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Résumé 

Le gène CD36 code pour  une protéine membranaire multiligand qui facilite le 

transport des acides gras à longues chaînes (AGLC) dans les tissus musculaires et fixe la 

thrombospondine sur les membranes des cellules endothéliales.  

Les études au laboratoire utilisant le souris CD36-Knockout (KO) ont démontré 

que l’absence totale d’expression de la protéine CD36 impact la fonction cardiaque ainsi que la 

sensibilité à l'insuline dans les muscles squelettiques. Les cœurs de ces souris CD36-KO 

montrent, entre autres, des signes de cardiomyopathie avec une utilisation accrue de glucose au 

lieu des AGLC.  

Dans l’une des études décrite dans ce manuscrit de thèse, nous avons pu corrigés 

ces dysfonctionnements en générant un modèle animal ; CD36-GR, où l'expression du gène 

CD36 a été rétablie dans les cœurs et des muscles  des souris KO. 

Dans une deuxième partie et afin d’identifier les réseaux de gènes impliqués dans 

l’hypertrophie cardiaque observée chez les souris KO en absence du gène CD36, une analyse 

globale d'expression des gènes en utilisant la technologie des puces à ADN a été réalisée. Nos 

résultats ont permis d’établir que l’absence d’expression du gène CD36 conduit à une régulation 

d'expression de trois groupes de gènes : ceux impliqués dans le métabolisme des AGLC, ceux 

inhibant l'angiogenèse et enfin des gènes de la restructuration cellulaire. Ces résultats semblent 

être cohérents avec les rôles joués par la protéine CD36 dans les cellules cardiaque et 

endothéliales.  

Dans un troisième article et basée sur l’analyse des ARN et des réseaux  des gènes 

et des protéines, cette étude a permit d’établir un répertoire de gènes exprimés au cours du 

développement de la myocardiopathie et d’identifier les gènes potentiellement impliqués.  

En conclusion, ces travaux de thèse ont permit de caractériser les mécanismes de 

développement de la myocardiopathie liée à la protéine CD36 et de concevoir des stratégies 

thérapeutiques aux anomalies cardiaques liées à l’absence d’expression du gène CD36. 

Mots clés : CD36, acides gras à longue chaine, Microarray, angiogenése, 

myocardiopathie hypertrophique, réseaux des gènes, réseaux des protéines. 



 

 

Summary 

CD36 gene encodes for a multiligand membrane protein that facilitates the 

transport of long chain fatty acids (LCFA) in muscle tissues and is involved in the binding of the 

thrombospondin to endothelial cell membrane. 

Different studies using CD36-Knockout (KO) mouse have demonstrated that the 

complete lack of CD36 protein expression impacts cardiac function and insulin sensitivity in 

skeletal muscles. In fact, the hearts of these CD36-KO mice showed, among others, various signs 

of cardiomyopathy with a significant use of glucose instead of LCFA. 

In one of the studies described in this thesis, we were able to solve these 

dysfunctions by generating a specific animal model, CD36-GR, where the expression of CD36 

gene was restored in the hearts and the muscles of the KO mice. 

In the second part of the thesis, a global analysis of genes expression using DNA 

chip technology was performed. The objective of this analysis is to identify the genes network 

involved in the cardiac hypertrophy observed in the KO mice in the absence of the CD36 gene. 

The results have demonstrated that the absence of CD36 gene expression leads to the expression 

regulation of three groups of genes; one group is involved in the metabolism of LCFAs, another 

one is responsible of the inhibition of angiogenesis and the last one is implicated in the cellular 

restructuring process. These outcomes are consistent with the roles of CD36 protein in cardiac 

and endothelial cells. 

In a third study, the analysis of RNAs and genes/proteins networks has permitted 

to establish a repertory of genes that are expressed during the development of myocardiopathy.  

Moreover, it has helped identifying the genes potentially involved in this process. 

In conclusion, this work has allowed to characterize various mechanisms of 

cardiomyopathy development related to the CD36 protein and to design therapeutic strategies to 

solve cardiac abnormalities that are specifically related to the absence of CD36 gene expression. 

Key words: CD36, long chain fatty acids, Microarray, angiogenesis, hypertrophic 

cardiomyopathy, genes network, proteins network. 



 

 الملخص

في الأنسجة  ترومبوسبوندين و ي يسهل نقل الأحماض الدهنية طويلة السلسلةذال ئيتشفر بروتين غشا CD36الجينات 

 العضلية ثابتة على أغشية الخلايا البطانية.

