fond dans le voisinage
de chacun des plots identifiés précédemment. La forme, la taille et les irrégula-
rités des plots sont les problèmes majeurs qui sont pris en compte par les algo-
rithmes de segmentation (Yang et al., 2002a).

Différentes méthodes de segmentation ont été développées pour la dé-
tection du signal. Une méthode simple consiste à définir un cercle caractérisant
le plot. Ce cercle peut ensuite être ajusté pour chaque plot, comme dans le logi-
ciel Genepix6 (Axon Instruments, Union City, CA, USA). Une approche plus
complexe a été développée par Yang et al. (2002a) et intégrée dans le logiciel
Spot7 développé pour R. Elle est basée sur l’utilisation d’un algorithme mathé-
matique de morphologie qui permet de prendre en compte les irrégularités des
plots.

De nombreuses méthodes ont également été développées pour l’étude
du bruit de fond. Le bruit de fond peut être déterminé simplement dans une
zone limitée encadrant le plot, cependant, certains auteurs proposent des appro-
ches plus complexes. Ainsi, Goryachev et Mac Gregor (2001) estiment par
exemple l’intensité du bruit de fond sur une large région voisine du plot.
Kooperberg et al. (2002) proposent une approche bayésienne. Comme pour les
valeurs du signal, le logiciel Spot estime un bruit de fond « morphologique ».
Avec cette estimation, très peu de gènes ont des valeurs d’intensité négatives
après soustraction du bruit de fond. Le logiciel Genepix calcule quant à lui un

6http://www.axon.fr.
7http://www.cmis.csiro.au/iap/spot/spotmanual.htm.
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bruit de fond dit « médian » (cf. Figure A.2.5) avec lequel plus de 30 % des
plots d’une puce ont en moyenne des valeurs négatives (Smyth et Speed, 2003).

Finalement la dernière étape de l’analyse d’image est le calcul d’un
ensemble de valeurs destinées à caractériser le signal et le bruit de fond. La
moyenne, la médiane, l’écart-type des pixels, et bien d’autres valeurs intermé-
diaires sont ainsi estimés pour le signal comme pour le bruit de fond. Ces
valeurs sont utilisées pour étudier la qualité des lames au cours de l’étape de
filtration des données et calculer les rapports d’intensité de chaque plot.

Figure A.2.5 Principe de la segmentation du signal (en gris foncé) et du bruit de fond

(en noir) réalisée par le logiciel Genepix. Une région d’exclusion localisée entre les zo-

nes correspondant au signal et au bruit de fond n ‘est pas prise en compte dans le cal-

cul des intensités (d’après le manuel « GenePix Pro 4.0 array acquisition and analysis

software for the Genepix 4000B, Review E »).

2.4.3 Filtration des données

Les logiciels d’analyse proposent différents critères pour évaluer la
qualité des plots, comme la variance de l’intensité des pixels du signal et du
bruit de fond, l’aire du plot ou encore son diamètre. Ces critères peuvent être
utilisés pour calculer des valeurs permettant une sélection plus efficace comme
la circularité des plots, ou le coefficient de variation des intensités. Il est alors
facile de repérer les mauvais plots, c’est-à-dire ceux qui présentent une taille
anormale, une mauvaise circularité, une forte variance de l’intensité du signal
ou du bruit fond, ou encore un faible rapport signal sur bruit. Beaucoup
d’auteurs ont donc proposé des méthodes empiriques de filtration qui sont ba-
sées sur des seuils de rejet des plots définis a priori. D’autres ont proposé des
méthodes statistiques d’exclusion (Tseng et al., 2001) ou encore des méthodes
de pondération (Smyth et Speed, 2003). Asyali et al. (2004) proposent par
exemple une approche basée sur l’utilisation d’un modèle bayésien pour déter-
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miner les données avec des rapports d’intensités trop faibles et qui doivent donc
être éliminés. Cette étape de filtration, qui permet finalement d’éliminer les
plots aberrants de l’analyse, a même été automatisée avec le développement de
certains logiciels comme celui de Fielden et al. (2002) qui s’utilise avec Gene-
pix.

L’élimination des mauvais plots permet d’obtenir des résultats de
meilleure qualité, cependant certaines analyses statistiques nécessitent
l’utilisation de tableaux de données complets. Il est alors nécessaire d’estimer
les données manquantes. Pour cela, de nombreux logiciels ont été développés.
Ils sont basés principalement sur l’utilisation d’algorithme EM (Expectation-
Maximisation) (Troyanskaya et al., 2002) ou sur l’utilisation de la méthode des
moindres carrés (Bo et al., 2004).

2.5 Transformation des données
Le rapport des intensités de fluorescence est généralement utilisé

comme mesure du rapport des concentrations en ARNm des échantillons dans
les deux conditions d’étude. Cependant, le rapport d’intensités est influencé par
des effets systématiques qui peuvent introduire des biais et qu’il est donc né-
cessaire d’éliminer avant de pouvoir tirer des conclusions sur le niveau relatif
de l’expression des gènes. Le processus d’élimination de ces effets systémati-
ques peut être décomposé en trois étapes qui sont la correction du bruit de fond,
la transformation et finalement la normalisation des données.

2.5.1 Notation et représentation des données

L’analyse des données de puces implique l’utilisation d’une notation
simplifiée des valeurs d’intensités. Les lettres R (red) et G (green) servent gé-
néralement de référence respectivement aux fluorophores Cy5 et Cy3 et sont les
notations utilisées dans l’ensemble de cette thèse. Pour un plot donné, les mé-
dianes des intensités des pixels du signal sont notées Rf et Gf et celles des
pixels du bruit de fond Rb et Gb. Les valeurs obtenues après correction du bruit
de fond sont notées R et G.

Par ailleurs, il est important d’utiliser différentes représentations gra-
phiques de façon à évaluer la qualité des données. Bien que simples et facile-
ment interprétables, ces étapes descriptives sont très informatives et permettent
souvent d’orienter les analyses, d’améliorer les protocoles expérimentaux ou
même de définir de nouveaux plans d’expériences. La représentation la plus
simple des données consiste à placer les valeurs G en abscisses et R en ordon-
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nées. Cependant les données d’intensité sont rarement manipulées sans trans-
formation et la transformation la plus couramment employée est celle qui utilise
le logarithme en base deux. Il existe plusieurs raisons pour justifier cette trans-
formation. D’une part, la variation du logarithme des intensités est moins dé-
pendante de la grandeur des intensités, et d’autre part, cette transformation
permet de se rapprocher d’une distribution symétrique et d’obtenir une meil-
leure dispersion avec moins de valeurs extrêmes. De plus, elle permet de trans-
former les rapports de fluorescence en différence et les erreurs multiplicatives
en erreurs additives. La base deux du logarithme est préférée à la base naturelle
ou la base dix car les intensités des pixels sont comprises entre 0 et (216–1) pour
le niveau de saturation. Dudoit et al. (2002) utilisent cette transformation pour
proposer un autre type de représentation dans lequel l’axe des abscisses repré-
sente la valeur A (add) :

et l’axe des ordonnées représente la valeur M(minus) :

A et M correspondent respectivement à l’abondance moyenne des transcrits et
aux rapports des intensités dans les deux conditions d’étude (cf. Figure A.2.6).
Sur cette représentation, avec l’utilisation de la base deux pour la transforma-
tion logarithmique, il n’existe pas de différence d’expression entre les deux
conditions pour M=0 et une induction (ou une répression) d’ordre deux se lit
simplement lorsque M=1 (ou pour M=-1) (Smyth et Speed, 2003).

Figure A.2.6 Exemple de représentation MA pour l’ensemble des intensités observées

sur une lame.

€ 

A =
1
2
log2(RG)

€ 

M = log2(
R
G
)
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2.5.2 Correction du bruit de fond

Parallèlement aux représentations des signaux d’intensités des plots,
une étude du bruit de fond associé à ces plots peut également être très utile pour
juger de la qualité des données. La représentation du bruit de fond en fonction
du signal peut en effet révéler une forme structurée qui est le signe d’une ré-
partition non uniforme du bruit de fond.

La simple soustraction des bruits de fond Rb et Gb aux valeurs Rf et
Gf peut dans certains cas aboutir à deux situations particulières. Si les niveaux
d’expressions sont faibles, les valeurs corrigées R et G peuvent être très petites
et générer des ratios M très grands (division par une valeur proche de zéro). De
même si les valeurs de bruit de fond sont importantes, les valeurs corrigées
peuvent être faibles voire négatives. Or l’apparition de valeurs négatives impli-
que leur disparition au moment de la transformation logarithmique. Pour éviter
ce type de problème, de nombreux algorithmes ont été développés (Yang et al.,
2002a). Une méthode mixte a par exemple été proposée par Edwards (2003).
Une simple soustraction de l’intensité du bruit de fond (ib) à l’intensité du si-
gnal (if) est calculée pour tous les plots. Cette valeur est conservée lorsque
l’intensité obtenue est supérieure à une valeur seuil δ. Dans le cas contraire,
l’intensité totale est calculée avec une fonction de lissage monotone :

2.5.3 Normalisation des données

2.5.31 Introduction
La normalisation est une étape primordiale de l’analyse des données de

puces (Bilban et al., 2002). L’intensité de fluorescence de chaque plot à la sur-
face de la puce étant détectée par amplification électronique, aucune mesure ab-
solue de fluorescence ne peut être réalisée. Il est donc nécessaire d’effectuer
une normalisation relative des deux intensités de fluorescence avant de procé-
der au calcul des rapports. Cette étape de normalisation des données permet
également de distinguer les sources de variations aléatoires (biologiques et ex-
périmentales) et les sources de variations systématiques (liées aux caractéristi-
ques propres des deux fluorochromes) qui sont souvent importantes et introdui-
sent un biais dans l’estimation des niveaux d’expression. L’objectif de la
normalisation est d’éliminer l’influence de ces facteurs qui rendent impossible
une interprétation directe des résultats en termes de niveaux d’expression des
gènes (Ramdas et al., 2001). En effet, s’il est généralement admis que les inten-

€ 

(i f − i b ) > δ ⇒ i = i f − i b

(i f − i b ) ≤ δ ⇒ i = δ ⋅ exp(1−
i b + δ

i f
)
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sités R et G sont proportionnelles au niveau d’expression des gènes, cette
convention n’a de sens que pour des données normalisées. Les niveaux
d’expression des gènes font donc toujours référence aux valeurs R et G norma-
lisées.

2.5.32 Choix des gènes de normalisation
L’étape de normalisation permet de se positionner dans un cadre

d’analyse vérifiant certaines hypothèses biologiques. En particulier, il est géné-
ralement admis que pour une expérience donnée, un nombre relativement faible
(moins de 10 ou 20 %) de gènes sont exprimés de façon différentielle entre les
deux conditions d’étude. La validité de cette hypothèse est fortement influencée
par le nombre de gènes étudiés sur la puce. Ainsi, il est possible de distinguer
trois situations qui influencent le choix de la méthode de normalisation. Pour un
nombre important de gènes étudiés, l’hypothèse que la plupart des gènes analy-
sés ne varient pas, ou se répartissent de façon symétrique entre sur et sous ex-
primés, est réaliste et la normalisation peut être réalisée à partir de l’ensemble
des gènes. Pour un nombre moyen de gènes, l’hypothèse précédente est proba-
blement moins réaliste et la normalisation peut être effectuée sur un sous en-
semble de gènes déterminés soit a priori (gènes de ménage ou cibles de
contrôle), soit a posteriori (détermination de gènes invariants), soit sur un en-
semble mixte composés de cibles de contrôle et de gènes invariants. Enfin si le
nombre de gènes étudiés est faible, la normalisation doit être réalisée exclusi-
vement à partir des intensités observées pour des sondes de contrôle prévues sur
la puce.

L’utilisation de gènes connus comme étant invariants a priori a déjà
été présentée (cf. 2.2.22 et 2.3.12). Cependant, il n’est généralement pas possi-
ble d’utiliser des gènes de ménage ou des cibles de contrôle. Dans ce cas, il
peut être utile de rechercher un ensemble de gènes invariants non connus a
priori. Cette idée a été proposée en premier par Schadt et al. (2001). Le but
n’est pas de définir le maximum de gènes invariants mais seulement un nombre
suffisant pour une utilisation pertinente. Cette méthode reprise par Tseng et al.,
(2001) est basée sur l’étude des rangs des intensités de fluorescence R et G. Un
gène est considéré comme invariant si ses rangs sont égaux pour les deux fluo-
rochromes. En pratique, pour un gène donné, si le rang de R ne diffère pas de
plus d’une différence de d par rapport au rang de G et si l’intensité moyenne
n’est pas située parmi les l intensités moyennes les plus fortes ou les l intensités
moyennes les plus faibles, alors le plot est considéré comme « invariant ». Les
valeurs d et l sont estimées empiriquement en fonction du nombre de données.
Lorsque le nombre de plots est très important, la détermination de d se fait par
une méthode itérative. L’écart d est calculé sur la base du nombre de gènes sé-
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lectionnés à l’étape antérieure, multiplié par un pourcentage p qui correspond à
l’écart toléré autour d’un rang et la limite l est appliquée seulement pour la
première itération. Le processus d’itération s’achève lorsque le nombre de plots
invariants obtenus entre deux itérations successives est inchangé. Tseng et al.
(2001) utilisent les paramètres l=25 et p=0,02 pour une étude portant sur 4129
plots.

Après avoir déterminé les gènes sur lesquels la normalisation doit
porter, il est important de choisir le type de normalisation le plus adéquat à ap-
pliquer parmi les nombreuses méthodes de normalisation développées. Des
normalisations successives peuvent être appliquées, de la plus simple à la plus
sophistiquée. Il est donc important de commencer avec la méthode la plus sim-
ple et de ne passer à une méthode plus complexe que si un critère de qualité
particulier est amélioré.

2.5.33 Normalisation globale
Les méthodes de normalisation globale sont les premières qui ont été

développées. Elles sont basées sur l’hypothèse que les intensités R et G globa-
les sont liées par un facteur constant. Deux de ces méthodes sont principale-
ment utilisées.

La première est la normalisation dite par la médiane, ou par la
moyenne qui permet de centrer la distribution des log ratios sur 0 :

Le paramètre constant (log2 k) est la médiane ou la moyenne des log ratios pour
l’ensemble des gènes.

La seconde est la normalisation linéaire qui a été proposée par
Finkelstein et al. (2002) : 

€ 

log2 R = a + b(log2G) .
Les coefficients du modèle linéaire, calculés par itérations successives, sont
utilisés pour normaliser log2R par rapport à log2G :

Une méthode similaire appelée shift-log a également été proposée par Newton
et al. (2001) et par Kerr et al. (2002).

L’ensemble de ces solutions de normalisation reste néanmoins d’un
intérêt limité en raison de la nature souvent non linéaire des relations entre les
intensités observées (Ramdas et al., 2001 ; Schadt et al., 2001).
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= log2(
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2.5.34 Normalisation intensité-dépendante
Pour pallier les problèmes que soulève la normalisation globale, Yang

et al. (2002b) proposent une approche de normalisation dépendante de
l’intensité A pour chaque gène (g) : 

€ 

Mg '= Mg − cg(A). Cette méthode, contrai-
rement aux précédentes, permet de prendre en compte la non-linéarité de la re-
lation qui existe généralement entre R et G. La fonction cg(A) est estimée à
l’aide d’une méthode de régression non linéaire. Les auteurs proposent une
méthode de régression locale appelée locally weighted scatterplot smoothing
qui peut être de type loess (régression linéaire locale) ou lowess (fonction qua-
dratique locale) (Cleveland, 1979). Pour chaque valeur d’intensité Ai, la correc-
tion c(Ai) est obtenue par la méthode des moindres carrés pondérés à partir d’un
ensemble de q points dans le voisinage de Ai. Il est nécessaire d’estimer les pa-
ramètres β0 et β1 qui minimisent :

La fonction de pondération wi affecte un poids faible aux points (Ag, Mg) pour
lesquels la valeur Ag est éloignée de Ai et la valeur Mg est trop importante. Le
poids des points en dehors du voisinage est considéré comme nul. La fonction
lowess est contrôlée par le paramètre f (0<f≤1) qui spécifie la proportion du
nuage de points définissant le voisinage pour ajuster la droite des moindres car-
rés pondérés. Yang et al. (2002b) préconisent l’utilisation de f=0,4.

La méthode de normalisation lowess permet de prendre en compte
l’absence de relation linéaire entre les intensités, mais ne règle pas le problème
de l’hétéroscédasticité de. En effet, l’observation des graphes M=f(A) montre
très souvent que pour les faibles valeurs de A la variabilité sur les rapports (M)
est très forte. Pour pallier ce problème d’hétéroscédasticité certains auteurs ont
tout simplement suggéré d’éliminer les données en dessous d’une certaine va-
leur de signal (Yang et al., 2001). Pour éviter l’élimination d’un nombre parfois
élevé de plots, d’autres auteurs ont proposé des transformations visant à stabili-
ser les variances pour les faibles intensités de signal. Ainsi, Durbin et al. (2002)
et Huber et al. (2002) proposent une transformation arsinh des données, sous
l’hypothèse d’une relation quadratique entre la variance et l’intensité relative
du signal. Cette fonction permet de prendre en compte l’effet-intensité sur la
variance des données. Cui et al. (2002) affirment cependant que cette transfor-
mation fonctionne bien sur des données simulées mais assez mal sur des don-
nées réelles. Ils proposent une transformation linlog qui combine une transfor-
mation linéaire pour les faibles intensités et une transformation logarithmique
pour les intensités plus fortes. La transition entre les deux transformations est
lissée et prend en compte les avantages des deux méthodes. Les auteurs la justi-
fient par le fait que les erreurs additives sont prédominantes pour les faibles

€ 

wi(Ag
j=1

q

∑ )(Mk − β0 − β1Ag )
2
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valeurs d’intensité, alors que les erreurs multiplicatives dominent pour les for-
tes valeurs d’intensités.

2.5.35 Normalisation intensité-dépendante par aiguille
Au sein même d’une lame, une hétérogénéité spatiale est parfois ob-

servée. Cette hétérogénéité peut être liée à une hétérogénéité du support, du dé-
pôt, de l’hybridation ou du lavage de la lame. Cependant, dans de nombreux
cas, cette hétérogénéité est confondue avec le facteur aiguille, car une seule ai-
guille du robot dépose les plots d’une zone donnée. Yang et al. (2002b) propo-
sent d’éliminer l’hétérogénéité spatiale en intégrant une normalisation aiguille
dépendante. Cette normalisation est réalisée de la façon suivante :

€ 

Mg '= Mg − cg(Ai ) où la fonction cg(Ai) est estimée à l’aide d’une régression
lowess pour chacune des aiguilles i du robot de dépôt.

Cette méthode permet généralement d’éliminer la plupart des hétéro-
généités spatiales (Smyth et Speed, 2003). Dans le cas contraire, il est alors
possible d’ajouter une correction sur la surface de la lame à partir des coordon-
nées (x,y) des plots : 

€ 

Mg '= Mg − cg(x,y). Il est également possible d’éliminer
l’influence spatiale et l’influence de l’intensité dans un même temps en appli-
quant la correction proposée par Cui et al. (2002) : 

€ 

Mg '= Mg − cg(A,x,y).

Ces méthodes de normalisation sont très robustes pour un petit nombre
de gènes différentiellement exprimés. En revanche, elles ne peuvent s’appliquer
que sous l’hypothèse que ce nombre de gènes reste très faible par rapport au
nombre total de gènes impliqués, et que la répartition des gènes surexprimés et
sous-exprimés est symétrique. Dans le cas contraire, il est toujours possible
d’appliquer ces méthodes sur des cibles de contrôles (Colantuoni et al., 2002).
Cela nécessite néanmoins la répartition de contrôles sur toute la surface de la
lame, ce qui est encore rarement le cas.

2.5.36 Normalisation itérative
Lorsque les données contiennent un nombre important de gènes diffé-

rentiels, il est possible d’utiliser une procédure de normalisation plus robuste
(Wilson et al., 2003). Pour cela, une première étape permet de calculer les rési-
dus issus de la régression lowess. La médiane des valeurs absolues de ces rési-
dus ou MAD (median absolute deviation) est alors utilisée pour déterminer de
nouvelles estimations robustes des valeurs de pondération. Une seconde étape
permet de calculer les intensités normalisées en utilisant à la fois ces estima-
tions robustes des valeurs de pondération et celles de la régression locale. Ces
deux étapes répétées itérativement permettent d’obtenir des données normali-
sées même en présence d’un nombre élevé de gènes exprimés de façon diffé-
rentielle.
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2.5.37 Normalisation mixte
La normalisation mixte appelée aussi composite a été développée par

Yang et al. (2002b). Elle est basée à la fois sur une normalisation intensité-
dépendante et sur l’utilisation d’un ensemble de cibles de contrôle. Ces cibles
sont constituées d’un mélange d’environ 2000 EST de Souris et forment un
MSP (Microarray Sample Pool). Ce MSP est utilisé comme de l’ADN génomi-
que (cf. 2.3.12). Il présente l’avantage de ne pas contenir de régions non co-
dantes ce qui limite les risques d’hybridation aspécifique et permet d’augmenter
le taux d’hybridation. Des dilutions de ce MSP sont effectuées de façon à obte-
nir des valeurs d’intensités pour toute la gamme de fluorescence. Les résultats
obtenus sur les lames permettent de calculer une courbe de normalisation pour
les plots MSP et une autre pour l’ensemble des plots de la puce. Ces deux cour-
bes sont ensuite utilisées pour déterminer une courbe dite « composite » qui
correspond à une courbe moyenne entre les deux précédentes et pondérée en
fonction du nombre de gènes par niveaux d’intensité.

Cette méthode est particulièrement intéressante sur les plots situés aux
extrémités de la distribution et sur les plots possédant de faibles valeurs de A.
Dans ces deux cas, les valeurs des plots MSP permettent une meilleure estima-
tion de la courbe de normalisation en augmentant la densité de points au voisi-
nage des plots concernés. De plus cette méthode offre la possibilité de vérifier
que la courbe intensité-dépendante calculée n’est pas biaisée par des gènes ex-
primés de façon différentielle (Smyth et Speed, 2003).

2.5.38 Normalisation inter-lames
L’ensemble des méthodes proposées dans cette partie est destiné à la

normalisation individuelle des différentes lames d’une expérience. Cependant la
normalisation peut également être réalisée entre des répétitions de lames et
même sur l’ensemble des lames d’une expérience. Pour cela, Zien et al. (2001)
proposent une méthode complète dite de centralisation qui permet à la fois de
normaliser et de calibrer les données de façon à permettre les comparaisons in-
ter-lames. Après élimination du bruit de fond, les rapports des intensités de
fluorescence sont calculés pour l’ensemble des plots puis une méthode itérative
permet d’éliminer les gènes dont les rapports sont situés aux extrémités de la
distribution. Un facteur de calibrage (Se) est alors calculé pour chaque condition
(c). Sa valeur est estimée au maximum de vraisemblance en utilisant les valeurs
des médianes des rapports d’intensité pour chaque couple de conditions. Ce
facteur permet finalement de transformer les intensités correspondant à chaque
condition. D’autres méthodes plus complexes ont également été proposées
(Workman et al., 2002). Cependant la mise au point de nouvelles méthodes de
normalisation inter-lames reste nécessaire pour permettre la comparaison de
toutes les expériences (Schadt et al., 2001), quelles que soient les méthodes
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utilisées et les laboratoires dans lesquels elles sont effectuées. Cette comparai-
son reste encore extrêmement difficile compte tenu de la diversité des techni-
ques (préparation des échantillons, type de puces) et des contrôles de normali-
sation employés.

2.6 Analyse statistique des données

2.6.1 Des données complexes

Les données d’expression sont des données complexes pour l’analyse
statistiques en raison de plusieurs caractéristiques inhabituelles.

La plus évidente de ces caractéristiques est certainement la dissymétrie
importante des tableaux de données. En effet, le nombre de conditions expéri-
mentales (par exemple le nombre d’échantillons prélevés sur un ensemble de
patients) est bien souvent très faible par rapport aux nombres de gènes analysés.
Il existe donc une redondance extrême des régresseurs pour caractériser les
conditions expérimentales par les gènes, et une sous-paramétrisation pour réali-
ser la démarche inverse.

L’observation de la distribution des données d’expression montre une
absence de normalité. En effet, dans la plupart des organismes cellulaires (des
bactéries les plus simples aux eucaryotes les plus organisés), à un instant don-
né, la grande majorité des gènes s’exprime à un niveau très faible (cf. Figure

A.2.7). Il est important de noter que le niveau d’expression d’un gène n’est pas
lié à l’importance de sa fonction. Les facteurs de transcription, par exemple,
sont exprimés à des niveaux très faibles alors que certains, très ubiquitaires,
sont à l’origine de changements physiologiques majeurs dans la cellule. La dis-
tribution des niveaux d’expression est donc systématiquement dissymétrique et
très étirée vers les fortes valeurs d’expression.
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Figure A.2.7 Distribution des niveaux d’expression (unité relative de fluorescence en

abscisse) chez la bactérie Escherichia coli (5522 gènes) et chez l’homme (12 632 gè-

nes). Les diagrammes (en haut) montrent l’étirement de la distribution vers les fortes

valeurs d’expression (ce qui signifie que seul un faible nombre de gènes est fortement

exprimé.) La courbe (en bas) représente la distribution normale théorique. Les don-

nées sont issues de la base d’expression GEO
8
 (numéros d’accession : GSE33 et

GSE516).

Enfin, il est important de ne pas oublier que les données d’expression
se caractérisent par le fait que les gènes étudiés ne sont pas indépendants. En
effet, la plupart des mécanismes biologiques sont régulés au niveau transcrip-
tionnel par des cascades d’activateurs ou d’inhibiteurs, dans lesquelles certains
facteurs de transcription sont capables d’activer ou d’inhiber l’expression de
plusieurs dizaines de gènes à la fois. Cette dépendance est un facteur très im-
portant à prendre en compte lors des analyses statistiques.

2.6.2 Importance du plan expérimental

Une attention particulière concernant les puces à ADN a été accordée
aux méthodes d’analyse statistique des données. Cependant il est essentiel de ne
pas négliger la définition du plan expérimental qui est à la base même de la
qualité de cette analyse (Leung, 2002). Pour cela, il est important de définir les
différentes questions posées et de les hiérarchiser entre elles mais aussi de
prendre en compte les contraintes matérielles comme le nombre d’hybridations
possibles, ainsi que les sources de variabilités techniques et biologiques
(Churchill, 2002). Il existe en effet trois sources principales de variation dans
les expériences de puces à ADN. La plus importante est la variabilité biologi-
que qui est intrinsèque à tous les organismes et dépend de facteurs génétiques et

8
http://www.ncbi.nih.gov/geo/.
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environnementaux. Elle est normalement prise en compte au moment du choix
des échantillons (cf. 2.3.11). La seconde est la variabilité technique qui est in-
troduite au cours des étapes d’extraction, de marquage et d’hybridation. Enfin
le dernier type de variabilité est l’erreur de mesure qui est associée à la lecture
des signaux de fluorescence (Churchill, 2002).

2.6.21 Unité expérimentale et répétitions
Le premier point d’un plan d’expérience est la définition de l’unité ex-

périmentale, en d’autres termes, la question est de savoir quel est le meilleur
échantillon à utiliser pour réduire la variance biologique. Par exemple, pour
comparer les ARNm issus de deux sources A et B, il est possible d’utiliser trois
extractions et marquages à partir de chacune des sources, puis de les rassembler
aléatoirement deux à deux sur une lame et de moyenner les résultats obtenus.
Une alternative est de rassembler les ARNm issus respectivement des sources A
et B, puis de les subdiviser en trois échantillons pour réaliser finalement trois
répétitions techniques. Quelle est la meilleure solution ? Il est difficile de ré-
pondre à cette question de façon générale. Le fait de rassembler des échantil-
lons augmente en effet la précision en réduisant la variance des comparaisons
d’intérêt, mais au prix de laisser à un seul échantillon une influence forte sur les
résultats et avec le risque d’extrapoler des conclusions erronées pour
l’ensemble de la population. Aucune expérience n’a actuellement été réalisée
pour répondre à cette question en ce qui concerne les mesures de fluorescence.
Seule une étude réalisée avec des puces Affymetrix (citée dans Yang et Speed,
2003) montre que le fait de rassembler des échantillons n’induit qu’une faible
amélioration de la précision et qu’il n’existe pas réellement de biais dans les ré-
sultats. Cette étude laisse penser que le gain de précision obtenu en rassemblant
des échantillons ne justifie probablement pas les risques potentiels, et qu’il est
sans doute préférable de pouvoir déterminer la variation qui existe entre les
échantillons, plutôt que de perdre la capacité de le faire. Des études réalisées
sur des mesures de fluorescence permettront sans doute de confirmer ou
d’infirmer ces conclusions, même si dans certains cas, il n’existe pas d’autre
possibilité que de rassembler des échantillons.

Une fois que l’unité expérimentale est définie, il est essentiel de choi-
sir le nombre de répétitions de mesures à réaliser. En effet, les répétitions sont à
la base des inférences statistiques dont elles augmentent la précision. Pour les
expériences sur puces, il existe trois types de répétitions. Les premières sont les
répétitions biologiques qui correspondent à des échantillons provenant de sour-
ces différentes. Ces répétitions biologiques sont essentielles pour tirer des
conclusions pour la population et non pas simplement pour l’échantillon
d’étude. Les secondes répétitions sont les répétitions techniques qui correspon-
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dent aux marquages indépendants réalisés à partir d’un même échantillon. Elles
permettent d’augmenter la précision des résultats et d’évaluer la variabilité
technique du protocole expérimental (Hoheisel et Vingron, 2000 ; Lee et al.,
2000). Enfin, la répétition des plots sur la puce permet d’augmenter la précision
des mesures.

2.6.22 Associer les échantillons
Compte tenu du coût des expérimentations et du nombre parfois limité

d’échantillons, il est souvent difficile de faire toutes les comparaisons possibles
d’échantillons au sein d’un plan d’expérience. Il est donc essentiel de définir le
plan le plus adapté aux nombres d’échantillons disponibles et à la question po-
sée, mais aussi de veiller à choisir une représentation équilibrée des échantil-
lons et des fluorochromes de façon à compenser partiellement certains biais
techniques. Cependant, compte tenu de la nature même des expérimentations
sur puces, tous les plans qui peuvent être proposés restent toujours des plans in-
complets. Enfin, s’il est souvent impossible de réaliser un tirage aléatoire des
échantillons pourtant à la base de la validité des analyses statistiques (Fisher,
1951), il est tout à fait possible de le mettre en place pour les lames. Le dépôt
est en effet effectué sur un lot de lames qui sont numérotées dans l’ordre dans
lequel elles ont été traitées. Il est donc important de les tirer aléatoirement au
moment de l’utilisation (Oleksiak et al., 2002).

2.6.221 Plan en flip-flop

Le plan dit en flip-flop est un plan simple et efficace pour la comparai-
son directe de deux échantillons (Kerr et Churchill, 2001b). Le principe est de
réaliser un marquage réciproque de chaque échantillon par les deux fluoro-
chromes. Sur ce dispositif en carré latin, différentes associations des deux
échantillons sont possibles suivant le type de répétitions choisi (cf. Figure

A.2.8). Dans tous les cas, ce plan permet d’éliminer les biais liés aux compor-
tements différents des deux fluorochromes, mais induit une confusion d’effet
entre le traitement, le fluorochrome et la lame (Dudoit et al., 2002).
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Figure A.2.8 Exemple de plan de comparaison direct de deux échantillons (A et B).

Plusieurs associations sont possibles : en flip-flop (a), en flip-flop avec répétitions

techniques (b), en flip-flop avec répétitions biologiques (c) et en boucle (d) (d’après

Churchill, 2002).

2.6.222 Plan avec référence

Dans un plan avec référence, toutes les comparaisons sont effectuées
par rapport à un échantillon de référence (cf.Figure A.2.9). La moitié des mesu-
res est donc réalisée sur cet échantillon de référence qui ne présente en général
que peu d’intérêt biologique. Cette pratique nécessite de plus l’utilisation de
deux fois plus d’échantillons d’intérêt biologique (Jin et al., 2001) et les com-
paraisons d’intérêt ne sont jamais réalisées sur la même lame. En dépit de cette
relative inefficacité, ce plan présente quelques avantages. En effet, le chemin à
parcourir entre deux échantillons ne nécessite jamais plus (et jamais moins) de
deux étapes. Toutes les comparaisons sont donc faites avec la même efficacité.
Enfin, ce plan peut se révéler intéressant lorsque la référence a une forte signi-
fication biologique (Churchill, 2002).

Figure A.2.9 Exemples de plan avec référence. Le plan classique utilise une lame

pour chaque échantillon (A,B, C…Z) (a). Une variation possible est de coupler ce plan

avec des flip-flop pour chaque échantillon (b) (d'après Churchill, 2002).

2.6.223 Plan en boucle

Il s’agit d’une extension du plan en flip-flop qui permet de comparer
deux échantillons (cf. Figure A.2.8 d) et d’une alternative au plan de référence
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pour l’étude de plusieurs échantillons (cf. Figure A.2.10) (Yang et Speed,
2002). Ce type de plan peut également être utilisé pour les expériences desti-
nées à tester l’influence simultanée de plusieurs facteurs. Dans ce cas, il est es-
sentiel d’associer les comparaisons d’échantillons qui présentent le plus grand
intérêt sur une même lame. En revanche, ce plan ne permet pas, contrairement
au plan avec référence, d’ajouter un nouvel échantillon dans l’analyse ou de re-
commencer une lame dans le cas d’une hybridation ratée.

Figure A.2.10 Exemple de plan en boucle pour trois échantillons différents (N,S et G)

(d'après Churchill, 2002).

2.6.3 Détection des gènes différentiellement exprimés

La sélection des gènes différentiellement exprimés nécessite deux éta-
pes. La première est le choix et l’utilisation d’un test statistique qui permette le
classement des gènes en fonction des probabilités obtenues. La seconde passe
par la définition d’un seuil de significativité qui distingue les gènes exprimés de
façon différentielle.

2.6.31 Comparaison de deux conditions

2.6.311 Comparaison intra-lame

Initialement, la détection de gènes exprimés différentiellement était
simplement basée sur la valeur des log ratios calculés entre les deux conditions
comparées. Avec cette méthode appelée parfois « fold change », tous les gènes
dont le rapport était au-dessus d’une valeur choisie arbitrairement étaient
considérés comme exprimés de façon différentielle (Schena et al., 1996 ; Derisi
et al., 1997). Des valeurs comprises entre trois et cinq étaient considérées
comme significatives en comparaison à des témoins positifs ou aux gènes de
ménage (Schena et al., 1995 ; Schena et al., 1996). Cependant, ce test n’est pas
un test statistique et il n’existe pas de valeur seuil qui puisse être associée à un
intervalle de confiance pour désigner les gènes différentiellement exprimés. De
plus, cette méthode peut être biaisée par la qualité des données. Ainsi, un gène
faiblement exprimé peut être identifié comme exprimé de façon différentielle,
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simplement parce que son rapport est plus élevé que celui des gènes fortement
exprimés (problème de la division par une valeur très proche de zéro) (Newton
et al., 2001 ; Rocke et Durbin, 2001).

Avec l’amélioration de la qualité des images obtenues, liée à
l’amélioration des performances de chacune des étapes du processus de fabri-
cation et d’utilisation des puces à ADN, des méthodes plus fines et basées sur
des analyses statistiques ont été développées. Ces méthodes de comparaison des
profils d’expression de deux échantillons hybridés sur une lame unique sont
toutes basées sur la modélisation statistique de R et de G. Elles diffèrent princi-
palement par les hypothèses de distribution qui sont faites sur les intensités
pour définir une règle permettant la détection des gènes différentiellement ex-
primés.

Chen et al. (1997) proposent une règle basée sur différentes hypothè-
ses de distribution des intensités, dont la normalité. Sapir et Churchill (2000)
suggèrent d’identifier les gènes différentiellement exprimés en utilisant les pro-
babilités calculées sous l’hypothèse d’un modèle mixte pour les log ratios nor-
malisés. Une des limitations de ces deux méthodes est qu’elles ignorent
l’information concernant les quantités de transcrits (disponible avec le produit
des intensités RG). Deux autres méthodes reconnaissant ce problème ont donc
été développées pour définir une règle de décision prenant en compte
l’abondance des transcrits. L’approche de Roberts et al. (2000) est basée sur
l’hypothèse que les intensités R et G sont indépendantes et normalement distri-
buées avec des variances dépendant de la moyenne. Quant à Newton et al.
(2001), ils considèrent un modèle hiérarchique sous lequel les intensités R et G
suivent une loi gamma et suggèrent d’identifier les gènes différentiellement ex-
primés en utilisant le calcul du rapport des chances d’avoir une expression dif-
férentielle pour chaque gène. Le calcul de ce rapport des chances dépend de
(R+G) et (RG) de façon à prendre en compte l’abondance des transcrits. Cha-
cune de ces méthodes produit une règle de décision dépendant du modèle qui
permet de visualiser dans le plan (log R, log G) deux courbes (cf. Figure

A.2.11). Les gènes situés à l’extérieur de ces courbes sont considérés comme
différentiellement exprimés.

Ces modèles sont intéressants lorsque pour des raisons diverses (lames
inutilisables, matériel biologique en quantité limitée) seule une lame est dispo-
nible pour l’étude. Leurs hypothèses sont cependant très conservatrices. De
plus, compte tenu de la particularité des expériences de puces à ADN, ces mo-
dèles risquent de détecter essentiellement des variations systématiques et aléa-
toires inhérentes à la nature même des données (Dudoit et al., 2002). Enfin,
lorsque d’autres lames sont disponibles, les modèles d’erreur associés ne per-
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mettent pas de prendre en compte les données répétées dans le calcul des pro-
babilités d’expression différentielle.

Figure A.2.11 Exemple du graphe obtenu pour une analyse de Newton. Les points en

rouge sont les points considérés comme différentiellement exprimés.

2.6.312 Comparaison inter-lames

 Approche classique : test de t

L’approche classiquement utilisée pour déterminer les gènes exprimés
de façon différentielle dans un plan expérimental comparant deux conditions est
l’utilisation d’un test de t réalisé pour chaque gène. Si les deux conditions sont
appelées 1 et 2 pour les N gènes de l’étude, le niveau d’expression du gène g
dans chacune des deux conditions est appelé yg1 et yg2. Les véritables niveaux
d’expression du gène g sont notés µg1 est µg2. L’hypothèse que le gène n’est pas
différentiellement exprimé dans les deux conditions est appelée H0,g et
l’hypothèse alternative H1,g. Ces hypothèses peuvent s’écrire de la façon sui-
vante pour les conditions 1 et 2 :

Pour identifier l’ensemble des gènes qui sont exprimés différentiellement, il
suffit alors de réaliser les tests d’hypothèses pour chacun des N gènes et de
conserver les gènes pour lesquels l’hypothèse nulle est rejetée. Pour réaliser ces
N tests, la statistique usuelle est :€ 

H0,g ⇔µg1 = µg2

H1,g ⇔µg1 ≠ µg2
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Pour chaque gène, le numérateur de cette statistique est simplement la diffé-
rence des moyennes des niveaux d’expression dans les deux conditions et le dé-
nominateur représente l’écart-type estimé de la différence des moyennes. Le
test est ensuite réalisé sous l’hypothèse d’indépendance et de normalité des ni-
veaux d’expression du gène dans les deux conditions. La loi de la variable
aléatoire Tg, sous l’hypothèse nulle est une loi de Student et correspond au test
traditionnel de comparaison de moyenne.

La réalisation d’un test de t pour chaque gène est intéressante car elle
n’impose pas une homogénéité des variances. Cependant, la puissance du test
peut être faible si le nombre de répétitions pour chaque condition est restreint,
ce qui est souvent le cas dans les expériences de puces à ADN. Une autre limi-
tation concerne la stabilité de la variance de chaque gène. Ainsi, lorsque la va-
riance estimée pour un gène est petite, la valeur de tg peut être importante même
pour un faible différentiel d’intensité. Pour pallier ce problème, certains auteurs
proposent d’estimer une variance globale pour l’ensemble des gènes (Arfin et
al., 2000 ; Tanaka et al., 2000). Cette estimation ne peut cependant être réalisée
que sous l’hypothèse forte d’homogénéité des variances, qui est rarement véri-
fiée dans les expériences de puces à ADN. Enfin il est essentiel de ne pas ou-
blier que la réalisation d’un nombre élevé de tests nécessite de prendre en
compte les problèmes spécifiques des tests multiples (cf. 2.6.4).

 Approche bayésienne

L’utilisation de l’approche classique, décrite précédemment, montre
que les variances sont difficiles à estimer et soumises à des fluctuations lorsque
le nombre de répétitions est faible. Si des estimations plus fiables peuvent être
obtenues en combinant les données de l’ensemble des gènes, elles restent biai-
sées lorsque le principe d’homoscédasticité est violé. Des versions modifiées et
empiriques du test de t classique ont donc été proposées.

La modification la plus simple à mettre en œuvre est celle de la ver-
sion SAM (Signifiance Analysis of Microarrays) du test de t, connue également
sous le nom de test S (Tusher et al., 2001). Pour pallier le problème lié à
l’estimation des petites variances, une constante positive a (correspondant au
quatre-vingt dixième percentile de la distribution des écarts-types de tous les
gènes) est ajoutée au dénominateur du test classique :

€ 

tg =
yg2 − yg1
σg
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Baldi et Long (2001) proposent une autre approche avec un test de t
régularisé. Pour cela, le calcul du dénominateur du test de t classique est basé
sur une estimation pondérée de la variance qui prend en compte à la fois
l’estimation de la variance gène spécifique et celle de la variance moyenne glo-
bale. Ces deux approches sont généralement regroupées sous le terme
« approche bayésienne ». Cependant, elles ne mettent pas véritablement en jeu
l’utilisation des modèles de Bayes, contrairement à la dernière approche propo-
sées par plusieurs auteurs et appelée test B (Efron et Tibshirani, 2002 ; Lonn-
stedt et Speed, 2002). Dans cette méthode, une proportion définie a priori de
gènes différentiellement exprimés (par exemple 1 %) permet l’estimation de la
variable B qui correspond au logarithme du rapport des chances d’expression
différentielle et d’expression non différentielle.

Ces trois approches sont implémentées dans différents logiciels. Le lo-
giciel SAM (Tusher et al., 2001) propose les tests S et B et le logiciel CyberT le
test de t régularisé (Baldi et Long, 2001). Si elles permettent dans la plupart des
cas d’améliorer les problèmes liés aux estimations de la variance, elles restent
soumises, comme le test de t classique, aux problématiques des tests multiples.

Une étude des différentes méthodes de comparaison inter-lames mon-
tre qu’elles aboutissent parfois à des résultats très différents, aussi bien en ce
qui concerne le nombre et la nature des gènes que  leur classement (Pan, 2002).

2.6.32 Comparaison de plus de deux conditions
Lorsque le plan expérimental est destiné à l’étude de plusieurs condi-

tions et de leur interaction, l’analyse de variance (ou ANOVA) qui permet
d’apprécier l’effet de variables qualitatives (les facteurs) sur une variable nu-
mérique (le niveau d’expression des gènes) est la méthode qui est naturellement
choisie (Kerr et al., 2000).

2.6.321 Modèle global d’analyse de variance

Le modèle global d’analyse de variance permet de représenter le ni-
veau d’expression des gènes comme une combinaison spécifique de différents
facteurs. Pour une expérience sur puces à ADN, les principaux facteurs qui in-
fluencent les mesures d’expression sont la lame (A pour array), le fluorophore
(D pour dye), la condition expérimentale (V pour variety) et le gène (G pour
gene). Il est alors possible de proposer le modèle suivant pour représenter les
niveaux d’expression : 

€ 

yijkgr = µ + Ai + Dj +Vk +Gg +VGkg + εijkgr . Avec les
termes suivants :

€ 

tg =
yg2 − yg1
σ g + a
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- yijkgr représente le logarithme des niveaux d’expression,
- µ est l’effet global,
- Ai est l’effet de la iième lame (I lames),
- Dj est le jième niveau de l’effet fluorophore D (2 couleurs),
- Vk correspond au kième niveau de l’effet variété V (K conditions),
- Gkg traduit l’effet du gième gène pour le facteur G (N gènes),
- VGkg représente l’interaction entre la kième variété et le gième gène (il

s’agit donc du terme d’intérêt),
- εijkgr représente les erreurs de mesures indépendantes qui suivent une loi

normale centrée de variance σ2.