وظيفة تأثير القلب  CD36 (KO)الغياب التام للتعبير عن البروتين  ذات وقد أظهرت الدراسات المخبرية باستخدام  الفئران

( تظهر، من بين أمور أخرى، وعلامات KOوالهيكل العظمي. قلوب هذه الفئران )والحساسية للانسولين في العضلات 

 اعتلال عضلة القلب مع زيادة استخدام الجلوكوز بدلا من الأحماض الدهنية.

في واحدة من الدراسات الموضحة في هذه المخطوطة أطروحة، كنا قادرين على تصحيح هذه الخلل عن طريق توليد 

 . KO في قلوب وعضلات الفئران CD36، حيث تم استعادة التعبير عن الجين CD36-Grنموذج حيواني. 

في غياب الجينات   KO الفئران الملحوظة عندتحديد شبكات الجينات المعنية في تضخم القلب لأجل  في الجزء الثاني و

CD36 أجري تحليل التعبير الجيني العالمي باستخدام تكنولوجيا ميكروأري. وقد أظهرت نتائجنا أن غياب التعبير عن ،

CD36  في تنظيم التعبير من ثلاث مجموعات من الجينات: المتورطين في عملية التمثيل الغذائي ، وتلك التي يؤدي الجين

الجينات الخلية. ويبدو أن هذه النتائج تتفق مع الأدوار التي يلعبها البروتين  تمنع تكوين الأوعية الدموية، وأخيرا إعادة هيكلة

CD36 .في خلايا القلب والخلايا البطانية 

في المادة الثالثة، واستنادا إلى تحليل الحمض النووي وشبكات الجينات والبروتينات، سمحت هذه الدراسة إلى إنشاء مرجع 

 أن تشارك.المحتمل ير عضلة القلب وتحديد الجينات الجينات التي أعرب عنها خلال تطو

وتصميم الاستراتيجيات  CD36في هذه أطروحة لوصف آليات تطوير عضلة القلب المتعلقة ب في الختام، لقد سمح العمل

 .CD36العلاجية لتشوهات القلب المتعلقة بنقص التعبير عن الجينات 

 

 

 

 

 

الدهنية الطويلة السلسلة، ميكروأري، الأوعية الدموية، اعتلال عضلة القلب ، الأحماض CD36: الكلمات المفتاحية

 الضخامي، شبكات الجينات، شبكات البروتين.
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AG               : Acide Gras 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; 

ADNc            : Acide DésoxyriboNucléique complémentaire ; 

ADP : Adénosine DiPhosphate; 

ATP : Adénosine TriPhosphate; 

CD36 : Cluster of Differentiation 36; 

GO  : Gene Ontology; 

Gr  : GeneRescuse; 

HGNC : HUGO Gene Nomenclature Committee;   

KEGG : Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;  

Ko : knockout; 

SHR : Rat Spontanément H ypertendu ;   

Wt : Wild type ; 
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1. Le récepteur éboueur de type B: le CD36  

Le CD36 est un récepteur membranaire intégral qui fait partie de la grande famille des 

récepteurs éboueurs ou scavengers. Cette famille de récepteurs transmembranaires comprend 

plusieurs sous-familles de récepteurs qui présentent une grande variété structurelle incluant, 

entre autres, les récepteurs scavengers de classes A (SR-A), dont SR-AI, SR-AII et MARCO 

(macrophage receptor with collagenous structure) et les récepteurs scavengers de classe B 

(SR-B), qui incluent, outre notre récepteur d’intérêt CD36, CLA-1 (ou SR-BI chez la souris), 

LIMP-2 (lysosomal integral membrane protein-2) aussi appelé SR-BII, Emp et Croquemort. 