Ce modèle est le plus simple possible dans la mesure où seuls les fac-
teurs principaux et l’interaction d’intérêt d’ordre 2 VGkg, qui traduit les varia-
tions d’expression du gène g dans la condition k, sont considérés (Kerr et Chur-
chill, 2001a). Des modèles plus compliqués avec d’autres interactions peuvent
également être envisagés. Cependant, l’ensemble des facteurs et des interac-
tions de tout ordre n’est pas toujours estimable car les plans sont toujours in-
complets. En effet, selon le plan d’expérience envisagé, certains de ces facteurs
et de ces interactions sont partiellement ou totalement confondus. Par ailleurs,
ce modèle est un modèle à effet fixe dans lequel tous les facteurs ont un nombre
fini de niveaux. En raison de la nature de certains effets, il semble néanmoins
raisonnable de considérer certains facteurs (la lame par exemple) comme des
facteurs à effets aléatoires. Dans ce cas le modèle d’analyse de variance utilisé
devient un modèle mixte (Wolfinger et al., 2001).

Kerr et al. (2000) ont proposé dans un premier temps d’appliquer di-
rectement cette analyse de variance pour des données brutes, sans réaliser de
normalisation et en considérant les termes A, D et V comme des facteurs de
normalisation. Cependant, l’étude des résidus estimés par ce type de modèle
montre que certains effets non linéaires n’autorisent pas une approche aussi di-
recte. Il semble donc préférable d’effectuer une étape de normalisation avant
d’appliquer l’analyse de variance. Par ailleurs, ce modèle d’analyse de variance
ne permet d’obtenir une représentation des niveaux d’expression que pour
l’ensemble des mesures de l’expérience. Une nouvelle approche proposée ini-
tialement par Dudoit et al. (2002) a récemment été développée pour extraire la
partie du modèle liée aux aspects de normalisation et permettre une analyse de
variance gène-spécifique (Cui et Churchill, 2003).

2.6.322 Modèle d’analyse de variance gène-spécifique

Une nouvelle approche est basée sur l’utilisation de deux modèles suc-
cessifs d’analyse. Le premier modèle correspond à une étape de normalisation
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qui permet de prendre en compte les effets des facteurs lame (A) et fluoro-
chrome (D) : 

€ 

yijgr = µ + Ai + Dj + ADij + rijgr .
Cette étape génère des résidus rijgr à partir des logarithmes des mesures
d’intensité. Ces résidus sont utilisés pour modéliser les effets gène spécifique
dans la seconde étape d’analyse. Le modèle gène spécifique s’écrit donc :

€ 

rijgr =G +VGij + DGj + AGi + εijr .

Cette décomposition permet d’optimiser de façon importante les cal-
culs à effectuer. En effet, la méthode usuelle de construction des modèles
d’ANOVA par les moindres carrés impose une étape d’inversion de la matrice
d’expérience. Pour une expérience sur puces à ADN, cette matrice a une dimen-
sion de l’ordre de la dizaine de milliers et son inversion directe est délicate,
voire impossible à réaliser dans certains cas. L’utilisation de deux étapes
d’analyse permet donc de réduire les matrices d’expériences. De plus, dans une
expérience de puce, le même jeu de gènes est représenté par définition sur
l’ensemble des lames. Le facteur gène (G) est donc équilibré pour les facteurs
lame (A) et fluorochrome (D). Cet équilibre permet finalement d’obtenir des
estimations identiques pour le modèle d’analyse de variance global et le modèle
en deux étapes (Wu et al., 2002).

2.6.323 Tests de F

Le test de F est le test classique de l’ANOVA. Il s’agit simplement
d’une généralisation du test de t pour la comparaison de plus de deux condi-
tions. Comme pour le test de t, plusieurs variations du test de F existent pour le
modèle d’ANOVA à effets fixes. Le test de F classique est appelé test F1. Mais
il est également possible de calculer une variance commune à l’ensemble des
gènes de l’expérience pour réaliser le test F3. Ce test est plus puissant que le
test classique, mais il peut être biaisé si de nombreux gènes sont faiblement ex-
primés. Dans ce cas, il est préférable d’utiliser le test F2. Ce test est l’analogue
du test de t régularisé et se base sur l’utilisation d’une combinaison pondérée de
la variance globale et des variances spécifiques de chaque gène (Wu et al.,
2002 ; Cui et Churchill, 2003). Des abaques sont disponibles pour la réalisation
du test F1, en revanche les valeurs correspondant aux tests F2 et F3 doivent être
calculées par permutations.

Pour le modèle fixe, il n’existe qu’un seul terme de variance pour
l’ensemble des facteurs et les effets des différents facteurs sont donc testés
contre cette variance. Pour le modèle mixte en revanche les facteurs ne sont pas
toujours testés contre les mêmes variances et le choix de l’une d’entre elles dé-
pend de la question posée. Construire les tests statistiques se révèle plus com-
pliqué que dans le cas des modèles fixes, mais peut être réalisé à l’aide de logi-
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ciels spécifiques comme avec des bibliothèques disponibles pour SAS
(SAS®MICROARRAY9) ou pour R (MAANOVA10).

Tous les tests statistiques présentés précédemment permettent
d’obtenir une liste de gènes différentiellement exprimés qui peut être classée en
fonction des valeurs de M, de t ou de F. Tenir compte dans ce classement de la
valeur moyenne de A peut être un bon indicateur de l’importance à accorder
aux valeurs observées (Yang et Speed, 2003). Mais même ainsi, il est difficile
de placer un seuil de significativité permettant de retenir les gènes dont
l’expression différentielle est la plus pertinente. Quels que soient le modèle et
le test qui sont utilisés, la réalisation d’un test d’hypothèse pour chaque gène
soulève le problème lié à l’utilisation des tests multiples.

2.6.4 Choix d’un seuil de significativité

Le nombre important d’hypothèses à tester simultanément sur les don-
nées de puces à ADN implique l’étude des deux erreurs associées aux tests
multiples. La première est l’erreur FWER (Family Wise Error Rate) qui corres-
pond à la probabilité de rejeter au moins une hypothèse nulle alors qu’elles sont
toutes vraies. Il s’agit de l’équivalent pour les tests multiples de l’erreur de
première espèce (α) associée à un test simple. La probabilité de commettre
l’erreur FWER augmente de façon dramatique avec le nombre N de tests. Le se-
cond type d’erreur associée aux tests multiples est l’erreur FDR (False Disco-
very Rate), introduite par Benjamini et Hochberg (1995). Cette erreur corres-
pond à la proportion d’hypothèses qui sont rejetées à tort.

Dans le cadre des tests simples, l’acceptation ou le rejet du test est ba-
sé sur le calcul de la valeur critique ou probabilité. Cette notion peut être géné-
ralisée dans le cadre des tests multiples avec le calcul de probabilités ajustées
qui dépendent du type d’erreur à contrôler (Satagopan et Panageas, 2003).

2.6.41 Contrôle de l’erreur FWER
La méthode de Bonferroni (Bland et Altman, 1995) est la méthode la

plus connue et la plus utilisée pour la calcul des probabilités ajustées. La pro-
babilité ajustée est la probabilité obtenue pour un test simple dont l’erreur de
première espèce est fixée à α/N. Cette méthode est simple, tout comme les
nombreuses adaptations qui ont été proposées. Elle présente cependant
l’inconvénient d’être difficilement applicable lorsque le nombre de tests est su-

9 http://www.sas.com/industry/pharma/mas.html.
10 http://www.jax.org/staff/churchill/labsite/software/anova/rmaanova.



Partie A
Étude bibliographique / Contexte méthodologique
Les puces à ADN de A à Z (ou presque)

134

périeur à dix et lorsqu’il existe des corrélations entre les statistiques de test.
Cette méthode est donc beaucoup trop conservative pour les milliers de test liés
aux expériences de puces (Satagopan et Panageas, 2003). Par ailleurs, il existe
une corrélation forte entre les tests statistiques qui est liée à la co-régulation des
gènes et à une dépendance des erreurs de mesure des niveaux d’expression.
Pour pallier ce problème, Westfall et Young (1993) ont proposé une procédure
dans laquelle les probabilités sont estimées par permutation. Cette procédure
nécessite cependant un nombre important de données pour limiter la dispersion.

2.6.42 Contrôle de l’erreur FDR
Dans tous les cas, les méthodes contrôlant l’erreur FWER sont trop

conservatrices pour des applications où peu de gènes sont différentiellement
exprimés. Cependant, l’absence de correction implique souvent le risque
d’obtenir un nombre élevé de faux positifs. En supposant par exemple que tou-
tes les erreurs de première espèce α sont égales à 0,5 pour 1000 gènes étudiés,
alors le nombre de faux positifs attendus est de 1000*0,05=50. Reiner et al.
(2003) proposent un compromis en adoptant une démarche de contrôle du FDR,
c’est-à-dire de la proportion de faux positifs parmi les gènes attendus comme
différentiellement exprimés. De nombreuses procédures de contrôle du FDR
peuvent être utilisées. La plupart sont basées sur l’utilisation d’algorithmes de
re-échantillonnage comme la procédure proposée par Benjamini et Hochberg
(1995). Actuellement de nombreux logiciels, tels que SAM (Signifiance Analy-
sis of Microarrays) (Tusher et al., 2001) ou Qvalue (Storey, 2004), permettent
le calcul des probabilités ajustées en utilisant le contrôle du FDR. Toutes ces
approches présentent l’intérêt de s’affranchir de l’hypothèse d’indépendance
des gènes. Par ailleurs, elles ne nécessitent pas un nombre élevé de répétitions
et sont moins conservatives que les procédures contrôlant le FWER.

Il semble donc que les procédures basées sur l’estimation du FDR of-
frent une bonne alternative à celles basées sur le FWER pour les analyses des
données de puces. Cependant, des développements sont encore nécessaires pour
que ce type de procédure s’applique parfaitement aux problématiques associées
aux données d’expression, particulièrement en ce qui concerne leur aspect
beaucoup trop conservatif (Yang et Speed, 2003).

2.6.5 Détermination de profils d’expression

Le but de cette partie n’est pas de dresser une liste exhaustive des
nombreuses méthodes actuellement disponibles pour l’analyse des profils
d’expression. Il s’agit plutôt de montrer comment certaines techniques
d’analyse parmi les plus utilisées peuvent être applicables au problème de la
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classification des données d’expression. De plus, les méthodes de classification
sont les premières approches qui ont été développées pour l’analyse des don-
nées issues des puces à ADN. Aujourd’hui, les avancées récentes en technique
d’apprentissage, et particulièrement les réseaux de neurones et les arbres de dé-
cision, ont démontré le potentiel de ces méthodes pour l’analyse des données
d’expression (Holloway et al., 2002).

2.6.51 Classification
Dans la majorité des cas, la première méthode d’analyse retenue est la

méthode de classification hiérarchique. Cette technique, introduite par Eisen et
al. (1998) permet de visualiser les données en utilisant des algorithmes de clas-
sification. Ces méthodes de classification sont utiles lorsque le but est de dé-
couvrir des groupes de gènes dans les données d’expression en l’absence
d’informations extérieures.

Pour un plan d’expérience incluant plusieurs répétitions et différentes
conditions expérimentales, les résultats sont organisés dans une matrice dite de
niveau d’expression. Une ligne de cette matrice correspond à un gène unique,
tandis que chaque colonne représente une condition particulière. Cette matrice
est ensuite représentée sous forme graphique. La classification intervient alors
pour regrouper et identifier les gènes présentant des profils d’expression simi-
laires et qui peuvent être associés dans un même processus cellulaire (cf. Figure

A.2.12).

La principale difficulté posée par l’utilisation de ce type de méthode
est liée au fait que chaque processus biologique peut impliquer un nombre rela-
tivement faible de gènes et que la majorité de ceux qui sont présents sur la puce
constitue un bruit de fond qui risque de masquer l’effet du sous-ensemble inter-
venant. De plus, chaque gène ne peut être placé dans la plupart des méthodes
que dans un seul sous-ensemble de la classification, ce qui implique qu’un gène
ne peut être associé qu’à un seul processus biologique pour une condition don-
née. Une approche simple pour trouver les couples gène/condition qui condui-
sent à des classes « significatives » est de constituer des sous-matrices à partir
des données initiales et d’appliquer la procédure classique de classification à
chacune d’entre elles. Le nombre de sous-matrices augmentant exponentielle-
ment avec la quantité de couples étudiés, de nombreuses approches heuristiques
basées sur des procédés itératifs ont été développées (Getz et al., 2000).
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Figure A.2.12 Représentation graphique issue d’une analyse par classification hiérar-

chique. À partir des tableaux de mesures dans lesquels chaque colonne correspond à

une expérience et chaque ligne à un gène (à gauche), chaque valeur est représentée

par une couleur qui est le reflet qualitatif et quantitatif du rapport des fluorescences

(au centre). Les gènes dont le niveau d’expression est inchangé sont représentés en

noir, ceux dont le niveau augmente en rouge et les autres en vert. Une échelle de

couleurs permet de quantifier les nuances de vert et de rouge. Finalement, les gènes

ayant le même profil d’expression sur plusieurs expériences sont regroupés (à droite)

(d’après Bertucci et al., 2002).

D’un point de vue statistique, Alon et al. (1999) recommandent
l’utilisation du coefficient de corrélation de Pearson comme mesure de la simi-
larité des données entre gènes ou entre conditions expérimentales. Ce coeffi-
cient est en effet en accord avec la notion biologique de gènes co-exprimés et
permet de mettre en évidence une similarité de « forme » entre deux profils
d’expression, sans pour autant tenir compte des différences d’amplitude (Eisen
et al., 1998). La valeur du coefficient est donc élevée entre deux gènes qui sont
impliqués par le même processus, même si chacun d’entre eux subit une activa-
tion (ou une répression) différente au cours du processus. Cependant, il pré-
sente l’inconvénient de donner une valeur de corrélation positive plus signifi-
cative pour deux gènes fortement exprimés que pour deux gènes faiblement
exprimés, car il ne prend pas en compte les niveaux absolus d’expression. Par
ailleurs, lorsque gènes et conditions expérimentales sont pris simultanément en
compte, il est préférable de calculer une distance euclidienne.

Ces méthodes de classification se révèlent particulièrement intéres-
santes pour déterminer la fonction des gènes inconnus en mettant en évidence
des phénomènes de co-régulation entre des gènes de fonctions connues et des
gènes dont les fonctions sont à déterminer (Tavazoie et al., 1999). Cependant,
l’expression de certains gènes n’est pas régulée au niveau transcriptionnel (Van
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Helden et al., 2000b). Dans ce cas, des expériences de délétion de gène menées
par la suite peuvent apporter de plus amples détails sur chaque gène pris indivi-
duellement au sein d’un groupe co-régulé (Golub et al., 1999) (cf 2.8.3).

Les méthodes de classification sont également très utilisées pour
l’étude des séries de mesures temporelles et la reconstruction des voies méta-
boliques. Cependant, il existe encore de nombreuses difficultés pour ce type
d’analyse. Elles sont liées autant à des raisons pratiques (erreurs de mesure,
distance trop importante entre deux temps de la cinétique) qu’à des raisons
conceptuelles (les changements relatifs de niveaux d’expression de deux gènes
peuvent relever de la coïncidence plus que de la causalité). Il est donc essentiel
de relier les résultats obtenus avec des connaissances a priori sur les interac-
tions géniques (Darel et Képès, 2002). Mais au-delà de cette analyse par re-
groupement, le but est d’inférer le réseau génétique, c’est-à-dire de retrouver
les interactions régulatrices sous-jacentes aux données d’expression en utilisant
des modèles (Wolkenhauer, 2002).

2.6.52 Analyse en composante principale
Parallèlement aux méthodes de classifications, il est possible d’utiliser

des méthodes comme l’analyse en composante principale (ACP) pour étudier
les profils d’expression. Le travail de Chu et al. (1998) représente l’un des
premiers exemples d’application de l’analyse en composante principale à des
données temporelles d’expression. Alter et al. (2000) obtiennent des résultat
similaires en utilisant une décomposition en valeur singulière (DVS) tout en
montrant une plus grande créativité dans la présentation des résultats. Enfin,
des modèles dynamiques de l’expression des gènes ont également été proposés
à partir d’analyse en composante principale. Holter et al. (2000) estiment ainsi
des matrices de translation indépendantes du temps pour montrer que des pro-
fils d’expression complexes peuvent être représentés par un petit nombre de
sous-ensembles qui caractérisent les profils d’expression temporels.

Il est également possible de coupler ACP et méthode de classification
au sein d’une même analyse. En effet, une des caractéristiques des données
d’expression est que le nombre d’échantillons étudiés est typiquement plus petit
que le nombre de gènes représentés sur la puce, ce qui viole les hypothèses
classiques de la statistique (Satagopan et Panageas, 2003). Pour regrouper des
échantillons présentant des caractéristiques similaires, il est donc impossible
d’utiliser des modèles classiques, contrairement à ce qui est réalisé pour les gè-
nes. Pour pallier ce problème, Ghosh et Chinnaiyan (2002) proposent un algo-
rithme basé sur l’utilisation de modèles mixtes pour permettre la classification
simultanée des gènes et des échantillons. Pour cela, une première étape utilisant
une ACP permet de réduire la dimension des gènes, puis une seconde étape
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permet la classification des échantillons. De la même manière, Culhane et al.
(2002) proposent une analyse entre groupes de données en utilisant une mé-
thode d’analyse de correspondance à la place d’un classement individuel des
données.

Les méthodes de classification, tout comme les analyses en compo-
sante principale, permettent donc de classer les gènes par fonctions similaires
ou en groupe de co-régulation et les échantillons pour un même état cellulaire
ou encore un phénotype biologique identique. Ces résultats peuvent ensuite être
reliés à des observations indépendantes et des connaissances extérieures,
concernant par exemple les régulateurs, pour reconstruire le réseau métabolique
(Alter et al., 2000).

2.7 Relier les profils d’expression aux voies métaboliques
Les gènes n’interviennent jamais seuls dans un organisme mais dans

des réseaux, et souvent en cascade. L’analyse des données issues des puces à
ADN dans une perspective de modélisation des voies métaboliques, peut donc
permettre la compréhension des systèmes vivants. Cette recherche des princi-
pes, qui dictent le comportement dynamique des systèmes de régulation de la
cellule, nécessite une intégration des approches théoriques et expérimentales à
des niveaux variés (Neves et Iyengar, 2002). Pour cela trois méthodes sont uti-
lisées.

La première est une extension naturelle de l’analyse par classification.
En effet, plusieurs gènes associés ensemble peuvent être co-régulés ou impli-
qués dans une même voie métabolique. L’analyse complémentaire des promo-
teurs associés à ce groupe de gènes peut souvent révéler les schémas de régula-
tion (Pilpel et al., 2001). Pour cela il existe de nombreux logiciels disponibles
comme le panel d’outils RSAT (Regulatory Sequence Analysis Tools) dévelop-
pés par Van Helden et al. (2000a).

La seconde approche est une approche dite d’ingénierie inverse des
voies métaboliques (D'haeseleer et al., 2000 ; De Jong, 2002). Il s’agit
d’identifier le réseau de régulation à partir des données transcriptomiques. Pour
cela, il est possible de perturber de façon systématique et ciblée l’organisme
étudié, au moyen de mutations ou de traitements chimiques par exemple
(Hughes et al., 2000). Il peut également être utile de réaliser des séries tempo-
relles de mesures (Tavazoie et al., 1999). Ces expériences sont conduites avec
l’hypothèse que les perturbations ou les données temporelles permettront
d’observer de nouvelles modifications des profils d’expression, qui sont néces-
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saires à la reconstruction de l’architecture du réseau sous-jacent. Des méthodes
diverses ont été proposées pour inférer les réseaux à partir de ce type de don-
nées. Il est possible d’utiliser une approche booléenne dans laquelle
l’expression des gènes est modélisée par une valeur logique binéaire ( Thieffry,
1999 ; Akutsu et al., 2000 ; Thieffry et De Jong, 2002). L’utilisation d’un ré-
seau bayésien est une autre approche permettant la modélisation des interac-
tions entre les gènes (Husmeier, 2003). Pour cela les probabilités d’occurrence
des différents modèles d’interaction entre gènes sont calculées (Friedman et al.,
2000). Cette approche couplée à la recherche de promoteurs a par exemple été
utilisée pour reconstruire avec succès les voies métaboliques de la levure (Segal
et al., 2003). Lorsque des données temporelles sont disponibles, il peut égale-
ment être intéressant d’utiliser des systèmes d’équations différentielles pour re-
présenter les interactions métaboliques. Des logiciels comme GEPASI (Mendes,
1993 ; Mendes et Kell, 1998) permettent ce type de modélisation cinétique.

Enfin la dernière approche concerne la construction de cartes métabo-
liques couplant les données d’expression aux voies métaboliques (Leung et Ca-
valieri, 2003). Le logiciel Osprey permet ainsi de représenter graphiquement les
gènes et leurs interactions avec des codes couleur associés à leur fonction
(Breitkreutz et al., 2003). Le logiciel libre GenMAPP (Gene MicroArray Path-
way Profiler) permet de visualiser les gènes appartenant à un même groupe de
co-régulation sur les voies métaboliques (Doniger et al., 2003). Enfin le logiciel
Pathway Processor permet de visualiser les voies métaboliques qui sont les
plus affectées par des changements au niveau transcriptionnel (Grosu et al.,
2002).

L’inférence des réseaux métaboliques à partir des données issues des
puces à ADN sera certainement l’un des défis majeurs des années à venir. Ce-
pendant l’évolution rapide de ce domaine d’étude, qui voit chaque jour
l’apparition de méthodes nouvelles toujours plus complexes, perd parfois les
chercheurs dans la compréhension des nouveaux logiciels disponibles et des
méthodes innovantes qui leurs sont associées (Leung et Cavalieri, 2003).

2.8 Et après ?

2.8.1 Valider les données

Le processus de validation des données peut être divisé en trois étapes.
La première est le contrôle de la qualité des données expérimentales, la seconde



Partie A
Étude bibliographique / Contexte méthodologique
Les puces à ADN de A à Z (ou presque)

140

est la confirmation indépendante des données et la troisième est une réflexion
concernant l’universalité des résultats obtenus (Chuaqui et al., 2002).

Le contrôle de la qualité des expériences est permis par l’intégration
de répétitions au moment de la définition du plan expérimental. L’analyse de
leur cohérence permet de valider la qualité des lames réalisées, d’évaluer les
éventuelles variations expérimentales, voire d’éliminer certains plots ou certai-
nes lames de l’analyse (cf. 2.6.21).

La confirmation indépendante des résultats peut être réalisée de plu-
sieurs façons. La méthode in silico permet de comparer les résultats obtenus
avec les informations disponibles dans la littérature et les bases de données.
Elle offre l’opportunité de vérifier les données sans réaliser de nouvelles expé-
rimentations. En ce qui concerne les méthodes de validation basées sur la
conduite de nouvelles expériences, elles sont généralement menées avec les
techniques de RT-PCR (Ye et al., 2001), de PCR en temps réel et de northern
blotting (Taniguchi et al., 2001). La PCR en temps réel est la méthode qui est le
plus souvent employée car elle permet de réaliser des mesures quantitatives très
précises pour un ARN messager en particulier (Wang et al., 2003). En plus de
valider les niveaux d’expression avec les taux d’ARN messagers, il est égale-
ment possible d’évaluer les quantités de protéines correspondantes par des mé-
thodes immuno-chimiques ou par immunoblotting (Burton et al., 2002).

Finalement la question de l’universalité des résultats est de savoir si
les données obtenues correspondent à une description essentielle d’un état bio-
logique donné. Cette validation est réalisée par la comparaison des résultats
avec des données obtenues dans d’autres conditions physiologiques, ou pour
des échantillons, des tissus ou encore des organismes différents (Chuaqui et al.,
2002).

2.8.2 Formaliser et stocker les données

Le développement rapide des puces à ADN a abouti à une accumula-
tion sans précédent des données dans les laboratoires du monde entier. Leur
stockage est donc devenu crucial (Stoeckert et al., 2002) et nécessite le déve-
loppement d’outils locaux et d’entrepôts publics de données accessibles à
l’ensemble de la communauté scientifique. Pour pouvoir échanger et comparer
ces données, même lorsqu’elles sont issues de technologies différentes, il est
nécessaire de mettre en place une standardisation et un formalisme rigoureux au
sein même de ces bases de données.

2.8.21 Formaliser les connaissances associées au transcriptome
Avant de stocker puis d’échanger les données d’expression entre les

différents laboratoires, il est essentiel de s’assurer que tous décrivent bien les
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mêmes objets. En effet, l’idéal serait que chaque gène ait un identifiant unique
et que l’information correspondant à ses fonctions soit disponible dans les bases
de données. Cependant la réalité est encore assez éloignée de cette situation
(Holloway et al., 2002). Pour améliorer les comparaisons entre données, il est
important de travailler tant au niveau de l’annotation syntaxique des séquences,
qui a pour but l’identification des gènes et de leurs éléments régulateurs, qu’au
niveau de l’annotation fonctionnelle, qui s’attache à la détermination de leur
fonction. Face à la quantité de séquences introduites chaque jour dans les bases
de données, ces processus ont été fortement automatisés.

L’annotation syntaxique est un problème extrêmement complexe, sur-
tout chez les eucaryotes dont les génomes contiennent une quantité élevée
d’introns dans les séquences codantes et une multiplicité des systèmes de régu-
lation (Lewis et al., 2000). Un effort d’homogénéisation et de standardisation
énorme a été fourni par la mise en place de bases de données. Malgré cela, les
descriptions hasardeuses, contradictoires et parfois fausses rendent très diffici-
lement exploitables ces informations par une machine (Iliopoulos et al., 2003).
De plus, ces données sont en pleine construction et l’arrivée massive
d’informations en provenance des centres de séquençage génère une fluctuation
très importante des informations (notamment au niveau des identifiants des gè-
nes).

La principale méthode d’annotation fonctionnelle automatique consiste
à rechercher pour chaque nouvelle séquence une homologie avec une autre sé-
quence déjà annotée. Il faut rester conscient des problèmes induits par cette
automatisation et rester lucide sur la qualité de l’annotation effectuée. En effet,
le problème ne réside pas seulement dans la comparaison de séquences entre
elles, mais surtout dans l’interprétation des résultats de cette comparaison.
D’une part, les critères permettant de déterminer l’homologue le plus proche
sont variés, et d’autre part certaines similitudes sont fortuites et des protéines
très similaires peuvent posséder des fonctions très différentes (comme le mon-
tre l’exemple des gènes paralogues).

Afin que ces données en constante évolution soient utilisées de la
même façon par l’ensemble de la communauté scientifique des vocabulaires
contrôlés (ou ontologies11) organisés en base de connaissances ont été dévelop-
pés. Le consortium Gene Ontology12 (Ashburner et al., 2000) qui s’est mis en
place en 1998 propose ainsi de produire une ontologie, applicable à tous les or-
ganismes, même si les connaissances associées aux gènes peuvent évoluer, et si

11http://smi-web.stanford.edu/projects/bio-ontology/.
12http://www.geneontology.org.
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le rôle des protéines peut changer. Il existe par exemple un vocabulaire com-
mun entre des bases de données aussi différentes que FlyBase (pour la Droso-
phile), Saccharomyces Genome Database (SGD), Mouse Genome Database
(MGD), ce qui contribue au développement plus aisé d’outils d’intégration
(Camon et al., 2003).

2.8.22 Stocker les données
Une démarche similaire à celle qui a été utilisée pour formaliser les

connaissances associées au transcriptome a été entreprise afin de faire face au
manque de standard pour représenter et échanger les données d’expression
(Brazma et al., 2001). Elle a abouti à la création du document MIAME (Mini-
mum Information about Microarray Experiment) défini par le groupe MGED
(Microarray Gene Expression Data Group13). Le document MIAME permet de
conserver les informations concernant le plan d’expérience, le plan de la puce,
le protocole d’extraction et de préparation des échantillons, les conditions
d’hybridation, les mesures d’intensités (images, quantification, filtration) et le
type de normalisation utilisée. Bien qu’il ne soit pas encore entièrement forma-
lisé, il sert de référence dans la communauté scientifique utilisant la technolo-
gie des puces à ADN et il est devenu essentiel pour publier dans de nombreux
journaux (Holloway et al., 2002). Des implantations XML de ce format
(MAML et MAGE-ML) ont également été développées pour faciliter les échan-
ges de données.

Il existe à présent de nombreux entrepôts publics pour les données
transcriptomiques, comme la base ArrayExpress14 de l’Institut de Bioinformati-
que Européen (EBI). Ils permettent de stocker les informations essentielles
d’une expérience de puce sous le format MIAME. De plus, de nombreuses ini-
tiatives ont vu le jour dans les différents centres de recherche pour le stockage
local des données. La plate-forme transcriptome de la Génopole Rhône-Alpes a
par exemple développé la base de données SI-TRANS15 (Système d’Information
pour le Transcriptome) qui possède une interface facilitant la saisie des infor-
mations par les différents utilisateurs. Cette base est actuellement disponible et
les premiers tests d’utilisation sont en cours.

13http://www.mged.org.14http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/.
15http://liris.cnrs.fr/~sitrans.
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2.8.3 Intégrer des données de nature différente

Des données génomiques, transcriptomiques, protéomiques et métabo-
liques deviennent disponibles pour de nombreux organismes. Il est donc néces-
saire d’intégrer ces données de nature différente (Voit et Riley, 2003). Cet en-
jeu est d’autant plus crucial que les données issues des puces à ADN ne
contiennent généralement pas assez d’information pour permettre la modélisa-
tion des réseaux de gènes de façon complète.

Les premières données qu’il semble naturel d’associer aux données
transcriptomiques sont celle du protéome, en raison notamment de l’existence
de nombreuses régulations post-traductionnelles. En effet, il n’existe dans cer-
tains cas qu’une corrélation partielle entre les concentrations de transcrits et de
protéines (Greenbaum et al., 2002 ; Ideker et al., 2001b). Une étude comparant
les quantités d’ARN messager obtenues à partir de données SAGE (Serial Ana-
lysis of Gene Expression) et les quantités de protéines obtenues sur gel 2D pour
150 protéines de la levure montre ainsi que, pour des quantités de transcrits
restant identiques entre deux conditions, les quantités de protéines correspon-
dantes peuvent être multipliées par vingt. Inversement, pour certaines protéines
dont les quantités semblent identiques, une multiplication par trente de la quan-
tité de transcrits est parfois observée (Gygi et al., 1999). Cependant, une autre
étude réalisée à plus grande échelle (sur 1400 protéines) laisse envisager une
corrélation satisfaisante, bien qu’imparfaite, entre les abondances d’ARN mes-
sagers et de protéines (Futcher et al., 1999). Si cette étude offre une certaine
validation de l’utilisation de l’abondance des transcrits pour prédire
l’abondance des protéines cellulaires, ou au moins leur abondance relative
(4000 molécules de protéines sont représentées par une molécule unique d’ARN
messager), elle montre également l’intérêt de coupler les données du transcrip-
tome aux données du protéome. Cette combinaison de l’expression des gènes et
des quantités de protéines a d’ailleurs été utilisée avec succès chez Escherichia
coli pour prédire la fonction de nouveaux gènes et les comportements métaboli-
ques (Corbin et al., 2003).

Le second type de données à associer aux données transcriptomiques
sont les données métaboliques disponibles dans des bases de données publiques
telles que KEGG (Kanehisa et al., 2002 ; Ogata et al., 1999), Ecocyc et Meta-
Cyc (Karp et al., 2000). Des travaux ont déjà été réalisés dans cette voie chez
Escherichia coli pour proposer un modèle mathématique dans lequel les asso-
ciations entre gènes, protéines et réactions métaboliques sont représentées
(Reed et al., 2003).

Ce type d’étude combinant des données transcriptomiques, protéomi-
ques et métaboliques est un outil puissant pour formuler de nouvelles hypothè-
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ses nécessaires à une approche de biologie des systèmes (Urbanczyk-Wochniak
et al., 2003). Ces collections de données d’expression, associées aux données
protéomiques et à des cartes métaboliques, ont été intégrées dans certaines ba-
ses de connaissances de façon à permettre l’interprétation des résultats à un ni-
veau physiologique (Kanehisa et al., 2002) et l’identification des principaux
mécanismes impliqués dans les modifications métaboliques d’un organisme.

2.8.4 Puces et art !

Les exemples précédents mettent en avant la quantité de travail à réali-
ser après les expérimentations à proprement parler pour valider, stocker, échan-
ger et finalement comparer les données obtenues avec les puces à ADN. Mais
que faire des non moins nombreuses puces dont les données ne sont pas ex-
ploitables ? Il semble que certains aient trouvé la solution en développant un
nouveau mouvement artistique autoproclamé art arrays (cf. Figure A.2.13)…

Figure A.2.13 Un exemple de l’art arrays intitulé « Cosmiqlow
16

 » mais qui pourrait

également s’appeler « la beauté de l’erreur ».

2.9 Les objectifs de la thèse du point de vue
méthodologique
Les puces à ADN constituent une panoplie d’outils qui regroupe un

vaste ensemble de systèmes différant par le type de support utilisé, la nature, la
densité et le mode de synthèse des sondes, mais aussi par les conditions
d’utilisation et de lecture des lames (Case Green et al., 1998). Toutes ces tech-

16D’autres œuvres sont disponibles sur le site : http://perso.wanadoo.fr/waka/galerie/gl_index.htm.
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niques présentent l’immense avantage de permettre l’analyse simultanée de plu-
sieurs milliers de gènes, ce qui leur confèrent la capacité d’analyser
l’expression des gènes d’un système biologique dans toute sa complexité. Ce-
pendant, à la lecture de ce chapitre, le néophyte pourrait avoir une vision très
pessimiste de la technologie des puces à ADN avec cette énumération de
contraintes, de biais et de limitations qui sont associés à chacune des étapes. Il
est important de conserver à l’esprit que cette technologie, en plein développe-
ment, constitue une véritable révolution dans le domaine de la biologie molé-
culaire et le nombre croissant de travaux montrant une réelle pertinence dans
l’analyse globale des génomes révèle bien son potentiel extraordinaire.

Leur évolution future dépendra beaucoup des solutions apportées aux
deux principaux défis soulevés par leur utilisation. Le premier concerne le
manque de standardisation des techniques et de formalisation des résultats, qui
permettraient pourtant la confrontation de travaux réalisés indépendamment par
différents laboratoires. La standardisation des techniques passe bien sûr par une
standardisation des protocoles expérimentaux (aidée par le développement des
documents MIAME), mais surtout par une planification expérimentale appro-
priée. La formalisation des résultats passe par l’établissement d’ontologies dé-
diées à la description des données d’expression et au développement d’outils
d’analyse et de représentation. Le second enjeu repose sur le développement
bioinformatique d’outils facilitant l’analyse de données, mais aussi la concep-
tion des puces.

Dans cette perspective, deux objectifs méthodologiques ont été fixés
pour cette thèse. Le premier est le développement d’un logiciel destiné à opti-
miser l’une des étapes les plus délicates de la conception d’une puce : la déter-
mination de sondes oligonucléotidiques intégrant l’ensemble des contraintes de
l’étude. L’utilisation de ce logiciel est la première étape de conception d’une
puce dédiée à Buchnera. Le second objectif est de définir les protocoles opti-
maux de préparation du matériel biologique et les méthodes d’utilisation,
d’acquisition et d’analyses statistiques de cette puce dédiée, pour finalement
permettre l’étude de l’expression des gènes du métabolisme des acides aminés
chez Buchnera.
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1
1 Le logiciel ROSO

« L’homme n’est qu’un roseau, le plus faible de la nature ; mais c’est
un roseau pensant. »
Blaise Pascal17

Un des aspects fondamentaux de la conception des puces à ADN
concerne le choix des sondes à déposer sur les lames. En ce qui concerne la
puce Buchnera, l’utilisation de sondes oligonucléotidiques a été préférée à celle
de sondes d’ADNc fabriquées à partir de produits de PCR. En effet, leur pro-
duction aurait été beaucoup plus difficile à envisager au laboratoire, notamment
en l’absence de banques de gènes clonés pour la bactérie. Il était donc néces-
saire de choisir des sondes pour l’ensemble du génome de Buchnera qui répon-
dent aux deux contraintes principales associées aux choix multiples de sondes
et définies par Bains dès 1994. Les sondes choisies doivent être spécifiques de
chaque gène et compatibles entre elles en termes de rendement d’hybridation.
Or, au moment de la mise en place du projet d’analyse du transcriptome de
Buchnera (septembre 2000), il n’existait pas véritablement de logiciel intégrant
ces deux critères. En effet, les seuls logiciels disponibles ne permettaient de
choisir des sondes que pour l’étude d’un seul gène : HYBsimulator (Hyndman et
al., 1996), Oligo® (MedProbe, Saint Hanshaugen, Norvège) ou encore Primer
master (Proutski et Holmes, 1996). Le seul logiciel qui semblait réellement ca-
pable de déterminer des sondes de façon simultanée pour des milliers de gènes
était le logiciel commercial ArrayDesigner® (Premier Biosoft International,
Palo Alto, CA, USA), Cependant, ce dernier n’était pas accessible gratuitement
à la communauté scientifique et ne permettait pas encore de gérer l’étude de la
spécificité en plus de celle des rendements d’hybridation des sondes.

Le premier objectif de cette thèse a donc tout naturellement été de
concevoir le logiciel ROSO (Recherche et Optimisation de Sondes Oligonu-
cléotidiques) qui intègre l’ensemble des paramètres d’optimisation des sondes
oligonucléotidiques, pour doter la plateforme transcriptome Rhône-Alpes d’un

17 ascal, B. Pensées. Gallimard, Paris (1670).
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véritable outil d’aide à la conception des puces à ADN. Ce travail se situe au
centre d’une double problématique qui intègre une question directement liée à
la biologie concernant les nombreux critères de choix d’une « bonne sonde »
oligonucléotidique et une question bioinformatique abordant l’implémentation
de ces différents paramètres au sein d’un logiciel.

Au sein de ce chapitre, la présentation de ROSO est divisée en deux
parties. La première décrit le développement du logiciel et la seconde présente
l’utilisation de ROSO à partir de l’exemple du choix des sondes dédiées à
Buchnera.

1.1 De la problématique du choix des sondes au
développement du logiciel ROSO

1.1.1 Matériel et méthodes : comment choisir une « bonne
sonde » ?

L’objectif de cette partie est de définir les critères essentiels pour le
choix multiple de sondes (Mitsuhashi, 1996). Le premier de ces critères est lié à
la spécificité des sondes. En effet, il est nécessaire de rechercher au sein de
chaque gène des régions qui possèdent le plus faible taux d’identité entre elles,
l’idéal étant de sélectionner des régions uniques dans le génome. Cette spécifi-
cité permet de limiter les phénomènes d’hybridation aspécifique sur les sondes.
Le second critère concerne le rendement d’hybridation. Toutes les sondes doi-
vent en effet posséder un même profil thermodynamique, c’est-à-dire une même
température de fusion (ou Tm), qui permet de définir la température de la réac-
tion d’hybridation (Santalucia et al., 1996). Enfin le troisième critère est basé
sur la structure des sondes qui influence la stabilité des hybridations. Il s’agit
d’une part de vérifier l’absence de structures secondaires stables sur la sonde
(homodimère et épingle à cheveux) qui gêneraient la réaction d’hybridation et
d’autre part de définir différents critères assurant une stabilité optimale des hy-
brides cibles/sondes.

1.1.11 Étude de la spécificité
La recherche de séquences homologues n’est pas un problème nouveau

en bioinformatique. En effet, de nombreux outils ont été développés et notam-
ment pour répondre aux besoins de la phylogénie. Il est donc possible d’utiliser
ces outils pour la recherche de régions identiques entre les différents gènes d’un
organisme. Par défaut, les régions qui restent sont des régions spécifiques dans
lesquelles il est possible de choisir des sondes.
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Pour effectuer cette recherche le logiciel d’alignement BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) (Altschul et al., 1990 et 1997) a été retenu en
raison de sa rapidité et de la disponibilité du parseur associé DUBLASTN déve-
loppé par Laurent Duret au Laboratoire de Biométrie et Biologie Evolutive
(BBE) de l’Université Claude Bernard de Lyon.

1.1.111 Présentation des logiciels BLAST et DUBLASTN

Le logiciel BLAST est un programme de recherche de similarité déve-
loppé au NCBI. La conception de l’algorithme est basée sur un modèle statisti-
que établi d’après les travaux de Karlin et Altschul (1990 et 1993). L’unité fon-
damentale de BLAST est le HSP (High-scoring Segment Pair). Un HSP
correspond à une région de similitude la plus longue possible entre deux sé-
quences, ayant un score supérieur ou égal à un score seuil. Un deuxième score
MSP (Maximal-scoring Segment Pair) a été défini comme étant le meilleur
score obtenu parmi tous les couples possibles que peuvent produire deux sé-
quences. Les méthodes statistiques sont alors appliquées pour déterminer la si-
gnification biologique des MSP, et par extrapolation, la signification des scores
HSP obtenus lors de la comparaison. Ce logiciel possède en fait quatre pro-
grammes distincts de comparaison de séquences avec les bases de données.
BLASTN (séquence nucléique contre base nucléique), BLASTP (séquence pro-
téique contre base protéique), BLASTX (séquence nucléique traduite en six pha-
ses contre base protéique), et TBLASTN (séquence protéique contre base nucléi-
que traduite en six phases). Pour la recherche de spécificité qui nous intéresse,
seul BLASTN est utilisé. Ce logiciel et les utilitaires associés sont disponibles
sur le site de téléchargement du NCBI18 pour presque tous les systèmes
d’exploitation.

La stratégie de BLASTN consiste à rechercher tous les mots de lon-
gueur W dans la séquence (W=11 par défaut), comparer ces mots avec les sé-
quences de la banque afin d’identifier les homologies exactes (les hits), puis ré-
aliser une extension du segment, quand cela est possible. Cette extension est
réalisée à partir du mot commun dans les deux directions le long de chaque sé-
quence, de manière à ce que le score cumulé puisse être amélioré. L’extension
est arrêtée dans les trois cas suivants :

- le score cumulé descend d’une quantité x donnée par rapport à la
valeur maximale qu’il avait atteint,

- le score cumulé devient inférieur ou égal à zéro,
- la fin d’une des deux séquences est atteinte.

18 ftp://ftp.ncbi.nih.gov/BLAST/executables/.
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La signification des alignements est ensuite évaluée statistiquement en fonction
de la longueur et de la composition de la séquence, de la taille de la banque et
de la matrice de scores utilisée. Le fichier de sortie contient une liste de sé-
quences ayant un alignement significatif, c’est-à-dire les séquences ayant une
valeur e inférieure au seuil fixé lors de la recherche. Ces résultats n’ont a priori
aucune signification biologique. Pour chacune de ces séquences, deux paramè-
tres sont calculés pour évaluer la qualité de l’alignement. Le premier est le
score S’ qui est dérivé du score brut de l’alignement. Il a été normalisé et peut
donc être utilisé pour comparer des scores provenant de recherches différentes.
Le second est la valeur e qui correspond au nombre d’alignements différents qui
peuvent potentiellement exister dans les banques avec un score supérieur ou
égal à S’ (c’est-à-dire la probabilité d’observer au hasard ce score à travers la
banque de séquences considérée). L’alignement est donc d’autant plus signifi-
catif que la valeur e est faible.

Les fichiers contenant les séquences à étudier doivent être au format
FASTA. Il s’agit d’un format très courant dans lequel une description simple de
la séquence est donnée sur une première ligne qui est suivie des lignes conte-
nant la séquence. La ligne de description se distingue des lignes de séquence en
étant toujours précédée du symbole « > » (cf. Figure B.1.1).

Figure B.1.1 Exemple de deux séquences au format FASTA.

La base contre laquelle sont testées les séquences d’intérêt nécessite
un formatage qui est réalisé avec l’outil formatdb et l’option de formatage -p F
(pour des séquences nucléotides). L’utilisation à proprement parler de l’outil
BLASTN est alors possible avec différents paramètres (cf. Tableau B.1.1). Leurs
valeurs par défaut permettent d’arrêter les extensions d’alignement et masquent
une partie des résultats de façon à convenir aux recherches les plus classiques
d’homologie (Mcginnis et Madden, 2004).

Il est important de noter que par défaut, les filtres détectant les sé-
quences de faible complexité ne sont pas activés (paramètre -F F). Or la com-
plexité des séquences est un facteur important pour les phénomènes
d’hybridation. En effet, une faible complexité (une séquence présentant par
exemple la répétition AATAATAAT) favorise une hybridation imparfaite entre
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la sonde et sa cible et accroît les risques d’hybridation croisée avec les autres
cibles (Bozdech et al., 2003 ; Wootton et Federhen, 1996).