D’autres récepteurs scavengers sont aussi connus dont LOX-1 (lectin-like oxidized low-

density lipoprtotein receptor) et CD68 (macrosialine). De façon générale, les récepteurs 

scavengers sont impliqués dans l’internalisation de certains ligands, dans l’adhésion cellulaire 

ainsi que dans le transfert d’acides gras de part et d’autre de la membrane plasmique. Le 

CD36 a d’abord été identifié sur la membrane des plaquettes sanguines comme étant la 

glycoprotéine IV (gpIV) (Tandon et al., 1989a; Tandon et al., 1989b). Quelques années plus 

tard, des études ont montré que le CD36 était aussi un récepteur pour les lipoprotéines 

modifiées exprimé par les monocytes/macrophages (Endemann et al., 1993) et un transporteur 

pour les acides gras au niveau des adipocytes (Abumrad et al., 1993). Le CD36 est aussi 

connu sous l’appellation FAT/CD36 (translocase d’acide gras), SCARB3, GP88 et gpIIIb. Il 

est exprimé par une grande variété de cellules, ce qui en fait un récepteur multifonctionnel 

jouant un rôle au niveau du système cardiovasculaire, le métabolisme des acides gras, 

l’angiogenèse et la biologie des plaquettes sanguines, ainsi que dans différentes pathologies 

telles l’athérosclérose, la maladie d’Alzheimer et le diabète (Febbraio & Silverstein, 2007).  

1.1. Historique de la découverte du CD36  

Le récepteur CD36 fut initialement identifié à partir de membranes de plaquettes sanguines à la 

fin des années 1970. Un premier groupe décrivit le CD36, alors nommé glycoprotéine IV (GPIV), 

comme une protéine de 87 kDa résistante à la protéolyse lorsque des plaquettes humaines étaient 

digérées par la trypsine et la chymotrypsine. Le récepteur CD36 a par la suite été identifié par un 

autre groupe comme étant l'antigène réagissant avec l'anticorps OKM5 et fut alors nommé 

antigène OKM5. L'immunoprécipitation de l'antigène OKM5 des monocytes a mené à la 

caractérisation d'une protéine d'environ 88 kDa, soit un poids moléculaire similaire à la GPIV. Les 

termes GPIV et antigène OKM5 furent remplacés par CD36. Cependant le récepteur porta d'autres 

noms, notamment FAT (fatty acid translocase), GPIIIb (glycoprotéine IIIb et PAS IV (periodic 

acid/Schiff-positive band IV). 

 



 

 

1.2. Structure du récepteur CD36  

 
Le CD36 est localisé sur le chromosome 7q11.2 chez l’humain et sur les chromosomes 4 et 5 

chez le rat et la souris, respectivement. La séquence des nucléotides prédit une protéine 

transmembranaire de 471 acides aminés ayant un poids moléculaire d’environ 53 kDa. Le 

gène CD36 est constitué de 15 exons, mais seulement une partie de l’exon 3, l’exon 4 à 13 et 

une partie de l’exon 14 codent pour la protéine CD36 (Figure 1) (Collot-Teixeira et al., 2007; 

Rac et al., 2007). Ce récepteur est constitué d’un large domaine extracellulaire qui possède six 

cystéines reliées par trois ponts disulfure ainsi que plusieurs sites de N-glycolysation qui lui 

confère une protection contre la protéolyse. Ces sites glycosylés entraînent une augmentation 

du poids moléculaire de la protéine à environ 88 plutôt que 53 kDa (Gruarin et al., 2000; 

Hoosdally et al., 2009). De plus, le domaine extracellulaire présente plusieurs domaines 

fonctionnels dont une poche hydrophobique située entre les acides aminés 184 et 204 qui lui 

permet d’interagir avec le feuillet externe de la membrane plasmique (Figure 2) (Greenwalt et 

al., 1992). Le domaine extracellulaire est responsable de la liaison des ligands et contient des 

sites de liaison distincts pour les protéines contenant un domaine homologue à la 

thrombospondine-1 (TSP-1) (Pearce et al., 1995) et les lipoprotéines oxydées, entre autres. En 

particulier, la séquence située entre les acides aminés 155 et 183 a été identifiée comme étant 

le site responsable de la liaison avec les lipoprotéines de faible densité oxydées (LDLox) 

(Puente Navazo et al., 1996), les produits de glycation avancée (AGE) (Ohgami et al., 2001) 

et les sécrétines de l’hormone de croissance (GHRPs). La méthionine 169 a été identifiée 

comme le point de contact de l’hexaréline sur le CD36 (Demers et al., 2004). 

 

Figure 1. Représentation schématique du gène CD36 

Le gène CD36 est constitué de 15 exons. La région non-transcrite en 5’ est constituée de 

l’exon 1a, 1b, 1c, 1e, 1f, 2 et d’une partie de l’exon 3. Le restant de l’exon 3, les exons 4 à 13 

et une partie de l’exon 14 codent pour la protéine CD36, tandis que le reste de l’exon 14 et 

l’exon 15 forment la région non-transcrite en 3’ (Figure modifiée de (Collot-Teixeira et al., 

2007)). 