Tableau B.1.1 Récapitulatif des principaux paramètres du logiciel BLAST avec leurs

valeurs par défaut. La recherche par défaut est réalisée sans éliminer les séquences

de faibles complexité (-F F), sur les deux brins d’ADN (-S 3), avec un mot de 11 bases

(-W 11) et des valeurs de gain et de pénalité au moment de l’extension respective-

ment de 1 et –3 (–r 1 -q –3). La taille de la base est adaptée automatiquement à la

base fournie en entrée (-z 0) et les résultats pour lesquels la valeur de e est inférieure

à 10 (-e 10) ne sont pas affichés.

Symbole Signification Valeur par défaut
-F Filtre de faible complexité F
-S Brin sur lequel est effectuée la recherche 3
-W Taille du mot recherché 11
-r Gain pour un appariement 1
-q Pénalité pour un mésappariement -3
-e Expectation value 10
-z Taille de la base 0

Le parseur DUBLASTN permet de lancer BLASTN directement et pos-
sède trois critères permettant de définir les critères d’affichage des hits repérés
par BLAST en fonction des intérêts de l’utilisateur. Le fichier de sortie obtenu
est beaucoup plus facilement manipulable que les fichiers de sortie classique-
ment proposés par BLASTN pour un grand nombre de séquences (cf. Figure

B.1.2). Les deux premiers critères permettant d’adapter l’affichage sont la taille
minimale du hit et le taux d’homologie minimal. Lorsque la taille du gène
d’intérêt est inférieure à la longueur minimale du hit, le hit est conservé uni-
quement lorsqu’il possède une taille supérieure à un certain pourcentage de la
longueur du gène d’intérêt. Ce pourcentage est le troisième critère à définir.
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Figure B.1.2 Exemple d’un fichier de sortie de DUBLASTN.

1.1.112 Détermination des paramètres d’utilisation de BLASTN

et DUBLASTN

Sur le principe de base présenté précédemment, la recherche de simila-
rité peut donc être adaptée à la problématique de l’utilisateur à l’aide des diffé-
rents paramètres. Le site de téléchargement du NCBI comporte une documenta-
tion précise sur l’utilisation de BLASTN et ses options, mais aucun détail n’est
fourni en ce qui concerne l’efficacité de la recherche en fonction des valeurs
des paramètres. Il est d’ailleurs indiqué qu’il n’est pas possible de fournir un
guide théorique clair de l’utilisation des paramètres les plus appropriés et que
leurs valeurs par défaut ont été sélectionnées de façon empirique au cours des
années d’utilisation. Pour réaliser l’étude de similitude de façon optimale, il a
été nécessaire de définir les valeurs les plus adaptées des différents paramètres
de BLAST et de DUBLASTN.

Des études expérimentales montrent que le seuil de sensibilité
d’hybridation des cibles et des sondes en termes d’identité minimale de sé-
quence est de 70 % sur 20 paires de bases. En effet, pour ces valeurs, le risque
d’hybridation aspécifique n’est pas significatif (Richmond et al., 1999). De plus
Hughes et al. (2001) ont démontré qu’une identité de 70 % quelle que soit la
taille des sondes était suffisante pour réduire l’hybridation aspécifique au ni-
veau du bruit de fond. Kane et al. (2000) ont également montré que des séquen-
ces de 50 bases avec des taux de similitude de 75 %, ou une séquence d’au
moins 15 bases identiques peuvent être responsables d’une hybridation aspéci-
fique.



Partie B
Développements méthodologiques / Le logiciel ROSO

155

Il est donc nécessaire de déterminer des paramètres permettant de dé-
tecter ce seuil de sensibilité minimal de 70 % d’identité sur 20 paires de bases.
Pour cela, différents types de fichiers de séquences au format FASTA ont été
créés avec le logiciel R. Ces fichiers contiennent tous des ensembles de séquen-
ces simulées de 1000 bases. Les fichiers bloc35, bloc50 et bloc100 contiennent
des paires de séquences avec un fragment similaire de respectivement 35, 50 et
100 bases situé en position 500. Les séquences de ce fragment possèdent des
taux de divergence compris entre 5 et 60 % et le reste des deux séquences ne
contient pas d’identité détectable. Les deux fichiers mut1 et mut2 contiennent
des paires de séquences avec un taux de divergence croissant de 1 à 60 %. Les
paires ne sont pas homologues entre elles. Enfin, les fichiers grad1 et grad2
contiennent deux couples de séquences dont le taux d’identité décroît de façon
graduelle le long de la séquence (de 1 à 50 % de divergence avec un pas de
2 %) par tranche de 42 bases.

Un ajustement empirique des paramètres de BLASTN a abouti aux
choix des valeurs suivantes : W=7, z=106 et r=2 qui permettent de détecter des
séquences identiques de 100, 50 et 35 bases présentant jusqu’à 70 % d’identité
de façon correcte (cf. Tableau B.1.2). Ces valeurs permettent également de dé-
tecter des similitudes comprises entre 80 et 60 % sur des séquences de 1000 ba-
ses (cf. Tableau B.1.3) et des similitudes graduelles sur pratiquement
l’ensemble de la séquence (cf. Tableau B.1.4), contrairement aux valeurs par
défaut avec lesquelles l’extension de l’alignement est arrêtée de façon précoce.

De la même façon, les valeurs des paramètres de DUBLASTN suivan-
tes ont été retenues : 30, 0,80 et 0,70 (respectivement taille, taux d’identité et
pour les séquences de taille inférieure à 30 bases, pourcentage minimum de la
séquence ayant une identité d’au moins 80 %). Elles permettent de ne conserver
que les hits au-dessus du seuil de sensibilité.
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Tableau B.1.2 Résultats des recherches de BLASTN avec les fichiers de séquences

contenant une sous-séquence de 35, 50 et 100 bases avec différents taux de simili-

tude. Les colonnes 3 et 4 présentent les résultats obtenus avec les paramètres par

défaut et les colonnes 5 et 6 ceux qui sont obtenus avec les paramètres ajustés. ND

signifie que la sous-séquence n’a pas été détectée.

Fichiers Taux d’identité
réel ( %)

Taille (pb) et taux
d’identité ( %)
(paramètres par défaut)

Taille (pb) et taux
d’identité ( %)
(paramètres ajustés)

bloc35 95
90
85
80
70

36
30
36
17
ND

97
97
86
94
ND

36
34
36
39
37

97
94
86
82
72

bloc50 95
90
85
80
75
70
65

50
42
36
38
25
11
ND

98
95
97
87
92
100
ND

53
46
43
52
39
39
22

96
93
93
82
84
82
81

bloc100 95
90
85
80
75
70
65

100
101
79
60
56
28
13

96
90
91
87
86
89
100

100
101
103
103
94
95
57

96
90
85
80
77
72
77

Tableau B.1.3 Résultats des recherches de BLASTN avec les fichiers contenant des

séquences de 1000 bases avec différents taux d’identité. À partir de 75 % d’identité,

les paramètres par défaut ne permettent plus une détection correcte de la séquence

de 1000 bases (détection uniquement d’une séquence de 72 bases à 95 % d’identité).

Pour des taux d’identité inférieur 70 % seuls les paramètres ajustés permettent de

détecter la séquence et sont donc présentés dans le tableau.

Fichiers Taux d’identité réel ( %) Taille (pb) et taux d’identité ( %)
(paramètres ajustés)

mut1 70
65
61
60

1000
730
608
486

70
68
65
63

mut2 70
65
60

1000
815
695

73
71
70
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Tableau B.1.4 Résultats des recherches de BLASTN avec les fichiers contenant des

séquences de 1000 bases avec une divergence graduelle toutes les 42 paires de bases

comprise entre 1 et 50 %.

Fichiers Taille (pb) et taux d’identité ( %))
(paramètres par défaut)

Taille (pb) et taux d’identité ( %)
(paramètres ajustés)

grad1
grad2

520
433

89
91

812
854

82
80

1.1.12 Étude du rendement d’hybridation entre deux brins d’ADN
Actuellement, le modèle le plus complet pour étudier les rendements

d’hybridation des sondes sur les cibles est le modèle thermodynamique dit du
plus proche voisin. Au sein d’une molécule d’ADN double brin, ce modèle dé-
finit des interactions de voisinage entre deux nucléotides successifs qui per-
mettent de prendre en compte à la fois la nature et la place des nucléotides
(Williams et al., 1994). Ces paires de nucléotides sont associées à des valeurs
distinctes d’enthalpie, d’entropie et d’énergie libre pour l’association des deux
brins d’ADN (Doktycz et al., 1995). Récemment Santalucia (1998) a proposé
des valeurs unifiées de ces énergies calculées d’après l’ensemble des études
menées auparavant (cf. annexes 1.2). Ces valeurs sont également connues pour
huit types de mésappariements possibles : G.T (Allawi et Santalucia, 1997),
A.C (Allawi et Santalucia, 1998a), G.A (Allawi et Santalucia, 1998b), C.T
(Allawi et Santalucia, 1998c), G.G, C.C, A.A et T.T (Peyret et al., 1999). Elles
ont été obtenues à partir de l’étude expérimentale des courbes de fusion (cf.
Figure B.1.3) de différents oligonucléotides dont les séquences contenaient
toutes les possibilités d’interactions de voisinage en position centrale. Des étu-
des complémentaires ont montré que le marquage des nucléotides ne modifie
pas la valeur de ces énergies. Ce modèle thermodynamique peut donc
s’appliquer à l’analyse des hybrides formés entre sondes et cibles marquées, qui
sont utilisées pour les expériences menées sur puces à ADN (Griffin et Smith,
1998).

1.1.121 Détermination de la température de fusion

La température de fusion ou Tm (Temperature of melting ou plus
exactement Temperature of mid-transition) (Mergny et Lacroix, 2002) est une
mesure directe de la stabilité de l’association de deux brins d’acides nucléiques
en solution (cf. Figure B.1.3). Il s’agit de la température à laquelle la moitié des
acides nucléiques est sous forme double brin. En l’absence d’agents déstabili-
sants, comme la formamide ou l’urée, le Tm dépend principalement du taux de
GC, de la concentration en acides nucléiques et de la concentration en sels. Ces
trois facteurs augmentent en effet le Tm en stabilisant l’hybride formé.
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Figure B.1.3 Exemple de la courbe de fusion obtenue pour un oligonucléotide

(d’après Mergny et Lacroix, 2002). La dénaturation d’une molécule d’ADN

s’accompagne d’une augmentation de l’absorption lumineuse à 260 nm appelée aussi

effet hyperchrome (Chester et Marshak, 1993). Cette dénaturation s’effectue généra-

lement dans une zone de température restreinte dont le point médian correspond à la

température de fusion ou Tm.

En fonction de la taille de la molécule étudiée, deux modèle différents
sont utilisés pour le calcul du Tm.

Pour les petites molécules, le modèle thermodynamique du plus proche
voisin offre la meilleure précision pour le calcul de la température de fusion car
il permet de prendre en compte à la fois la nature et la place des nucléotides au
sein de la séquence :

R représente la constante des gaz parfaits (R=1,987 cal. K-1.mol-1) et CT la
concentration totale en acides nucléiques appariés (à remplacer par CT/4 pour
les séquences présentant des mésappariements) (Freier et al., 1986).

En accord avec le modèle du plus proche voisin, le calcul de
l’enthalpie (ΔH) et de l’entropie (ΔS) d’hybridation peut être décomposé en
plusieurs termes additifs (Breslauer et al., 1986 ; Santalucia, 1998) :

L’introduction d’un paramètre d’initiation a été proposée par Sugimoto
et al. (1996) puis reprise par Santalucia (1998). Sa valeur dépend de la présence

€ 

Tm(°C) =
ΔH

ΔS + R ln(CT )
+16,6log(

K +[ ]
1+ 0,7 K +[ ]

) − 273,15

€ 

ΔHtotal = ΔHinitiation + ΔHsymétrie + ΔHx
x
∑

ΔS
total Na +1M[ ] = ΔSinitiation + ΔSsymétrie + ΔSx

x
∑



Partie B
Développements méthodologiques / Le logiciel ROSO

159

ou non de bases G et C dans la séquence. Quant au terme de symétrie, il inter-
vient uniquement lorsque l’hybride formé est parfaitement homologue (cf. an-
nexes 1.1). Enfin ∑ ΔHx (et ΔSx) représentent la somme des x interactions de
voisinage de la séquence.

L’enthalpie est indépendante de la concentration en sels. En revanche,
il existe un terme correctif pour l’entropie. Il permet de prendre en compte une
concentration en ions sodium différente de 1M (Schütz et Von Ahsen,
1999) pour une séquences contenant N nucléotides :

Lorsque les séquences étudiées dépassent cinquante nucléotides, elles
ne présentent rarement que deux états de transition (double ou simple brin), ce
qui réduit considérablement la précision des prédictions de la méthode du plus
proche voisin (Von Ahsen et al., 1999). Il est donc préférable d’utiliser la for-
mule de Baldino et al. (1989) qui prend en compte le taux de GC (%GC), le
taux de mésappariements entre les deux brins (%mésappariements) et le nombre
N de nucléotides de la séquence :

1.1.122 Énergie libre de formation des structures secondaires

Les sondes peuvent former des structures secondaires qui risquent de
gêner la réaction d’hybridation. Ces structures sont d’autant plus stables que la
valeur de leur énergie libre de formation est négative (Southern et al., 1999).
L’énergie libre est une mesure de la stabilité de l’hybridation entre deux brins
qui dépend de la température (T) (Griffin et Smith, 1998) et de la concentration
en sels du milieu (Peyret et al., 1999). Le modèle thermodynamique du plus
proche voisin permet de calculer les énergies libres d’hybridation intra ou inter-
séquences de façon précise pour une concentration en sodium de 1M et de cor-
riger la valeur obtenue en fonction du nombre N de nucléotides de la séquence
pour des concentrations en sodium différentes :

En pratique, les sondes peuvent former des épingles à cheveux (la
sonde se replie sur elle-même) et des homodimères (association tête-bêche de
deux sondes identiques) qui sont à éviter pour une réaction d’hybridation. Pour
que la formation d’une épingle à cheveux soit possible, sa tige doit posséder au

€ 

ΔStotal = ΔS
total Na +1M[ ] + 0,368(N −1)ln Na+[ ]

€ 

Tm(°C) = 81,5+ 0,41(%GC)+16,6log(
K+[ ]

1+ 0,7 K+[ ]
)− (%mésappariements)− 500

N

€ 

ΔG
total Na+1M[ ] = ΔH − TΔS = ΔGinitiation + ΔGsymétrie + ΔGx

x
∑

ΔGtotal = ΔG
total Na+1M[ ] − 0,0114N ln Na+[ ]
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minimum deux liaisons entre bases homologues et sa boucle doit contenir au
moins trois bases (Groebe et Uhlenbeck, 1988 ; Rychlik et Rhoads, 1989). En
ce qui concerne les homodimères, leur formation est possible uniquement s’il
existe au moins deux liaisons successives entre bases homologues.

Figure B1.4 Exemple de formation d’un homodimère et d’une épingle à cheveux.

1.1.123 Autres critères thermodynamiques d’intérêt pour le

choix des sondes

De nombreuses données expérimentales montrent qu’il est possible de
définir d’autres critères d’intérêt influençant la stabilité de l’hybridation. Ces
critères sont beaucoup moins importants que la valeur du Tm et l’absence de
structures secondaires. Quatre d’entre eux ont cependant été retenus pour le dé-
veloppement du logiciel ROSO afin de départager des sondes répondant déjà
aux deux critères précédents.

 Énergie libre de formation des pentamères situés aux extrémités

des sondes

Les pentamères situés aux extrémités de la sonde semblent jouer un
rôle important dans l’accrochage des cibles et influencent la stabilité de
l’hybride qui en résulte. En effet, des ancrages GC aux extrémités des sondes
stabilisent la formation des hybrides et permettent d’obtenir de meilleurs ren-
dements d’hybridation (Mitsuhashi, 1996). Ces ancrages sont associés aux va-
leurs les plus négatives des énergies libres d’hybridation des pentamères situés
aux extrémités des sondes.

 Taux de GC

La stabilité d’un ADN double brin dépend du nombre de liaisons hy-
drogène formées. Les séquences riches en GC sont donc les plus stables (Von
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Ahsen et al., 1999). En pratique un taux de GC compris entre 40 et 65 % sem-
ble assurer un rendement d’hybridation optimal et limite les risques
d’hybridation aspécifique (Luebke et al., 2003 ; Talla et al., 2003).

 Nature des bases situées aux extrémités des sondes

Pour des sondes de composition en bases identiques, les rendements
d’hybridation les plus faibles sont observés lorsqu’une base A (ou T) est pré-
sente à chacune des deux extrémités et réciproquement les rendements les plus
élevés sont obtenus avec des bases G (ou C) (Southern et al., 1999 ; Xia et al.,
1998). En effet, au cours de la réaction d’hybridation un processus dit « de fer-
meture éclair » (zippering process) débute sur la base située à l’extrémité de la
sonde et semble facilité par la présence d’une base G ou C (Maskos et Sou-
thern, 1993). De plus il a été montré expérimentalement que la présence de tel-
les bases limite les risques de dénaturation (Williams et al., 1994).

 Absence de séquences contenant trois G ou trois C successifs

La présence, au sein d’une séquence, de trois bases G (ou C) successi-
ves est à l’origine d’un biais dans le calcul des énergies d’interaction car la va-
leur obtenue est beaucoup plus faible que celle qui est mesurée expérimentale-
ment. Ce type de séquence est donc à éviter lorsque la méthode du plus proche
voisin est appliquée (Santalucia et al., 1996 ; Williams et al., 1994).

1.1.13 Choix informatiques
Le langage de programmation qui a été utilisé est le langage C. Il est

né en 1972 des travaux de Brian Kernighan et Dennis Ritchie et a été normalisé
en 1989 par le comité de l’ANSI (American National Standards Institute). Son
principal avantage est sa très grande portabilité liée à l’absence de dialectes et à
la disponibilité de compilateurs pour la plupart des machines. Le travail de dé-
veloppement et de compilation a été réalisé sur les plateformes Windows, Unix
(MacOSX), Irix (Silicon Graphics) et Solaris (Sun). Son second atout réside
dans sa puissance, liée à l’existence de bibliothèques quasi-normalisées, mais
aussi à la souplesse de ses algorithmes et à l’extrême richesse de ses expres-
sions.

Plusieurs fichiers sources et un fichier Makefile ont été utilisés au
cours du développement. Ils permettent de créer l’exécutable roso. Les deux
premiers fichiers nommés roso.h et constantes.h (h pour header) correspondent
à l’interface et contiennent les définitions et les déclarations de tous les objets :
en-têtes des fonctions, types, variables, et structures pour le premier et cons-
tantes pour le second. Le troisième, appelé roso.c correspond à la réalisation et
contient les objets privés et le corps des fonctions (cf. Figure B.1.5).
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Figure B.1.5 Présentation des différents fichiers utilisés au cours du développement.

Ils sont nécessaires à la création de l’exécutable roso.

1.1.2 Résultats : la conception

La conception du logiciel ROSO a été réalisée en deux étapes succes-
sives. Une étape préliminaire a permis de définir l’architecture générale du pro-
gramme avec un découpage en unités fonctionnelles formant les différents mo-
dules du logiciel. Une étape de conception détaillée a ensuite été réalisée avec
l’écriture des algorithmes et des fonctions. Pour faciliter la lecture, cette partie
est présentée avant tout du point de vue de l’utilisateur, et laisse de côté les as-
pects techniques qui intéressent plutôt le concepteur. Cette présentation suit
donc la chronologie d’utilisation de ROSO qui est divisée en trois parties dis-
tinctes. Une partie préliminaire permet la création des fichiers nécessaires à
partir des séquences de l’utilisateur. La partie suivante permet la recherche de
régions spécifiques dans les séquences et la dernière permet la recherche de
sondes optimales.

1.1.21 Les fichiers d’entrée
L’utilisation de ROSO requiert un ou deux fichiers contenant des sé-

quences au format FASTA. Le premier fichier contient les séquences des gènes
d’intérêt, c’est-à-dire les séquences que l’utilisateur souhaite représenter par
des sondes sur la puce. Le second est facultatif et permet de définir les séquen-
ces externes qui sont des séquences avec lesquelles l’utilisateur ne souhaite au-
cune hybridation aspécifique avec les sondes. Par exemple, lorsque le fichier de
séquences d’intérêt contient un sous-ensemble de gènes de l’organisme étudié,
il est préférable d’ajouter un fichier de séquences externes contenant le reste
des gènes de l’organisme, et éventuellement les pseudogènes et les régions in-
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tergéniques. Ces séquences peuvent provenir soit d’une entrée manuelle (télé-
chargement d’un fichier de séquences personnel), soit de l’utilisation d’une des
bases de données disponibles sur le site d’utilisation de ROSO19.

Un fichier supplémentaire permet à l’utilisateur de définir ses préfé-
rences pour la détermination de ses sondes. Ce fichier est facultatif. Il est en ef-
fet créé automatiquement sur le site Web lorsque l’utilisateur remplit le formu-
laire des paramètres. En ce qui concerne l’utilisation en ligne de commande, un
menu permet d’entrer les paramètres de façon plus conviviale que sous la forme
d’un fichier extérieur. L’utilisateur peut ainsi choisir la taille, l’orientation
(complémentaire inverse ou identique) et la localisation générale des sondes. Il
peut choisir leur nombre et dans le cas de sondes multiples, autoriser ou non les
chevauchements entre elles. Il peut définir, s’il le souhaite, un intervalle de Tm,
les seuils de rejet des structures secondaires, la température d’hybridation, la
concentration en cibles et les concentrations ioniques (sodium et potassium) de
la solution d’hybridation. Des valeurs par défaut sont proposées pour
l’ensemble de ces paramètres de façon à faciliter l’utilisation de ROSO par les
néophytes.

1.1.22 Préparation des jeux de données
Cette étape préliminaire met en jeu le logiciel BLAST et son parseur

DUBLASTN qui permettent d’effectuer une première comparaison des séquen-
ces d’intérêt entre elles, puis une seconde comparaison de ces séquences
d’intérêt aux séquences de la base externe. Elle aboutit à la création des fichiers
qui sont nécessaires à l’utilisation de ROSO au sens strict. Ces fichiers supplé-
mentaires sont le fichier contenant les hits issus de la comparaison des séquen-
ces d’intérêt entre elles et éventuellement le fichier contenant les hits issus de
la comparaison des séquences d’intérêt avec les séquences externes (cf. Figure

B.1.6).

19http://pbil.univ-lyon1.fr/roso.
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Figure B.1.6 Organigramme de l’étape préliminaire. Les fichiers en bleus sont les

trois fichiers d’entrée des étapes de recherche de sondes à proprement parler.

1.1.23 Recherche de sondes spécifiques
Le fichier de séquences d’intérêt et les deux fichiers de hits obtenus au

cours de l’étape préliminaire, sont utilisés pour la première étape de recherche
qui porte sur l’étude de la spécificité des sondes.

Un des aspects cruciaux du choix des sondes concerne la redondance
dans les fichiers de séquences. En effet, il est très fréquent qu’un même gène
soit présent plusieurs fois dans une base sous des noms différents. De plus, les
fichiers d’entrée peuvent contenir des familles de gènes dans lesquelles il est
impossible de définir une région spécifique pour chaque gène. Pour éliminer
cette redondance et déterminer les éventuelles familles multigéniques, la pre-
mière étape d’analyse est donc la recherche des gènes identiques dans le fichier
de séquences d’intérêt. Le critère d’identité qui a été retenu est une identité de
98 % sur au moins 1000 paires de bases. Ce taux est ramené à 95 % dans le cas
de séquences EST en raison de la qualité moins élevée du séquençage. Lorsque
le gène possède une taille inférieure à 100 paires de bases, ces taux d’identité
doivent concerner au moins 70 % de la longueur du gène. ROSO détermine
également les gènes paralogues en utilisant un seuil de 90 % d’identité sur au
moins 1000 paires de bases. Parmi les ensembles de gènes identiques, celui
possédant la séquence la plus longue est retenu pour l’étude et le ou les noms
des gènes identiques lui sont associés.

Les portions de séquences contenant des bases indéterminées (la lettre
N remplace le nucléotide) et celles dont la localisation n’est pas en accord avec
les choix de l’utilisateur sont ensuite éliminées. Si l’utilisateur le souhaite, les
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séquences de faible complexité (séquences de quatre nucléotides successifs
identiques comme AAAA) sont également éliminées. Ces séquences favorisent
en effet les risques d’hybridation aspécifique et sont de plus difficiles à synthé-
tiser.

Les séquences restantes sont utilisées pour la recherche de sondes spé-
cifiques. Pour cela, l’ensemble des séquences est découpé en différentes régions
en fonction des taux d’identité lus dans les fichiers de hits. En cas de chevau-
chements de plusieurs hits, le taux d’identité le plus élevé est associé au nu-
cléotide (cf. Figure B.1.7). Lorsqu’un nucléotide ne correspond à aucun hit (ré-
gion spécifique dans la séquence), il est associé à un taux d’identité de 60 %, ce
qui correspond à la limite de sensibilité détectée par BLAST.

Figure B.1.7 Exemple de découpage en régions pour le gène 1 en fonction des taux

d’identité des différents hits.

Ce premier module s’achève avec la détermination du taux d’identité
des sondes qui est calculé comme la moyenne arithmétique des taux d’identité
des nucléotides qui la composent. Ces taux sont compris entre 60 % pour les
régions spécifiques et 100 % pour les régions strictement homologues. Le ré-
sultat de cette étude de spécificité est donc une liste contenant toutes les sondes
possibles avec leur taux d’identité associé (cf. Figure B.1.8).
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Figure B.1.8 Organigramme du premier module de ROSO dédié à la recherche de

sondes spécifiques.

1.1.24 Recherche de sondes optimales
Le second module de ROSO permet d’éliminer les sondes non valides

pour les expérimentations sur puces et ne conserve pour chaque gène que la ou
les sondes optimales en fonction du nombre de sondes demandé par l’utilisateur
(cf. Figure B.1.9). La recherche commence avec les sondes possédant les plus
faibles taux d’identité. La première étape prend en compte le Tm, qui influence
le rendement d’hybridation des cibles sur leurs sondes. Seules les sondes qui
possèdent une valeur de Tm en accord avec l’intervalle de températures défini
par l’utilisateur sont retenues. La deuxième étape permet d’éliminer les sondes
formant des structures secondaires stables, en fonction de la valeur de leurs
énergies libres de formation. À la fin de cette première analyse, si un gène ne
possède pas de sonde, le taux d’identité est incrémenté de 1 % de façon à analy-
ser de nouvelles sondes moins spécifiques. Cette itération est répétée jusqu’à
l’obtention d’au moins une sonde pour chaque gène. Les sondes obtenues subis-
sent ensuite un processus final d’optimisation en deux temps. Les sondes sont
d’abord retenues dans l’intervalle de Tm le plus restreint possible de façon à
obtenir des valeurs homogènes, puis l’analyse de quatre critères de stabilité
permet de retenir uniquement la ou les meilleures sondes possibles pour chaque
gène. Chacune de ces étapes est décrite dans les paragraphes qui suivent.
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Figure B.1.9 Organigramme du second module de ROSO dédié à la recherche de son-

des optimales.

1.1.241 Étude de la température de fusion des sondes

La valeur de la température de fusion est le critère de choix principal
des sondes (Chen et Zhu, 1997). Dans ROSO, son calcul est basé sur deux for-
mules différentes suivant la taille des sondes. Dans le cas de sondes de moins
de 50 nucléotides, l’enthalpie, l’entropie puis la température de fusion de la
première sonde de la séquence sont calculées à l’aide du modèle thermodyna-
mique du plus proche voisin et des paramètres unifiés de Santalucia (1998). Ces
paramètres ont été intégrés dans une table afin de faciliter leur lecture (cf. an-
nexes 1.2). Le cadre de lecture est ensuite déplacé d’un nucléotide dans le sens
de lecture et les valeurs calculées précédemment sont adaptées à la nouvelle
sonde. Les sondes sont sélectionnées lorsqu’elles possèdent une valeur de Tm
appartenant à l’intervalle défini par l’utilisateur. Pour les sondes dont la taille
est égale ou dépasse 51 nucléotides, la formule du taux de GC est utilisée, mais
la même démarche est adoptée.

1.1.242 Étude des structures secondaires des sondes

ROSO recherche parmi les sondes possédant la meilleure spécificité
(taux d’identité le plus faible) la présence de structures secondaires stables.
Pour chaque sonde, toutes les conformations sont étudiées et leurs énergies li-
bres de formation sont calculées à la température d’hybridation définie par
l’utilisateur.
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Pour l’étude de la formation des épingles à cheveux, l’ensemble des
conformations possibles est testé au moyen de l’algorithme proposé par Rychlik
et Rhoads (1989) (cf. Figure B.1.10). Lorsque la formation d’une épingle à che-
veux est possible, son énergie libre est calculée. Pour chaque sonde, la valeur
d’énergie libre la plus faible (correspondant à la structure la plus stable) est re-
tenue. Lorsque cette valeur est au-dessous d’une valeur limite fixée par
l’utilisateur ou paramétrée par défaut à 0 kcal.mol-1, la sonde est capable de
former une structure secondaire stable et elle est éliminée de la liste des sondes
potentielles (Hyndman et al., 1996). Le même principe est appliqué pour la re-
cherche des homodimères mais avec un seuil de rejet à –6 kcal.mol-1.

Figure B.1.10 Exemple de l’utilisation de l’algorithme de recherche des épingles à

cheveux et du calcul de l’énergie libre associée à la conformation la plus stable.

A : Algorithme de recherche des conformations favorables à la formation des épingles

à cheveux. L’extrémité 5’ est progressivement déplacée sur le brin 3’. Le nombre de

bases nécessaires à la formation de l’épingle à cheveux est testé pour chaque confor-

mation. Si la conformation contient deux liaisons homologues successives et une bou-

cle avec au moins trois bases, la formation de l’épingle à cheveux est possible

(conformations 4 et 5).

B : Lorsque la formation de l’épingle est possible, l’énergie libre de la conformation

est calculée. Par exemple pour la conformation 4 (d’après Griffin et Smith, 1998) :

ΔG=(ΔG1+ΔG2+ΔG3+ΔG4)+ΔG initiation+ΔG boucle=(-1,84-1,42-1,45-1,9)

+0,98+4,5=(-1,13) kcal.mol-1 (avec par exemple ΔG1=ΔH1-TΔS1 à la température

d’hybridation T).

Le calcul des énergies libres de formation des structures secondaires
est basé, tout comme pour le calcul du Tm, sur le modèle thermodynamique du
plus proche voisin. Ce calcul nécessite l’utilisation de l’ensemble des paramè-
tres thermodynamiques disponibles aussi bien pour les couples de bases parfai-
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tement homologues que pour les couples contenant une base mésappariée. Ces
paramètres ont été intégrés dans une table à double entrée de façon à optimiser
l’algorithme de lecture. Pour construire l’ensemble de cette table, la valeur 0 a
été utilisée lorsque les valeurs thermodynamiques n’étaient pas disponibles, ce
qui est le cas de pratiquement tous les mésappariements doubles (cf. annexes
1.3). Pour les épingles à cheveux, il est nécessaire d’utiliser une valeur supplé-
mentaire qui correspond à la formation de la boucle. Ces valeurs ont été déter-
minées expérimentalement, et, tout comme les autres paramètres, ont été ras-
semblés dans une table afin de faciliter leur utilisation (cf. annexes 1.4).
L’ensemble de ces valeurs thermodynamiques est rassemblé dans le fichier
texte roso.dpx utilisé par l’exécutable roso, ce qui permet ainsi leur mise à jour
régulière en fonction des nouvelles publications.

1.1.243 Homogénéisation des températures de fusion des

sondes

Il est essentiel de réduire au maximum la variabilité entre les Tm des
différentes sondes. Pour cela, deux matrices sont utilisées. Une première ma-
trice [gènes, Tm] recense pour chaque gène le nombre de sondes correspondant
à toutes les valeurs de Tm. Elle permet de choisir la valeur de Tm pour laquelle
le nombre de sondes disponibles est le plus élevé. Cette valeur A est utilisée
comme valeur centrale du nouvel intervalle réduit de Tm. Une seconde matrice
[gènes, Tm] contient pour chaque gène la valeur 0, si aucune sonde ne possède
la valeur de Tm, et 1 dans le cas contraire. Sur cette matrice, le premier inter-
valle de Tm [A, A+1] est testé. Si pour cet intervalle tous les gènes ne possè-
dent pas au moins une sonde (présence d’un 0 dans la sous-matrice), l’intervalle
est élargi de façon symétrique et le nouvel intervalle [A-1, A+1] est testé. Cette
procédure itérative est arrêtée lorsqu’un intervalle de Tm permet de conserver
au moins une sonde pour chaque gène (absence de 0 dans la sous-matrice).

1.1.244 Choix final des sondes

Les critères qui correspondent d’une part à la valeur de Tm et d’autre
part à l’absence de structures secondaires sont deux critères obligatoires pour la
conservation des sondes. Toutes les sondes les vérifiant sont donc potentielle-
ment utilisables pour une expérimentation sur puces à ADN. Pour ne retenir
qu’une sonde (ou le nombre de sondes choisi par l’utilisateur) quatre critères de
stabilité de l’hybridation ont été retenus. Les trois premiers s’expriment de fa-
çon booléenne (vrai ou faux) et sont les suivants :

- un taux de GC compris entre 40 et 65 %,
- la présence d’un G ou d’un C aux deux extrémités de la sonde,
- l’absence de 3 G ou de 3 C successifs.
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Le dernier critère est une valeur numérique qui correspond à l’énergie libre
d’hybridation des pentamères situés aux deux extrémités de la sonde (calculée à
la température d’hybridation).

Ces quatre critères sont estimés pour l’ensemble des sondes sélection-
nées précédemment. Une note comprise entre 0 et 3 est attribuée à chaque
sonde en fonction du nombre de critères booléens vérifiés. Les sondes ayant
obtenu la meilleure note sont ensuite départagées en fonction du résultat du
quatrième critère. Pour cela les valeurs d’énergie libre d’hybridation des deux
pentamères sont ajoutées et la sonde possédant la somme la plus petite (forma-
tion de l’hybride cible/sonde le plus stable) est retenue comme étant la sonde
optimale.

1.1.245 Fonctionnalité annexe : insertion manuelle de

mutations dans les sondes

ROSO contient une fonctionnalité supplémentaire qui permet
l’insertion de mutations dans les sondes obtenues. L’utilisateur peut ainsi choi-
sir des témoins de spécificité, c’est-à-dire des sondes dont la séquence diffère
de celle du gène cible par une ou plusieurs bases situées en position centrale.
L’observation d’une hybridation sur l’un de ces témoins permet de quantifier
les phénomènes d’hybridation aspécifique. L’utilisateur choisit successivement
le gène, la sonde et la base qu’il souhaite modifier, puis propose une base de
remplacement. La valeur de Tm correspondante est calculée en utilisant les
formules et les tables permettant de prendre en compte les mésappariements.

1.1.25 Les fichiers de sortie
Après de nombreuses discussions avec différents utilisateurs, plusieurs

types de fichiers de sortie ont été jugés utiles. ROSO permet donc d’obtenir les
fichiers suivants :

- un fichier de configuration, qui rappelle à l’utilisateur tous les pa-
ramètres de sa requête,

- la liste des sondes au format FASTA, qui peut être utilisée pour ré-
aliser de nouveaux BLAST de contrôle,

- un fichier de données statistiques contenant les histogrammes de
répartition des sondes en fonction des valeurs de Tm et des taux
d’identité,

- un fichier contenant tous les détails des résultats pour les sondes
(conformations des structures secondaires, valeurs des enthalpies
et des entropie, etc.) comme pour les gènes (valeur minimale et
maximale des Tm des sondes pour chaque gène, etc.),

- un fichier au format excel (sans doute le fichier le plus important !)
qui regroupe l’ensemble des sondes et leurs caractéristiques prin-
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cipales (nom du gène, numéro de la sonde, position sur le gène,
nom des gènes identiques et paralogues, taux de GC, Tm, énergies
libres de formation des épingles à cheveux et des homodimères) et
qui peut être utilisé pour la commande des oligonucléotides,

- un fichier au format FASTA des gènes pour lesquels aucune sonde
n’est disponible et un autre contenant les gènes dont les sondes
possèdent des taux de similitude supérieure à 80 % (valeur modi-
fiable par l’utilisateur), c’est-à-dire ayant une mauvaise spécificité.
Ces deux fichiers peuvent être utilisés pour une autre utilisation de
ROSO avec de nouveaux les paramètres, de façon à obtenir tout de
même une sonde, même non optimale pour chaque gène (cf. 1.2
pour une explication détaillée de cette démarche d’optimisation en
plusieurs étapes).

1.1.26 L’interface du Pôle Bioinformatique Lyonnais (PBIL)
L’objectif initial de ce travail de développement était d’offrir un outil

de choix des sondes pour les puces à ADN à la plateforme transcriptome
Rhône-Alpes. Afin de rendre ROSO accessible à l’ensemble de la communauté
scientifique et faciliter son utilisation, une interface Web a été développée en
PHP (cf. Figure B.1.11). ROSO est donc utilisable en ligne sur le site du PBIL
(devenu récemment le PRABI) : http://pbil.univ-lyon1/roso.

Figure B.1.11 Page d’accueil pour l’utilisation en ligne de ROSO sur le site du PBIL.

Pour l’interface à proprement parler, une page expliquant le principe et
un manuel d’aide ont été réalisés pour faciliter la compréhension des utilisa-
teurs. Des pages de formulaire permettent également de simplifier la saisie des
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données et offrent un paramétrage par défaut aux néophytes. Quant à la mise en
ligne de ROSO, elle a nécessité de résoudre des problèmes particuliers comme
la sauvegarde des fichiers de séquences des utilisateurs dans un répertoire uni-
que (numéro IP), la sauvegarde des fichiers de configuration à partir des for-
mulaires, et les lancements successifs et automatiques de trois exécutables
(formatdb, DUBLASTN et roso). Compte tenu de la durée de l’ensemble du pro-
cessus (plusieurs heures pour les requêtes les plus longues), il a également été
essentiel de gérer les files d’attente pour ne pas saturer le serveur, d’envoyer les
résultats par mail, et surtout de permettre aux utilisateurs d’annuler leur requête
en cas d’erreur.

1.1.3 Discussion

1.1.31 Validations et performance

1.1.311 Validation sur des données simulées

La première évaluation de ROSO a été réalisée sur des données simu-
lées avec le logiciel R. Il s’agit de fichiers contenant des sondes aléatoires de
15 à 70 bases pour des taux de GC compris entre 30 et 70 %. Les valeurs de Tm
et d’énergies libres de formation des structures secondaires (épingles à cheveux
et homodimères) obtenues avec ROSO ont été comparées avec les résultats du
logiciel Oligo6.68® (Molecular Biology Insights, Cascade, USA). Un écart re-
latif moyen de 1 % est observé sur l’ensemble des comparaisons. Il correspond
vraisemblablement à l’utilisation de valeurs thermodynamiques plus récentes
dans ROSO, qui diffèrent légèrement de celles qui sont employées par Oli-
go6.68®.

Une seconde validation a été réalisée sur ces jeux de données simulées
pour le calcul des énergies libres de formation des épingles à cheveux avec le
logiciel MFOLD (Zuker, 2003) qui utilise un algorithme de recherche des
conformations possibles beaucoup plus élaboré que ROSO. L’ensemble des
sondes a été testé pour trois températures d’hybridation : 25 °C, 42 °C et 65 °C
(cf. Figure B.1.12). Le seuil de rejet de MFOLD est de 0 kcal.mol-1. Avec ce
seuil, 82 % des sondes acceptées par MFOLD sont également acceptées par
ROSO, mais 13 % des sondes acceptées par ROSO sont rejetées par MFOLD
(faux positifs). En ramenant le seuil de rejet à –1,5 kcal.mol-1 pour ROSO, ce
taux de faux positifs n’est plus que de 3,5 %. En revanche, ROSO ne retient
plus que 71 % des sondes acceptées par MFOLD. Diminuer le nombre de faux
positifs implique donc une augmentation du nombre de faux négatifs. Pour pal-
lier ce problème, une démarche d’optimisation en plusieurs étapes a été déve-
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loppée et permet l’obtention de plusieurs sondes pour certains gènes en fonction
de l’importance accordée à la formation des structures secondaires (cf. 1.2).

Figure B.1.12 Graphe présentant les valeurs d’énergie libre de formation des épingles

à cheveux obtenues avec le logiciel MFOLD en fonction des écarts entre valeurs calcu-

lées par ROSO et par MFOLD) pour les sondes de 70 mers. Ces valeurs ont été calcu-

lées pour trois températures différentes d’hybridation : 25 °C, 42 °C et 65 °C.

1.1.312 Validation sur des données réelles

La seconde partie de la validation a porté sur l’utilisation du logiciel
ROSO pour choisir des sondes adaptées à l’étude du transcriptome de Buchnera
mais aussi aux problématiques de différents utilisateurs. Des jeux de sondes ont
ainsi été définis pour le génome complet de la bactérie Ralstonia solanacearum
(Laboratoire Interactions, Plantes, Micro-organisme, INRA de Toulouse), des
EST de poulet (Laboratoire de Biologie Moléculaire de la Cellule, ENS de
Lyon) et plus de 22000 séquences humaines (Projet Génopôle) (cf. Tableau

B.1.5). Ils ont permis d’adapter les paramètres d’entrée et les fichiers de sortie
de ROSO pour prendre en compte certaines spécificités liées aux organismes
d’étude ou à la taille des données. Ainsi, le paramètre de localisation des sondes
sur les gènes est l’une contrainte qui a été imposée par le traitement du jeu de
données de Ralstonia solanacearum et la nécessité d’un fichier de sortie de sta-
tistiques est apparue avec le jeu de séquences humaines.
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Tableau B.1.5 Premières utilisations du logiciel ROSO.

Organisme Nombre de gènes Tailles des sondes
(en mers)

Gallus gallus 216 60
Kluyveromyces lactis 47 50
Ralstonia solanacearum 5129 70
Homo sapiens
Buchnera aphidicola

22322
619

55
35

Enfin des fichiers d’entrée ont été créés à partir du génome de la bac-
térie Escherichia coli K12 pour réaliser une étude des performances du logiciel.
Les fichiers de séquences d’intérêt comptent un nombre variable de gènes de la
bactérie et le fichier de séquence externe contient l’ensemble du génome. Ils
ont servi pour déterminer des sondes de 70 nucléotides. Les tests ont été réali-
sés sur une station Silicon Graphics® O2® sous UNIX avec un processeur de
type MIPS R12000TM 300 MHz. Pour 100 séquences, l’utilisation de DU-
BLASTN nécessite 5 minutes et celle de ROSO au sens strict 10 minutes, soit
une durée totale de 15 minutes. Pour 1000 séquences, chacun des deux proces-
sus dure 1 heure. Enfin pour les 4400 séquences DUBLASTN nécessite 4 heures
20 et ROSO 2 heures.

1.1.32 Choix de l’utilisation de BLAST
Contrairement à la majorité des algorithmes de recherche et

d’optimisation de sondes, le logiciel BLAST est utilisé pour rechercher des si-
militudes entre des régions entières de séquences et non pas directement sur les
sondes découpées dans les séquences. L’utilisation de BLAST sur les sondes
présente l’avantage d’augmenter la rapidité de la recherche mais aboutit à une
perte de sensibilité qui peut être importante. En effet, l’algorithme BLAST re-
cherche tous les mots pour une taille W définie puis étend la recherche de simi-
litude aux bases contiguës. L’utilisation des sondes aboutit donc à une perte
d’information lorsque le mot est présent en dehors d’une sonde potentielle ou
même partiellement sur la séquence de la sonde. Pour cette raison, ROSO
conserve les séquences complètes des gènes pour la recherche de spécificité.
Cette étape étant coûteuse en temps, elle a été découplée du processus
d’optimisation pour être réalisée une seule fois. Le processus d’optimisation,
qui est beaucoup plus rapide, peut en revanche être répété de façon à rechercher
les meilleurs critères d’optimisation, voire obtenir des sondes ayant des caracté-
ristiques différentes pour un même gène.

De nombreux logiciels sont dédiés à la recherche de similitude. Le lo-
giciel FASTA (Pearson et Lipman, 1988) et l’algorithme de Smith et Waterman
(1981) sont également basés sur une recherche de mots et offrent une meilleure
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sensibilité que BLAST (Ning et al., 2001). Cependant leur utilisation est diffi-
cile à envisager compte tenu de la taille généralement importante des fichiers de
séquences utilisés. En effet, leur sensibilité est obtenue au prix d’une recherche
nécessitant beaucoup plus de temps et de ressources. Depuis peu, d’autres types
d’algorithmes ont également été développés. L’utilisation d’arbres de décision
(suffix tree) qui comptent les occurrences de chaque mot dans une séquence
permet ainsi de localiser les mutations et les répétitions significatives (Wang et
Seed, 2003). D’autres algorithmes utilisent des tables de hachage pour organi-
ser les séquences dans un tableau indexé par des clés. Cette approche est im-
plémentée dans le logiciel récent SSAHA (Ning et al., 2001). Ces méthodes al-
ternatives pourraient également être utilisées pour la recherche de spécificité
car elles présentent l’avantage d’être beaucoup plus rapides que celles basées
sur la recherche de mots. Elles nécessitent cependant une quantité très impor-
tante de mémoire.

Les recherches de similarité, présentées précédemment, sont souvent
utilisées pour définir des régions spécifiques dans les génomes. Elles n’ont ce-
pendant pas la capacité de prédire les comportements d’hybridation. D’autres
approches ont donc été développées et notamment l’utilisation du calcul de
l’énergie libre d’hybridation d’une cible sur sa sonde. Son utilisation semble
fournir de bons résultats, néanmoins d’avantage de données expérimentales sont
nécessaires pour définir de façon pertinente les risques d’hybridation aspécifi-
que (Held et al., 2000 ; Matveea et al., 2003). En effet, l’énergie libre
d’hybridation dépend d’une part de la présence éventuelle de structures se-
condaires sur les cibles, qui ne sont généralement pas prises en compte, et
d’autre part de la concentration en cibles, qui est très rarement connue (Li et
Stormo, 2001).

Cette approche thermodynamique ne permet cependant pas de prendre
en compte la redondance qui existe dans les fichiers d’entrée, et l’étude de la
complexité des séquences. Pour ces deux aspects, une étude de similarité reste
donc nécessaire. Pour éliminer la redondance, Wang et Seed (2003) utilisent
comme critère un taux de similitude de 96 % sur la longueur de la séquence
étudiée (moins cinq bases). Ils montrent que pour des taux de similitude com-
pris entre 90 et 98 %, la variation du nombre de classes de gènes considérés
comme identiques est inférieure à 5 %. L’utilisation dans ROSO de seuils à 98
et à 95 % respectivement pour les gènes et les EST semble donc tout à fait indi-
quée. En ce qui concerne l’étude des séquences de faible complexité,
l’algorithme utilisé dans ROSO se contente d’éliminer les séquences contenant
quatre nucléotides successifs identiques. Lorsque ROSO est utilisé sans fichier
de séquences externes, il semble donc préférable d’éliminer au préalable les sé-
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quences répétées du fichier de séquences d’intérêt. Il est possible d’utiliser pour
cela un logiciel comme DUST20 (Hancock et Armstrong, 1994) qui masque ce
type de séquence. Son algorithme est intégré dans le logiciel BLAST (option –F)
et peut donc être utilisé en même temps que la recherche de similitude. Mais
actuellement, l’information de masquage n’est pas conservée par le parseur
DUBLASTN.

1.1.33 Choix de l’utilisation du modèle thermodynamique du plus
proche voisin
Les valeurs d’énergie du modèle thermodynamique du plus proche

voisin les plus récemment publiées (Santalucia, 1998) sont utilisées dans ROSO
et il semble que ces valeurs évolueront peu (Dirks et al., 2004). En solution et
pour des hybrides parfaits, elles permettent d’obtenir une précision de 2 % entre
valeurs calculées et mesures expérimentales (Schütz et Von Ahsen, 1999). En
revanche, l’utilisation de ce modèle pour les hybridations sur puces à ADN est
soumise à certaines limitations.

En effet, ce modèle et ses paramètres ont été définis pour des hybrida-
tions réalisées en solution. Or dans les expérimentations sur puce, la sonde est
immobilisée sur la lame. Il est donc probable que les entropies de la sonde et de
l’hybride cible-sonde sont inférieures à celles qui sont calculées en solution. Il
semble cependant que cet écart reste faible, d’autant plus que les valeurs des
quelques paramètres obtenus pour des hybridations réalisées sur matrice de gel
sont corrélées linéairement avec celles obtenues en solution (Kunitsyn et al.,
1996). La détermination expérimentale de certaines valeurs de Tm pour des
sondes immobilisées confirme d’ailleurs cette hypothèse (Held et al., 2000). En
l’absence de résultats expérimentaux détaillés concernant l’hybridation sur pu-
ces le modèle thermodynamique du plus proche voisin reste donc satisfaisant
pour prédire, au moins d’un point de vue qualitatif, le comportement
d’hybridation sur les puces. Pour cette raison, le calcul du Tm dans ROSO est
utilisé essentiellement de façon qualitative. Il permet en effet de rechercher les
sondes dans l’intervalle le plus réduit possible, sans considération sur les va-
leurs absolues. En ce qui concerne les aspects quantitatifs, des études récentes
suggèrent l’utilisation du modèle d’adsorption de Langmuir pour décrire
l’hybridation sur puce en fonction de la séquence des sondes (Hekstra et al.,
2003). Ce modèle relie l’intensité de fluorescence à la concentration en cible. Il
permet donc de déterminer les concentrations absolues en cibles et, surtout, de
comparer les intensités absolues obtenues pour des sondes et des gènes diffé-
rents.

20http://www.ncbi.nlm.nih.org.
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1.1.331 Calcul du Tm

Le modèle thermodynamique du plus proche voisin met en jeu deux
types de concentrations pour le calcul du Tm : la concentration en acides nu-
cléiques appariés et la concentration en sels (sodium et potassium).

En ce qui concerne la concentration en acides nucléiques, deux pro-
blèmes se posent. Le premier concerne la nature des acides nucléiques à consi-
dérer. Les sondes n’étant pas en solution, leur concentration n’est pas connue.
Cependant, sachant qu’elles sont déposées en large excès par rapport aux cibles,
la concentration en acides nucléiques appariés est proche de la concentration
moyenne en cibles. Cette valeur ne permet néanmoins pas de prendre en compte
les variations de concentration individuelle de chaque cible. Par conséquent, la
température d’hybridation est largement inférieure au Tm des gènes fortement
exprimés et réciproquement pour ceux faiblement exprimés. Il existe donc une
amplification des écarts d’intensité de fluorescence entre les gènes fortement et
faiblement exprimés. Le second problème concerne la valeur numérique à utili-
ser par défaut. Une estimation a donc été effectuée à partir du protocole utilisé.
Le volume d’hybridation de la solution de cibles déposée sur la puce est
d’environ 50 µl pour 15 µg d’ARN. La masse moléculaire moyenne d’un nu-
cléotide est de 335 g.mol-1 (Lehninger, 1977) et la taille moyenne d’un ARN
messager est supposée comprise entre 1000 nucléotides chez les bactéries et
2000 nucléotides chez les eucaryotes. Sachant que l’échantillon contient envi-
ron 3 % d’ARNm et que le rendement d’un marquage avect synthèse d’ADNc
est de l’ordre de 30 %, la concentration totale en ARNm cible déposée est
d’environ 10-6 M. Cette concentration, qui est également utilisée par d’autres
logiciels (Li et Stormo, 2001 ; Rouillard et al., 2003), a donc été retenue pour le
paramétrage par défaut du logiciel. Enfin, même s’il est vrai que la valeur du
Tm dépend beaucoup de la concentration (Mergny et Lacroix, 2002), l’erreur
reste acceptable (Santalucia et Turner, 1997). En effet, une erreur de 10 % sur
l’estimation de la concentration C n’induit qu’une erreur de 1 % sur le terme ln
C pour une concentration en acides nucléiques de l’ordre de 10-5M.

Pour les concentrations en ions sodium et potassium, il est intéressant
de conserver leurs termes dans le calcul du Tm car des études expérimentales
montrent que la sensibilité du Tm à la concentration en sels est la même que les
acides nucléiques soient en solution ou immobilisés (Meunier-Prest et al.,
2003). La valeur par défaut qui a été retenue est de 1 M car elle est utilisée par
de nombreux autres logiciels (Rouillard et al., 2003). Une étude expérimentale
récente a montré de plus que la meilleure corrélation entre valeurs expérimen-
tales et théoriques est observée lorsqu’une concentration en sels de 1M est em-
ployée pour le calcul du Tm. Cela reste vrai même lorsque les expériences sont
réalisées avec une concentration en sels de 100 mM (Matveea et al., 2003).
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Le modèle thermodynamique du plus proche voisin inclut d’autres pa-
ramètres plus complexes à prendre en compte, mais qui permettent une étude
plus fine de la stabilité des hybridations (Mathews et al., 1999). L’hybridation
d’une cible sur sa sonde aboutit généralement à la présence de bases non appa-
riées aux extrémités de la cible. La présence de la première de ces bases libres
(dangling end) stabilise de façon significative l’hybride formé (Lane et al.,
1992). Il semble que les bases libres suivantes interviennent également sur la
stabilité (Williams et al., 1994), cependant les valeurs thermodynamiques qui
sont publiées concernent uniquement le premier nucléotide (Bommarito et al.,
2000). Ces valeurs montrent que la meilleure stabilisation est obtenue avec une
base A située en position 5’ de la cible (Southern et al., 1999). L’explication de
cette stabilisation n’est pas encore clairement établie, mais il s’agit vraisembla-
blement d’interactions de type dipôle/dipôle induit ou de type dipôle in-
duit/dipôle induit et d’effets de solvants (Gellman et al., 1996). Par ailleurs, la
présence de bases libres semble limiter les possibilités de réaction de dissocia-
tion des deux brins (Lane et al., 1992). Ces paramètres thermodynamiques ne
sont actuellement pas utilisés dans ROSO car, contrairement aux paramètres
classiques du modèle, ils commencent tout juste à être explorés et leurs valeurs
numériques subiront certainement des modifications importantes dans les an-
nées à venir (Dirks et al., 2004).

1.1.332 Étude des structures secondaires

L’utilisation du modèle thermodynamique du plus proche voisin pose
le problème, tout comme pour le calcul du Tm, de l’étude de sondes immobili-
sées. Cependant, d’autres limitations interviennent. La première est liée à une
absence de données en ce qui concerne les mésappariements doubles. Les seules
valeurs connues sont en effet celles de GG.TT et de GT.TG (Schütz et Von Ah-
sen, 1999). Cette absence de données est gérée par l’utilisation de la valeur 0
dans les tables d’énergies d’hybridation de ROSO. Comme cette valeur nulle
remplace une valeur positive, les valeurs d’énergie libre de formation des
structures secondaires calculées sont inférieures à la réalité (cf. 1.1.311) avec
pour conséquence l’élimination possible de sondes valides. Cette solution a tout
de même été retenue car, compte tenu des connaissances actuelles, il semble
préférable d’éliminer des sondes valides plutôt que de risquer de conserver des
sondes formant des structures secondaires. La seconde limitation du modèle
concerne l’influence de la localisation des mésappariements dans les hybrides
intra ou inter-sondes. En effet, une analyse statistique du comportement de fu-
sion des oligonucléotides indique que leur contribution aux valeurs d’énergie
peut diminuer de près de 90 % (Borer et al., 1974) lorsqu’ils sont localisés sur
une des trois dernières bases situées aux extrémités (Santalucia, 1998). Cet effet
semble lié à des interactions stériques défavorables qui déstabilisent les mésap-
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pariements internes (Peyret et al., 1999). L’utilisation des paramètres classiques
aux extrémités des structures secondaires, lorsqu’il existe des mésappariements,
peut donc également aboutir au calcul d’une valeur d’énergie libre inférieure à
la réalité.

L’algorithme de recherche des épingles à cheveux de ROSO n’utilise
pas certains paramètres complexes permettant de prendre en compte les torsions
imposées par le repliement de la molécule comme les valeurs de liaisons
coaxiales (Walter et al., 1994). De même, de nombreuses possibilités de
conformation, comme la présence de boucles internes dans la molécule ne sont
pas prises en compte par ROSO. En revanche le logiciel MFOLD (Zuker et al.,
1999), basé sur l’utilisation de chaînes de Markov cachées (Pervouchine et al.,
2003), prend en compte ce type de paramètres et de conformations. Il utilise des
paramètres qui ont été déterminés par Santa Lucia, mais qui n’ont pas été pu-
bliés (Zuker, 2003). Ces nouvelles valeurs, tout comme les précédentes, ris-
quent toutefois de subir des modifications importantes (Dirks et al., 2004). Une
fois publiées, ces valeurs pourront être intégrées sans problème dans ROSO car
les paramètres thermodynamiques ne sont pas intégrés dans le code source mais
sont rassemblés dans un fichier texte roso.dpx. Ce fichier est fourni aux utili-
sateurs avec l’exécutable et peut donc évoluer sans modification du code.

ROSO n’étudie que les structures secondaires potentielles des sondes.
D’autres logiciels prennent en compte celles qui sont formées par les cibles
(Wang et Seed, 2003). Plusieurs auteurs suggèrent effectivement l’importance
de la formation possible de structures secondaires dans les cibles (Mir et Sou-
thern, 1999 ; Sohail et al., 1999). Néanmoins, l’étude expérimentale de Luebke
et al. (2003) indique qu’il n’est pas nécessaire d’étudier les structures secondai-
res des cibles, et que l’étude des sondes est suffisante pour prédire la qualité
des hybridations. Ils proposent de plus d’associer la valeur d’énergie libre de
formation des épingles à cheveux (hybridation intra-sonde) à celle
d’hybridation cible/sonde et d’utiliser la différence entre les deux pour prédire
la qualité des sondes. Une autre étude statistique démontre que l’analyse des
structures secondaires des cibles ne donne aucune indication pour prédire la
qualité des hybridations sur puces. En revanche, les résultats obtenus sur un
grand nombre de sondes montrent que l’intensité d’hybridation est inversement
proportionnelle à la valeur absolue des énergies libres de formation des épin-
gles à cheveux sur les sondes et soulignent l’intérêt d’étudier également la for-
mation éventuelle d’homodimères entre les sondes (Matveea et al., 2003). En
effet, malgré une forte corrélation entre l’évaluation thermodynamique des ho-
modimères et celle des épingles à cheveux, les auteurs montrent que
l’utilisation des deux critères offre une meilleure discrimination des sondes en
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termes de rendement d’hybridation que l’utilisation du seul critère de formation
des épingles à cheveux.

1.1.34 Un problème d’optimisation multicritère
Le développement du logiciel ROSO a montré que le choix des sondes

pour les hybridations sur puce ne peut être qu’un compromis entre les nom-
breux critères retenus (Nielsen et al., 2003). Pour ROSO, la démarche
d’optimisation qui a été retenue est une démarche par raffinements successifs,
avec un critère obligatoire d’exclusion des sondes formant des structures se-
condaires. Cependant, ce type de recherche est typiquement un problème
d’optimisation multicritère. Des algorithmes ont d’ailleurs été développés pour
choisir, en présence de critères multiples, une alternative parmi un nombre infi-
ni de solutions. Le logiciel OligoDesign utilise ce type d’algorithme de choix
en calculant un paramètre de logique floue (Tolstrup et al., 2003). Cette mé-
thode permet à l’utilisateur de choisir parmi un ensemble de solutions optimales
celle qui est la mieux adaptée à ses objectifs expérimentaux. Dans ROSO par
exemple, il serait possible d’utiliser une démarche analogue pour l’étude des
critères secondaires. Deux approches sont possibles. La première est basée sur
la création d’une combinaison linéaire des quatre critères facultatifs pondérés,
puis sur la minimisation de la fonction résultante. L’inconvénient de cette ap-
proche est qu’il est difficile, compte tenu des connaissances actuelles, de défi-
nir cette pondération. La seconde possibilité est l’utilisation d’un algorithme
génétique qui permet de définir un nuage de solutions dont l’enveloppe convexe
constitue l’ensemble de solutions optimales. Cependant, la mise en œuvre de ce
type de démarche reste conditionnée à la validation expérimentale de la plupart
des critères utilisés. Une autre solution a donc été envisagée pour ROSO. Il
s’agit d’une démarche d’optimisation itérative, qui permet d’obtenir plusieurs
sondes pour les « gènes à problème », et surtout qui offre la possibilité d’une
optimisation plus fine que l’utilisation d’une pondération pour l’ensemble des
gènes. Une explication générale de cette démarche est proposée sur le site de
ROSO et un exemple est détaillé dans la partie 1.2.

1.1.35 Extensions possibles

1.1.351 Application aux sondes d’ADNc

Malgré son nom, ROSO peut être utilisé sans problème pour choisir
des sondes d’ADNc, aussi bien que d’autres logiciels comme OliD (Talla et al.,
2003) ou Primex (Lexa et Valle, 2003) développés spécifiquement pour cette
problématique.

ROSO peut également déterminer une partie des critères de choix des
amorces spécifiques qui sont nécessaires à la production des sondes d’ADNc
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par PCR. Quelques développements sont néanmoins nécessaires, et pourraient
être envisagés, pour prendre en compte toutes les caractéristiques propres au
choix des amorces. Cependant, il existe déjà de nombreux logiciels pour la re-
cherche des amorces spécifiques comme DOPRIMER (Kämpke et al., 2001),
GenomePRIDE (Haas et al., 2003), PRIMEGENS (Xu et al., 2002) qui utilise
PRIMER 3 (Rozen et Skaletsky, 2000) ou encore ProbeWiz (Nielsen et Knud-
sen, 2002).

1.1.352 Application aux sondes destinées aux génotypage

L’utilisation des puces à ADN pour le criblage de mutations impose
des contraintes un peu particulières pour le choix des sondes. Le principe est
relativement simple. Le Tm pour un hybride présentant des mésappariements
est généralement réduit de 1 à 1,5 °C pour 1 % de mésappariement. Pour une
sonde de 20 nucléotides, un mésappariement interne peut donc abaisser le Tm
de 5 à 7,5 °C. Cet intervalle est suffisant pour discriminer des hybrides parfaits
et des hybrides présentant un mésappariement. Avec des sondes plus grandes en
revanche, le Tm n’est pas modifié de façon significative. Pour réaliser une
étude de génotypage, il est donc essentiel de choisir des sondes de 20 nucléoti-
des, en plaçant la mutation qui existe sur la cible au centre de la séquence de la
sonde correspondante. Rechercher des sondes spécifiques de 20 bases avec RO-
SO nécessiterait simplement une adaptation des paramètres de BLAST. En re-
vanche, repérer et placer la base mutée sur la cible au centre de la sonde impose
l’utilisation de nouveaux algorithmes. Les algorithmes du logiciel libre PROBE
(Pozhitkov et Tautz, 2002) permettent de modéliser la stabilité relative des son-
des avec un mésappariement. Pour cela, le mésappariement est considéré
comme « un point faible », dont la localisation est modélisée par une fonction
de probabilité permettant de prendre en compte les contributions différentielles
des positions centrales et terminales. Cet algorithme pourrait éventuellement
être intégré dans ROSO.

Cependant, il existe déjà un nombre important de logiciels pour ce
type de problématique. DNAPROBE (Drummond et Stamper, 1999) utilise les
alignements de séquences protéiques comme le propose Nash (1993) pour défi-
nir des sondes dédiées à l’analyse des familles multigéniques. En ce qui
concerne les études phylogénétiques et la recherche de signatures spécifiques
de certaines espèces notamment bactériennes, les logiciels comme ARB
(Ludwig et al., 2004) ou PROBEMER (Emrich et al., 2003) permettent de choi-
sir des sondes spécifiquement sur les ARN ribosomiaux. De même, Zhang et al.
(2002) ont défini une base de signatures dédiées aux études sur les ARN 16S.
Bien que les mésappariements ne soient pas systématiquement localisés au
centre des sondes, ces bases disponibles librement pourraient éventuellement
être intégrées dans ROSO.
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1.1.353 Application aux sondes multi-transcriptomes

Pour réduire le coût associé à la conception des puces à ADN, le logi-
ciel OligoWiz (Nielsen et al., 2003) permet de choisir des sondes destinées à
l’étude de différents organismes pour la conception de puces multi-
transcriptomes. ROSO ne permet pas de choisir des sondes qui peuvent être
utilisées pour plusieurs organismes. Il serait néanmoins possible d’envisager
d’intégrer, dans l’étape de recherche des sondes spécifiques, un critère permet-
tant, par exemple, de retenir uniquement les régions communes à deux orga-
nismes. Cependant, des bases dédiées au stockage et au suivi des collections de
sondes oligonucléotidiques ont récemment été développées pour pallier ce pro-
blème de sondes communes à différents organismes. Ainsi, le logiciel Probe-
Lynx (Roche et al., 2004) permet une actualisation des caractéristiques des son-
des en fonction des mises à jour d’annotations. Cela permet bien sûr de
bénéficier des dernières annotations disponibles, mais également de contrôler
les risques d’hybridation aspécifiques, et surtout de vérifier qu’une sonde peut
être utilisée pour un autre organisme. De même le logiciel ProbeMatchDB per-
met d’identifier les sondes équivalentes entre espèces (Wang et al., 2002).

1.1.354 Application aux autres acides nucléiques

Seuls les paramètres thermodynamiques concernant l’hybridation entre
deux molécules d’ADN sont actuellement entrés dans le fichier roso.dpx. Ce-
pendant la structure des algorithmes de lecture utilisés dans ROSO offre la pos-
sibilité d’ajouter très facilement les paramètres d’hybridation entre ADN et
ARN. Les utilisateurs de cibles d’ARN peuvent donc également utiliser ROSO.

Par ailleurs, il est possible d’utiliser d’autres types d’acides nucléiques
pour la synthèse des sondes. Le comportement des sondes d’acide peptido-
nucléique (APN, petit peptide portant des bases azotées) est très proche de celui
des oligonucléotides d’ADN, notamment en ce qui concerne les hybridations
entre séquences complémentaires. Or leur utilisation sur les puces à ADN
s’avère intéressante pour de nombreuses raisons. En effet, des études expéri-
mentales ont montré que les hybridations entre APN et ADN offrent une sensi-
bilité et une spécificité plus élevées que les hybridations mettant en jeu deux
molécules d’ADN (Maughan et al., 2001). De plus, l’hybridation peut se dé-
rouler dans une solution dépourvue de sels. Cette absence d’ions permet
d’éviter la formation de structures secondaires pour les cibles comme pour les
sondes (Hoheisel, 1997). Il serait donc possible d’ajouter les paramètres ther-
modynamiques pour les APN dans le fichier roso.dpx (Griffin et Smith, 1998).

Enfin, l’utilisation d’une nouvelle classe d’ARN bicyclique appelée
LNA (Locked Nucleic Acid) pour la synthèse des sondes est actuellement en dé-
veloppement. Il s’agit de dérivés d’ARN dans lesquels le cycle ribose est
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contraint par un lien méthylène. Cette restriction de conformation leur confère
une affinité exceptionnelle pour leurs cibles complémentaires d’ARN et d’ADN
(Tolstrup et al., 2003). De plus, l’utilisation de sondes LNA permet d’augmenter
de façon significative la spécificité et la sensibilité des sondes lorsqu’il existe
plus de 90 % d’identité entre deux cibles (Braasch et Corey, 2001). Enfin,
l’utilisation de ce type de sondes permet l’hybridation de cibles non marquées,
qui sont simplement détectées par visualisation des phosphates qui sont absents
des molécules de sondes (Brandt et al., 2003 ; Jacob et al., 2004). La plupart
des paramètres thermodynamiques concernant le comportement d’hybridation
de ce type de sondes ont été déterminés récemment. Ils pourraient également
être ajoutés dans le fichier roso.dpx, comme dans le logiciel OligoDesign, qui
est spécifiquement dédié à la détermination de ce type de sondes (Tolstrup et
al., 2003).

1.1.36 Comparaison avec d’autres logiciels
Parallèlement au développement de ROSO et à son installation sur le

site du PBIL, de nombreux logiciels de détermination des sondes oligonucléoti-
diques ont été développés pour répondre aux besoins des utilisateurs. Les logi-
ciels académiques les plus connus et ayant fait l’objet d’une publication sont
présentés avec leurs principales caractéristiques dans le Tableau B.1.6. Il existe
de plus des logiciels comme celui de Tolonen et al. (2002) dédié spécifique-
ment aux choix des sondes destinées aux puces Affymetrix. Il offre un couplage
entre optimisation des sondes et minimisation du nombre d’étapes nécessaires à
la synthèse in situ. Cet algorithme permet de réduire le coût de production des
puces, mais malheureusement au détriment d’un processus de sélection rigou-
reux des sondes. Enfin, il existe également des logiciels commerciaux dont les
caractéristiques sont peu détaillées comme le logiciel ArrayDesigner21 (Premier
Biosoft International, Palo Alto, CA).

L’originalité majeure du processus d’optimisation de ROSO par rap-
port aux logiciels présentés dans le Tableau B.1.6 est essentiellement liée à la
séparation de l’étape d’analyse de spécificité (basée sur l’utilisation de BLAST
qui nécessite beaucoup de temps pour un nombre important de séquences) et de
l’étape de sélection des sondes optimales. Cette séparation en deux temps per-
met à l’utilisateur de réaliser plusieurs étapes d’optimisation, en introduisant
différents critères de sélection par raffinement progressif. Des modèles de re-
cherche ont été définis à partir de différents types de séquences d’entrée et no-
tamment sur celles de Buchnera (cf. 1.2). Ainsi, en présence de gènes pour les-

21http://www.premierbiosoft.com/dnamicroarray/dnamicroarray.html.
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quels il est difficile d’obtenir une sonde optimale, ROSO permet de calculer ra-
pidement plusieurs solutions en accordant des importances variables aux diffé-
rents paramètres. Deux utilisations de ROSO sont donc possibles. Pour les néo-
phytes, il est en effet possible d’utiliser ROSO avec l’ensemble des paramètres
par défaut puisque même l’intervalle des Tm est réduit automatiquement. Au
contraire, d’autres logiciels (Mrowka et al., 2002 ; Chang et Peck, 2003) cal-
culent les paramètres de toutes les sondes possibles et laissent à l’utilisateur le
choix final des sondes. En ce qui concerne ROSO, les utilisateurs qui souhaitent
s’impliquer dans la démarche d’optimisation ont la possibilité de définir plu-
sieurs étapes d’optimisation, qui prennent en compte leurs contraintes maté-
rielles et biologiques. Ces aspects particuliers sont en effet difficiles à intégrer
dans un algorithme général d’optimisation.

 ROSO possède également certaines fonctionnalités qui n’existent pas
dans les autres logiciels. Ainsi l’utilisateur a la possibilité de définir un inter-
valle de localisation des sondes sur les gènes, en proposant les positions de la
première et de la dernière base à partir de l’une ou l’autre des deux extrémités.
Cette caractéristique permet d’éviter de choisir des sondes trop proches de
l’extrémité 3’ lorsque des amorces spécifiques sont choisies pour le marquage,
ou encore d’éviter les positions les plus proches de l’extrémité 5’ qui peuvent
être des régions mal annotées (mauvais positionnement du codon start). ROSO
est également le seul logiciel à intégrer l’étude de la formation potentielle
d’homodimères pour les sondes. Enfin, le choix final des sondes dans ROSO est
basé sur des critères de stabilité, contrairement à la plupart des logiciels pré-
sentés qui utilisent un critère de localisation. Les algorithmes commencent en
effet la recherche des sondes à partir de l’une des deux extrémités et la première
sonde valide est simplement retenue.

Tableau B.1.6 Présentation des principaux logiciels de détermination de sondes oli-

gonucléotidiques. Les règles de Lockhart et al. (1996) qui sont utilisées par certains

logiciels sont un ensemble de règles de décision qui permettent d’exclure les sondes

qui vérifient au moins une des conditions suivantes : (1) le nombre de bases seules

(A,T, C ou G) dépasse la moitié de la taille de la sonde, (2) la longueur totale de sé-

quences de bases identiques dépasse un quart de la séquence, (3) le taux de GC est

au-dessous de 40 % ou au-dessus de 60 % et (4) il n’existe pas de séquences palin-

dromiques dans la séquence. L’abréviation PVV, qui est utilisée dans le tableau, signi-

fie que le logiciel utilise le modèle thermodynamique du plus proche voisin pour le cal-

cul du Tm.
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N° Nom Pays Publication
Taille
des
sondes

Spécificité Complexité Épingle à
cheveux Homodimères  Tm Homogénéisation

des Tm
Choix final
des sondes Bonus Validation Disponibilité

1 ArrayOligoSelector USA
(Bozdech
et al.,
2003)

70
mers

BLASTN (défaut)
ΔG d'hybridation
croisée

Algorithme
de Lempel-
Ziv

Algorithme de
Smith et
Waterman
(1981)

NON
NON
(calcul du taux
de GC)

NON

Première
sonde à
partir de
l'extrémité 3'

Possibilité
d'éliminer certaines
séquences

Plasmodium
Falciparum
6272 gènes

Exécutable Linux
http://arrayoligosel.souceforge.net

2 OligoArray USA
(Rouillard
et al.,
2002)

50
mers BLASTN (-S1) NON

MFOLD
(T=50 °C)
Seuil de
l'utilisateur

NON PPV
C=10-6M

Intervalle imposé
par l'utilisateur

Première
sonde à
partir de
l'extrémité 3'
(avec un pas
de 10 mers)

Possibilité
d'éliminer certaines
séquences

Saccharomyces
cerevisae
6343 gènes

Exécutable et sources Linux
Utilisable en ligne :
http://berry.engi.umimch.edu/oligoarray2

3 OligoArray 2.0 USA
(Rouillard
et al.,
2003)

Jusqu'à
50
mers

BLASTN (-W7
–e variable -S1)
Calcul duTm
d'hybridation
croisée

Masque les
séquences
répétées et
les
quintuplés
de bases
identiques

MFOLD
(T=65 °C)
ΔG<0

NON PPV
C=10-6 M

Intervalle imposé
par l'utilisateur
mais adaptation
de la taille des
sondes

Première
sonde à
partir de
l'extrémité 3'
(avec un pas
de 5 mers)

Détail des
hybridations
aspécifiques
potentielles

Fonction reliant le
Tm, la taille et le
taux de GC pour
aider l'utilisateur à
choisir l'intervalle
de Tm

Arabidopsis
thaliana
75764 sondes
pour 26140
gènes

Exécutable Linux
Utilisable en ligne :
http://berry.engi.umimch.edu/oligoarray2

4 Oligodb Allemagne
(Mrowka
et al.,
2002)

Libre BLASTN (défaut) DUSTN
MFOLD
(T=65°C)
ΔG<0

NON
MELTING
(Le Novere,
2001)

NON Laissé à
l'utilisateur

Localisation au
choix proche de
l'extrémité 3' ou 5'

Dédié
uniquement
aux séquences
humaines (base
ENSEMBL)

Utilisable en ligne :
http://oligodbs.charite.de

5 OligoDesign Danemark
(Tolstrup
et al.,
2003)

Libre

BLASTN (-W 9
–e 100)
paramètres
modifiables par
l'utilisateur

NON

Sondes :
(Smith et
Waterman,
1981)
Cibles :
(Nussinov et
al., 1990)

NON PPV NON

Pondération
des des
paramètres
(score de
logique
floue)

dédié uniquement
aux sondes d'ALN
pour des cibles
d'ADN ou d'ARN

Caenorhabditis
elegans 120
gènes (50
mers)

Utilisable en ligne :
http://lmatools.com

6 OligoPicker USA
(Wang et
Seed,
2003)

20 à
100
mers

BLASTN (-e
1000) et table de
hachage DUSTN

Uniquement
sur les cibles
avec BLASTN

NON
NON
(calcul du taux
de GC)

Intervalle fixe de
10°C sur la
valeur médiane
des sondes

Première
sonde à
partir de
l'extrémité 3'
ou 5'

Base de données de
sondes pour la
Souris et l'Homme

Souris 14 554
gènes
Humain 17558
gènes

Exécutable et sources Linux
http://pga.mgh.harvard.edu/oligopicker/index.html

7 OligoWiz Danemark (Nielsen et
al., 2003) Libre

BLASTN (défaut)
Élimination des
introns

Faible
complexité
gère les
bases N

NON NON PPV
C = 2,5 10-10 M

OUI
(ajustement de la
taille des sondes)

Visualisation
graphique
permettant
l'ajout de
paramètres
personnels
Pondération
des
différents
paramètres

Position en 5' ou 3'
Interface graphique
permettant une
interactivité
Sondes multi-
transcriptome

Saccharomyces
cerevisae
6600 gènes
(45-55 mers)

Exécutables Linux, MacOSX et Windows
Utilisable en ligne :
http://www.cbs.dtu.dk/services/OligoWiz

8 Oliz USA
(Chen et
Sharp,
2002)

50
mers BLASTN (défaut)

Recherche
dans les
régions
3'UTR
seulement

NON NON EMBOSS-PRIMA
Intervalle fixe de
10 °C centré sur
76 °C

NON
Sondes
ordonnées en
fonction de
la
localisation

Taux de GC
compris entre 45 et
50 %

Rat 1814 gènes Exécutables Linux
http://www.utmen.edu/pharmacology/otherlinks/oliz.html

9 ProbeSel Allemagne
(Kaderali
et Schliep,
2002)

Libre Arbres de
décision NON NON NON PPV

OUI
(ajustement de la
taille des sondes)

NON
Sondes
ordonnées en
fonction du
Tm

Détermination de la
température
d'hybridation
optimale

HIV 58 gènes
(18-21 mers)
ARN 28 S
1230 gènes

Exécutables Windows et Solaris
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1.1.4 Conclusion

Le développement du logiciel ROSO a bien sûr été l’occasion d’un vé-
ritable apprentissage de la programmation informatique avec l’utilisation de
différents langages (C, PHP et Javascript), mais également l’occasion de com-
prendre l’architecture d’un serveur comme le PBIL. Et même si l’installation de
ROSO en ligne n’a pas été aussi simple que prévue, la conception de l’interface
Web a été l’occasion de moments créatifs avec, par exemple, la conception des
logos. Actuellement le logiciel est utilisé par de nombreux utilisateurs, aussi
bien via l’interface Web (plus de 700 utilisations) qu’avec l’utilisation des exé-
cutables en ligne de commandes (18 exécutables distribués).

1.2 Recherche d’un jeu de sondes optimales pour l’étude
du transcriptome de Buchnera
Une démarche d’optimisation en plusieurs étapes a été développée

pour permettre une utilisation multicritère de ROSO. L’explication de cette dé-
marche est intégrée dans cette partie à la présentation du choix des sondes dé-
diées à Buchnera.

1.2.1 Les séquences d’entrée

Les fichiers de séquences ont été obtenus à partir du génome de Buch-
nera aphidicola Ap, disponible dans la base Genbank22 (version du 15/08/02).
Les deux plasmides sont annotés AP001070 et AP001071 et le chromosome est
divisé en deux parties : AP001118 et AP001119. Sur ces quatre parties du gé-
nome, l’outil Query-win, disponible sur le serveur du PBIL, a permis d’extraire
610 CDS au format FASTA. Les pseudogènes ne sont pas disponibles dans
Genbank. La base de données du Riken Institute23 contient toutes les séquences
obtenues lors du séquençage {Shigenobu, 2000 #381}, mais ne fournit pas non
plus d’annotation spécifique pour les pseudogènes. L’utilisation de BLAST pour
comparer les deux banques a donc permis d’identifier les neuf pseudogènes (cf.
Tableau B.1.7). Ces neuf séquences ont ensuite été ajoutées aux 610 séquences
obtenues à partir de la base Genbank pour créer le fichier de séquences
d’intérêt.

22http://www.psc.edu/general/software/packages/genbank/genbank.html.
23http://Buchnera.gsc.riken.go.jp/, integrated Buchnera Genome Database.
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Le fichier de séquences externes est constitué des quatre parties de
Genbank qui représentent le génome complet de Buchnera, avec l’ensemble des
régions intergéniques. Les séquences de trois cibles de contrôle ont été ajou-
tées. Il s’agit de trois gènes bactériens, qui sont disponibles dans des construc-
tions plasmidiques au laboratoire, et dont les ARNm peuvent donc être produits
par expression in vitro. Ces gènes sont les gènes pcp (Awadé et al., 1992) et
pelK (Nasser et al., 1993) de Bacillus subtilis et le gène pelL (Lojkowska et al.,
1995) d’Erwinia chysanthemi.

Tableau B.1.7 Liste des neuf pseudogènes de Buchnera aphidicola (d’après les don-

nées obtenues sur le site de l’institut RIKEN.

Nom BU Taille
(mers)

Protéine

cvpA BU168 482 Colicine V
ddlB BU214 923 D-alanylalanine synthétase (ligase B)
apbE BU227 1076 Lipoprotéine précurseur de la biosynthèse de la

thiamine
rnhA BU247 470 Ribonucléase H
ycfW BU297 1238 Composant hypothétique du transporteur mem-

branaire ABC
cmk BU310 656 Cytidilate kinase
fabD BU350 959 Transacylase
fis BU400 297 Factor-for-inversion stimulation protein
hemD BU592 758 Uroporphyrinogène-III synthétase

1.2.2 Les spécifications des sondes

Parmi les 619 gènes de Buchnera, 3 codent pour des ARN ribosomiaux
(rrl pour l’ARNr 23S, rrf pour l’ARNr 5S et rrs l’ARNr 16S), 32 pour des ARN
de transfert et 1 pour un ARN stable (rnpB qui est le composant ARN de la ri-
bonuclease P). Compte tenu de ce nombre relativement faible de gènes, il a été
décidé d’utiliser deux sondes pour représenter chacun des gènes, à l’exception
des gènes codant pour les 32 ARN de transfert dont la petite taille (de l’ordre de
70 mers) ne permet de choisir qu’une seule sonde. De plus il a semblé impor-
tant de choisir une sonde supplémentaire pour 102 gènes d’intérêt par rapport à
notre problématique. Il s’agit des 55 gènes impliqués dans le métabolisme des
acides aminés, des 18 gènes intervenant dans les phénomènes de transport
{Shigenobu, 2000 #381}, auxquels ont été ajoutés les 26 gènes qui codent pour
le flagelle et les 2 gènes qui codent pour les porines (ompA et ompF), en raison
de leur rôle potentiel dans les phénomènes de transport. Enfin, les gènes situés
sur les deux plasmides et qui n’appartiennent pas aux catégories précédentes
ont également été ajoutés, en raison de l’intérêt particulier des plasmides dans
la problématique du métabolisme des acides aminés.
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Le premier paramètre essentiel qui guide le choix de la taille des son-
des est le rendement d’hybridation. Ce rendement augmente avec le nombre (N)
de nucléotides de la sonde. En effet, plus N est élevé, plus la probabilité de ré-
action inverse est faible et plus la vitesse de formation de l’hybride est rapide
(la probabilité d’hybridation augmente en fonction de N0,5) (Maskos et Sou-
thern, 1992). Certaines expériences sur puces à ADN ont donc été réalisées
avec des sondes de 70 mers qui assurent une sensibilité équivalente à celle qui
est obtenue avec des sondes d’ADNc (Wang et al., 2003). Malheureusement, les
sondes de 70 mers sont difficiles à synthétiser. Certains auteurs préconisent
donc l’utilisation de sondes de 60 mers (Hughes et al., 2001). Des études expé-
rimentales montrent cependant qu’elles sont beaucoup moins spécifiques que
des sondes plus courtes, et que le meilleur compromis entre sensibilité et spéci-
ficité est obtenu avec des sondes de 30 (Relogio et al., 2002) ou de 40 mers
(Maskos et Southern, 1992). Un autre paramètre, qui intervient dans le choix de
la taille des sondes, est le nombre de sondes potentielles qui existent dans un
génome. Ce nombre décroît de façon linéaire avec la taille des sondes (Wang et
Seed, 2003), ce qui implique de choisir des sondes d’autant plus petites que le
génome étudié contient peu de gènes (Li et Stormo, 2001). Buchnera possède
un génome de taille réduite et les risques de contamination par le matériel gé-
nétique du puceron ne peuvent pas être négligés. Il semble que des sondes de 30
à 40 mers offrent une bonne spécificité sans perte importante de la sensibilité et
sont beaucoup moins coûteuses. Les variations des valeurs de Tm entre les dif-
férentes sondes sont évidemment plus importantes pour des sondes courtes
(Nielsen et al., 2003), mais elles sont gérées par le logiciel ROSO. Une taille de
35 mers a donc finalement été retenue, d’autant plus qu’une étude préliminaire
sur une mini-puce (cf. 2.1) a permis de vérifier l’intérêt de ce choix expéri-
mentalement.

En ce qui concerne la localisation des sondes sur les gènes, elle est
soumise à deux contraintes. La première concerne la méthode de marquage qui
est utilisée. Il s’agit d’une méthode indirecte, basée sur l’utilisation d’un mé-
lange d’amorces semi-spécifiques choisies parmi les cent dernières paires de
bases situées à l’extrémité 3’ des séquences d’intérêt, et d’amorces aléatoires
réparties sur l’ensemble du génome (cf. partie C). Ce type de marquage impose
donc une sélection des sondes en dehors de cet intervalle. La seconde contrainte
est liée au fait que l’assignation des ORF n’a pas été vérifiée expérimentale-
ment chez Buchnera. Compte tenu de la richesse en AT du génome, le codon
start peut ne pas être localisé de façon correcte chez certains gènes. Pour cette
raison les cinquante premières bases situées à l’extrémité 5’ des gènes ont donc
également été éliminées de l’analyse (cf Figure B.1.13).
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Figure B.1.13 Localisation des différentes sondes sur les gènes de Buchnera.

1.2.3 La démarche d’optimisation

Une étape préliminaire est réalisée pour rechercher l’intervalle de Tm
optimal. Pour cela une recherche de trois sondes par gène est réalisée avec les
paramètres par défaut de ROSO. Elle permet d’obtenir 1154 sondes dont les
valeurs de Tm sont comprises entre 64,4 °C et 83,4 °C, pour un Tm moyen de
75 °C. Sur cet ensemble de sondes, un intervalle réduit entre 69 et 80 °C ne
conduit à l’exclusion que de 77 sondes (6,7 %). Ces valeurs de Tm sont donc
retenues pour réaliser une véritable recherche de sondes en cinq étapes (cf.
Tableau B.1.8). Après chaque étape, les séquences des gènes pour lesquels au-
cune sonde n’est disponible, ou les gènes ayant des sondes avec une mauvaise
spécificité (taux de similitude supérieur à 80 %), sont automatiquement conser-
vées dans un nouveau fichier qui est utilisé pour l’étape de recherche suivante.

Tableau B.1.8 Présentation des cinq étapes de la démarche de recherche des sondes

pour Buchnera. Les différents critères qui sont utilisés sont : (1) N4 : absence de sé-

quences de 4 nucléotides identiques, (2) localisation : deux zones sont exclues 50 ba-

ses en 5’ et 100 bases en 3’, (3) seuil de rejet des énergies libres de formation des

épingles à cheveux et des homodimères (en kcal.mol-1).

N° N4 Localisation Épingle à
cheveux

Homodimère Nombre de son-
des obtenues

1 Non Oui 2 -6 836
2 Oui Oui 2 -6 218
3 Oui Non 2 -6 34

85,6 %

4 Oui Non 0 -8 166 13,1 %
5 Oui Non -2 -10 17 1,3 %

La localisation des sondes obtenues a été vérifiée. Pour les gènes de
grande taille, et surtout pour ceux qui possèdent un taux élevé de GC, une at-
tention particulière a été accordée pour retenir de préférence des sondes dans un
intervalle compris entre les positions 100 et 900 à partir de l’extrémité 5’. En
effet, les amorces spécifiques étant localisées à proximité de l’extrémité 3’, la
réaction de synthèse des ADNc risque d’être interrompue de façon prématurée
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au-delà de neuf cents paires de bases. De plus, pour certains gènes les seules
sondes optimales sont localisées sur l’intervalle normalement exclu des cent
premières bases situées à l’extrémité 3’. Pour l’ensemble de ces sondes, il a été
vérifié que les amorces spécifiques étaient toujours localisées en amont des
sondes. Enfin, les sondes ont été choisies de préférence de façon à ne pas se
chevaucher sur le gène et même à être les plus éloignées possible. Les cinq éta-
pes de recherche, suivies de ce travail de filtration des sondes surnuméraires,
ont finalement permis de sélectionner 1271 sondes.

En raison des caractéristiques particulières des 32 gènes codant pour
les ARN de transfert, leur étude a fait l’objet d’une analyse séparée. En effet,
les ARN de transfert sont tous de petite taille (de l’ordre de 70 mers), ce qui
rend difficile la recherche d’une région spécifique. De plus, compte tenu de leur
fonction, certaines régions forment des structures secondaires très stables. En-
fin, leur richesse en GC conduit à des valeurs élevées de Tm. Pour obtenir des
sondes en accord avec l’intervalle de Tm initialement retenu il a été nécessaire
de réduire la taille des sondes. Des étapes de recherche ont donc été réalisées
successivement pour des tailles de sondes de 35, 32, 30 et 28 mers. Une seule
sonde a ensuite été retenue, avec le taux d’identité le plus faible et dans la me-
sure du possible la taille la plus importante, pour limiter au maximum les diffé-
rences de taille entre les sondes. Quant à l’absence de structures secondaires,
elle n’a pu être prise en compte qu’en dernier lieu.

1.2.4 Résultats

1.2.41 Caractéristiques du jeu de sondes pour Buchnera
Le jeu complet de sondes spécifiques de Buchnera est constitué de

1303 oligonucléotides répartis sur 617 gènes. En effet, le plasmide Tryptophane
porte deux répétitions en tandem des gènes trpG (identique à trpG2) trpE
(identique à trpE2). Les 32 gènes codant pour les ARN de transfert possèdent
une sonde, les 102 gènes d’intérêt possèdent trois sondes et les gènes restant
possèdent deux sondes. L’ensemble de ces sondes est réparti sur un intervalle
de Tm compris entre 69 et 80 °C (cf. Figure B.1.14) et 95,5 % des sondes sont
parfaitement spécifiques de leur cible. Seul 0,7 % des sondes présentent des
risques d’hybridation aspécifique et les dix sondes concernées représentent
toutes des ARN de transfert (cf. Figure B.1.15 ).
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Figure B.1.14 Répartition des sondes de Buchnera en fonction des valeurs de Tm.

Figure B.1.15 Répartition des sondes de Buchnera en fonction des taux de similitude.

Seules les sondes qui présentent des taux de similitude supérieurs à 80 % possèdent

des risques réels d’hybridation aspécifique.

1.2.42 Caractéristiques des sondes de contrôle
ROSO a également été utilisé pour choisir onze sondes de contrôle

correspondant à trois types de témoins à intégrer sur la puce Buchnera. Toutes
ces sondes ont été déterminées avec les paramètres de la première étape du pro-
cessus d’optimisation (cf. Tableau B.1.8) et dans l’intervalle de valeur de Tm
défini pour les sondes Buchnera (paramètres optimaux).

Pour le choix des trois témoins positifs, un fichier d’intérêt contenant
les deux séquences des gènes pcp et pelK de Bacillus subtilis et celle du gène
pelL d’Erwinia chrysanthemi a été utilisé contre le fichier de séquences exter-
nes pour l’étude de la spécificité. Pour chaque gène, il a été vérifié que les son-
des retenues étaient localisées en amont des amorces spécifiques.

Pour les témoins d’hybridation aspécifique, les quatre gènes de Buch-
nera utilisés pour l’expérience préliminaire de mini-puce (cf. 2.1) ont été rete-
nus (aroH, eno, ilvH, et pheA). Sur la première sonde (la sonde la plus proche
de l’extrémité 5’) de chacun de ces gènes, cinq mutations aléatoires ont été in-
troduites de façon régulière (cf. Figure B.1.16).



Partie B
Développements méthodologiques / Le logiciel ROSO

192

Figure B.1.16 Exemple de la sonde normale et de la sonde témoin pour le gène aroH.

Pour les témoins négatifs, c’est-à-dire les sondes sur lesquelles il
n’existe théoriquement aucune possibilité d’hybridation, quatre sondes ont été
définies (TN1 à TN4) à partir d’un fichier de séquences aléatoires dont la spéci-
ficité a été testée contre le fichier de séquences externes.

1.2.5 Discussion

Compte tenu du mode de vie symbiotique de la bactérie Buchnera, il
existe un risque d’hybridation croisée avec des séquences de puceron. Cepen-
dant, seul un faible nombre de séquences de puceron sont actuellement disponi-
bles. Ces dernières n’ont donc pas été ajoutées au fichier de séquences externes.
En revanche, les sondes obtenues ont été testées avec BLASTN contre les sé-
quences de Drosophila melanogaster. Cette analyse indique qu’aucune sonde
ne présente un risque potentiel d’hybridation aspécifique. De plus, l’utilisation
de sondes de petite taille assure une bonne spécificité d’hybridation. Une nou-
velle vérification pourra néanmoins être réalisée lorsque le génome du puceron
sera disponible. En ce qui concerne les risques d’hybridation aspécifique avec
des séquences issues d’autres bactéries, ils restent limités. En effet, le clone
LL01 d’Acyrthosiphon pisum utilisé au laboratoire est dépourvu de symbiotes
secondaires, et les bactéries risquant de contaminer les échantillons ont des gé-
nomes très riches en GC, contrairement à la bactérie Buchnera. Enfin, les
éventuels problèmes d’hybridation, qui peuvent affecter la réponse de certaines
sondes (Lockhart et al., 1996 ; Wodicka et al., 1997), sont minimisés car cha-
que gène est représenté au minimum par deux sondes sur la puce (sauf dans le
cas particulier des ARN de transfert).

En ce qui concerne la démarche générale de choix des sondes, il est
important de noter qu’il s’agit typiquement d’une recherche multicritère. Cette
dimension est difficile à prendre en compte, d’autant plus qu’elle implique la
plupart du temps des contraintes très spécifiques liées à l’organisme étudié, aux
connaissances associées ou encore aux techniques utilisées. De plus, pour cer-
tains gènes (comme les gènes paralogues, les gènes issus de familles multigéni-
ques, ou encore les transcrits alternatifs …), il peut parfois être utile de dispo-
ser de différentes sondes répondant à des contraintes plus ou moins fortes
imposées aux différents critères de sélection (localisation, structures secondai-
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res etc.). Il est certain que cette démarche doit être l’objet d’une réflexion per-
sonnelle propre à chaque utilisateur, comme celle présentée ici pour Buchnera.
Afin de les aider, une démarche générale d’optimisation a été définie d’après
les résultats obtenus pour Buchnera mais aussi pour d’autres organismes
d’étude (cf. Tableau B.1.5). Cette démarche est disponible avec des explications
d’utilisation sur le site Web de ROSO. Il s’agit d’un processus d’optimisation
en cinq étapes que les utilisateurs peuvent modifier et complexifier en fonction
de leurs propres problématiques. Deux types de paramètres ont été définis en
fonction du taux de GC de l’organisme d’étude (cf. Tableau B.1.9). À l’issue de
chaque étape, les utilisateurs doivent conserver les fichiers de sortie contenant
les gènes pour lesquels aucune sonde n’a été définie et, s’ils le désirent, les fi-
chiers contenant des sondes présentant un taux de similitude trop élevé (au-
dessus de 80 %). Ces deux fichiers sont concaténés et réutilisés pour l’étape
suivante à la place du fichier d’intérêt. Un algorithme d’automatisation de ces
étapes qui utilise les paramètres présentés ici, a été développé. Il n’est disponi-
ble que pour les utilisations en ligne de commande afin de limiter les problèmes
de saturation du serveur du PBIL.

Tableau B.1.9 Démarche générale d’optimisation permettant une utilisation de ROSO

en plusieurs étapes successives. Les seuils de rejet des énergies libres de formation

des structures secondaires (en kcal.mol-1) dépendent du taux de GC de l’organisme

d’étude contrairement aux modifications de la taille des sondes (en mers).

N° Épingles à cheveux Homodimère Taille
GC<55 % GC>=55 % GC<55 % GC>=55 %

1  0 -4 -6 -10 Initiale
2 -2 -8 -8 -14 Initiale
3 -4 -12 -10 -20 Initiale
4 -4 -12 -10 -20 Initiale-10
5 -4 -12 -10 -20 Initiale-20

1.2.6 Conclusion

L’utilisation de ROSO, pour déterminer les sondes nécessaires à la
conception de la puce Buchnera, a permis l’élaboration d’une stratégie de re-
cherche originale des sondes dédiées à l’analyse du transcriptome. Cette straté-
gie est bien sûr à adapter en fonction des problématiques des différents utilisa-
teurs, mais elle permet ainsi l’intégration de contraintes qui peuvent
difficilement être prises en compte par un algorithme. L’étape ultime de valida-
tion de ce travail est maintenant expérimentale. Il s’agit à présent de définir un
plan de dépôt optimal à partir des 1314 sondes retenues pour finalement aboutir
à la fabrication et à l’utilisation de la puce Buchnera.
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2
2 La puce Buchnera

« En essayant continuellement on finit par réussir. Donc: plus ça rate,
plus on a de chance que ça marche. »
Jacques Rouxel24

Bien que de nombreux protocoles expérimentaux soient disponibles,
seul un nombre limité d’informations méthodologiques sont publiées en ce qui
concerne la conception des lames, leur utilisation, l’acquisition des images et la
filtration des données (Relogio et al., 2002). Or, des images de bonne qualité et
un rapport signal sur bruit élevé sont les pré-requis nécessaires à l’obtention de
résultats valables (Yu et al., 2002). Pour les obtenir, il est nécessaire d’utiliser
des protocoles reproductibles et adaptés aux problématiques du modèle d’étude.
Compte tenu du coût de fabrication (Holloway et al., 2002) et d’utilisation des
puces et de l’évolution des protocoles, une étude méthodologique a été réalisée
en deux temps. Un travail préliminaire a été réalisé par Federica Calevro sur
une mini-puce pour déterminer les aspects pratiques de fabrication et les gran-
des étapes d’utilisation de la puce Buchnera (Calevro et al., 2004). Les résultats
obtenus ont permis la conception de la puce complète qui a été utilisée pour
achever la validation des protocoles d’utilisation.

2.1 Une mini-puce devenue grande
La mini-puce qui a été développée contenait quatre gènes intervenants

dans le métabolisme des acides aminés chez Buchnera et de nombreux témoins,
représentant au total une centaine de plots (cf. Figure B.2.1).

24Rouxel, J. Les Shadoks.
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Figure B.2.1 Plan de la première mini-puce Buchnera.

Cette mini-puce a permis de définir les principaux critères de concep-
tion de la puce Buchnera complète. Les solutions de dépôt suivantes ont ainsi
été testées : une solution de citrate de sodium salin SSC 3X contenant de la bé-
taïne (1,5 M), une solution de DMSO à 20, 30 et 40 % et un tampon de phos-
phate de sodium (150 mM, pH 8.5). Les meilleurs plots ont été obtenus avec la
solution (SSC 3X, bétaïne 1,5 M). En effet, l’utilisation de bétaïne permet
d’augmenter l’efficacité de liaison des sondes sur la lame et offre une meilleure
homogénéité des plots en raison d’une évaporation limitée (Diehl et al., 2001).
Par ailleurs, la bétaïne réduit la différence de stabilité d’hybridation qui existe
entre les bases AT et les bases CG (Rees et al., 1993). De même des concentra-
tions comprises entre 20 et 80 µM ont été testées pour la solution de dépôt. Les
résultats obtenus indiquent que l’intensité d’hybridation augmente avec la
concentration en sondes, ce qui laisse penser que même à 80 µM, le nombre de
sondes disponibles pour l’hybridation n’est pas significativement en excès par
rapport à la concentration en cibles.

La mini-puce a également permis de déterminer les méthodes
d’utilisation conduisant aux meilleurs résultats pour Buchnera. Cette étude
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montre qu’une étape de pré-hybridation permet d’augmenter de façon significa-
tive le rapport signal sur bruit de fond, et qu’une méthode de marquage indi-
recte aboutit à l’obtention de signaux significativement plus élevés et plus spé-
cifiques qu’une méthode de marquage directe. Enfin, en ce qui concerne la
méthode de marquage indirect, des expériences de RT-PCR réalisées sur les
quatre gènes étudiés montrent que l’utilisation d’amorces spécifiques accroît de
façon significative le rendement de l’étape de transcription inverse.

Cette mini-puce a donc permis de déterminer la nature (SSC 3X, bé-
taïne 1,5 M) et la concentration (120 µM)de la solution de dépôt à utiliser pour
la conception de la puce Buchnera. Elle a également montré l’intérêt d’une
étape de pré-hybridation et d’une méthode de marquage indirect avec des amor-
ces spécifiques. Ces différents aspects ont donc été retenus pour la production
de la puce complète.

2.2 La puce complète
Ma contribution personnelle a porté sur la seconde partie des dévelop-

pements méthodologiques, avec la conception de la puce Buchnera complète et
la définition des principaux critères techniques, méthodologiques et statistiques
concernant son utilisation. L’ensemble de cette étude a abouti à la mise au point
du protocole complet d’utilisation de la puce qui est donc logiquement présenté
dans la partie « matériel et méthodes » de la partie C. Seuls les principaux ré-
sultats méthodologiques qui ont été obtenus sont présentés succinctement dans
cette partie.

La puce complète a tout d’abord permis de valider les choix techni-
ques concernant le type de lames, d’hybridation et d’échantillon à utiliser. Pour
cela deux types de lames de verre ont été comparés. Il s’agit des lames ROSA®
(RosaTech SA, Ecully, France) et des lames QUANTIFOIL® aldéhyde (Quan-
tifoil Micro Tools, Jena, Allemagne). Les premières portent des acides activés
(Dugas et al., 2004), et les secondes des groupements aldéhydes25 qui peuvent
réagir avec un groupe amine porté par les sondes pour former une liaison cova-
lente très stable chimiquement (formation d’une base de Schiff). Ces lames ont
été utilisées pour réaliser trois types d’hybridations. Les deux premières sont
des hybridations manuelles qui ont été réalisées avec deux lames QUANTI-
FOIL® (hybridation 1), puis avec deux lames ROSA® (hybridation 2). Pour
chacune de ces hybridations, une lame a été hybridée avec des ARN issus de

25http://www.quantifoil.com.
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bactéries obtenues par filtration et la seconde avec des ARN issus directement
de pucerons. L’hybridation sur lames QUANTIFOIL® (hybridation 1) a été ré-
alisée en l’absence des cibles de contrôle de façon à tester les risques
d’hybridation aspécifique. Une hybridation automatique a finalement été réali-
sée avec deux lames QUANTIFOIL® (hybridation 3) sur lesquelles les échan-
tillons d’ARN sont issus de bactéries obtenues par filtration. Les hybridations
ont été réalisées à 45 °C sur la première lame et à 50 °C sur la seconde.

La comparaison des hybridations réalisées sur les lames ROSA® et les
lames QUANTIFOIL® montre que les lames QUANTIFOIL® offrent à la fois
une réduction significative du bruit de fond (visible sur l’ensemble de la lame)
et une meilleure sensibilité (notamment pour les marquages réalisés avec le
Cy3). De plus, avec une méthode d’hybridation manuelle, les lames QUANTI-
FOIL® permettent d’obtenir en moyenne 39 % de bons plots contre seulement
23 % pour les lames ROSA®.

En ce qui concerne la spécificité, les résultats obtenus sur les deux ty-
pes de lames indiquent qu’il est préférable d’utiliser des échantillons obtenus à
partir de filtration de pucerons.

La quantité de cibles de contrôle à ajouter aux échantillons a égale-
ment été déterminée. Pour l’hybridation 1 les cibles de contrôle n’ont pas été
ajoutées de façon à tester la spécificité des sondes. Les résultats montrent qu’il
n’existe pas d’hybridation aspécifique sur les sondes de contrôle (contamination
par du matériel génétique du puceron par exemple). L’hybridation 2 a permis de
tester l’ajout de cibles en quantité égale dans les deux marquages et
l’hybridation 3 des ajouts en rapport 1 : 3 et 1 : 5 (cf. Tableau B.2.1). Compte
tenu des intensités obtenues par rapport aux signaux des autres sondes réparties
sur la lame, il est nécessaire de diviser par dix les quantités les plus faibles uti-
lisées pour chacun des témoins au cours des différentes expériences.

Enfin, la méthode d’hybridation automatique qui utilise un système
original permet de maintenir la solution de cibles en mouvement continuel sur
la lame. Elle assure ainsi une hybridation parfaitement homogène sur
l’ensemble de la lame, contrairement à l’hybridation manuelle qui génère des
zones d’hybridation variables, avec notamment une zone circulaire fortement
hybridée au centre de la lame par rapport aux bords très faiblement hybridés.
L’hybridation automatique a donc été retenue, d’autant plus qu’elle permet
d’obtenir en moyenne 63 % de bons plots, 30 % de plots non visibles et seule-
ment 7 % de plots indexés mauvais. Pour les deux températures d’hybridation
testées, aucun signal d’hybridation aspécifique n’est observé sur les témoins
négatifs et sur les témoins d’hybridation aspécifique. La température de 45 °C a
été retenue car elle permet d’assurer (en présence de formamide) une bonne
spécificité d’hybridation.



Partie B
Développements méthodologiques / La puce Buchnera

199

Tableau B.2.1 Quantités de cibles de contrôle ajoutées pour les trois types

d’hybridation testées : lame QUANTIFOIL® avec hybridation manuelle (1) ou automa-

tique (3) et lames ROSA® avec hybridation manuelle (2).

Hybridation Cy3 Cy5
1 0 0
2 50 ng (1) 50 ng (1)

PelL

3 500 ng (5) 100 ng (1)
1 0 0
2 150 ng (1) 150 ng (1)

PelK

3 120 ng (3) 40 ng (1)

D’un point de vue méthodologique, la puce complète a permis de défi-
nir et rédiger un protocole d’acquisition des images pour le scanner GeneTACTM

L SIV (Genomic Solutions, Huntingdon, UK) ainsi qu’un protocole de filtration
et d’acquisition des données pour le logiciel GenePix Pro® 6.0 (Axon Instru-
ments, Union City, CA, USA). Ces protocoles sont à présent disponibles pour
les utilisateurs de la plateforme transcriptome Rhône-Alpes.

Enfin d’un point de vue statistique, une étude a été réalisée sur les
coefficients de variation (CV) calculés en divisant la moyenne des intensités
des plots (µ) par l’erreur standard (σ) pour chaque sonde (quatre répétitions),
puis pour chaque gène (deux ou trois sondes par gène). Elle a permis de définir
une procédure destinée à conserver la meilleure valeur d’intensité possible pour
chaque gène. Pour cela, les intensités des plots disponibles pour chaque sonde
sont moyennées en fonction d’un indice qualité attribué lors de l’étape de fil-
tration (les valeurs présentant l’indice qualité le plus élevé sont moyennées et
les autres ne sont pas utilisées). Ce calcul permet de conserver une valeur
d’intensité pour chaque sonde. Les valeurs obtenues pour les différentes sondes
correspondant à un même gène montrent que le comportement des sondes ne
dépend pas significativement de leur localisation sur le gène. La procédure de
moyennage par indice de qualité est donc appliquée pour les sondes représen-
tant un même gène. Elle permet d’obtenir une valeur unique de signal
d’intensité pour chaque gène en augmentant considérablement la quantité des
données. Pour les lames QUANTIFOIL® en hybridation automatique, cette
procédure permet en effet d’obtenir en moyenne 93 % de bons signaux, 5,5 %
de signaux non visibles et 1,5 % de signaux indexés mauvais.

2.3 Conclusion
La mini-puce a permis de définir les principaux critères de conception

de la puce Buchnera complète, qui a elle-même été utilisée pour achever les dé-
veloppements méthodologiques. Les résultats ont montré que l’utilisation de
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Buchnera obtenues par filtration est préférable à celle de pucerons entiers et ont
permis de déterminer les quantités et les rapports de cibles de contrôle à ajouter
aux échantillons. Pour l’hybridation à proprement parler, la puce a permis de
sélectionner les lames QUANTFOIL® hybridées de façon automatique et
d’optimiser les conditions de lavages. Par ailleurs, bien qu’il soit impossible de
décider a priori d’une méthode d’acquisition ou de filtration universelle, la
puce a été utilisée pour mettre au point un protocole permettant de systématiser
ces étapes quel que soit l’utilisateur. L’ensemble des protocoles obtenus offre à
présent un cadre permettant de réaliser des expérimentations de qualité sur la
puce Buchnera et d’analyser les données obtenues de façon correcte. La pre-
mière utilisation de cette puce pour répondre à une question biologique est pré-
sentée dans la dernière partie de cette thèse et concerne l’étude de l’expression
des gènes chez Buchnera en réponse à des modifications de la composition des
milieux nutritionnels des pucerons.



Partie C
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1
1 Introduction

« Il y a bien moins de difficulté à résoudre un problème qu'à le po-
ser. »
Joseph de Maistre26

1.1 Contexte
Deux approches complémentaires ont été menées au laboratoire pour

étudier le métabolisme des acides aminés et sa régulation chez Buchnera.
Une première expérience a été réalisée pour comparer les profils

d’expression de bactéries issues de pucerons élevés soit sur un milieu artificiel
complet (milieu AP3), soit sur un milieu dépourvu en deux acides aminés aro-
matiques essentiels : la tyrosine et la phénylalanine (milieu YF0). Pour cela,
huit lames ont été réalisées au sein d’un plan expérimental en flip-flop. Il s’agit
d’une expérimentation qui permet de tester la réponse des bactéries dans des
conditions de carence très ciblées et drastiques, avec pour but la détection
éventuelle d’une régulation transcriptionnelle de certaines enzymes impliquées
dans la biosynthèse des deux acides aminés absents du milieu nutritionnel. En
revanche, modifier un paramètre de façon aussi drastique dans un système com-
plexe implique le risque d’une perturbation importante d’un grand nombre de
paramètres (par exemple l’induction d’une réponse de stress), qui risque de
masquer la réponse d’intérêt. Les résultats de cette première expérience, réali-
sée en partie par Federica Calevro, sont présentés dans une publication en pré-
paration et ne sont pas abordés ici.

Pour répondre de façon plus fine à la question biologique de
l’adaptation de la production des acides aminés chez Buchnera en fonction des
conditions environnementales du puceron, cette première étude a donc été sui-
vie d’une seconde expérience, dans laquelle des modifications plus fines de
composition du milieu nutritionnel du puceron ont remplacé les perturbations
drastiques initiales. Cette seconde expérience fait l’objet de ce chapitre.

26de Maistre, J. et Peyrefitte, A. Considérations sur la France. Imprimerie Nationale, Paris (1993).
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1.2 Problématique
L’expérimentation qui est présentée ici a été réalisée en collaboration

avec le laboratoire de biologie de l’Université d’York (RU). Le matériel biolo-
gique a été préparé à York et les hybridations sur puces ont été réalisées sur la
plateforme transcriptome à Lyon. Les conditions utilisées dans cette expérience
sont de véritables conditions physiologiques. Il s’agit en effet de tester la ré-
ponse de la bactérie à une variation modérée du milieu environnemental du pu-
ceron. Pour cela, l’influence des deux composants principaux du phloème est
étudiée, à savoir, la concentration en saccharose, source essentielle de carbone
et responsable de la pression osmotique de la sève, et le rapport entre acides
aminés essentiels et non essentiels. Ces deux facteurs permettent d’étudier la
relation symbiotique dans la mesure où, la composition en acides aminés per-
met de tester l’influence de la modification du milieu extérieur sur l’expression
des gènes chez Buchnera, alors que la concentration en saccharose permet de
prendre en compte des variations de la demande métabolique de l’hôte. Le but
de l’étude simultanée de ces deux composants est d’observer à la fois les diffé-
rences d’expression causées par chacun des deux facteurs pris séparément, et
les effets simultanés des deux facteurs, c’est-à-dire lorsque ces effets sont en
interaction.

Deux compositions en acides aminés et deux concentrations en saccha-
rose ont été utilisées pour réaliser quatre types de milieux nutritionnels pour
l’élevage des pucerons (cf. Tableau C.1.1). Les compositions en acides aminés
essentiels sont respectivement de 50 % (rapport de 1 : 1 entre acides aminés es-
sentiels et non essentiels) et 25 % (rapport de 1 : 3 entre acides aminés essen-
tiels et non essentiels) pour une concentration totale dans les deux cas de
150 mM. Les concentrations en saccharose utilisées sont de 0,5 et 1 M. Parmi
ces quatre milieux, le milieu « de référence » est le milieu 1 qui correspond à
une concentration totale en acides aminés de 150 mM (dont 50 % d’acides ami-
nés essentiels) et une concentration de saccharose de 0,5 M. Il s’agit du milieu
permettant un développement optimal des pucerons.

Tableau C.1.1 Présentation des quatre milieux nutritionnels utilisés pour l’élevage

des pucerons.

Composition en acides aminés essentiels
50 % 25 %

0,5 M 1 2Concentration
en saccharose 1M 3 4
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1.3 Plan expérimental
Le choix du plan expérimental représente sans doute l’une des étapes

les plus importantes de l’expérimentation, car elle conditionne l’ensemble des
résultats obtenus (Fisher, 1951). Pour cette expérience, le plan retenu comporte
seize lames (huit lames toutes réalisées en double au cours de deux étapes dis-
tinctes d’hybridation). Pour chaque lot de huit lames, quatre répétitions techni-
ques de chaque échantillon ont été réalisées. L’ensemble de l’expérience
contient donc deux répétitions biologiques pour chaque échantillon. Il s’agit
d’un plan équilibré qui permet la comparaison des différentes modalités (cf.
Figure C.1.1). Au sein de ce plan, les modalités sont équilibrées non seulement
en nombre mais également pour chacun des deux fluorochromes (cf. Tableau

C.1.2).

Figure C.1.1 Schéma du plan expérimental associant les huit lames (répété deux

fois). Chaque flèche représente une hybridation sur une même lame et les chiffres

correspondent aux milieux nutritionnels sur lesquels ont été élevés les pucerons.

Tableau C.1.2 Présentation des hybridations réalisées sur les huit lames de l’étude

avec le fluorochrome associé à chaque échantillon.

Lames 1 2 3 4 5 6 7 8
Cy3 1 2 3 4 1 2 4 3
Cy5 2 3 4 1 3 4 2 1
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2
2 Matériel et méthodes

« Se donner du mal pour les petites choses, c’est parvenir aux gran-
des, avec le temps. »
Samuel Beckett27

2.1 Préparation des lames

2.1.1 Dépôt des sondes

Les sondes sont des oligonucléotides, synthétisés par la société Euro-
gentec (Hampshire, RU). Ces oligonucléotides sont simplement purifiés par la
méthode SePop (Selective Precipitation Optimized Process). Cette méthode,
dite de désalage, permet d’éliminer les impuretés inorganiques, et notamment
les produits nécessaires à la synthèse. Elle offre une pureté comprise entre 75 et
85 % pour des sondes de 35 mers, ce qui est suffisant pour une utilisation sur
puce à ADN, d’autant plus que des études montrent que les performances de ces
oligonucléotides sont tout à fait comparables à celles des oligonucléotides puri-
fiés par une étape supplémentaire de HPLC (Relogio et al., 2002). Leur extré-
mité 5’ est couplée à un bras carboné (C6) qui les éloigne de la lame afin de fa-
ciliter leur accessibilité au cours de l’hybridation. Ce bras porte une amine
terminale qui permet la formation d’une liaison covalente avec la lame. Ces
sondes sont stockées dans 14 plaques « 96 puits ». Une redistribution en 7 pla-
ques « 384 puits » a été réalisée par Eurogentec pour permettre leur utilisation
par le robot de dépôt. La solution de dépôt est un tampon salin de citrate de so-
dium (SSC) 3X (Euromedex, Mundolsheim, France) contenant de la bétaïne
(N,N,N –trimethylglycine) 1,5 M (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). Des
emplacements ont été conservés vides dans chacune des plaques « 384 puits »
de façon à permettre l’ajout manuel de sondes de contrôle ou simplement de
solution tampon (estimation du bruit de fond).

27Beckett, S. Molloy. Éditions de Minuit, Paris (1982).
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Les sondes sont déposées sur des lames QUANTIFOIL® (Quantifoil)
par le robot MicroGrid II Pro (BioRobotics, Cambridge, RU) au moyen de qua-
tre aiguilles (MicroSpot 2500 pins, BioRobotics) et à raison de 0,6 nl de solu-
tion à 120 µM par plot. Au cours du dépôt, la température et le niveau
d’humidité sont maintenus respectivement à 20 °C ± 1 °C et à 50 % ± 3 %. Le
diamètre moyen des plots obtenus dans ces conditions est de 180 µm.

Toutes les sondes sont déposées par paire et par deux aiguilles diffé-
rentes, de façon à permettre l’analyse d’un effet aiguille. Le dépôt s’effectue du
bas vers le haut de la lame. L’ensemble des sondes n°1 (localisées à l’extrémité
5’des gènes) est déposé en bas de la lame, les sondes n°2 (localisées en position
médiane sur les gènes) sont au centre de la lame et les sondes n°3 (les sondes
supplémentaires pour les gènes d’intérêt, plus proche de l’extrémité 3’) sont
situées au-dessus. Au sein de ce plan de dépôt, des plots réservés pour les té-
moins (quatre témoins d’hybridation aspécifique, trois témoins positifs, quatre
témoins négatifs et de nombreux plots contenant du tampon) sont régulièrement
répartis dans chacun de ces trois ensembles. Enfin, le haut de la lame est réser-
vé aux témoins positifs (pelL, pelK) et à de nouveaux témoins de normalisation,
qui n’ont pas été utilisés dans cette expérience. Il s’agit du témoin pcp et des
témoins commerciaux ArrayControl™ (Amersham, Piscataway, NJ, USA). Des
emplacements vides ont également été réservés pour permettre l’ajout de nou-
veaux témoins. Au total, la puce complète contient 5430 plots. Ces plots sont
répartis sur quatre colonnes (correspondant aux quatre aiguilles de dépôt) et
sept lignes (correspondant aux sept plaques « 384 puits ») (cf. Figure C.2.1). La
huitième ligne actuellement incomplète contient les témoins de normalisation
(stockés dans une plaque commune à l’ensemble des utilisateurs de la plate-
forme trancriptome Rhône-Alpes).

Figure C.2.1 Plan de dépôt de la puce Buchnera.
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2.1.2 Traitement des lames

Une fois le dépôt achevé, les lames sont incubées 15 minutes à 37 °C,
en atmosphère humide puis 90 minutes à 120 °C pour fixer les sondes. Une
étape de rinçage permet ensuite d’éliminer les sondes non liées aux lames. Pour
cela, les lames sont réhydratées quelques secondes au-dessus d’un bain de va-
peur puis lavées 5 minutes dans du sodium dodecyl sulfate (SDS) 0,2 % à tem-
pérature ambiante et dans de l’eau ultra-pure 3 fois 2 minutes à température
ambiante puis 2 minutes à 95 °C. Finalement, les sites d’hybridation aspécifi-
ques sont bloqués. Pour cela, les lames sont incubées 15 minutes à température
ambiante dans un tampon de borhydrure de sodium 0,25 % [NaBH4 (Sigma-
Aldrich), 0,5 g ; PBS 1X, 150 ml ; ETOH 99 %, 50 ml]. Elles sont ensuite rin-
cées à température ambiante, 2 fois 2 minutes dans du SDS 0,2 %, et 3 fois 2
minutes dans de l’eau ultra-pure.

2.2 Préparation du matériel biologique

2.2.1 Élevage des pucerons

Pour l’ensemble des expérimentations, les pucerons utilisés sont issus
du même clone parthénogénique d’Acyrthosiphon pisum (Harris) LL01 (obtenu
lors d’une infestation de luzerne à Lusignan en 1986). Le clone LL01 a été utili-
sé à la place du clone séquencé {Shigenobu, 2000 #381} car il est dépourvu de
symbiotes secondaires. En effet, il est peu probable qu’il existe un polymor-
phisme important entre ce clone et le clone séquencé. En revanche, ce choix
permet d’éviter tout risque de contamination par du matériel génétique issu de
symbiotes secondaires.

Les pucerons sont maintenus sur de jeunes plants de pois (Vicia faba
L. variété Aquadulce) placés dans des cages en plexiglas. Ces cages sont main-
tenues en conditions contrôlées (température constante de 21 °C, humidité rela-
tive de 70 %, photopériode de 16 heures), de façon à obtenir uniquement des
pucerons se reproduisant par parthénogenèse.

Les pucerons sont choisis à un même stade physiologique de dévelop-
pement. Pour cela, 1000 adultes sont isolés et sont « mis à pondre » durant
24 heures sur leur plante hôte. Les adultes sont alors retirés des plantes et les
larves sont maintenues 24 heures supplémentaires sur les plantes. Elles sont en-
suite transférées sur milieu artificiel. Le protocole de préparation des différents
milieux est donné en annexe 3.2. Les milieux sont filtrés à travers une mem-
brane de pores de 0,45 µm de diamètre (Millipore ,Billerica, MA, USA) et dis-
tribués entre deux feuilles de Parafilm M® (Structure Probe, West Chester, PA,
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USA) simulant une feuille (cf. Figure C.2.2). Ces feuilles sont tendues sur des
bagues en chlorure de polyvinyle (PVC, 40 mm de haut et 100 mm de diamè-
tre). Les larves sont déposées à l’intérieur de ces bagues (100 larves par bague
et 6 bagues pour chaque milieu nutritionnel) et sont placées durant 6 jours dans
les mêmes conditions de photopériode, d’humidité et de température que les
adultes. À l’issue de cette période, les individus ont atteint le stade L4 (dernier
stade larvaire). L’ensemble des pucerons vivants obtenus sur chaque bague est
pesé puis utilisé pour les expérimentations.

Figure C.2.2 Dispositif expérimental de préparation des milieux artificiels.

2.2.2 Purification des bactéries par filtration

Les bactéries Buchnera sont purifiées à partir des pucerons selon le
protocole de Charles et Ishikawa (1999). Les pucerons (1 g) sont broyés dans
10 ml de tampon de lyse [KCl, 0,93 g ; MgCl2,, 1,01 g ; saccharose, 42,8 g ;
Tris, 2,11g ; qsp H20 DEPC (eau contenant 0,1 % de diéthyl pyrocarbonate),
500 ml, pH 7,05 ; solution incubée 2 heure à température ambiante]. Le broyat
est filtré sur une toile de nylon de 100 µm et successivement sur des membra-
nes isopore™ de 30, 5, et 3 µm (Millipore). Le filtrat est ensuite centrifugé 5
minutes à 4000 g, à 4 °C. Le culot obtenu est repris dans 1 ml de tampon puis
centrifugé 5 minutes à 3500 g, à température ambiante. Il est ensuite pesé et
conservé à -80 °C.

2.2.3 Extraction des ARN

L’ARN total est extrait au TRIzol (Invitrogen, Paisley, RU) à partir
des culots de Buchnera purifiées. Les contaminants d’ADN génomique sont
éliminés par un traitement de 30 minutes à 37 °C avec la DNase RQ1 RNAse-
free (Promega, Madison, WI, USA). Les ARN sont ensuite purifiés sur colonne
avec le kit Rneasy kit (Qiagen, Hilden, Allemagne) puis re-suspendus dans de
l’eau DEPC. Cette étape de purification des échantillons est essentielle pour
éliminer les ARNases (Holloway et al., 2002). La pureté et la qualité des ARN
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sont finalement contrôlées par mesures au spectrophotomètre à 260 nm et
280 nm, puis par électrophorèse sur gel d’agarose en conditions dénaturantes.

2.2.4 Préparation des cibles de contrôle

Les cibles de contrôle sont produites par transcription in vitro à partir
de deux gènes (pelL et pelK) clonés dans des vecteurs d’expression. Pour cela,
le plasmide est linéarisé par des enzymes de restriction (cf. Tableau C.2.1) et le
résultat de cette digestion est contrôlé sur gel d’agarose.

Tableau C.2.1 Présentation des vecteurs et des enzymes de restriction utilisés pour

la préparation des cibles de contrôle.

Gènes Vecteurs Enzymes
PelK
(1,6 kpb)

PBluescript II KS (-)
sites Hind III/Hind III (2,9 kbp)

Xho I
(Promega)

PelL
(2,2kpb)

pBC KS (+)
sites Pst I/Bam HI (3,4 kpb)

Hind III
(Boringher)

La solution, contenant le plasmide digéré, est purifiée par l’ajout de
3 µl de protéinase K suivi d’une incubation 30 minutes à 37 °C. Le plasmide est
extrait avec 2 fois 200 µl d’une solution de phénol/chloroforme/alcool isoami-
lyque (25/24/1). Le plasmide obtenu est précipité 2 heures à -80 °C dans 20 µl
d’acétate de sodium 3 M et 400 µl d’éthanol absolu puis centrifugé à 12000 g
30 minutes à 4 °C. Le culot est finalement repris à la concentration de 1 µg/µl
dans de l’eau DEPC. Le résultat est contrôlé par mesures au spectrophotomètre
et migration sur gel d’agarose. La réaction de transcription in vitro est ensuite
réalisée avec le kit RNAMaxx™ High Yield Transcription (Stratagene, Cedar
Creek, TX, USA) et les transcrits obtenus sont conservés à -80 °C.

2.3 Marquage
Pour la technique de marquage indirect qui a été retenue, les séquences

des amorces nécessaires à la synthèse des ADNc ont été choisies de façon à ac-
croître la spécificité du marquage. Pour cela, le logiciel GDP (Genome Directed
Primers) développé par Talaat et al. (2000) a été utilisé. Il a permis de définir
un nombre minimal d’amorces semi-spécifiques localisées parmi les cent pre-
mières paires de bases à partir de l’extrémité 3’. Il s’agit de 22 octamères et de
16 hexamères, qui permettent la synthèse de 493 et 108 ARNm respectivement.
Pour les 15 gènes restants, il a été nécessaire de déterminer 15 octamères spéci-
fiques. Ces amorces sont toujours utilisées en association avec un ensemble
d’amorces aléatoires de 9 mers fournies avec le kit de marquage.
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Les échantillons d’étude sont préparés en mélangeant 15 µg d’ARN
total de Buchnera avec les ARNm des cibles de contrôle pelL et pelK, en quan-
tité connue et en rapport respectivement 1 : 1 et 1 : 3 pour les deux fluorochro-
mes (cf. Tableau C.2.2).
Tableau C.2.2 Quantités de cibles de contrôle ajoutées pour l’ensemble des échantil-

lons.

Cy3 Cy5
PelL 5 ng (1) 5 ng (1)
PelK 7 ng (1) 21 ng (3)

La réaction de transcription inverse est réalisée en deux étapes avec le
kit Cy-Scribe post-labelling (Amersham, Piscataway, NJ, USA). Les échantil-
lons sont d’abord mélangés à 1,5 µl d’une solution d’amorces spécifiques et
aléatoires (chacune à 50 nM) pour atteindre un volume total de 11 µl. Le mé-
lange obtenu est incubé 5 minutes à 70 °C pour permettre l’hybridation des
amorces sur les ARN. La réaction de transcription est ensuite réalisée en ajou-
tant à la solution précédente 4 µl de tampon CyScriptTM 5X, 1 µl du mélange
commercial (dATP, dCTP, dGTP, et dTTP) à 25 µM, 2 µl de DTT à 10 mM,
1 µl d’aminoallyl-dUTP (aa-dUTP) à 0,2 mM et 1 µl d’enzyme CyScribe RT
(200 U), puis en incubant le tout 3 heures à 42 °C.

Une fois l’ADNc synthétisé, l’ARN matrice est hydrolysé par traite-
ment alcalin, en ajoutant 2 µl de NaOH 2,5 M puis en incubant 15 minutes à
37 °C. Le pH est finalement rétabli à 7,4 par ajout de 10 µl de Tris-HCl 1 M.

L’ADNc amino-allylé est purifié par précipitation durant 60 minutes à
-80 °C dans 105 µl d’éthanol absolu avec 3 µl d’acétate de sodium 3M
(pH 5,2). La solution est ensuite centrifugée 30 minutes à 12000 g, à tempéra-
ture ambiante. Le culot obtenu est lavé avec 1 ml d’éthanol 75 % glacé puis
centrifugé à nouveau 15 minutes à 12000 g et finalement déshydraté 10 minutes
au speed vacuum.

Le culot d’ADNc amino-allylé est re-suspendu dans 40 µl de bicarbo-
nate de sodium 0,1 M (Merck, Darmstadt, Allemagne). La solution obtenue est
ajoutée aux cyanines Cy3 ou Cy5 lyophilisées (Amersham) et incubée 90 mi-
nutes à température ambiante, dans l’obscurité. Les cyanines qui n’ont pas été
incorporées sont éliminées par passage sur colonnes AutoSeq™ G-50 (Amers-
ham). Les ADNc marqués en Cy3 et en Cy5 sont finalement mélangés et déshy-
dratés au speed vacuum.
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2.4 Hybridation et lavages
L’hybridation automatique est réalisée sur la machine Discovery®XT

System28 (Ventana, Tucson, AZ, USA). Les lames étiquetées sont placées dans
la machine (jusqu’à 20 lames) pour subir un pré-traitement automatisé de
1 heure 20 qui intègre trois cycles de lavages dans du ChipSpread™ (30 minu-
tes à 42 °C), du ChipPrep1™ (10 minutes à 70 °C) et du ChipPrep2™ (30 mi-
nutes à température ambiante). Durant ce pré-traitement, les lames subissent
une pré-hybridation et une fine couche d’huile est déposée à la surface de cha-
que lame.

Entre-temps, les cibles marquées sont re-suspendues dans 10 µl d’eau
ultra-pure, dénaturées par incubation 5 minutes à 95 °C et centrifugées
5 minutes à 12000 g. Elles sont ensuite mélangées à 190 µl de tampon Chi-
pHybe™. Une fois le pré-traitement achevé, les cibles sont déposées manuelle-
ment sur les lames et l’hybridation automatisée est réalisée durant 8 heures 20.
La machine assure une circulation continue de l’huile déposée à la surface des
lames et donc de la solution de cibles. À la fin du cycle, les lames sont automa-
tiquement conservées dans une solution de Ribowash™ à température ambiante.

Le cycle final de lavage est ensuite déclenché par l’utilisateur et per-
met d’éliminer l’huile par un rinçage automatique dans du ChipClean™
(12 min, 37 °C). Les lames sont alors sorties de la machine et lavées à tempé-
rature ambiante successivement dans le bain n°1 [Ribowash™ , 2 fois 5 minu-
tes], le bain n°2 [SSC 2X, 2 fois 5 minutes ] et le bain n°3 [SSC 0,2X, 2 fois 2
minutes]. Elles sont finalement rincées rapidement dans du SSC 0,05X et de
l’eau ultra-pure puis séchées par centrifugation 1 minutes à 2000 g.

2.5 Acquisition des images
Les images sont obtenues avec le scanner GeneTACTM L SIV (Genomic

Solutions, Huntingdon, RU). Les lames sont observées successivement avec les
longueurs d’onde 635 nm (associée au fluorophore Cy5) et 532 nm (associée au
fluorophore Cy3), car le Cy5 est plus sensible à la dégradation que le Cy3. Pour
chaque canal, le gain du photomultiplicateur (PMT) est ajusté manuellement à
une valeur telle que seuls 30 à 50 plots (environ 1 % des plots) présentent des
pixels saturés. Pour affiner la différence de gain entre les deux canaux, les pro-
fils des signaux des témoins positifs sont ajustés pour que les rapports de leurs
intensités soient en accord avec les rapports des quantités de cibles de contrôle
ajoutées à l’échantillon (Leung et Cavalieri, 2003). Le meilleur compromis en-
tre vitesse d’acquisition et qualité de l’image est obtenu avec le calcul des in-

28http://www.ventanadiscovery.com/.
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tensités de chaque pixel à partir d’une moyenne de quatre mesures ,et un para-
mètre de résolution de 10 µm. Les images obtenues pour chaque longueur
d’onde sont enregistrées dans deux images séparées au format 16-bit TIFF.

2.6 Acquisition et de filtration des données
Les données sont obtenues en analysant les images au format TIFF

avec le logiciel GenePix Pro® 6.0 (Axon Instruments, Union City, CA, USA).
Une étape de filtration est réalisée au préalable. Son but est d’attribuer, à cha-
que plot, le nom du gène ou du témoin correspondant et un indice de qualité.

Pour l’attribution des noms, le fichier contenant les sondes et leurs ca-
ractéristiques (fichier de sortie de ROSO) a été utilisé en association avec le
plan de dépôt pour créer un fichier intermédiaire, associant les noms des gènes
et leur emplacement sur la puce. Ce second fichier a permis d’obtenir le fichier
au format GAL accepté par le logiciel Genepix, et qui est utilisé pour ajouter
une grille sur l’image, associant un nom à chaque plot.

L’attribution des indices de qualité est réalisée en plusieurs étapes. La
première étape est l’élimination manuelle des plots situés sous des taches ou
des rayures. Tous ces plots, dont le signal est visiblement très affecté, sont in-
dexés « mauvais » (index de qualité de -100). Les plots non détectés par le logi-
ciel ne nécessitent aucun traitement, car ils sont automatiquement indexés
comme « non visibles » (index de qualité de -50). Enfin, il est très fréquent
d’avoir sur la grille un grand nombre de plots vides, par exemple sur le haut de
la lame pour la puce Buchnera, car les grilles définies sous GenePix ne peuvent
contenir que des blocs de dépôt de taille identique. Il est important d’indexer
l’ensemble de ces plots vides comme « absents » (indice de qualité de -75). La
seconde étape est l’analyse de la distribution de la taille des plots. Pour la réali-
ser, il est nécessaire de représenter le diamètre en fonction du numéro de la
sonde. Le diagramme obtenu permet d’éliminer les plots dont le diamètre est
très éloigné de la distribution globale (diamètre trop important ou au contraire
trop faible). La troisième étape est l’indexation des plots présentant un signal
saturé comme « mauvais ». Le seuil de rejet qui a été retenu est un minimum de
50 % des pixels du signal saturés, pour l’un ou l’autre des fluorophores. La
quatrième étape est l’analyse de la corrélation entre la moyenne et la médiane
du signal de chaque plot, car une mauvaise corrélation indique une distribution
atypique de la fluorescence des pixels du plot. Pour visualiser ces mauvaises
corrélations, la moyenne de chaque plot est représentée en fonction de la mé-
diane pour chacun des fluorochromes, et les points très distants de la bissectrice
sont éliminés. La cinquième étape est l’étude de la variabilité du signal et du
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bruit de fond. Pour cela, il est nécessaire de représenter l’erreur standard en
fonction de la médiane pour le signal puis pour le bruit de fond, et cela pour
chacun des deux fluorochromes. Cette représentation permet de visualiser rapi-
dement les points les plus éloignés du nuage, en particulier lors de l’étude du
bruit de fond, et de les indexer comme « mauvais ». Finalement une dernière
étape d’analyse du rapport signal sur bruit de fond permet de retenir les meil-
leurs plots et de les indexer comme « bons » (index de qualité de 100) lorsqu’ils
possèdent une valeur élevée de ce rapport. Pour cela, au moins 55 % des pixels
associés au signal doivent posséder une intensité supérieure à la somme des
pixels associés au bruit de fond (en pourcent) et de l’erreur standard de mesure,
et cela pour les deux fluorochromes.

Pour l’acquisition finale du signal et du bruit de fond associés aux dif-
férents plots, il est possible d’utiliser le volume, la moyenne ou la médiane des
pixels du plot. La moyenne et la médiane sont généralement utilisées car elles
présentent moins de variabilité que le volume. Pour cette étude, la médiane a
été retenue car elle permet une estimation plus robuste du signal pour des dis-
tributions anormales des pixels.

2.7 Analyse statistique
L’analyse statistique est réalisée sur les valeurs des intensités corri-

gées, et après application d’une transformation logarithmique en base 2, avec le
logiciel R29 (version 1.9.1) et l’ensemble d’outils Bioconductor30 (version 1.4)
(Gentleman et al., 2004). Les bibliothèques Bioconductor utilisées pour instan-
cier, visualiser et normaliser les données sont marrayNorm et marrayPlots. Les
analyses de variance ont été réalisées avec la bibliothèque maanova31 (version
0.97-7).

2.7.1 Étude du bruit de fond

La valeur du bruit de fond est calculée automatiquement par le logiciel
Genepix, puis retranchée à l’intensité du signal. L’étude des intensités résul-
tantes révèle une quantité importante de plots possédant des valeurs négatives.
Ces valeurs sont inutilisables pour l’analyse, à cause de la transformation loga-
rithmique, et génèrent donc des trous dans les tableaux de données. De nom-
breuses méthodes plus ou moins complexes ont donc été développées pour li-

29http://cran.univ-lyon1.fr.30http://www.bioconductor.org.
31http://www.jax.org/staff/churchill/labsite/software/anova/rmaanova/.
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miter leur nombre (cf. partie A). Pour les études réalisées dans cette thèse, la
méthode empirique d’Edwards (2003) a été retenue pour sa simplicité de mise
en œuvre. Lorsque l’intensité obtenue après soustraction du bruit de fond est in-
férieure à une valeur δ, la transformation d’Edwards (2003) remplace la simple
soustraction du bruit de fond.

Cette correction a été intégrée dans une fonction R32 qui associe le cal-
cul des valeurs corrigées à une analyse qualitative des plots. Cette fonction
permet le calcul des intensités corrigées pour tous les plots d’une lame qui ne
sont ni « absents », ni « mauvais ». Une valeur de δ égale à 1 a été retenue et un
indice de qualité de « -40 » est attribué aux plots corrigés par la méthode
d’Edwards (2003). Cette valeur a été choisie car elle permet de situer les plots
corrigés sur une échelle de qualité entre les plots  « non visibles » (-50) et les
plots « corrects » (0). Un nombre important de plots subit cette correction. Il
s’agit essentiellement des plots dont les intensités sont très faibles dans les
deux conditions, c’est-à-dire des plots peu intéressants pour la recherche de gè-
nes différentiels. Une analyse qualitative a donc été ajoutée pour ne conserver
que les plots corrigés qui présentent un intérêt, c’est-à-dire les plots pour les-
quels le signal est corrigé pour une seule des deux conditions, et dont l’intensité
du signal dans l’autre condition est supérieure à une valeur définie empirique-
ment. Cette valeur est le quatre-vingt-quinzième quantile de la distribution des
intensités des témoins négatifs qui ne sont pas indexés « mauvais », ou en
d’autres termes, la plus petite valeur d’intensité parmi les 5 % de témoins né-
gatifs présentant les intensités les plus importantes. Les signaux qui ne remplis-
sent pas ces deux conditions sont indexés « mauvais », et ne sont donc pas rete-
nus pour l’analyse ultérieure.

2.7.2 Normalisation des données

Contrairement à la majorité des études réalisées sur puce à ADN, la
puce Buchnera ne contient qu’un faible nombre de gènes. L’hypothèse classi-
quement utilisée de stabilité de l’expression de la plupart des gènes (ou au
moins de leur répartition symétrique entre les gènes sur- et les gènes sous-
exprimés) est donc difficile à envisager. Quant aux témoins positifs déposés sur
chaque lame, leur nombre n’est pas suffisant pour permettre leur seule utilisa-
tion pour normaliser l’ensemble des données. Pour chaque lame, une fonction
développée sous R a donc été utilisée pour définir un ensemble de plots dits in-
variants entre les deux conditions d’étude. Cet ensemble est recherché a poste-
riori avec la méthode de somme des rangs décrite par Schadt et al. (2001). La

32Fonction dévelopée par Nicolas Morin (DEA ASMB, 2004).
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fonction utilisée permet de rechercher un ensemble de plots invariants pour
chaque aiguille de dépôt parmi les plots qui ne sont ni indexés comme
« mauvais », ni corrigés avec la méthode d’Edwards (2003). Une fois que les
plots invariants ont été identifiés, une méthode de normalisation intensité-
dépendante par aiguille a été réalisée par régression quadratique locale ou loess
(Yang et al., 2002b). Pour cela la fonction maNorm de la librairie marrayNorm
a été utilisée.

2.7.3 Détection des gène exprimés de façon différentielle

2.7.31 Obtention des données moyennées
Les données d’intensité obtenues sont moyennées en deux temps selon

la procédure décrite dans la partie B. Des fonctions développées sous R per-
mettent ainsi de moyenner les valeurs dont l’index qualité est le plus élevé pour
les quatre plots représentant une même sonde sur la puce (moyenne intra-
sondes), puis pour les deux ou trois sondes représentant un même gène
(moyenne inter-sondes). Cette procédure permet d’obtenir deux valeurs
d’intensité (R et G) pour chacun des 617 gènes sur les 16 lames du plan expé-
rimental, soit un total de 32 valeurs d’intensité pour chaque gène.

2.7.32 Analyse de variance
Une analyse de variance a été réalisée sur les intensités après applica-

tion d’une transformation logarithmique en base 2.
Un premier modèle de normalisation est appliqué à l’ensemble des

données pour prendre en compte les effets des facteurs fixes « lame » et
« fluorochrome » : 

€ 

yij = µ0 + Ai + Dj + ADij + εij  où :
- yij représente le logarithme des intensités d’expression,
- µ0 est l’effet global,
- Ai est l’effet de la iième lame (16 lames),
- Dj est le jième niveau de l’effet fluorophore D (2 couleurs),
- εij représente les erreurs stochastiques.

Les résidus rijgr obtenus avec ce modèle (c’est-à-dire pour chaque gène
les différences obtenues entre valeur observée et valeur prédite par le modèle)
sont utilisés pour réaliser 617 analyses de variance gène spécifique. Pour cha-
que gène g, ces modèles à effets fixes sont de la forme :

€ 

rijkl = µ + Ai + Dj + aak + saccharosel + (aa : saccharose)kl + εijkl  où :
- µ traduit l’effet global du gène g étudié,
- Ai est l’effet de la iième lame (16 lames),
- Dj est le jième niveau de l’effet fluorophore D (2 couleurs),
- aak représente l’effet « taux d’acides aminés essentiels » (2 niveaux),
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- saccharosel représente l’effet « concentration en saccharose » (2 ni-
veaux),

- (aa : saccharose)kl est l’interaction entre les facteurs « taux d’acides
aminés essentiels » et « concentration en saccharose » (4 niveaux),

- εij lm représente les erreurs stochastiques.
Ce premier modèle, dit complet, permet de tester l’effet du terme

d’interaction. Un second modèle gène-spécifique est ensuite ajusté sans terme
d’interaction : 

€ 

rijkl = µ + Ai + Dj + aak + saccharosel + εijkl . Il est utilisé pour
tester les effets des facteurs aa et saccharose.

2.7.33 Test de F
Le test utilisé est le test Fs (test de Fischer basé sur une estimation,

dite réduite, de la variance entre gènes, qui est déterminée selon la méthode de
James-Stein (Cui et al., 2004). Il s’agit d’une amélioration du test F2, qui utilise
comme estimation de la variance la moyenne entre variance globale et variance
individuelle des gènes (cf. partie A). Dans le test Fs, une fonction de pondéra-
tion permet d’accorder une importance  accrue aux contributions individuelles
des gènes présentant des variances très hétérogènes. Ce test implémenté dans la
bibliothèque maanova permet de déterminer les gènes pour lesquels le terme
d’interaction (aa :saccharose) et les deux facteurs (aa et saccharose) ont un ef-
fet, c’est-à-dire les gènes exprimés de façon différentielle. Il a été couplé pour
certaines analyses aux résultats obtenus avec le test F3, qui utilise une variance
globale calculée à partir de l’ensemble des variance des gènes.

Ces deux tests diffèrent du test classique, appelé aussi F1, leur distri-
bution nulle n’est donc pas disponible dans des abaques. Une approche non pa-
ramétrique de re-échantillonnage est donc utilisée pour établir ces distributions
nulles (absence d’effet du facteur étudié). Pour cela, 1000 permutations des ré-
sidus sont effectuées sans remise pour tester l’interaction puis pour tester cha-
cun des deux facteurs. Elles permettent d’obtenir trois listes de gènes différen-
tiellement exprimés classés dans l’ordre des probabilités du test (chacune
d’entre elles correspond à la probabilité que la valeur du test statistique soit su-
périeure ou égale à la valeur observée lorsque l’hypothèse nulle est vraie).

2.7.34 Classification K-means
La méthode de classification dite des K-means a été utilisée pour sépa-

rer en deux groupes les gènes présentant un terme d’interaction significatif.
Pour cela, une technique de bootstrap a été utilisée (Kerr et Churchill, 2001a) et
cent itérations ont été réalisées à partir des matrices d’expressions relatives.
Chaque groupe dit consensus a ensuite été défini à partir des résultats obtenus
lorsque les gènes étudiés ont été retrouvés pour au moins 60 % des itérations
dans l’un des groupes.
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3
3 Résultats

« Rien ne vaut la recherche lorsqu'on veut trouver quelque chose. »
Tolkien33

3.1 Étude physiologique de l’impact de la composition
des milieux nutritionnels sur les pucerons
L’impact des différents milieux nutritionnels sur les performances des

pucerons a fait l’objet d’une étude préliminaire réalisée à York par Angela
Douglas. Pour cela trente larves âgées de deux jours ont été placées individuel-
lement sur chaque milieu pour une durée de cinq jours. Pour les quatre milieux
nutritionnels (cf. Tableau C.3.1), trois concentrations totales en acides aminés
différentes (100, 150 et 200 mM) ont été testées sur trois lots de dix pucerons.
Les larves survivantes ont ensuite été comptées et pesées individuellement pour
calculer leur taux de croissance relatif ou GR (Growth Rate) de la façon sui-
vante :

G représente le gain de poids des larves durant la période de prise alimentaire
(T en jours) et A leur poids moyen.

Tableau C.3.1 Récapitulatifs des résultats obtenus sur trente larves élevées durant

cinq jours sur les quatre milieux nutritionnels de l’expérience (deux concentrations en

saccharose et deux taux d’acides aminés essentiels).

Milieu Saccharose
(en M)

Taux d’acides aminés
essentiels (en %)

Survivants GR moyen
(erreur type)

1 0,5 50 21 0,21 (0,068)
2 0,5 25 24 0,23 (0,033)
3 1,0 50 12 0,13 (0,031)
4 1,0 25 15 0,14 (0,035)

33Tolkien, J. Bilbo le Hobbit. Livre de Poche, Paris (1989).

€ 

GR =
G
TA
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L’analyse de variance qui a été réalisée sur les taux de croissance re-
latifs obtenus montrent une diminution du taux de croissance des pucerons lors-
que la concentration en saccharose du milieu nutritionnel augmente. En revan-
che, la variation du taux d’acides aminés essentiels ne semble pas avoir
d’influence significative sur leur croissance.

Pour l’obtention du matériel biologique destiné aux expérimentations
sur puces à ADN, six lots de 600 pucerons ont été élevés, durant six semaines
successives, sur les quatre milieux artificiels pour une concentration totale en
acides aminés de 150 mM. Dans cette expérience la mortalité observée sur les
quatre milieux a été comparable. La même observation a été réalisée dans
l’expérience préliminaire pour les lots de dix pucerons élevés sur un milieu de
concentration totale en acides aminés de 150 nM (avec 7, 4, 5 et 6 survivants
pour les milieux numérotés de 1 à 4). La mortalité a donc été négligée et chaque
semaine, le « poids moyen » des pucerons vivants a été calculé en divisant le
poids total de pucerons obtenus par le nombre de pucerons déposés initialement
sur chaque milieu. Une analyse de variance a de nouveau été réalisée sur ces
mesures de façon à tester l’effet des facteurs « taux d’acides aminés essentiels »
(facteur aa à 2 niveaux) et « concentration en saccharose » (facteur saccharose
à 2 niveaux) sur le poids moyen des pucerons. L’interaction entre les deux fac-
teurs n’étant pas significative (p=0,5061), l’ajustement d’un modèle d’ANOVA
sans terme d’interaction permet de montrer que les deux facteurs ont un effet
significatif sur le poids moyen des pucerons, avec des probabilités respective-
ment de 0,0009 pour le facteur aa et de 0,036 pour le facteur saccharose. Par
ailleurs, une étude de la répartition des poids moyens sur les différents milieux
(cf. Figure C.3.1) semble indiquer, tout comme l’expérience préliminaire, une
croissance ralentie des pucerons en présence d’une forte concentration en sac-
charose dans le milieu, et ce, quel que soit le taux d’acides aminés essentiels.
Une concentration en saccharose de 1 M est donc suffisante pour induire un
stress osmotique sur les pucerons. Enfin, le poids des pucerons semble être plus
élevé pour une teneur en acides aminés essentiels réduite dans le milieu. Ce ré-
sultat, bien que surprenant, ne semble pourtant pas contradictoire avec l’étude
préliminaire des taux de croissance relatifs des pucerons sur des milieux conte-
nant respectivement 25 et 50 % d’acides aminés essentiels, bien que dans
l’expérience préliminaire l’effet ne soit pas significatif.
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Figure C.3.1 Représentation du poids moyen des pucerons en fonction du taux

d’acides aminés essentiels et de la concentration en saccharose dans le milieu nutri-

tionnel.

3.2 Acquisition et normalisation des données
d’expression
Les images TIFF acquises pour chaque lame de l’expérience (cf.

Figure C.3.2) sont utilisées pour obtenir les seize tableaux de données de
l’expérience avec le logiciel Genepix. Pour chaque lame, ces données sont nor-
malisées puis moyennées selon la procédure décrite dans la partie B. Le tableau
final des intensités de fluorescence transformées en logarithme base 2 est fina-
lement instancié sous R pour réaliser les différentes analyses.
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Figure C.3.2 Exemple de résultat pour une hybridation effectuée sur la puce Buch-

nera (lame 16) et après superposition des images obtenues pour chacun des deux

fluorochormes avec le logiciel Genepix.
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Pour l’étape de normalisation, la comparaison des résultats obtenus
avec une seule régression pour l’ensemble des plots, et avec une régression
pour chacune des quatre aiguilles de dépôt, a permis de retenir une normalisa-
tion aguille dépendante qui offre la possibilité d’éliminer les biais techniques
liés au dépôt. Cette normalisation est appelée printTip loess dans Bioconductor.
L’expérience montre qu’un minimum de cent plots invariants par aiguille de
dépôt est nécessaire pour une normalisation correcte des données (cf. Figure

C.3.3).

Figure C.3.3 Représentation MA pour la lame 2 (en haut) et la lame 10 (en bas)

avant et après normalisation avec M=log2(R/G) et A=log2(RG)0,5. Les points en rouge

représentent les plots invariants qui sont utilisés pour la normalisation.

La visualisation des intensités obtenues pour les différentes sondes de
contrôle a permis de valider la qualité des données et la méthode de normalisa-
tion utilisée (cf. Figure C.3.4). Les intensités d’expression des plots contenant
du tampon sont réparties aléatoirement dans le nuage des plots de très faibles
intensités, ce qui montre une absence de structuration du bruit de fond sur les
lames. Les plots représentant les témoins positifs pelL et pelK, dont les cibles
ont été déposées respectivement en rapport 1 : 1 et 1 : 3, montrent que ces rap-
ports sont très conservés après normalisation. Pour certaines lames, il existe ce-
pendant un décalage d’échelle (les points représentant pelL ne sont plus centrés
sur 0), car la normalisation est réalisée sur un ensemble de gènes invariants dé-
fini a posteriori, et non pas sur ces témoins positifs, en raison de leur nombre
insuffisant. Pour limiter cet inconvénient, il serait possible d’utiliser une mé-



Partie C
Analyse du transcriptome de Buchnera aphidicola / Résultats

224

thode de normalisation mixte incluant à la fois les témoins positifs et la recher-
che d’un ensemble de gènes invariants, d’autant plus que les futures puces
contiendront d’avantage de témoins positifs. Compte tenu du nombre limité de
témoins positifs disponibles actuellement, ceci n’a cependant pas été réalisé
pour cette expérience.

Figure C.3.4 Représentation MA pour la lame 3 (à gauche) et la lame 11 (à droite)

avant et après normalisation. Les points en rose représentent les réponses des plots

invariants utilisés pour la normalisation et les points bleus les réponses des plots

contenant du tampon. Les points en rouge représentent les intensités des cibles de

contrôle pelL introduites en rapport 1:1 (ce rapport est représenté par la ligne grise

M=0) et les points en vert celles des cibles pelK introduites en rapport 1:3 (ce rapport

est représenté par la ligne horizontale verte). Les structures particulières situées à

gauche des graphes après normalisation représentent les plots corrigés par la mé-

thode d’Edwards (2003). Pour cette expérience, ils seront tous éliminés au cours de

l’étape de moyennage qualité dépendante.

Une fois la normalisation effectuée, le moyennage des intensités en
fonction des indices de qualité attribués lors de l’étape de filtration est réalisé
(cf. partie B). Les intensités obtenues pour les répétitions d’une même sonde
sur la lame sont d’abord moyennées (moyennes intra-sondes), puis la même
démarche est appliquée aux différentes sondes représentant un même gène
(moyennes inter-sondes). Cette méthode originale de moyennage permet
d’obtenir en moyenne 92,7 % de « bons » signaux (contre 61,5 % pour les don-
nées initiales) et de réduire le nombre de « mauvais signaux » de 7,8 à 1,8 %
(cf. Tableau C.3.2 et Tableau C.3.3).
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Tableau C.3.2 Répartition en pourcentage des données en fonction des indices qualité

(-100 : mauvais, -50 :non détecté, 0 : correct, 100 : bon) après filtration avec le logi-

ciel Genepix selon la démarche présentée dans la partie « matériel et méthodes ».

Lames Mauvais
(-100)

Non détectés
(-50)

Corrects
(0)

Bons
(100)

1 9 6 7 27 43 1 6 66 44
2 10 10 7 34 32 5 2 51 60
3 11 5 6 28 37 3 2 64 55
4 12 9 10 28 31 5 3 58 56
5 13 5 5 25 34 10 2 61 59
6 14 9 8 22 34 3 1 66 57
7 15 6 7 21 38 1 2 72 53
8 16 20 6 36 29 8 1 36 65
Moyenne 7,8 % 30,7 % 3,2 % 58,3 %

Tableau C.3.3 Répartition des données pour les 617 gènes en fonction des indices

qualité après moyennage intra et inter-sondes.

Lames Mauvais
(-100)

Non détectés
(-50)

Corrects
(0)

Bons
(100)

1 9 7 8 21 79 0 43 589 487
2 10 11 2 43 49 30 8 533 558
3 11 7 16 24 56 7 3 579 542
4 12 17 5 17 41 27 10 556 561
5 13 17 3 6 41 32 6 562 567
6 14 2 10 10 48 5 4 600 555
7 15 7 5 5 57 3 4 602 551
8 16 66 2 31 32 58 6 462 577
Total 189 (1,8 %) 576 (5,5 %) 247 (2,3 %) 9477 (90,4 %)

Avant l’étape de moyennage des différentes sondes représentant un
même gène, il a été nécessaire de vérifier que leurs réponses étaient relative-
ment similaires. Ainsi, les différentes visualisations des réponses des sondes en
fonction de leur position sur le gène ne montrent pas de biais particulier,
contrairement à ce que certains auteurs observent parfois dans le cas d’un mar-
quage réalisé avec des amorces spécifiques (Wang et Seed, 2003). Cette ab-
sence de corrélation est sans doute liée à l’utilisation d’amorces aléatoires en
complément des amorces semi-spécifiques dans les expériences réalisées pour
Buchnera.

En revanche, une surexpression systématique des ARN de transfert est
observée dans l’échantillon marqué en Cy5, et ce, quelle que soit la condition
d’étude. Cet effet n’était pas visible sur les lames QUANTIFOIL® hybridées de
façon manuelle. L’hypothèse a donc été avancée que la structure particulière
des ARN de transfert interagit de façon préférentielle avec l’huile utilisée pour
les hybridations automatiques, huile qui produit une fluorescence de même lon-
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gueur d’onde que celle du Cy5. La mesure de l’expression des gènes codant
pour les ARN de transfert semble donc biaisée dans les expériences. Néanmoins
une étude des rapports d’intensités des 32 gènes des ARN de transfert pour les-
quels des marquages réciproques de deux conditions ont été réalisés (le premier
flip-flop concerne les lames 5/8 et 6/7 et le second les lames 13/16 et 14/15)
montre une différence significative des valeurs de M (cf. Figure C.3.5). Il sem-
ble donc possible de détecter une expression différentielle pour ces gènes mal-
gré le biais technique, et ce d’autant plus que l’effet fluorochrome spécifique de
chaque gène est intégré dans le modèle d’ANOVA (cf. 2.7.32).

Figure C.3.5 Représentation des rapports d’intensités pour la lame 16 (en rouge) et

la lame 13 (en vert) pour les ARN de transfert (à gauche) et pour l’ensemble des gè-

nes (à droite).

3.3 Analyse statistique
Un premier modèle d’analyse de variance, contenant le terme

d’interaction des deux facteurs aa et saccharose, a été utilisé pour réaliser un
test de Fischer sur le terme d’interaction. Il a permis d’obtenir la liste de
l’ensemble des gènes classés dans l’ordre de significativité des probabilités
d’expression différentielle du test Fs. Dans cette liste, 66 des gènes présentent
une probabilité inférieure au seuil 0,05 (sans correction liée aux tests multi-
ples). De la même façon, une nouvelle analyse de variance sans le terme
d’interaction a permis de tester l’influence des deux facteurs séparément et
d’obtenir deux listes de gènes classés dans l’ordre de la statistique. Pour le
facteur aa, seul 11 gènes possèdent une probabilité inférieure au seuil de 0,05.
En revanche pour le facteur saccharose, 90 gènes possèdent une probabilité si-
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gnificative. Les résultats de ces tests peuvent être visualisés sur des graphes de
type « Volcano » représentant pour chacun des facteurs étudiés les probabilités
du test de F associées à chaque gène (après transformation logarithmique en
base 10) en fonction des rapports d’expression estimés entre les deux conditions
du facteur étudié (cf. Figure C.3.6). L’étude de ces graphes suggère de complé-
ter les listes obtenues par le test Fs avec celles qui sont obtenues par le test F3,
plus sensible à la valeur absolue des rapports M. Ces listes contiennent 92 gè-
nes présentant un terme d’interaction significatif, 25 pour le facteur aa et 104
pour le facteur saccharose (cf. annexe 4).

Figure C.3.6 Graphe « Volcano » représentant les gènes différentiellement exprimés

pour l’effet saccharose. Les points en bleu représentent les gènes pour lesquels aucun

effet n’est observé, les points en orange les gènes détectés par le test Fs et les points

en vert sont les gènes détectés par le test F3.

Pour chaque gène, des effets sont estimés lors de l’ajustement des mo-
dèles d’analyse de variance pour chacun des niveaux des facteurs aa et saccha-
rose. Les données brutes étant transformées en logarithme base 2, la différence
de ces valeurs a été utilisée pour déterminer les valeurs estimées de M corres-
pondant aux rapports d’expression de chaque gène pour les deux niveaux des
facteurs aa (rapports des taux d’acides aminés essentiels 50 % : 25 %) et sac-
charose (rapports des concentrations en saccharose 0,5 M : 1 M). La possibilité
de calculer ces M estimés montre tout l’intérêt d’utiliser un modèle d’analyse
de variance pour l’étude des données d’expression car ces valeurs de M ne peu-
vent jamais être observées réellement sur une même lame.

De la même façon, pour les gènes ayant une interaction significative,
les rapports des deux conditions du facteur aa et du facteur saccharose ont été
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calculés respectivement pour chacune des deux concentrations en saccharose et
chacun des deux taux d’acides aminés essentiels.

Les valeurs d’expression relative obtenues lors de l’ajustement des
modèles d’analyse de variance peuvent également être utilisées pour observer
les profils d’expression des gènes dont l’interaction est significative. Ces va-
leurs ont été utilisées pour réaliser un classement des gènes présentant des pro-
fils similaires par la méthode dite des K-means. Cette analyse a permis de dis-
tinguer deux classes de gènes en fonction de leur profil d’expression, pour les
quatre types d’interaction existant, correspondant aux quatre milieux nutrition-
nels (cf. Figure C.3.7). Le premier groupe correspond aux milieux nutritionnels
1 (acides aminés essentiels 50 % et saccharose 0,5 M) et 4 (acides aminés es-
sentiels 25 % et saccharose 1 M) et le second groupe aux milieux 2 et 3.

Figure C.3.7 Représentations des gènes en groupes de profils d’expression pour la

liste de gènes présentant une interaction significative.

Les trois listes de gènes exprimés de façon différentielle associent
donc M estimés et probabilités. Les probabilités obtenues résument la signifi-
cativité des tests statistiques d’expression différentielle en combinant la varia-
tion de l’expression des gènes et les erreurs standard de mesure. Cependant, les
tests qui ont été appliqués sont très conservatifs, en raison de l’absence de pro-
cédure de contrôle de risque. Les listes obtenues comptent donc un grand nom-
bre de faux positifs. De très faibles mesures d’expression peuvent en effet être
très significatives si les erreurs standard sont faibles par le simple fait du hasard
(Golfier et al., 2004). Les tests F3 et Fs qui ont été utilisés sont construits pour
limiter ces effets. Néanmoins, pour intégrer une notion de significativité biolo-
gique dans les résultats, seuls les gènes présentant une variation de leur taux
d’expression supérieur à 1,2 ont été conservés pour les interprétations.

Parmi les gènes exprimés de façon différentielle pour le facteur aa,
5 gènes codant pour des ARN de transfert et un gène de synthèse des ARN
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transfert sont surexprimés lorsque le taux d’acides aminés essentiels diminue de
50 à 25 %. Le gène rnpA codant pour la composante protéique de la ribonu-
cléase P, enzyme responsable de la maturation des ARN de transfert, est égale-
ment surexprimé. Il semble qu’il existe donc une production accrue d’ARN de
transfert chez la bactérie lorsque le puceron subit un stress nutritionnel En re-
vanche, les gènes intervenant dans la traduction (les gènes codant pour certai-
nes protéines ribosomales et pour le facteur d’élongation efp) sont réprimés.
Pour le facteur saccharose, 15 gènes codant pour des ARN de transfert sont su-
rexprimés pour la concentration en saccharose la plus élevée (1 M). Des gènes
impliqués dans la réplication de l’ADN (dnaA et dnaG) et dans la division cel-
lulaire (ftsL et ftsI) sont également réprimés, indiquant vraisemblablement que
le stress osmotique subit par le puceron est responsable d’une division cellu-
laire moins importante chez Buchnera.

3.4 Interprétation biologique

3.4.1 Relation entre niveaux d’expression et organisation du
génome

Différentes analyses ont été réalisées essentiellement pour valider la
cohérence des données d’expression obtenues. Ces études, visant à relier ni-
veaux d’expression et organisation du génome, ont permis, d’une part, de vali-
der en partie les résultats obtenus et d’autre part de tester certaines hypothèses
concernant la régulation de l’expression chez Buchnera. Pour cela, la mesure
absolue du niveau d’expression des gènes est obtenue en utilisant le terme µ du
modèle d’analyse de variance (cf. 2.7.32). Ces niveaux d’expression sont très
fortement corrélés avec les niveaux d’expression moyens des gènes calculés sur
l’ensemble des intensités de fluorescence transformées en logarithme base 2 (32
mesures par gènes), mais présentent l’avantage d’être corrigés des effets lames
et fluorochromes (cf. Figure C.3.8).
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Figure C.3.8 Représentation des niveau d’expression moyens calculés à partir des

mesures d’intensités réelles en fonction des niveaux d’expression estimés par l’analyse

de variance.

L’étude des niveaux moyens d’expression montre pour différents opé-
rons connus (mopA/mopB, arg, his) un niveau d’expression similaire au sein
d’un même opéron (données non présentées). Par ailleurs, des études de classi-
fication, réalisées sur les gènes présentant un terme d’interaction significatif
(cf. 3.3) et sur les gènes présentant un effet saccharose montrent une cohérence
de profils d’expression pour différents petits groupes de gènes contigus sur le
chromosome (données non présentées). Ces groupes pourraient représenter des
unités de transcription et indiquer une régulation potentielle au niveau trans-
criptionnel. Ils pourraient donc être utilisés pour la recherche d’éléments de ré-
gulation, en amont de la position sur le chromosome des groupes de gènes pré-
sentant des profils d’expression similaires. Cette étude préliminaire nécessite
naturellement de nombreux approfondissements qui n’ont pas été réalisés dans
le cadre de cette thèse. Cette analyse présente néanmoins l’intérêt de mettre en
évidence une cohérence des niveaux d’expression au sein de certains opérons
connus.

Les valeurs moyennes d’expression ont ensuite été utilisées pour étu-
dier le niveau d’expression des gènes, en fonction de leur localisation sur le
chromosome par rapport à l’origine de réplication. Pour cela, le site de termi-
naison de la réplication a été choisi à la moitié du chromosome (en amont du
gène indexés BU293). Le test de chi2 réalisé sur quatre classes de niveaux
d’expression des gènes (découpage en fonction des quantiles de la distribution)
et quatre classes de distances à l’origine (découpage du chromosome en quatre
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parties) présente une probabilité fortement significative (p=0,0035), indiquant
que les gènes les plus fortement exprimés sont préférentiellement localisés à
proximité de l’origine de réplication (cf. Tableau C.3.4).

Tableau C.3.4 Répartition des effectifs pour la réalisation du test de chi2 comparant

niveaux d’expression et distances à l’origine de réplication des gènes chez Buchnera.

Niveau d’expressionDistance à l’origine de réplication
Élevé Moyen Faible Très faible

Proche 25 19 19 21
Moyen 44 19 19 15
Éloigné 16 16 19 23
Très éloigné 11 12 25 20

Une étude a également été réalisée pour comparer le niveau
d’expression des gènes en fonction de leurs positions sur le brin direct ou indi-
rect du chromosome. L’étude de la distribution des niveaux d’expression sur
chacun des deux brins semble indiquer un niveau d’expression légèrement plus
élevé sur le brin direct que sur le brin indirect (cf Figure C.3.9). Un test de chi2
réalisé pour les quatre classes de niveaux d’expression montre qu’il existe une
différence significative d’expression entre les deux brins (p=0,0065).

Figure C.3.9 Représentation des fréquences des niveaux d’expression (sans transfor-

mation logarithmique) sur le brin direct (en haut) et indirect (en bas).

Parallèlement à l’étude de la localisation, l’étude de la composition
des séquences en fonction des niveaux d’expression a été réalisée. Une pre-
mière comparaison a été effectuée entre le taux de GC des gènes et leur niveau
d’expression (cf. Figure C.3.10). Un test de chi2, réalisé avec deux classes de
gènes et deux classes de taux de GC (déterminées en fonction des médianes des
répartitions), indique que les gènes les plus fortement exprimés sont également



Partie C
Analyse du transcriptome de Buchnera aphidicola / Résultats

232

les plus riches en GC (p=2,326*10-11). Ce résultat est très cohérent car les gènes
les plus riches en bases G et C sont également les gènes qui sont le moins sou-
mis au biais mutationnel vers les bases A et T, donc les gènes qui sont les plus
conservés.

Figure C.3.10 Représentation du taux de GC des gènes chez Buchnera en fonction de

leur niveau moyen d’expression.

Pour réaliser une étude plus précise de l’usage du code en fonction des
niveaux d’expression, le CAI (Codon Adaptation Index) de chaque gène codant
pour une protéine chez Buchnera a été calculé. Cet index de biais d’usage des
codons synonymes est représentatif de l’impact de la sélection sur l’évolution
d’une séquence (Sharp et Li, 1987). Chez Escherichia coli, il existe une forte
corrélation entre CAI et niveau d’expression (Gouy et Gautier, 1982). Elle re-
flète une sélection des codons optimaux au sein des gènes les plus fortement
exprimés, pour assurer une transcription et une traduction rapide, et l’absence
d’une telle sélection sur les gènes faiblement exprimés, pour lesquels les co-
dons moins optimaux sont conservés (Shields, 1990). Pour obtenir les CAI, une
table de référence d’usage relatif de codons synonymes (RSCU) a tout d’abord
été construite à partir d’un sous-ensemble de cinquante gènes fortement expri-
més (issus des données expérimentales). Pour cela, la fréquence observée de
chaque codon d’un gène de ce sous-ensemble a simplement été divisée par la
fréquence attendue de ce codon sous l’hypothèse d’un usage identique des co-
dons synonymes pour un acide aminé donné. Cette première étape a été réalisée
avec le logiciel EMBOSS CUSP34. Le CAI a ensuite été calculé pour chaque

34http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/cusp.html.
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gène codant pour des protéines de l’organisme comme la moyenne géométrique
des valeurs de RSCU de chaque codon, divisée par le CAI maximum qui peut
être calculé pour un gène de même composition en acides aminés. Cette se-
conde étape a été effectuée avec le logiciel EMBOSS CAI35. Un test de corréla-
tion de Spearman, réalisé sur les rangs des niveaux d’expression et des valeurs
des CAI obtenus pour les 572 gènes codant pour des protéines chez Buchnera,
montre finalement une absence de corrélation significative entre les deux va-
leurs. Il n’existe donc pas de sélection de codons optimaux chez Buchnera.

Parmi les cinquante gènes les plus fortement exprimés, quinze gènes
codent pour des protéines ribosomales, et cinq pour des protéines de choc ther-
mique (mopA, mopB, mais aussi dnaK, hscA et htpX), qui sont toutes des pro-
téines connues pour être fortement exprimées chez Buchnera (Wernegreen et
Moran, 1999). Les gènes homologues chez Escherichia coli sont également
connus pour être surexprimés. Pour étudier les niveaux d’expression de
l’ensemble des gènes des deux bactéries, une comparaison a été réalisée entre
les CAI des gènes d’Escherichia coli homologues des gènes de Buchnera
(d’après Rispe et al., 2004) et le niveau d’expression des gènes de Buchnera.
Ces CAI ont été calculés avec le logicielCODONW36 à partir d’un ensemble de
27 gènes codant pour des protéines ribosomales qui sont fortement sur-
exprimés chez Escherichia coli (Sharp et Li, 1986). L’étude du graphe corres-
pondant révèle qu’une multiplication par 1,5 de la valeur des CAI calculé chez
Escherichia coli se traduit par une multiplication du niveau moyen d’expression
par 7 chez Buchnera (cf. Figure C.3.11). Un test de corrélation de Spearman ré-
alisé sur les rangs révèle une corrélation forte entre le CAI des gènes
d’Escherichia coli et le niveau d’expression des gènes homologues chez Buch-
nera (p=9,12*10-7).

35http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/CAI.html.
36http://www.molbiol.ox.ac.uk/cu/.
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Figure C.3.11 Représentation du niveau moyen d’expression des gènes de Buchnera

en fonction du CAI des gènes homologues chez Escherichia coli.

Une analyse des résidus les plus grands d’un modèle d’analyse de va-
riance, testant l’influence de la valeur du CAI des gènes d’Escherichia coli sur
le niveaux d’expression des gènes homologues de Buchnera, a ensuite permis
de mettre en évidence des gènes fortement exprimés chez Buchnera qui ne le
sont pas chez Escherichia coli et réciproquement. Cette étude révèle une ex-
pression forte chez Buchnera de plusieurs gènes du métabolisme des acides
aminés essentiels, avec notamment ilvI impliqué dans le métabolisme de
l’isoleucine ou encore aroH et aroK impliqués dans la biosynthèse des acides
aminés aromatiques. Cette différence s’explique par le mode de vie symbiotique
de la bactérie qui fournit des acides aminés à son hôte. Par ailleurs, huit gènes
codant pour le flagelle se trouvent fortement exprimés chez Buchnera. Ce ré-
sultat s’avère d’autant plus surprenant que Buchnera ne possède pas de flagelle.
Les gènes normalement impliqués dans la synthèse du flagelle sont donc sans
doute impliqués chez Buchnera dans une autre fonction, probablement une
fonction symbiotique importante comme le transport des acides aminés vers
l’hôte. Aucune étude expérimentale n’a été réalisée chez Buchnera, mais il a été
montré chez la bactérie pathogène Yersinia enterocolitica, que le flagelle assure
une fonction d’export des protéines (Young et al., 1999). Les auteurs de cette
étude concluent d’ailleurs que ce système d’export pourrait être un mécanisme
général de transport des protéines jouant un rôle dans les interactions entre hôte
et bactéries. Enfin, les chaperonnes mopA et mopB (correspondant respective-
ment à GroEL et GroES chez Escherichia coli) et les chaperonnes hsca et htpx,
qui sont relativement bien exprimées chez Escherichia coli, se démarquent
d’avantage chez Buchnera. Certains auteurs ont avancé l’hypothèse que la su-
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rexpression importante des chaperonnes pouvait permettre à Buchnera de lutter
contre le biais mutationnel vers les bases A et T auquel est soumis son génome.
Cependant, des études réalisées sur les mitochondries de levure laissent envisa-
ger un autre rôle à ces chaperonnes. En effet, dans les mitochondries Hsp60
forme avec Hsp10 un hétérodimère qui intervient dans la renaturation des pro-
téines, et principalement pour les protéines régulatrices provenant de la cellule
qui ont été dénaturées pour traverser les membranes mitochondriales (Dubaquie
et al., 1998). De la même façon, ces chaperonnes pourraient favoriser le re-
pliement de protéines régulatrices synthétisées par l’hôte. Réciproquement, les
gènes faiblement exprimés chez Buchnera et fortement exprimés chez Escheri-
chia coli, sont des gènes d’adaptation à des variations environnementales
(ksgA) et des gènes impliqués dans les phénomènes de recombinaison (recB),
qui sont devenus très peu utiles à Buchnera en raison de son mode de vie intra-
cellulaire.

L’ensemble des analyses présentées dans ce paragraphe a été initié es-
sentiellement pour retrouver des éléments de cohérence dans les données obte-
nues plutôt que pour tester de véritables hypothèses sur la régulation de Buch-
nera. Cette étude des données d’expression au niveau génomique sera
poursuivie de façon plus complète au laboratoire. Elle a toutefois permis de
montrer que les observations réalisées sur d’autres génomes bactériens, en ce
qui concerne niveaux d’expression et localisation des gènes, sont également
valables chez Buchnera. Elle confirme par ailleurs des études théoriques réali-
sées sur le génome de la bactérie, qui proposent un positionnement préférentiel
des gènes les plus exprimés sur le brin direct et une résistance de ces derniers
au biais mutationnel vers les bases A et T (Rispe et al., 2004). L’évolution par-
ticulière de la composition du génome, en raison du mode de vie symbiotique
de la bactérie (cf. partie A), semble de plus avoir affecté fortement le biais
d’usage de code qui est observé chez d’autres bactéries. Elle révèle enfin une
modification du profil d’expression des gènes de la bactérie (par rapport au pro-
fil d’expression des gènes d’une bactérie libre comme Escherichia coli) en
adaptation à son mode de vie symbiotique et intracellulaire.

3.4.2 Relation entre niveaux d’expression et fonction des gènes

L’ensemble des gènes classés dans l’ordre des probabilités obtenues
pour les tests de Fs réalisés pour les effets aa et saccharose ont été associés aux
différentes catégories fonctionnelles proposées par Riley (1993). Le test de Fs a
été retenu car il ne nécessite aucune hypothèse concernant la distribution des
variances entre gènes, contrairement au test F3 qui impose des variances homo-
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gènes pour l’ensemble des gènes. Cette dernière hypothèse se révèle en effet
plus difficilement acceptable en raison de la taille du jeu de données.

Un premier classement contenant 6 catégories a d’abord été utilisé,
puis un classement plus fin a été défini avec 17 catégories. Les classes conte-
nant un faible nombre de gènes (entre un et trois) ont été rassemblées dans la
catégorie « autres » (cf. Tableau C.3.5). Ce regroupement des gènes en diffé-
rentes catégories a été utilisé pour tenter de mettre en évidence une catégorie
fonctionnelle dans laquelle la plupart des gènes sont exprimés de façon diffé-
rentielle pour l’un des deux facteurs. Pour cela, la fréquence des différentes
catégories fonctionnelles a été représentée en fonction de la classification des
gènes (d’après les probabilités du test Fs). Le graphe a ensuite été obtenu à
partir du calcul des fréquences de représentation des catégories, dans des inter-
valles de dix gènes dans la classification. Si la réponse de Buchnera à la varia-
tion de l’un des facteurs environnementaux est responsable de l’activation ou de
la répression d’un processus biologique particulier, alors les gènes associés à ce
processus devraient être exprimés en majorité de façon différentielle et appa-
raître dans les premiers rangs du classement. L’observation des courbes de fré-
quence des différentes catégories, en fonction des classifications obtenues pour
ce facteur environnemental, devrait alors montrer une pente importante pour les
premiers rangs de la classification et apparaître au-dessus des courbes moyen-
nes (Mercier et al., 2004).

Tableau C.3.5 Présentation des catégories fonctionnelles utilisées pour le classement

des gènes chez Buchnera (d’après Riley, 1993).

Classes Catégories fonctionnelles
1 Biosynthèse des acides aminés
2 ARN de transfert
3 Biosynthèse de cofacteurs, groupements prosthétiques et transporteurs
4 Fonctions de régulation
5 Division cellulaire
6 Enveloppe cellulaire
7 Intermédiaires du métabolisme central
8 Chaperonnes
9 Dégradation de macromolécules
10 Métabolisme énergétique
11 Biosynthèse des acides gras
12 Sécrétion de peptides et de protéines
13 Synthèse de purine, pyrimidine, nucléosides et de nucléotides
14 Synthèse et modification de macromolécules
15 Transport et protéines de liaison
16 Divers
17 Autres (gènes non classés et protéines hypothétiques)
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Sur les deux types de graphiques obtenus (6 catégories : Figure C.3.12

ou 17 catégories : Figure C.3.13), la catégorie des ARN de transfert compte le
plus grand nombre de gènes exprimés de façon différentielle pour les deux fac-
teurs. Pour le facteur aa, la catégorie des « fonctions de régulation » compte
également plusieurs gènes dans les premiers rangs de la classification, et no-
tamment le gène rpoD codant pour un facteur σ de l’ARN polymérase qui est
surexprimé pour un taux élevé d’acides aminés essentiels (50 % par rapport à
25 %). Cette sur-représentation des fonctions de régulation parmi les premiers
rangs de la classification semble indiquer, chez Buchnera, une adaptation de la
transcription à une variation du taux d’acides aminés essentiels présents dans le
milieu nutritionnel du puceron.

Figure C.3.12 Représentation des fréquences d’apparition de 6 grandes catégories

fonctionnelles au sein de la classification des gènes obtenus après analyse de variance

(probabilités du test Fs) pour l’effet aa (en haut) et l’effet saccharose (en bas).



Partie C
Analyse du transcriptome de Buchnera aphidicola / Résultats

238

Figure C.3.13 Représentation des fréquences d’apparition de 17 catégories fonction-

nelles au sein de la classification des gènes obtenus après analyse de variance (pro-

babilités du test Fs) pour l’effet aa (en haut) et l’effet saccharose (en bas).
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Pour déterminer une ou des catégories fonctionnelles de gènes qui sont
activées ou réprimées, les gènes désignés comme exprimés de façon différen-
tielle par les tests Fs et F3 pour chacun des deux facteurs et pour le terme
d’interaction ont été classés au sein des différentes catégories fonctionnelles en
groupe d’activation et de répression, à partir des valeurs de M estimées
(cf. Figure C.3.14). L’étude de la répartition des effectifs révèle que certaines
catégories présentent un nombre significatif de gènes surexprimés ou sous-
exprimés (loi binomiale).

Figure C.3.14 Répartition des gènes sur-exprimés (en rouge) et sous-exprimés (en

jaune) pour les différentes conditions d’étude (à partir des résultats des tests Fs et

F3). Pour l’effet « acides aminés essentiels » les rapports utilisés sont 50 % : 25 % et

pour l’effet « concentration en saccharose » les rapports sont 0,5 M : 1 M.

L’étude des rapports d’expression entre les deux taux d’acides aminés
essentiels (50 % : 25 %) en condition normale de saccharose (0,5 M) révèle,
pour un taux élevé d’acides aminés essentiels, une surexpression des gènes im-
pliqués dans la biosynthèse des macromolécules (14) et des gènes codant pour
la production de protéines hypothétiques (17). Il est à noter que la catégorie de
gènes appelée « biosynthèse des macromolécules » regroupe essentiellement
des gènes impliqués dans la synthèse des protéines intervenant dans les méca-
nismes de transcription et de traduction. Les gènes codant pour certains ARN
de transfert (classe 2) sont en revanche sous-exprimés.
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L’étude des rapports des concentrations en saccharose (0,5 M : 1 M)
pour un taux faible d’acides aminés essentiels (25 %) montre également une su-
rexpression des gènes des voies de synthèse des macromolécules et des protéi-
nes hypothétiques en condition de stress osmotique (1 M). Par ailleurs, les gè-
nes intervenant dans la synthèse de cofacteurs et dans le métabolisme
énergétique sont sous-exprimés en condition de stress osmotique (1 M). Enfin,
il existe une forte surexpression des gènes codant pour les ARN de transfert en
condition de stress osmotique, et ce indépendamment du taux d’acides aminés
essentiels dans le milieu.

Il semble donc qu’il existe chez Buchnera une surexpression des gènes
codant les protéines hypothétiques et des gènes impliqués dans la biosynthèse
des macromolécules, lorsque les pucerons sont élevés sur les milieux nutrition-
nels 1 (50 % d’acides aminés essentiels et 0,5 M de saccharose) et 4 (25 %
d’acides aminés essentiels et 1 M de saccharose), en comparaison respective-
ment des milieux 3 (25 % d’acides aminés essentiels et 0,5 M de saccharose) et
2 (50 % d’acides aminés essentiels et 1 M de saccharose).

3.4.3 Relation entre niveaux d’expression et métabolisme

L’étude des niveaux d’expression des gènes au sein des catégories
fonctionnelles ne permet pas de relier les modifications d’expression au méta-
bolisme de la bactérie. Pour interpréter les résultats au niveau métabolique, les
niveaux d’expression qualitatifs des gènes exprimés de façon différentielle ont
donc été visualisés sur les cartes métaboliques de référence disponibles dans la
base de données KEGG37. Bien que ces cartes représentent des voies métaboli-
ques générales et théoriques, elles ont permis d’étudier l’impact des modifica-
tions d’expression au sein de différents réseaux.

Le stress osmotique subit par le puceron est responsable d’un ralentis-
sement de sa croissance qui se traduit par une demande métabolique moins im-
portante. Une première étude a permis d’observer les effets de ce stress osmoti-
que infligé au puceron sur le métabolisme de la bactérie, indépendamment du
taux d’acides aminés essentiels du milieu. L’analyse de l’effet principal du
facteur saccharose montre que le stress osmotique subi par le puceron se traduit
par une surexpression des gènes murG et murD, impliqués dans la voie de bio-
synthèse du peptidoglycane, et ce malgré une sous-expression importante des
gènes impliqués dans la division cellulaire (ftsI et ftsL) et dans la réplication de
l’ADN (dnaA et dnaG). Par ailleurs, le gène codant pour le transporteur de

37http://www.genome.jp/kegg/.
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mannitol extracellulaire (mtlA) est sous-exprimé, indiquant une diminution de
l’import de mannitol dans la bactérie. De la même façon, le gène ompA codant
une porine impliquée dans les phénomènes de diffusion et le gène ptsH, codant
une protéine du système de transport phosphoenolpyruvate-carbohydrate phos-
photransférase (PTS), sont également sous-exprimés. En ce qui concerne le
métabolisme des acides aminés essentiels, il existe une répression, en condition
de stress osmotique, des trois gènes (thrA, dapA et lysA), impliqués la voie de
biosynthèse de la lysine.

Pour étudier les effets d’une variation du taux d’acides aminés essen-
tiels essentiels dans le milieu nutritionnel du puceron, une seconde étude de
l’effet principal du facteur saccharose a été réalisée, en intégrant les gènes pré-
sentant un profil d’expression différent selon le taux d’acides aminés essentiels,
c’est-à-dire les gènes présentant une interaction significative entre les effets aa
et saccharose. L’étude du métabolisme des acides aminés essentiels montre que
les gènes aroB et aroE, impliqués dans la voies de biosynthèse des acides ami-
nés aromatiques, sont surexprimés en condition de stress osmotique (cf. Figure

C.3.15). En revanche, le gène trpB impliqué dans la biosynthèse du tryptophane
est sous-exprimé, et ce indépendamment du taux d’acides aminés essentiels du
milieu. Quant aux gènes aroA et trpC, ils sont surexprimés pour un taux
d’acides aminés essentiels de 25 % et sous-exprimés pour un taux de 50 %. Le
même comportement est observé pour le gène argD, impliqué dans la biosyn-
thèse de l’arginine. Pour ces trois gènes, il existe donc une activation de
l’expression dans les bactéries issues de pucerons élevés sur les milieux 1 et 4
(en comparaison respectivement des milieux 3 et 2). Il s’agit des deux couples
qui ont été rassemblés lors de l’analyse des profils d’expression (cf. Figure

C.3.7).
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Figure C.3.15 Représentation théorique de la voie de biosynthèse de la phénylala-

nine, de la tyrosine et du tryptophane (carte métabolique disponible dans KEGG). Les

enzymes en vert correspondent aux gènes présents chez Buchnera dont l’expression

ne varie pas. Les enzymes en bleu correspondent aux gènes qui sont surexprimés en

condition de stress osmotique, quel que soit le taux d’acides aminés essentiels ou

pour 25 % d’acides aminés essentiels. Les enzymes en rouge correspondent en revan-

che aux gènes sous-exprimés.

L’étude du métabolisme des sucres révèle, pour la voie des pentoses
phosphates une sous-expression de trois gènes (gnd, pfkA et zwf) en condition
de stress osmotique, quel que soit le taux d’acides aminés essentiels. Les deux
gènes impliqués dans la synthèse de l’érythrose phosphate (pgi et tktB) sont
également sous-exprimés en condition de stress osmotique lorsque le taux
d’acides aminés essentiels est de 25 % (cf. Figure C.3.16). En revanche, ces gè-
nes sont sur-exprimés pour un taux de 50 %. En ce qui concerne la glycolyse,
les gènes impliqués dans la synthèse du phosphoénol pyruvate (PEP) sont acti-
vés lorsque la partie de la voie des pentoses qui aboutit à la production
d’érythrose phosphate est réprimée, et réciproquement. Il existe donc une sous-
expression des gènes de biosynthèse de l’érythrose phosphate, qui est associée à
une activation des gènes de biosynthèse du PEP pour les conditions correspon-
dant aux milieux 1 et 4 (en comparaison respectivement des milieux 3 et 2).
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Figure C.3.16 Représentation théorique de la voie des pentoses phosphates (carte

métabolique disponible dans KEGG). Les enzymes en vert correspondent aux gènes

présents chez Buchnera dont l’expression ne varie pas et les enzymes en rouge cor-

respondent aux gènes qui sont sous-exprimés en condition de stress osmotique, quel

que soit le taux d’acides aminés essentiels ou pour 25 % d’acides aminés essentiels.

Aucun des gènes ne présente de surexpression.

En ce qui concerne les protéines potentiellement impliquées dans des
phénomènes de transport, les variations d’expression des trois gènes impliqués
dans le système de sécrétion de protéines de type II ou système sec (ftsY, ffh et
rpls codant pour la protéine ribosomale L19) (Agarraberes et Dice, 2001) sont
toutes activées pour les conditions correspondant aux milieux 1 et 4 (en compa-
raison respectivement des milieux 3 et 2). Le même résultat est observé pour les
gènes codant les protéines hypothétiques ycfV et ynfM et certains gènes impli-
qués dans la biosynthèse de protéines du complexe flagellaire (cf. Figure

C.3.17), qui sont toutes des protéines potentiellement impliquées dans des phé-
nomènes de transport

Enfin, il est à noter que le gène (spE) codant pour la transformation de
la putrescine, fournie par l’hôte à Buchnera (Nakabachi et Ishikawa, 2000), en
spermidine, est sous-exprimé pour les conditions correspondant aux milieux 1
et 4 (en comparaison respectivement des milieux 3 et 2).
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Figure C.3.17 Représentation théorique de la formation du flagelle (carte métaboli-

que disponible dans KEGG). Les protéines en vert correspondent aux gènes présents

chez Buchnera dont l’expression ne varie pas. Les protéines en bleu correspondent

aux gènes qui sont surexprimés en condition de stress osmotique, quel que soit le

taux d’acides aminés essentiels ou pour 25 % d’acides aminés essentiels. Aucun des

gènes ne présente de sous-expression.
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4
4 Discussion

« C’est une erreur de croire nécessairement faux ce qu’on ne com-
prend pas. »
Gandhi38

4.1 Aspects statistiques
Le plan d’expérience utilisé et les analyses statistiques réalisées dans

les expérimentations sur puces à ADN jouent un rôle essentiel pour l’analyse
des résultats obtenus.

Dans la stratégie expérimentale qui a été mise en œuvre, il est essentiel
de prendre en compte les limitations liées au matériel biologique utilisé et cel-
les qui sont associées à la conception de la puce.

Les pucerons utilisés sont tous des individus femelles vivipares à re-
production parthénogénétique. La population de bactéries qui leur est associée
est donc très hétérogène et inclut à la fois des Buchnera issues de bactériocytes
maternels et des Buchnera issues de bactériocytes embryonnaires. Cette varia-
bilité ne peut être contrôlée que par une dissection des bactériocytes maternels.
Une telle manipulation ne peut pas être mise en œuvre à l’heure actuelle,
compte tenu de la quantité de matériel biologique nécessaire pour les expéri-
mentations sur puces à ADN. En revanche, une attention particulière a été ac-
cordée au stade de développement de l’hôte. En effet, tous les pucerons utilisés
sont des larves de stade quatre (L4) issues d’élevages synchronisés et elles ont
été prélevées de façon aléatoire dans la population disponible.

En ce qui concerne la puce, les contraintes liées au stockage des oligo-
nucléotides ne permettent pas une répartition aléatoire des plots sur la puce. Les
sondes ont été déposées dans l’ordre de leur numéro d’accession (BU), c’est-à-
dire dans l’ordre d’apparition des gènes qu’elles représentent sur le chromo-
some. Il existe donc une confusion entre un effet d’hybridation dit géographi-
que (dans le cas par exemple de disparités d’hybridation dans différentes zones

38Gandhi. Lettres à l’Ashram. Albin Michel, Paris (1990).
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de la lame ou encore de problèmes survenant lors des lavages), et les effets
d’intérêt (par exemple l’effet de la localisation des gènes sur le chromosome).
Cet inconvénient est toutefois atténué par la présence de plots répétés pour une
même sonde, au sein de deux blocs de dépôt différents (dépôt par deux aiguilles
différentes), et l’existence de plusieurs sondes pour un même gène (deux ou
trois sondes par gène) qui ne sont jamais disposées côte à côte. La puce qui a
été réalisée contient donc deux niveaux de répétition. Le premier niveau corres-
pond à quatre dépôts d’une même sonde, ce qui permet d’augmenter la préci-
sion des résultats, par le calcul d’une moyenne pour chaque sonde. Cependant,
ces plots étant disposés sous forme de paires localisées dans deux blocs adja-
cents, ils restent soumis aux mêmes effets éventuels d’hybridation et de lava-
ges. Le second niveau de répétition est la représentation de chaque gène par
deux ou trois sondes. Ce niveau inclut donc une variabilité encore plus impor-
tante que le précédent. Une étude graphique révèle cependant qu’il n’existe au-
cun biais systématique entre les valeurs des intensités de fluorescence obser-
vées et la position des sondes sur les gènes. Les intensités obtenues sur ces
sondes ont donc également été moyennées pour chaque gène, ce qui permet de
conserver une valeur d’intensité unique pour chaque gène. Cette méthode pré-
sente l’intérêt d’obtenir des données pertinentes et d’accroître ainsi la qualité
des interprétations biologiques qui en découlent (Kerr et al., 2002). Cette stra-
tégie permet de plus de conserver un tableau de données complet, condition in-
dispensable à la réalisation d’une analyse de variance avec le logiciel MAA-
NOVA. Pour la réalisation d’un nombre plus important de lames, il aurait été
possible de coupler cette stratégie à l’utilisation d’un algorithme de re-
estimations des quelques données (1,8 %) qui présentent une qualité moins im-
portante (Bo et al., 2004).

Une fois les données obtenues, l’une des étapes les plus cruciales de
l’analyse est l’étape de normalisation. Avec le modèle d’analyse de variance
qui est utilisé, la normalisation n’est en théorie pas nécessaire car les différen-
tes sources de variations techniques (lame et fluorophores) sont représentées
dans le modèle de la première étape d’analyse (cf. 2.7.2). Cependant, les effets
calculés dans ce modèle sont linéaires, ce qui sous-entend que les sources de
variations sont elles-mêmes linéaires. Pour s’affranchir de cette hypothèse de
linéarité, les données ont donc été normalisées au préalable par une méthode
non linéaire (loess intensité dépendante).

Ces deux étapes de normalisation ne permettent cependant pas la cali-
bration des intensités de fluorescence qui est nécessaire pour permettre la com-
paraison des résultats avec ceux qui ont été obtenus au cours d’autres expérien-
ces. Cet aspect reste un des problèmes majeurs posés par la technologie des
puces à ADN. Il est essentiellement lié à la nature relative de la mesure de fluo-
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rescence réalisée et à l’absence de référence universelle dans les plans expéri-
mentaux. Pour une bactérie comme Buchnera, il serait possible d’utiliser son
ADN génomique comme référence (Talaat et al., 2002). En effet, lors d’une hy-
bridation avec de l’ADN génomique le nombre de copies de chaque gène est
connu et pour les gènes représentés par un même nombre de copies, toutes les
sondes répondent en théorie de la même façon. Si des différences sont obser-
vées dans la réponse de certaines sondes, il serait alors possible de corréler les
niveaux d’expression aux propriétés des sondes (taux de GC, Tm…) et de dé-
terminer des termes correctifs. Ce type d’étude est en cours au laboratoire afin
de déterminer des termes correctifs qui pourront être utilisés pour définir une
méthode de normalisation générale des données.

Une fois les données normalisées, il est nécessaire de définir une stra-
tégie d’analyse. Contrairement à la plupart des expérimentations sur puces à
ADN, qui sont basées sur l’analyse par classification d’un grand nombre de
conditions, l’étude présentée ici est une approche factorielle utilisant une ana-
lyse de variance. Cette approche offre l’avantage d’estimer, pour chacun des
gènes, les effets moyens des différents facteurs qui sont des effets qui ne sont
jamais réellement mesurés sur les lames. En revanche, elle nécessite des hypo-
thèses fortes d’indépendance des données et de distribution, et notamment une
distribution normale des erreurs (Cui et Churchill, 2003). Pour s’affranchir de
l’hypothèse de normalité des données, la distribution du test de F a été réalisée
par permutations des résidus. Cette méthode impose toutefois une variance
constante et indépendante entre les mesures. Dans l’idéal, la réalisation de per-
mutations sur les échantillons plutôt que sur les résidus serait sans doute plus
pertinente. Elle est cependant difficile à envisager en raison du faible nombre
d’échantillons utilisés dans ce plan d’expérience

En ce qui concerne le modèle d’analyse de variance utilisé, les inte-
ractions d’ordre supérieur ou égal à deux sont difficiles à interpréter en termes
de variations expérimentales et elles n’ont donc pas été prises en compte. De
plus, l’analyse du graphe des résidus (cf. Figure C.4.1) montre que ces termes
influent peu sur la reproductibilité des résultats, contrairement à ce qui serait
observé si chaque valeur mesurée dépendait d’interaction d’ordre élevé entre le
gène considéré et certains facteurs de l’expérience (Kerr et al., 2000).

Le modèle utilisé est un modèle dans lequel tous les facteurs sont
fixes. Il serait sans doute plus pertinent d’utiliser un modèle mixte en considé-
rant le facteur « lame » comme un facteur aléatoire. Ce modèle permettrait
également d’inclure le facteur « échantillon  », qui ne peut pas être testé dans le
modèle fixe en raison d’un manque de degrés de liberté. Ce modèle mixte n’a
cependant pas été utilisé car le logiciel MAANOVA ne permet pas d’utiliser
une méthode de permutation des résidus sur ce type de modèle. Par ailleurs, le
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modèle implémenté est toujours un modèle croisé. Or toutes les expérimenta-
tions sur puces correspondent typiquement à des modèles hiérarchisés dans les-
quels le facteur « lame », et éventuellement le facteur « échantillon », sont des
facteurs partiellement confondus avec d’autres facteurs de l’expérience.

Figure C.4.1 Graphes des résidus obtenus lors de l’ajustement du modèle d’ANOVA

avec interaction, pour chacun des deux fluorochromes.

L’utilisation des tests multiples pose le problème du choix du seuil de
rejet des hypothèses testées car le nombre important de tests qui sont réalisés
(617) augmente la proportion de faux positifs, c’est-à-dire le nombre de gènes
qui apparaissent exprimés de façon différentielle alors qu’ils ne le sont pas. La
plupart des méthodes classiquement utilisées pour résoudre ce problème sont
extrêmement conservatives (Cui et Churchill, 2003). Elles sont essentiellement
destinées à l’identification d’un très petit nombre de gènes exprimés de façon
différentielle, ce qui est peu utile pour une étude telle que la réponse physiolo-
gique globale de Buchnera en réponse à des variations du milieu nutritionnel de
son hôte. Le risque de première espèce classiquement utilisé (5 %) a donc été
conservé pour l’obtention des listes de gènes exprimés de façon différentielle.
Pour pallier ce problème, certaines analyses et notamment celle de la fréquence
d’apparition des catégories fonctionnelles ont été réalisées sur la liste complète
des gènes simplement classés en fonction de leurs probabilités. Pour de nou-
velles analyses, il serait possible de calculer des probabilités corrigées en utili-
sant des procédures de contrôle du risque comme le FDR (False Discovery
Rate). Enfin, pour de nouvelles expérimentations, il sera également envisagea-
ble de déterminer le nombre de faux positifs attendus dans l’expérience, en in-
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tégrant au plan expérimental des lames sur lesquelles deux échantillons corres-
pondant à une même condition sont comparés (Hung et al., 2002).

4.2 Aspects biologiques
Une première étude sur les niveaux d’expression moyens a permis de

montrer que les gènes les plus exprimés sont localisés préférentiellement, sur le
brin direct du chromosome, et à proximité de l’origine de réplication. Cette
analyse a été réalisée en l’absence de données précises concernant la position
du site de terminaison chez Buchnera, contrairement à Escherichia coli, chez
qui cette position a été déterminée expérimentalement. Pour poursuivre ce type
d’étude de façon plus approfondie, tout en évitant l’incertitude de positionne-
ment du site de terminaison, il serait donc possible de retirer une région com-
prise entre les positions 307340 et 320340 sur le chromosome, comme le propo-
sent Palacios et Wernegreen (2002). L’étude préliminaire des niveaux
d’expression en fonction de la composition des séquences a également montré
que les gènes les plus GC riches, c’est-à-dire les gènes les plus conservés, sont
également les plus exprimés. L’ensemble de ces résultats confirme les études
théoriques réalisées par Rispe et al. (2004).

Par ailleurs, le calcul d’un CAI à partir des cinquante gènes les plus
exprimés révèle qu’il n’existe vraisemblablement pas un usage préférentiel de
certains codons dans les séquences des gènes les plus fortement exprimés chez
Buchnera, contrairement à ce qui est observé chez Escherichia coli (Gouy et
Gautier, 1982) où il existe une sélection des codons optimaux assurant une tra-
duction rapide des gènes fortement exprimés. Réciproquement l’absence d’une
telle sélection sur les gènes faiblement exprimés aboutit à la rétention de co-
dons qui ne sont pas optimaux (Shields, 1990). Ce résultat suggère que, chez
Buchnera, l’usage de codons riches en bases A et T a d’avantage été façonné
par une pression mutationnelle et une dérive génétique plutôt que par une sé-
lection des codons pour l’efficacité de la traduction (Wernegreen et Moran,
1999). Cependant, pour valider un tel résultat, il est essentiel d’étudier égale-
ment la fréquence des ARN de transfert. En effet, il a été observé, chez Esche-
richia coli, que les gènes fortement exprimés possèdent une composition en co-
dons plus fortement corrélée avec l’abondance des ARN de transfert que dans
les gènes faiblement exprimés. Cette observation a été interprétée comme une
adaptation de la composition en acides aminés des protéines avec les ARN de
transfert disponibles, de façon à accroître l’efficacité de la traduction (Lobry et
Gautier, 1994). La quantité d’ARN de transfert disponibles chez Buchnera
pourrait être calculée à partir des niveaux d’expression des gènes correspon-
dant, tout en restant vigilant sur les risques importants d’hybridation aspécifi-
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que qui peuvent exister sur les sondes correspondant aux gènes des ARN de
transfert (cf. partie B).

Une première comparaison des niveaux d’expression des gènes chez
Buchnera et chez Escherichia coli a été réalisée en utilisant les CAI des gènes
d’Escherichia coli. Cette étude montre une certaine similarité du profil
d’expression global, mais révèle également des différences importantes parmi
les gènes les plus fortement et les plus faiblement exprimés chez les deux bac-
téries. Ces différences sont révélatrices d’une adaptation de Buchnera à un
mode de vie symbiotique, avec une spécialisation de la bactérie dans la fourni-
ture des acides aminés essentiels aux pucerons et une vie dans un milieu intra-
cellulaire très protégé. Pour confirmer ces résultats préliminaires, il est à pré-
sent essentiel de comparer les niveaux d’expression moyens avec des niveaux
d’expression obtenus chez Escherichia coli et disponibles dans les bases de
données d’expression.

Une étude des variations d’expression entre les différentes conditions
expérimentales a également été initiée et sera poursuivie au laboratoire. Les va-
riations des niveaux d’expression qui sont observées, bien que relativement fai-
bles, sont en accord avec certaines études métaboliques qui ont été réalisées
chez Escherichia coli (Tao et al., 1999) ou chez Bacillus subtilis (Berka et al.,
2003). Cependant, contrairement à ces expérimentations réalisées avec des mo-
difications directes de la composition du milieu de vie des bactéries, les faibles
variations d’expression observées chez Buchnera (rapports compris entre 1,2 et
2,4) sont à mettre en relation avec le fait que la bactérie ne subit pas directe-
ment les modifications environnementales imposées aux pucerons, mais que ces
variations sont atténuées par l’hôte. Par ailleurs, ces faibles variations sont ob-
servées pour l’ensemble des gènes des voies métaboliques concernées. Cette
accumulation globale de faibles variations dans une cascade métabolique per-
met sans doute une amplification de la réponse dans l’organisme, avec un im-
pact au moins aussi important, sinon plus, qu’une modification de la synthèse
de quelques protéines isolées.

Une première analyse, basée sur un découpage des gènes en catégories
fonctionnelles, révèle essentiellement une variation importante de la catégorie
des ARN de transfert. Il convient cependant de rester vigilant sur
l’interprétation de ces observations qui dépend fortement du choix des catégo-
ries fonctionnelles. En effet, en fonction du niveau d’étude choisi pour leur dé-
finition (niveau cellulaire ou moléculaire par exemple), la vision qui en découle
peut être très différente. Ceci est d’autant plus vrai chez Buchnera, où de nom-
breux gènes assurent sans doute des fonctions qui ne sont pas celles qui ont été
annotées. Enfin les catégories utilisées ici sont celles qui ont été décrites à par-
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tir des gènes d’Escherichia coli par Riley (1993), et dans lesquelles chaque
gène n’est associé qu’à un seul processus. Même si ces catégories décrivent des
processus biologiques qui correspondent à l’une des classifications proposées
par le consortium Gene Ontology (GO), l’utilisation de la classification GO,
prenant en compte la multiplicité des fonctions biologiques pour un même gène,
permettrait des analyses beaucoup plus riches. De plus, l’utilisation de GO
pourrait être complétée par l’utilisation des deux autres catégories, proposées
pour décrire les composants cellulaires et les fonctions moléculaires. Ce travail
qui n’a pas été réalisé dans cette thèse, pourra être mis en œuvre lors de la
poursuite des analyses.

Au sein des différentes catégories fonctionnelles, l’analyse de la ré-
partition des gènes en groupes d’activation et de répression révèle une surex-
pression des gènes codant pour les ARN de transfert lorsque la concentration en
saccharose augmente, c’est-à-dire lorsque le puceron est soumis à un stress os-
motique. L’interprétation d’un tel résultat est cependant difficile. En effet, bien
que les ARN de transfert représentent en moyenne 20 % des ARN chez les
bactéries (et 5 % chez Buchnera), leur régulation est loin d’être élucidée.
Contrairement à des études plus anciennes, une expérience réalisée chez Bacil-
lus subtilis a permis de montrer récemment que la transcription et la maturation
des ARN de transfert contribuent de façon plus importante à leur régulation que
leur dégradation (Dittmar et al., 2004). Ces résultats suggèrent que la régulation
de la transcription des ARN de transfert est sans doute beaucoup plus complexe
que ce qui avait été envisagé initialement.

Cette étude des catégories fonctionnelles montre également que les
gènes impliqués dans les voies de synthèse des macromolécules et des protéines
hypothétiques sont d’avantage activés que réprimés, dans dans les milieux nu-
tritionnels 1 et 4 (en comparaison respectivement des milieux 3 et 2). Une ex-
pression différentielle des protéines hypothétiques, bien que difficilement inter-
prétable à l’heure actuelle, a également été observée dans de nombreuses études
dédiées à l’analyse globale des profils d’expression bactériens (Paustian et al.,
2002 ; Berka et al., 2003).

L’étude complémentaire, qui a ensuite été réalisée au niveau des voies
métaboliques à proprement parler, montre que Buchnera semble capable de
s’adapter à une demande moins importante de son hôte, en réduisant
l’expression de certains gènes impliqués dans les phénomènes de transport,
dans le métabolisme de deux acides aminés essentiels (lysine et tryptophane) et
dans les phénomènes de division cellulaire. Il existe en effet une différence im-
portante dans la demande nutritionnelle des pucerons à croissance rapide (sur
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milieu à 0,5 M de saccharose) et à croissance ralentie (sur milieu à 1 M de sac-
charose).

Par ailleurs, le gène codant pour le transporteur de mannitol est répri-
mé en condition de stress osmotique. Les pucerons soumis, à un stress thermi-
que ou osmotique, produisent de grandes quantités de mannitol qui est une mo-
lécule impliquée dans les phénomènes d’osmoprotection (Hendrix et Salvucci,
1998). Ce mécanisme n’a été décrit que chez le puceron Aphis gossypii, mais il
est probable qu’il existe également chez Acyrthosiphon pisum. Ce mécanisme
de répression de la synthèse du transporteur de mannitol chez Buchnera permet
peut-être, en régulant l’entrée de mannitol dans la bactérie, d’augmenter la
concentration de mannitol disponible dans les bactériocytes pour lutter contre le
stress osmotique. En accord avec cette observation, la bactérie semble répondre
au stress osmotique subi par le puceron en activant la voie de biosynthèse du
peptidoglycane, ce qui laisse supposer un épaississement de la paroi. Ce constat
est néanmoins surprenant dans la mesure où des études montrent que, pour des
milieux contenant entre 0,15 et 1 M de saccharose (soit une pression osmotique
comprise entre 0,15 et 4 MPa), les pucerons semblent capables de maintenir la
pression osmotique dans leur hémolymphe à environ 1 MPa. (Wilkinson et al.,
1997). L’étude révèle cependant des fluctuations individuelles de la pression de
l’hémolymphe des pucerons entre 1 et 2 MPa pour un milieu contenant 1 M de
saccharose. Si elle existe, la variation de pression osmotique de l’hémolymphe
du puceron, en fonction de la pression du milieu nutritionnel, reste donc modé-
rée. Des études microscopiques indiquent toutefois que la paroi de Buchnera est
extrêmement réduite, ce qui pourrait la rendre sensible à de faibles variations de
pression osmotique.

En ce qui concerne l’étude de l’effet du stress osmotique pour une va-
riation du taux d’acides aminés essentiels, elle a permis de montrer une activa-
tion de trois gènes impliqués dans les voies de biosynthèse des acides aminés
essentiels, pour un milieu « optimal » (milieu 1) contenant 50 % d’acides ami-
nés essentiels en condition d’osmolarité normale, c’est-à-dire en condition de
forte croissance et donc de demande importante des pucerons. La même activa-
tion est observée sur un milieu au contraire « minimal » (milieu 4) contenant
25 % d’acides aminés essentiels et en condition de stress osmotique. Sur un tel
milieu, bien que la croissance des pucerons soit moins importante, le faible taux
d’acides aminés essentiels nécessite sans doute une réponse de la bactérie pour
surproduire les acides aminés en quantité insuffisante dans le milieu. Dans les
deux cas, la synthèse de phosphoénol pyruvate par la glycolyse est préférée à
celle d’érythrose phosphate par la voie des pentoses. Cette activation de la bio-
synthèse de certains acides aminés essentiels est couplée à une surexpression
des gènes impliqués dans la biosynthèse du flagelle, des gènes impliqués dans
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le système de sécrétion sec et des gènes codant les protéines de transport po-
tentielles ycfV et ynfM. Ces systèmes sont donc de bons candidats pour le trans-
port des acides aminés produits vers la cellule hôte. Enfin il existe dans les
mêmes conditions, une répression de la synthèse de spermidine à partir de la
putrescine fournie par l’hôte (Nakabachi et Ishikawa, 2000). Cette polyamine
pourrait être impliquée dans un remaniement de la structure du chromosome de
façon à modifier la transcription des gènes, tout comme cela a été observé dans
les cellules eucaryotes (Matthews, 1993). Il s’agirait alors d’un mécanisme de
régulation de la transcription non spécifique et ne nécessitant pas la présence de
protéines régulatrices. Cependant à l’heure actuelle, cette hypothèse reste au
stade de la spéculation.

Enfin, l’étude de la voie de biosynthèse de la phénylalanine, de la ty-
rosine et du tryptophane montre que les gènes aroA et trpC subissent des varia-
tions identiques de leur profil d’expression en fonction des facteurs aa et sac-
charose, alors que l’expression du gène trpB ne dépend pas de la variation du
taux d’acides aminés essentiels. Des études menées chez Bacillus subtilis
(Panina et al., 2003) indiquent néanmoins que le gène trpB code pour une en-
zyme qui est régulée au niveau post-transcriptionnel, contrairement à aroA pré-
sente dans la même voie, qui est régulée au niveau transcriptionnel. Aucune
étude ne permet actuellement d’affirmer que les mêmes mécanismes existent
chez Buchnera, mais il est possible d’envisager une régulation post-
traductionnelle de l’enzyme trpB, en fonction du taux d’acides aminés essen-
tiels du milieu. Cette différence de niveau de régulation entre ces deux enzymes
de la même voie de biosynthèse, pourrait ainsi expliquer leurs différences
d’expression.
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5
5 Conclusion

« Ne crains pas d’avancer lentement, crains seulement de rester im-
mobile. »
Sagesse chinoise

Les études préliminaires décrites dans ce chapitre ne représentent que
le début d’un long travail d’analyse et d’interprétation à venir. L’étude des ni-
veaux d’expression en fonction de l’organisation du génome, initiée essentiel-
lement pour valider les données, permettra sans doute, après approfondisse-
ment, d’apporter de nouvelles réponses concernant les aspects évolutifs de la
symbiose. Les premiers résultats obtenus sur le métabolisme révèlent, quant à
eux, que Buchnera est capable d’adapter l’intensité de son métabolisme global
en fonction de la demande de son hôte. En ce qui concerne l’étude de la bio-
synthèse des acides aminés, il est certain que sa régulation potentielle intervient
à différents niveaux. Appréhender son étude de façon complète nécessitera donc
l’utilisation d’approches combinées impliquant les niveaux génomique, protéo-
mique et métabolique. Il est également essentiel de disposer d’une connaissance
fine des exigences physiologiques de l’hôte. Pour cela, une étude nutritionnelle
complémentaire est actuellement réalisée dans le laboratoire de l’Université
d’York. Elle repose sur l'utilisation successive de chacun des acides aminés es-
sentiels marqués avec du 14C dans le milieu nutritionnel des pucerons. Les pu-
cerons utilisent donc le composé radioactif, et l’analyse de l’ensemble des pro-
duits marqués retrouvés dans les carcasses ou éliminés (CO2 et miellat), permet
de quantifier les transformations réalisées à partir de l’acide aminé étudié. L'in-
gestion alimentaire du puceron est calculée à l'aide de l'inuline marquée au 14C,
qui est un composé non métabolisable. Cette méthode, mise au point au cours
de mon séjour à York, permettra de déterminer pour les différents milieux nu-
tritionnels l’accroissement net et l’efficacité d’assimilation de chaque acide
aminé essentiel dans les pucerons et par conséquent la contribution de chaque
acide aminé à la synthèse protéique. La différence entre l’accroissement net des
acides aminés et l’apport du milieu permettra finalement de déterminer la
contribution de Buchnera. Il est probable que les résultats de cette étude méta-
bolique éclaireront d’un jour nouveau les résultats obtenus au niveau transcrip-
tomique. L’intégration de ces données de nature différente, puis la comparaison
des résultats obtenus avec les études réalisées chez Escherichia coli, pourront
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alors permettre d’initier la modélisation des réseaux de régulation chez Buchne-
ra. À cette fin, les informations statiques obtenues à partir des expériences ré-
alisées ici devront certainement être complétées par la réalisation d’expériences
cinétiques, pour obtenir des indications sur la connectivité des voies des ré-
seaux.
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6
6 Vers une biologie des systèmes

« Je tiens impossible de connaître les parties sans connaître le tout,
non plus que de connaître le tout sans connaître particulièrement les
parties ».
Blaise Pascal39

Il n’existe pas réellement de définition pour la biologie des systèmes
car il ne s’agit pas d’une discipline, mais plutôt d’une nouvelle façon
d’appréhender l’étude du vivant (Kitano, 2002a). Une ancienne légende in-
dienne illustre bien cette vision récente. Elle raconte l’histoire d’un groupe
d’aveugles qui tenta un jour de décrire un éléphant en touchant chacun une
seule de ses parties. La personne qui palpa la trompe eut une idée très différente
de celle qui toucha les oreilles. Finalement le groupe ne parvint jamais à avoir
une idée globale de l’éléphant. Cette histoire est en quelque sorte une allégorie
de l’approche réductionniste de la biologie qui a dominé le siècle précédent. Il
ne s’agit pas de renier les avancées fantastiques qui ont été réalisées en biologie
moléculaire ces trente dernières années et qui ont permis de dresser un formi-
dable inventaire des constituants cellulaires, de leur conformation et de leurs
interactions. Si l’utilité des approches réductionnistes ne fait aucun doute, il
devient à présent essentiel, pour étudier les propriétés des organismes vivants,
de dépasser l’observation de chacun de leurs éléments pris séparément. En ce
sens, la biologie des systèmes est une approche complémentaire de la biologie
réductionniste. Au niveau cellulaire, elle propose par exemple d’étudier la
structure et la dynamique de la cellule et sa fonction dans un organisme plutôt
que les caractéristiques de ses parties isolées (Kitano, 2002b). Waddington
avait pressenti ce tournant dès 1967 en écrivant :

« La biologie moléculaire nous a donné une connaissance considéra-
ble sur la nature des unités et des processus élémentaires constituant
le vivant, mais il reste aux biologistes la question de comprendre
comment ces unités sont assemblées pour former des systèmes. »

39Pascal, B. Pensées. Gallimard, Paris (1670).
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Le développement de la biologie des systèmes se situe dans le cadre
conceptuel du paradigme de la complexité, défini par Morin en 1977. En effet,
les systèmes biologiques sont par nature complexes. Ce n'est cependant pas la
multiplicité des composants, ni même la diversité de leurs interrelations, qui ca-
ractérisent leur complexité. En effet, tant que les composants d’un système
restent dénombrables, le système est un système compliqué, et un dénombre-
ment combinatoire pourrait permettre la description de tous ses comportements
possibles. Ce qui fait la complexité d’un système, c'est en revanche
l’imprévisibilité potentielle (non calculable a priori) de ces comportements,
liée en particulier à l’apparition de phénomènes d'émergence. L’étude de ces
phénomènes se révèle fondamentale pour la compréhension du fonctionnement
des systèmes vivants. En reprenant l’exemple précédent du niveau cellulaire,
cette démarche nécessite donc une représentation claire de l’intérieur d’une
cellule, représentation qui est étrangement absente de la littérature. Pour pallier
ce manque, Goodsell (1991) propose une vision originale de la cellule. Cette vi-
sion, éloignée des représentations habituelles, nous renseigne sur la complexité
des interactions à envisager pour appréhender la cellule dans sa globalité (cf.
Figure C.6.1).

L’environnement intracellulaire est le siège d’une grande variété de
réactions enzymatiques, de transports de molécules, de diffusion ou encore
d’assemblages de protéines. Ce réseau de milliers de réactions chimiques, acti-
vées ou réprimées différemment en fonction du type de cellule et de l’état dans
lequel la cellule se trouve, est en perpétuelle évolution (Atlan, 2002). Pour ten-
ter de rassembler toutes les pièces de ce puzzle en un ensemble cohérent, la
modélisation constitue une approche pertinente, non seulement pour prédire les
comportements du système, mais aussi pour structurer et organiser les connais-
sances. Cette démarche semble d’ailleurs s’imposer tout naturellement comme
l’illustre une des répliques du film π [Pi] réalisé en 1997 par Darren Aronofs-
ky :

« Les maths sont le langage de la nature. Tout ce qui nous entoure
peut-être compris par les nombres. En représentant graphiquement les
nombres d’un système, on obtient des modèles. Conclusion : les mo-
dèles sont partout dans la nature. »

L’élaboration de tels modèles impose une approche pluridisciplinaire et collec-
tive associant aux connaissances biologiques et au formalisme mathématique,
les simulations informatiques. Certains auteurs ont d’ailleurs tenté d’intégrer
les premiers modèles d’événements cellulaires dans un environnement informa-
tique. Actuellement, aucun outil n’est capable de mimer le fonctionnement
complet d’une cellule, cependant de nombreux développements sont en cours
comme le logiciel Cellware (Dhar et al., 2004).
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Figure C.6.1 Si vous pouviez grossir une cellule un million de fois, pour obtenir des

molécules de la taille des objets quotidiens, que verriez-vous ?

Trois parties d’une cellule telle qu’Escherichia coli ont été grossies un million de fois :

le cytoplasme (a), la membrane cellulaire (c) et la région nucléaire (d) avec

l’ensemble des macromolécules. L’eau, les cofacteurs et les intermédiaires de biosyn-

thèse ne sont pas représentés dans un souci de clarté de la distribution des molécules.

L’agrandissement d’une portion de cytoplasme (b) permet cependant de visualiser

toutes les molécules avec les molécules d’eau sous forme de cercles et les petites

molécules soulignées en noir (d’après Goodsell, 1991).

Finalement, la biologie des systèmes étudie les systèmes biologiques
en les perturbant puis en observant l’expression de leurs gènes, la production
des protéines et l’activation des voies métaboliques qui en découlent. Le but est
d’intégrer ces données pour formuler des modèles mathématiques décrivant la
structure du système et ses réponses aux variations environnementales (Ideker
et al., 2001a). En ce sens, le développement des puces à ADN, en permettant de
mesurer l’expression de milliers de gènes simultanément, s’inscrit donc com-
plètement dans la biologie des systèmes et le travail présenté dans cette thèse
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représente un premier pas dans cette approche du vivant, qualifiée parfois de
biologie intégrative. Les analyses préliminaires, qui ont été réalisées à partir
des profils d’expression obtenus, ont permis de montrer certaines corrélations
entre expression des gènes et conditions biologiques. Cependant l’utilisation
des seuls résultats de puces à ADN n’offre pas la possibilité d’aborder complè-
tement les éléments de régulation chez Buchnera. Cette information sur les pro-
fils d’expression est nécessaire pour caractériser la structure du réseau de gè-
nes, mais elle n’est pas suffisante pour modéliser de façon complète leur
dynamique et les propriétés fonctionnelles. Pour poursuivre ce travail, il sera
donc nécessaire d’intégrer d’avantage de données. Pour cela, des études devront
également être initiées au niveau protéomique afin d’associer à l’étude de
l’expression des gènes l’analyse de la quantité de protéines obtenues et de leurs
modifications (Hecker et Engelmann, 2000). Enfin, il sera nécessaire d’intégrer
des données cinétiques pour modéliser la dynamique du réseau. En effet, la plu-
part des voies métaboliques sont actuellement représentées dans un plan, mais il
deviendra sans doute essentiel dans les années à venir de représenter également
les informations spatiales et dynamiques (Shapiro et Losick, 2000). Cette bio-
logie in silico est un premier pas vers la compréhension des mécanismes sous-
jacents aux phénomènes d’émergence dans les systèmes vivants. Elle permettra
certainement de vérifier que « le tout est plus que la somme des parties »
(Gibbs, 2001).
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« Si nous sommes dans la bonne direction, tout ce que nous avons à
faire, c’est de continuer à marcher. »
Sagesse bouddhiste

L’histoire de cette thèse a débuté autour du modèle de la symbiose en-
tre la bactérie Buchnera aphidicola et le puceron du pois Acyrthosiphon pisum,
avec pour toile de fond l’adaptation du métabolisme de Buchnera aux besoins
de son hôte. Pour tenter de répondre à cette problématique, il a été décidé au la-
boratoire d’appréhender de façon globale les réponses métaboliques de Buchne-
ra, en étudiant son transcriptome par la technologie des puces à ADN. La réali-
sation de telles expérimentations a donc nécessité la conception d’une puce à
ADN dédiée à Buchnera. Dans ce contexte à la fois biologique et méthodologi-
que, les objectifs de cette thèse ont été à la fois de tenter de lever une partie de
l’énigme de la régulation de l’expression des gènes chez Buchnera, et
d’apporter une contribution à la bioinformatique des puces à ADN, pour les dif-
férentes étapes de leur utilisation (cf. Figure D.1).

D’un point de vue méthodologique, ce travail a permis le développe-
ment de ROSO, un logiciel de Recherche et d’Optimisation de Sondes Oligonu-
cléotidiques qui est utilisé par la communauté scientifique sur le site du PBIL.
De nombreuses évolutions peuvent être envisagées pour adapter ROSO à des
applications dépassant l’étude du transcriptome, et notamment la détermination
de sondes destinées au génotypage. L’utilisation de ROSO pour déterminer des
sondes spécifiques sur le génome de Buchnera a abouti à la mise au point d’une
démarche originale d’utilisation du logiciel. Cette démarche a été appliquée par
la suite pour déterminer des sondes pour divers utilisateurs de puces. Les son-
des obtenues pour Buchnera ont été utilisées pour concevoir une puce dédiée.
De nombreux développements expérimentaux ont ensuite été réalisés sur une
mini-puce puis sur la puce complète. Ils ont permis d’une part de choisir les
techniques les plus adaptées à une utilisation optimale de la puce, et d’autre
part, de définir un protocole complet d’acquisition des données permettant de
passer de l’image des lames à des données filtrées, normalisées et moyennées.
De nouveaux développements sont actuellement en cours au laboratoire pour
mettre en place une technique de normalisation basée sur l’utilisation de l’ADN
génomique. Elle permettra de réaliser des comparaisons entre les expériences
déjà réalisées et celles à venir. Enfin, l’utilisation de méthodes originales
d’analyse des gènes différentiels a été initiée, avec notamment l’utilisation du
regroupement des gènes en catégories fonctionnelles, ou encore la visualisation
des données génomiques sur des cartes métaboliques. Il est à présent essentiel
d’y associer l’application d’ontologies au moyen d’outils comme la bibliothè-
que Gene Ontology de Bioconductor.
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Figure D.1 Représentation schématique du travail réalisé dans cette thèse pour cha-

cune des étapes d’utilisation d’une puce à ADN.

D’un point de vue biologique, l’utilisation de la puce dédiée à Buchne-
ra a offert la possibilité d’étudier le transcriptome de bactéries issues de puce-
rons élevés sur des milieux contenant des quantités variables d’acides aminés
essentiels et de saccharose. Des études préliminaires ont montré une corrélation
entre l’organisation du génome et les niveaux d’expression. Les gènes les plus
exprimés chez Buchnera sont en effet les plus riches en bases G et C et sont lo-
calisés préférentiellement sur le brin direct et à proximité de l’origine de répli-
cation. De nombreuses analyses devront compléter ces premiers résultats, et
notamment en ce qui concerne l’usage des codons et l’étude des quantités
d’ARN de transfert disponibles. Pour de nouvelles études des niveaux
d’expression des gènes en fonction de la localisation, il sera important de ne
pas négliger l’organisation spatiale du génome, qui est essentielle à sa fonction.
Des approches structurales et biochimiques réalisées chez Escherichia coli ont
d’ailleurs montré que des gènes, présentant des niveaux d’expression similaires
et sous le contrôle d’un même régulateur, sont disposés sur le chromosome se-
lon une périodicité correspondant au nombre de boucles formées par le super-
enroulement de l’ADN (Kepes, 2004). Une telle périodicité, si elle existe chez
Buchnera, pourrait certainement guider la recherche d’éléments de régulation
dans le génome.

En ce qui concerne les aspects physiologiques, les premiers résultats
obtenus indiquent que Buchnera est capable de réguler son expression génique
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et de réorienter son métabolisme pour s’adapter aux besoins de son hôte. En ef-
fet, une demande accrue du puceron, liée à une croissance importante ou à un
milieu nutritionnel inadapté, se traduit par une activation de l’expression des
gènes impliqués dans les phénomènes de division cellulaire, dans le métabo-
lisme de certains acides aminés essentiels et une modification de l’expression
de certains gènes du métabolisme des sucres. Parallèlement à ces activations, il
semble qu’il existe une surexpression des gènes codant, pour certaines protéines
du complexe flagellaire, pour le système de sécrétion sec, pour une porine et
pour deux protéines de transport hypothétiques. Il est donc probable que ces
différents systèmes sont utilisés par la bactérie pour exporter les acides aminés
essentiels vers son hôte. Enfin, cette étude pointe un système de régulation po-
tentiel de la fourniture des acides aminés essentiels, avec des variations de
l’expression d’une enzyme permettant la biosynthèse d’une polyamine, éven-
tuellement impliquée dans des phénomènes de régulation de la structure du
chromosome. Ces résultats obtenus sur puce à ADN nécessitent à présent des
validations expérimentales des niveaux d’expression observés, qui seront réali-
sées pour certains gènes clés par RT-PCR quantitative. Il sera également néces-
saire de compléter les analyses et d’approfondir les premières interprétations
qui ont été réalisées dans cette thèse.

De nombreuses interrogations demeurent pour élucider complètement
les interactions symbiotiques entre Buchnera et le puceron. En effet, si les pre-
miers résultats obtenus indiquent que Buchnera est capable d’adapter son méta-
bolisme à la demande du puceron, il reste maintenant à comprendre comment.
Seule une démarche multicritère est susceptible d’appréhender cette question
dans sa globalité et sa complexité (Gibbs, 2001).

Une première partie des réponses pourra être apportée par des utilisa-
tions variées de la puce. Des études cinétiques offriront la possibilité d’étudier
la dynamique des profils d’expression et l’utilisation de la puce dans des
conditions très différentes permettra d’obtenir un panorama des réponses de
Buchnera. Il sera par exemple possible d’étudier l’influence de Buchnera dans
l’adaptation des pucerons à des plantes hôtes spécifiques (Luzerne, Pois ou Trè-
fle), ou l’influence de Buchnera au cours du développement des pucerons (avec
des Buchnera prélevées à différents stades embryonnaires et larvaires ou encore
chez des pucerons âgés). Par ailleurs, si l’analyse du transcriptome de Buchnera
était certainement le premier niveau à considérer pour l’étude de la régulation
de l’expression des gènes, il est important de conserver à l’esprit que les infor-
mations obtenues ne sont pas suffisantes. Pour les compléter, il sera nécessaire
de relier quantités d’ARN et de protéines par des études du protéome de Buch-
nera (Greenbaum et al., 2002).
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Dans le système complexe de la symbiose, une autre partie des répon-
ses ne pourra être obtenue qu’avec l’acquisition de connaissances sur l’hôte.
Des connaissances sur le génome du puceron permettront par exemple d’étudier
les éventuelles translocations de gènes de la bactérie dans le noyau de son hôte.
Pour cela, un consortium international de la Génomique des Pucerons40 a été
créé à Paris en juin 2003 (IAGC pour International Aphid Genomics Consor-
tium). Ce Consortium, qui regroupe des laboratoires de onze pays, a proposé le
séquençage du génome du puceron du pois, Acyrthosiphon pisum, mais aussi le
développement d’une puce contenant des EST de pucerons, qui a été réalisée au
laboratoire de Biologie des Organismes et des Populations appliquées à
la Protection des Plantes de l’INRA de Rennes (Denis Tagu). Il ne fait aucun
doute que la connaissance de l’expression des gènes chez le puceron apportera
un éclairage nouveau à l’étude de l’expression des gènes chez Buchnera.

Enfin, l’étude du couple symbiotique pourra certainement s’enrichir de
toutes les recherches initiées sur le pois et la luzerne, qui en tant que plantes
hôtes du puceron représentent le dernier élément d’un système d’interactions à
trois partenaires.

Les réponses qui seront accumulées au fil des expériences constitue-
ront la base nécessaire à une démarche de modélisation. Dans ce contexte de re-
cherche résolument collectif et pluridisciplinaire, il sera également essentiel
d’intégrer les réflexions sur la complexité et sur l’importance de la modélisa-
tion et de la simulation qui ont été initiées en sciences humaines (Kepes, 2001).
L’enjeu pour les années à venir sera finalement de rassembler toutes les pièces
du puzzle en un ensemble cohérent, de façon à aboutir à la compréhension du
fonctionnement global de Buchnera. Les premières pièces de ce puzzle com-
mencent tout juste à être assemblées, mais comme le disait George Pérec41 :

«On peut regarder une pièce de puzzle pendant trois jours et croire
tout savoir de sa configuration et de sa couleur sans avoir le moins du
monde avancé : seule compte la possibilité de relier cette pièce à
d’autres pièces […] ; seules les pièces rassemblées prendront un ca-
ractère lisible, prendront un sens : considérée isolément une pièce
d’un puzzle ne veut rien dire ; elle est seulement question impossible,
défi opaque ; mais à peine a-t-on réussi, au terme de plusieurs minutes
d’essais et d’erreur, ou en une demi-seconde prodigieusement inspi-
rée, à la connecter à l’une de ses voisines, que la pièce disparaît,
cesse d’exister en tant que pièce : l’intense difficulté qui a précédé ce

40http://www.princeton.edu/%7Edstern/AphidResLinks.htm.
41Pérec, G. La vie mode d’emploi. Hachette/POL, Paris (1978).
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rapprochement, et que le mot puzzle – énigme – désigne si bien en an-
glais, non seulement n’a plus de raison d’être, mais semble n’en avoir
jamais eu, tant elle est devenue évidence : les deux pièces miraculeu-
sement réunies n’en font plus qu’une, à son tour source d’erreur,
d’hésitation, de désarroi et d’attente. » 
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1
1 Paramètres thermodynamiques du

modèle du plus proche voisin

1.1 Termes d’initiation et de symétrie
Le calcul des enthalpies, des entropies et des énergies libres

d’hybridation entre deux brins d’ADN intègre un paramètre d’initiation et un
paramètre de symétrie qui sont rassemblés dans le Tableau F.1.1.

Tableau F.1.1 Table des termes de symétrie et d’initiation pour le calcul des énergies

d’hybridation d’une solution à pH 7 contenant 1 M de NaCl (d’après Santalucia, 1998).

ΔH en
kcal.mol-1

ΔS en
cal.mol-1

ΔG en
kcal.mol-1

Initiation 0,1 -2,8 0,98
Initiation (séquences ne contenant
que des A et des T) 2,3 4,1 1,03

Symétrie 0 -1,4 -0,4

1.2 Cas des hybrides homologues
Les paramètres d’hybridation entre deux brins parfaitement homolo-

gues, utilisés pour le calcul des Tm, sont intégrés dans le Tableau F.1.2.
L’explication de la lecture de ce tableau est présentée sur la Figure F.1.1.

Tableau F.1.2 Table des énergies d’interaction entre bases homologues pour une so-

lution à pH 7 contenant 1 M de NaCl. L’enthalpie (ΔH) est exprimée en kcal.mol-1 et

l’entropie (ΔS) en cal.mol-1 (d’après Santalucia, 1998). La première base d’un couple

de nucléotides au sein d’une séquence est lue en ligne et la seconde en colonne.

A T C G
ΔH ΔS ΔH ΔS ΔH ΔS ΔH ΔS

A -7,9 -22,2 -7,2 -20,4 -8,4 -22,4 -7,8 -21,0
T -7,2 -21,3 -7,9 -22,2 -8,2 -22,2 -8,5 -22,7
C -8,5 -22,7 -7,8 -21,0 -8,0 -19,9 -10,6 -27,2
G -8,2 -22,2 -8,4 -22,4 -9,8 -24,4 -8,0 -19,9
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Figure F.1.1 Exemple de lecture d’un couple de nucléotides dans la table contenant

les données thermodynamiques d’énergie d’interaction entre bases parfaitement ho-

mologues. Sur la séquence, pour chaque couple de bases contiguës, la base située à

gauche (base G) est lue en ligne et la base située à droite (base D) en colonne.

1.3 Cas des hybrides avec mésappariements
Les paramètres d’hybridation entre deux brins présentant des mésappa-

riements ont été associés à ceux des hybridations entre brins homologues dans
le Tableau F.1.3. Ce tableau est utilisé pour le calcul des énergies libres de for-
mation des tiges des épingles à cheveux et des homodimères. L’explication de
sa lecture est présentée sur la Figure F.1.2. Un tableau supplémentaire (Tableau

F.1.4) contient les paramètres associés à la formation des boucles dans les épin-
gles à cheveux.
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Tableau F.1.3 Table des enthalpies (ΔH en kcal.mol-1) et des entropies (ΔS en

cal.mol-1) d’hybridation pour une solution à pH 7 contenant 1 M de NaCl. Les deux di-

mensions de la table utilisée dans ROSO correspondent aux deux lignes de chaque

case de la table. La première ligne contient les valeurs des enthalpies et la seconde

les valeurs des entropies. La valeur 0 a été utilisée pour l’enthalpie comme pour

l’entropie lorsqu’il n’existe pas de données thermodynamiques disponibles. Le couple

de nucléotides du brin 3’ est lu en ligne et le couple du brin 5’ en colonne.

(d’après Allawi et Santalucia, 1997 ; Allawi et Santalucia, 1998a ; Allawi et Santalucia,

1998b ; Allawi et Santalucia, 1998c ; Peyret et al., 1999 ; Santalucia, 1998)

A
A

A
T

A
C

A
G

T
A

T
T

T
C

T
G

C
A

C
T

C
C

C
G

G
A

G
T

G
C

G
G

A
A 0 4,7

12,9 0 0 1,2
1,7 0 0 0 0 0 0 -2,9

-9,8 0 0 -0,9
-4,2 0

A
T

1,2
1,7

-7,9
-22,2

2,3
4,6

-0,6
-2,3

-7,2
-20,4

-2,7
-10,8

-1,2
-6,2

-2,5
-8,3

5,3
14,6

0,7
0,2

0,0
-4,4

-8,4
-22,4

-0,7
-2,3

1,0
0,9

-7,8
-21,0

-3,1
-9,5

A
C 0 7,6

20,2 0 0 5,3
14,6 0 0 0 0 0 0 -0,7

-3,8 0 0 0,6
-0,6 0

A
G 0 3,0

7,4 0 0 -0,7
-2,3 0 0 0 0 0 0 0,5

3,2 0 0 -4,1
-13,2 0

T
A

4,7
12,9

-7,2
-21,3

3,4
8,0

0,7
0,7

-7,9
-22,2

0,2
-1,5

1,0
0,7

1,3
-5,3

7,6
20,2

1,2
0,7

6,1
16,4

-8,2
-22,2

3,0
7,4

-0,1
-1,7

-8,5
-22,7

1,6
3,6

T
T 0 0,2

-1,5 0 0 -2,7
-10,8 0 0 0 0 0 0 -2,2

-8,4 0 0 -5,0
-15,8

5,8
16,3

T
C 0 1,2

0,7 0 0 0,7
0,2 0 0 0 0 0 0 2,3

5,4 0 0 -0,8
-’,5 0

T
G 0 -0,1

-1,7 0 0 1,0
0,9 0 0 0 0 0 0 3,3

10,4 0 -1,4 -4,1
-11,7 0

C
A 0 3,4

8,0 0 0 2,3
4,6 0 0 0 0 0 0 5,2

14,2 0 0 1,9
3,7 0

C
T 0 1,0

0,7 0 0 -1,2
-6,2 0 0 0 0 0 0 5,2

13,5 0 0 -1,5
-6,1 0

C
C 0 6,1

16,4 0 0 0,0
-4,4 0 0 0 0 0 0 3,6

8,9 0 0 -1,5
-7,2 0

C
G

-0,9
-4,2

-8,5
-22,7

1,9
3,7

-0,7
-2,3

-7,8
-21,0

-5,0
-15,8

-1,5
-6,1

-2,8
-8,0

0,6
-0,6

-0,8
-4,5

-1,5
-7,2

-8,0
-19,9

-4,0
-13,2

-4,1
-11,7

-10,8
-27,2 -4,9

G
A 0 0,7

0,7 0 0 -0,6
-2,3 0 0 0 0 0 0 -0,6

-1,0 0 0 -0,7
-2,3 0

G
T 0 -1,3

-5,3 0 0 -2,5
-8,3 0 0 4,1

9,5 0 0 0 -4,4
-12,3 0 5,8

16,3
-2,8
-8,0 0

G
C

-2,9
-9,8

-8,2
-22,2

5,2
-22,2

-0,6
-14,2

-8,4
-22,4

-2,2
-8,4

5,2
13,5

-4,4
-12,3

-0,7
-3,8

2,3
5,4

3,6
8,9

-9,8
-24,4

0,5
3,2

3,3
10,4

-8,0
-19,9

-6,0
-15,8

G
G 0 1,6

3,6 0 0 -3,1
-9,5 0 0 0 0 0 0 -6,0

-15,8 0 0 -4,9
-15,3 0
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Figure F.1.2 Exemple de lecture d’un couple de nucléotides dans la table contenant

les données thermodynamiques d’énergie d’interaction entre bases pouvant présenter

des mésappariements.

1.4 Paramètres d’énergie libre de formation des boucles
Les paramètres de formation des boucles dans les épingles à cheveux

ont été rassemblés dans le Tableau F.1.4.

Tableau F.1.4 Énergies libres de formation des boucles des épingles à cheveux (en

kcal.mol-1). L’énergie libre de formation d’une boucle dépend uniquement de sa taille

(d’après Freier et al., 1986 ; Groebe et Uhlenbeck, 1988).

Taille de la boucle
(en bases)

ΔG
(en kcal.mol-1)

Taille de la boucle
(en bases)

ΔG
(en kcal/mol)

3 5,2 23 7,7
4 4,5 24 7,9
5 4,4 25 8,1
6 4,3 26 8,3
7 4,1 27 8,4
8 4,1 28 8,6
9 4,2 29 8,8
10 4,3 30 8,9
11 4,5 31 9,1
12 4,9 >32 9,7
13 5,2 >40 10,2
14 5,6 >45 10,6
15 5,8 >50 11,0
16 6,1 >55 11,3
17 6,4 >60 11,5
18 6,7 >65 11,7
19 6,9 >70 11,9
20 7,1 >80 12,1
21 7,3 >90 12,2
22 7,5 >100 12,3
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2
2 Protocoles d’utilisation des lames

QUANTIFOIL® et ROSA® en
hybridation manuelle

2.1 Traitement des lames
Le protocole de traitement des lames QUANTIFOIL® est donné dans

la partie « matériel et méthodes » du chapitre 3.
En ce qui concerne les lames ROSA®, une première étape de traite-

ment permet la fixation des sondes sur les lames immédiatement après leur dé-
pôt. Pour cela, les lames sont séchées et incubées une nuit à température am-
biante dans le tampon RosaBlock1TM (Rosa Tech). Les lames sont ensuite lavées
à température ambiante, 2 fois 2 minutes dans de l’éthanol absolu, et 1 fois 2
minutes dans de l’eau ultra-pure. Elles sont ensuite rincées, 3 fois 1 minute
dans du SDS 0,1 %, (Flüka, Buchs, Suisse), et 1 fois 2 minutes dans de l’eau
ultra-pure, de façon à éliminer les sondes qui ne sont pas liées à la lame.

Une seconde étape permet de bloquer tous les sites d’hybridation aspé-
cifique sur les lames. Les lames sont incubées 20 minutes à température am-
biante et en agitation, dans une solution [anhydride succinique (Flüka), 6 g ; 1-
methyl-2-pyrrolidone (Flüka), 325 ml ; borate de sodium 1 M, pH 8, 25 ml].
Les lames sont ensuite rincées à température ambiante dans de l’eau distillée
portée à 95 °C, puis 1 fois 1 minute dans de l’éthanol 95 % et finalement sé-
chées par centrifugation 1 minute à 2000 g. Une fois ce traitement réalisé, les
lames sont conservées à 4 °C et sous dessiccateur.

2.2 Pré-hybridation
L’étape de pré-hybridation permet de réduire l’adsorption non spécifi-

que des cibles fluorescentes sur les lames. Elle est réalisée juste avant
l’hybridation. Le protocole diffère légèrement en fonction du type de lame utili-
sée.

Les lames QUANTIFOIL® sont incubées 60 minutes, à température
ambiante et en agitation, dans un tampon de pré-hybridation [SSC 3X ; SDS
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0,2 % ; BSA 1 %], puis rincées 3 fois 2 minutes dans l’eau ultra-pure et finale-
ment séchées par centrifugation 1 minute à 2000 g.

Les lames ROSA® sont incubées 60 minutes à 42 °C et en agitation,
dans une solution [SSC 5X ; Albumine de Sérum Bovin 1 % (BSA, fraction V)
(Miles Inc., Kankakee, IL, USA) ; SDS 0.1 %]. Elles sont ensuite rincées
2 minutes dans l’eau ultra-pure et 30 secondes dans l’isopropanol, puis finale-
ment séchées par centrifugation 1 minutes à 2000 g.

2.3 Hybridation et lavages
Les cibles marquées sont re-suspendues dans 50 µl de tampon

d’hybridation QuantifoilbM (Quantifoil) pour les lames QUANTIFOIL® ou dans
15 µl de tampon d’hybridation ArrayhybM Tlow temperature (Sigma-Aldrich)
pour les lames ROSA®. Elles sont ensuite dénaturées par incubation 5 minutes
à 95 °C et centrifugées 5 minutes à 12000 g. Elles sont finalement refroidies
10 minutes à température ambiante, puis déposées sur les lames.

Les lames sont ensuite recouvertes d’une lamelle (Sigma-Aldrich),
placées dans une chambre à hybridation (Proteigene, Saint Marcel, France) et
incubées 16 heures à 42 °C. Une fois l’hybridation terminée, les lames subis-
sent un cycle de lavages comprenant plusieurs étapes. La lamelle est décollée
par agitation dans un bain [SSC 2X, SDS 0,1 %]. Les lames sont lavées succes-
sivement dans le bain n°1 [SSC 2 X, SDS 0,1 %], 5 minutes à 42 °C, le bain n°2
[SSC 0,1 X, SDS 0,1 %], 2 fois 10 minutes à température ambiante et le bain
n°3 [SSC 0,1 X], 2 fois 2 minutes à température ambiante. Elles sont finalement
rincées rapidement dans de l’eau ultra-pure et séchées par centrifugation 1 mi-
nute à 2000 g.



Partie F
Annexes / Préparation des milieux artificiels pour l’élevage des pucerons

315

3
3 Préparation des milieux artificiels

pour l’élevage des pucerons

3.1 Milieu AP3
Le milieu utilisé est le milieu complet AP3 dont la composition a été

définie à partir de l’analyse biochimique de carcasses de pucerons (Febvay et
al., 1988). Il permet un développement correct des pucerons sur une génération
entière bien que le poids des adultes obtenus soit légèrement inférieur à celui
des pucerons élevés sur plante hôte. Le rapport saccharose/acides aminés de ce
milieu est de 2,25.

La composition complète du milieu est présentée dans le Tableau

F.3.1. La solution de micro-composants est préparée avec les vitamines (4), les
métaux (5) et autres composés (6) qui sont pesés sur une microbalance et dis-
sous dans 200 ml d’eau ultra-pure. Les acides aminés et le saccharose sont pe-
sés individuellement sur une microbalance puis dissous dans 40 ml d’eau ultra-
pure et 20 ml de la solution de micro-composants (diluée 5 fois). Le KH2PO4 est
ensuite ajouté et dissous par agitation. Une solution de KOH (5 M) est utilisée
pour obtenir un pH de 7,5 et le volume final est ajusté avec de l’eau distillée à
100 ml. Le milieu est finalement filtré à travers une membrane de pores de
0,45 µm de diamètre (Millipore) et stocké à –20°C.
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Tableau F.3.1 Composition du milieu AP3 (pour 100 ml de milieu).

N° Produit PM mM masse (en mg)
1 Saccharose 342,3 584,28 20000,00
2 Acides aminés L

Alanine 89,09 20,06 178,71
β-alanine 89,10 0,70 6,22
Arginine 174,20 14,06 244,90

Asparagine H20 150,14 19,88 298,55
Acide aspartique 133,11 6,63 88,25

Cystéine 121,16 2,44 29,59
Acide glutamique 147,13 10,15 149,36

Glutamine 146,15 30,49 445,61
Glycine 75,07 22,19 166,56

Histidine HCl H2O 209,63 6,49 136,02
Isoleucine 131,18 12,56 164,75

Leucine 131,18 17,65 231,56
Lysine Hcl 182,65 19,22 351,09
Méthionine 149,21 4,85 72,35

Ornithine HCl 168,62 0,56 9,41
Phénylalanine 165,19 17,83 294,53

Proline 115,13 11,23 129,33
Sérine 105,09 11,83 124,28

Thréonine 119,12 10,67 127,16
Tryptophane 204,23 2,09 42,75

Tyrosine 181,19 2,13 38,63
Valine 117,15 16,29 190,85

Total 260,01 3520,45
3 Divers

Citrate de calcium 10,00
Benzoate de cholestérol 2,50

MgSO4 7H20 242,00
4 Vitamines

Acide p-aminobenzoique 10,00
Acide L-ascorbique 100,00

Biotine 0,10
D-panthothénate de calcium 5,00

Chlorure de choline 50,00
Acide folique 1,00

Inositol anhydre 42,00
Amide nicotinique 10,00

Pyridoxine HCl 2,50
Riboflavine 0,50

Thiamine HCl 2,50
5 Métaux traces

CuSO4 5H20 0,47
FeCl3 6H2O 4,45

MnCl2 4H2O 0,65
NaCl 2,54

ZnCl2 0,83
6 KH2PO4 250,00
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3.2 Milieux utilisés à l’Université d’York
Les solutions d’acides aminés, de minéraux et de vitamines sont prépa-

rées selon la composition donnée dans le Tableau F.3.2 et conservées à –20 °C.
La solution de minéraux est préparée par dilution des composés dans 10 ml
d’eau distillée, puis divisée en aliquotes de 0,1 ml, et celle de vitamines par di-
lution dans 5 ml d’eau distillée et formation d’aliquotes de 0,5 ml. La solution
d’acides aminés contenant 50 % d’acides aminés essentiels est préparée en di-
luant l’ensemble des acides aminés dans 50 ml d’eau distillée. La solution à
25 % d’acides aminés essentiels est préparée en diluant les acides aminés es-
sentiels et non essentiels, respectivement, dans 12,5 ml et 37,5 ml d’eau distil-
lée. Les deux solutions d’acides aminés sont stockées en aliquotes de 5 ml.

Les milieux sont préparés en mélangeant 5 ml de solution d’acides
aminés, 0,1 ml de solution de minéraux et 0,1 ml de solution de vitamines. La
solution de saccharose est préparée dans 3 ml d’eau distillée et ajoutée au mé-
lange précédent. La solution de phosphate est préparée par dissolution du
K2HPO4 dans 1 ml d’eau distillée. Son pH est contrôlé entre 7,0 et 7,5 puis la
solution est ajoutée au mélange précédent et le volume total est ajusté à 10 ml
avec de l’eau distillée. Le milieu obtenu est finalement filtré à travers une
membrane de pores de 0,45 µm de diamètre (Millipore).
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Tableau F.3.2 Composition des milieux.

Produits (Sigma-Aldrich) Masse (en mg)
Acides aminés L non essentiels 25 ml (50 %) ou 37,5 ml (25 %)

Alanine 52
Asparagine 190

Acide aspartique 191
Cystéine 35

Acide glutamique 126
Glutamine 253

Glycine 12
Proline 65
Sérine 61

Tyrosine 12
Arginine 252

Acides aminés L essentiels 25 ml (50 %) ou 12,5 ml (25 %)
Histidine 135

Isoleucine 114
Leucine 114

Lysine 127
Méthionine 42

Phénylalanine 48
Thréonine 103

Tryptophane 59
Valine 103

Minéraux 10 ml
FeCl3 6H2O 11
CuCl2 4H2O 2
MnCl2 6H20 4

ZnSO4 17
Vitamines 5 ml

Biotine 0,1
Pantothénate 5

Acide folique 2
Acide nicotinique 10

Pyridoxine 2,5
Thiamine 2,5

Choline 50
Myo-inositol 50

Saccharose 3 ml
Acide ascorbique 10

Acide citrique 1
MgSO4 7H2O 20

Saccharose 1,7 (0,5 M) ou 3.4 (1 M)
Phosphate 1 ml

K2HPO4 115
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4
4 Listes des gènes exprimés de façon

différentielle
Les liste de gènes obtenus à partir des tests Fs et F3, réalisés sur le

terme d’interaction aa : saccharose et sur les facteurs aa et saccharose sont
présentées respectivement dans les Tableau F.4.1, Tableau F.4.2 et Tableau

F.4.3

Tableau F.4.1 Liste des gènes exprimés de façon différentielle pour le terme

d’interaction aa : saccharose (obtenue avec les tests F3 et Fs, seuil de significativité

de la probabilité associée à chaque gène : 0,05). M25 et M50 représentent les rap-

ports M estimés pour les concentrations en saccharose (0,5 M : 1 M), respectivement

pour des taux d’acides aminés essentiels de 25 et 50 %. M1 et M0,5 représentent les

rapports M estimés pour les taux d’acides aminés essentiels (50 % : 25 %), respecti-

vement pour des concentrations en saccharose de 1 et 0,5 M.
BU Nom M25 M50 M1 M0,5
BU579 HslU 0,09705212 -0,1626623 0,12709398 -0,1326204
BU279 trpC -0,1099045 0,15906373 -0,1383596 0,13060865
BU311 aroA -0,08471 0,1770068 -0,123181 0,13853585
BU534 argD -0,0907828 0,14758327 -0,1492845 0,08908154
BU044 tRNA-Thr 0,32547765 -0,8554664 0,51860559 -0,6623385
BU244 tRNA-Ile -1,0745349 0,86281359 -0,9023197 1,03502873
BU379 tRNA-Leu 0,50601243 -0,8112807 0,62872002 -0,6885731
BU540 tRNA-Ser 0,28565275 -0,4835344 0,14902686 -0,6201603
BU557 tRNA-Asn -0,2559035 0,47608924 -0,5487138 0,18327894
BU558 tRNA-Met 0,66586992 -1,3323556 0,80138326 -1,1968422
BU593 tRNA-Pro 0,24431826 -0,6616692 0,38611813 -0,5198694
BU601 tRNA-Trp 0,28278539 -0,5943955 0,27954108 -0,5976398
BU059 ribB 0,13845907 -0,1765103 0,13856096 -0,1764084
BU591 hemC 0,7472029 -0,9579783 0,86243616 -0,842745
BU592 hemD 0,41663982 -0,7642888 0,4097793 -0,7711493
BU024 ftsY -0,112162 0,221432 -0,2371273 0,09646667
BU110 mesJ 0,12708539 -0,1774909 0,22196489 -0,0826114
BU080 fliM -0,0678536 0,14813739 -0,1157628 0,10022819
BU264 mltE -0,2316862 0,19041902 -0,2015599 0,22054527
BU337 flgB -0,206313 0,43843071 -0,3747814 0,26996234
BU339 flgD -0,1184826 0,20882744 -0,1945512 0,13275881
BU341 flgF -0,1499883 0,21938706 -0,1718643 0,19751102
BU359 ompF 0,04972747 -0,1465001 0,10109459 -0,095133
BU252 grpE1 0,30384588 -0,6639849 0,49133784 -0,4764929
BU605 hscA 0,31523145 -0,3474767 0,38669774 -0,2760104
BU168 cvpA 0,01578941 -0,3057017 0,15808862 -0,1634025
BU188 rnt -0,2299516 0,22783618 -0,2197471 0,23804061
BU283 sohB -0,0681495 0,11788727 -0,113994 0,07204275
BU347 rne 0,46812447 -0,5002305 0,46551468 -0,5028403
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BU Nom M25 M50 M1 M0,5
BU016 thdF -0,0643575 0,13088715 -0,0952863 0,09995828
BU007 atpG 0,3380585 -0,6200274 0,51438014 -0,4437058
BU094 tktB 0,17602393 -0,1535077 0,15452083 -0,1750108
BU299 fldA 0,40094243 -0,4873701 0,47931869 -0,4089939
BU417 eno -0,099867 0,19146809 -0,1496965 0,14163866
BU450 pgk -0,0806586 0,15206132 -0,1323069 0,1004131
BU469 cyoD 0,26268878 -0,4787518 0,33844811 -0,4029925
BU573 pgi 0,1063305 -0,1606651 0,1606407 -0,1063549
BU092 fabB 0,22724639 -0,2462977 0,24002035 -0,2335237
BU350 fabD 0,50601297 -0,2262689 0,34591579 -0,386366
BU351 fabG -0,0725135 0,28643103 -0,1725229 0,18642165
BU052 yibN 0,25583901 -0,453038 0,3250365 -0,3838405
BU078 yba1 -0,3971264 0,36912375 -0,296276 0,46997415
BU087 ytfN -0,1704642 0,25223838 -0,306508 0,11619464
BU113 rnfA 0,06785624 -0,1703367 0,12930827 -0,1088846
BU140 surA -0,0039792 0,7268086 -0,0971252 0,63366262
BU172 hemK -0,1403155 0,12981838 -0,1747958 0,0953381
BU181 yba2 -0,1238308 0,24712695 -0,2182038 0,15275397
BU191 ychF -0,1572968 0,14499141 -0,173918 0,12837021
BU235 dxr -0,1179213 0,13367813 -0,1306556 0,12094374
BU237 yaeT -0,0989243 0,16738587 -0,1325884 0,1337218
BU363 ycbY -0,0412308 0,17995256 -0,1717166 0,0494667
BU385 yrbA -0,0784864 0,20252461 -0,1792734 0,10173763
BU395 rimM 0,58943703 -0,558532 0,54435743 -0,6036116
BU401 rluD 0,32290847 -0,5259756 0,44656906 -0,402315
BU441 yleA -0,1515055 0,25970737 -0,1708604 0,24035244
BU442 ybeY -0,1318103 0,24209496 -0,1643929 0,20951228
BU446 ybeN -0,3177308 0,50826887 -0,429985 0,39601467
BU452 yggB 0,09582978 -0,1604586 0,1579466 -0,0983418
BU467 yccK -0,0697851 0,16805296 -0,1226217 0,11521635
BU209 speE 0,1372251 -0,1027009 0,13050217 -0,1094239
BU393 ffh -0,1487827 0,20387031 -0,1836014 0,16905161
BU108 dcd 0,08599176 -0,1846689 0,13279706 -0,1378636
BU144 carB -0,1865822 0,29155967 -0,1866251 0,29151675
BU314 trxB -0,084706 0,2185284 -0,1547937 0,14844067
BU434 gmk -0,1049764 0,22240294 -0,2135506 0,11382872
BU039 nusG 0,18688908 -0,1466885 0,24003034 -0,0935473
BU085 rpmG -0,1474056 0,32958884 -0,2440729 0,23292149
BU086 rpmB -0,1860936 0,34584919 -0,2611079 0,27083487
BU128 rplT 0,11823113 -0,0737047 0,0519067 -0,1400292
BU130 pheT -0,378088 0,72114727 -0,5358828 0,56335248
BU171 prfA -0,0945674 0,10904048 -0,1082292 0,09537863
BU230 map -0,0997816 0,13464748 -0,1048935 0,12953553
BU232 tsf -0,1425581 0,1615182 -0,1287497 0,17532655
BU315 infA -0,1608669 0,17939899 -0,1574249 0,182841
BU349 rpmF -0,1187746 0,3013234 -0,211532 0,20856597
BU366 valS 1,13416695 -0,4224792 0,93506155 -0,6215846
BU387 rplU -0,1580121 0,25545074 -0,1745158 0,23894704
BU397 rplS -0,4939597 0,42667329 -0,4711862 0,4494468
BU403 alaS -0,1082988 0,28459463 -0,245302 0,14759137
BU439 lgt -0,1130908 0,20318738 -0,1629268 0,15335142
BU445 holA -0,392443 0,50643764 -0,0385954 0,86028523
BU463 nusB -0,4279242 0,35433863 -0,2307966 0,55146622
BU499 rpoA 0,13718551 -0,1243114 0,15329808 -0,1081989
BU546 dnaB 0,29539492 -0,5856258 0,64358378 -0,2374369
BU552 mutY 0,26556 -0,4689229 0,41927055 -0,3152124
BU564 rpsF 0,29661975 -0,4864841 0,43352491 -0,3495789
BU569 miaA -0,5637009 0,69379065 -0,4248838 0,8326077
BU296 ycfV -0,4335832 0,77409851 -0,5782855 0,62939613
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BU Nom M25 M50 M1 M0,5
BU318 znuC -0,1582512 0,13411421 -0,1233998 0,16896561
BU480 mdlB 0,04174204 -0,1285777 0,0882827 -0,0820371
BU587 pitA -0,2262842 0,17439397 -0,2066239 0,1940543
BU588 ynfM -0,1633473 0,12909408 -0,1566688 0,1357726

Tableau F.4.2 Liste des gènes exprimés de façon différentielle pour le facteur aa

(obtenue avec les tests F3 et Fs, seuil de significativité de la probabilité associée à

chaque gène : 0,05).
BU Nom Maa (50 % : 25 %)
BU556 yeeX -0,8688607
BU554 murI -0,7312525
BU336 flgA -0,6624382
BU582 yjeA -0,5944439
BU028 yigL -0,5682298
BU431 polA -0,5295391
BU331 tRNA-Ser -0,5122454
BU389 yhbZ -0,4684599
BU041 tRNA-Thr -0,4496004
BU413 tRNA-Leu -0,4389152
BU043 tRNA-Tyr -0,3494168
BU014 rnpA -0,288758
BU249 tRNA-Asp -0,2840372
BU067 lig -0,16239
BU549 yggS 0,10361251
BU250 lpcA 0,15008821
BUpL07 leuD 0,26551337
BU473 bolA 0,52309674
BU348 rluC 0,54424569
BU562 rplI 0,54702012
BU491 rrl 0,55674428
BU551 yggH 0,72992775
BU020 efp 0,9283778
BU418 nlpD 0,97183708
BU454 recB 1,23067351
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Tableau F.4.3 Liste des gènes exprimés de façon différentielle pour le facteur sac-

charose (obtenue avec les tests F3 et Fs, seuil de significativité de la probabilité asso-

ciée : 0,05).
BU Nom Msaccharose (0,5 : 1)
BU066 cysK 0,19385416
BU096 dapA 0,09412876
BU194 thrA 0,16826666
BU278 trpB 0,15321112
BU312 serC -0,1240491
BU438 lysA 0,17248952
BU493 aroE -0,1348901
BU538 aroB -0,14329
BU042 tRNA-Gly -0,4272141
BU068 tRNA-Lys -0,4303599
BU069 tRNA-Val -0,4472085
BU071 tRNA-Ala -0,4451801
BU249 tRNA-Asp -0,4491716
BU406 tRNA-Arg -0,3869276
BU414 tRNA-Met -0,3872472
BU457 tRNA-Met -0,3811693
BU492 tRNA-Glu -0,616071
BU043 tRNA-Tyr -0,224632
BU111 tRNA-Val -0,3325759
BU245 tRNA-Ala -0,2963255
BU575 tRNA-Gly -0,2766839
BU594 tRNA-His -0,3252207
BU595 tRNA-Arg -0,3190797
BU268 lipB 0,28939078
BU361 pncB -0,1536413
BU407 gshA 0,18017362
BU425 cysG 0,15992762
BU460 thiL 0,2351064
BU222 ftsI 0,24452958
BU223 ftsL 0,33561413
BU326 minD -0,141365
BU216 murG -0,3801495
BU218 murD -0,4201848
BU332 ompA 0,41005959
BU418 nlpD 1,09554663
BU045 murB 0,30821689
BU075 fliH -0,1533327
BU077 fliJ -0,3349085
BU186 smpA -0,1247948
BU215 murC 0,18120857
BU250 lpcA -0,1375309
BU338 flgC 0,22452568
BU576 amiB 0,269791
BU422 cysC 0,19704173
BU427 cysI -0,1288922
BU478 ppiD 0,50445839
BU019 mopA -0,135113
BU152 dnaJ 0,24123201
BU455 recD 0,78668665
BU119 nth 0,29028526
BU453 recC -0,1666726
BU182 ahpC -0,1514795
BU002 atpB 0,12939092
BU107 gnd 0,16182587
BU158 nuoF 0,18279503
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BU Nom Msaccharose (0,5 : 1)
BU305 pfkA 0,12985156
BU320 zwf 0,11830488
BU470 cyoC -0,3109655
BU118 ydgQ -0,6567922
BU254 smpB -0,4522794
BU323 yoaE -0,4911209
BU324 yeaZ 0,65186747
BU358 ycfM -0,4231385
BU389 yhbZ 0,49037693
BU419 ygbB -0,5322775
BU115 rnfC 0,10741192
BU123 yb1688 -0,2283002
BU187 ydhD 0,20826006
BU274 yciA 0,09159302
BU275 yciB 0,15907489
BU282 yciL 0,26224008
BU286 yfgB -0,1538664
BU328 yjjT -0,1342333
BU355 ycfH 0,20945587
BU532 yheN 0,21233387
BU549 yggS -0,0940282
BU585 yba4 0,18088964
BUpL02 yqhA -0,2716902
BU259 lepB 0,15614437
BU031 purH 0,15643654
BU204 guaC 0,33601772
BU362 pyrD 0,34892287
BU416 pyrG 0,13551846
BU541 deoD -0,176355
BU012 dnaA 0,63097794
BU020 efp 0,95456944
BU120 priA -0,3716237
BU431 polA -0,7780166
BU521 rplB -0,579513
BU562 rplI 0,73723368
BU035 rplL 0,14021943
BU056 dnaG 0,30894526
BU121 tyrS 0,23626291
BU131 himA 0,10979557
BU300 phrB -0,2289112
BU375 truB -0,1506802
BU377 infB -0,219146
BU390 rpsI -0,089172
BU400 fis 0,21543908
BU444 leuS 0,19039806
BU497 fmt 0,28494746
BU517 rplP -0,1698744
BU065 ptsH 0,19502815
BU572 mtlA 0,262341
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Bioinformatique des puces à ADN et application à l’analyse du

transcriptome de Buchnera aphidicola

Résumé

L’objectif de cette thèse est l’étude par la technologie des puces à ADN, du
transcriptome de la bactérie Buchnera aphidicola, qui vit en symbiose avec le
puceron du pois Acyrthosiphon pisum. Le génome extrêmement réduit de
Buchnera a perdu l’essentiel de ses gènes de régulation, mais conserve les
voies de biosynthèse permettant la production des acides aminés essentiels pour
son hôte. La première partie de cette thèse concerne le développement du
logiciel ROSO, qui permet de déterminer les sondes oligonucléotidiques
destinées aux puces. Une interface a été conçue pour son utilisation en ligne
(http://pbil.univ-lyon1.fr/roso). Dans une seconde partie, la conception et
l’utilisation d’une puce dédiée à Buchnera ont permis d’étudier le
transcriptome de la bactérie, lorsque son hôte subit un stress nutritionnel et
osmotique. Cette analyse montre que Buchnera est capable de réguler son
expression génique et de réorienter son métabolisme, pour répondre à la
demande changeante de son hôte.

Mots-clés : bioinformatique – puce à ADN – transcriptome – symbiose –
insecte – puceron – Acyrthosiphum pisum – bactérie – Buchnera – sonde –
oligonucléotide.

Bioinformatics of microarrays and application to the

transcriptome analysis of Buchnera aphidicola

Abstract

The aim of this thesis is the study of the transcriptome of the bacterium Buch-
nera aphidicola, the primary endosymbiont of the pea aphid, Acyrthosiphon pi-
sum, by microarray technology. The high interdependance between Buchnera
and the aphid caused modifications of the bacterial genome, including loss of
most regulatory genes. However, Buchnera retained the biosynthesis pathways,
for the production of essential amino acids to its host. The first part of this the-
sis relates to the development of ROSO, a software to design optimized oligo-
nucleotide probes for microarrays. An interface was conceived to allow its use
on line (http://pbil.univ-lyon1.fr/roso). In the second part, the design and the
use of a chip dedicated to Buchnera allowed to study the bacterial transcrip-
tome, under nutritionnal and osmotic stress in the diet of the aphid. This analy-
sis shows that Buchnera is able to modify its gene expression and to adapt its
metabolism to answer to changing demand of its host.

Keywords : bioinformatic – microarray – transcriptome – symbiosis – insect –
aphid – Acyrthosiphum pisum – bacteria – Buchnera – probe – oligonucleotide.