 

D’autres domaines de liaison pour les LDLox ont été rapportés, notamment entre les acides 

aminés 28-93 et 120-155 (Pearce et al., 1998). Il existe aussi deux domaines nommés CLESH 

(CD36 LIMP-II Emp sequence homology) qui sont impliqués dans la liaison et 

l’internalisation des cellules apoptotiques, et qui agissent de concert avec le complexe 

intégrine (αvβ3)/TSP-1 (Savill et al., 1992; Navazo et al., 1996; Dawson et al., 1997; 

Simantov et al., 2001). La protéine CD36 comporte aussi deux domaines transmembranaires 

et deux petits domaines cytoplasmiques de sept à treize acides aminés, chacun caractérisé par 

la présence de cystéines palmitoylées aux positions 3, 7, 464 et 466 (Figure 2) (Tao et al., 

1996). La palmitoylation joue un rôle essentiel dans le positionnement du CD36 au niveau des 

cavéoles et des radeaux lipidiques (Febbraio & Silverstein, 2007). Les deux domaines 

cytoplasmiques, N- et C-terminal, sont nécessaires pour que le CD36 soit exprimé à la surface 

membranaire. Il a été montré que le domaine C-terminal joue un rôle important dans la 

liaison, l’internalisation et la dégradation des LDLox puisque la délétion du dernier acide 

aminé ou bien une modification des six derniers acides aminés du domaine cytoplasmique en 

C-terminal engendre une diminution de l’interaction entre le CD36 et le LDLox (Malaud et 

al., 2002). De plus, il a été montré que l’activation du nuclear factor kappa B (NFκB) en 

réponse à l’activation du récepteur CD36 par les LDLox nécessite que le domaine 

cytoplasmique en C-terminal soit intact (Lipsky et al., 1997). Plus récemment, l’importance 

des résidus Tyr463 et Cys464 au niveau de l’extrémité C-terminale a aussi été montrée dans 

la liaison du ligand au récepteur ainsi que dans la signalisation cellulaire (Stuart et al., 2005a). 

McDermott-Roe et al., ont, quant à eux, montré que contrairement au domaine cytoplasmique 

en C-terminal, le domaine cytoplasmique en N-terminal n’est pas essentiel à l’internalisation 

des LDLox par le CD36 (McDermott-Roe et al., 2008). 

 



 

 

Figure 2. Structure du récepteur CD36 

Le CD36 est un récepteur transmembranaire localisé dans les radeaux lipidiques de la 

membrane plasmique. Son large domaine extracellulaire contient trois ponts disulfures 

(Cys243-Cys311, Cys272-Cys333, et Cys313-Cys322), de multiples sites de N-glycosylation 

et différents domaines de liaison. Les deux petites queues cytoplasmiques contiennent des 

cystéines palmitoylées. La Tyr463 et Cys464 en C-terminal sont importantes pour la liaison 

des ligands et la cascade de signalisation intracellulaire (Figure inspirée de (Silverstein & 

Febbraio, 2009; Collot-Teixeira et al., 2007). 

1.3. Distribution et régulation de l’expression du récepteur CD36  

Le CD36 a d’abord été identifié par Bolin et al. sur la membrane des plaquettes (Bolin et al., 

1981). Par la suite, Swerlick et al. ont montré que le CD36 est présent au niveau des cellules 

endothéliales de la microvasculature, contrairement aux cellules endothéliales des gros 

vaisseaux sanguins (Swerlick et al., 1992). Les monocytes, et plus particulièrement les 

macrophages expriment aussi le CD36, et cette expression est régulée à la hausse après la 

différentiation des monocytes en macrophages (Endemann et al., 1993; Huh et al., 1996). Le 

récepteur CD36, de par son rôle facilitateur de la translocation des acides gras, est aussi 

exprimé dans les adipocytes, le muscle cardiaque et les muscles squelettiques ainsi que sur la 

muqueuse intestinale où l’on retrouve différents niveaux d’expression selon la région 



 

intestinale. Le CD36 est principalement exprimé dans la partie proximale du petit intestin, 

incluant le duodénum et le jéjunum (Nassir et al., 2007; Chen et al., 2001a). Le récepteur est 

aussi exprimé au niveau des kératinocytes, des érythrocytes, des réticulocytes, ainsi qu’au 

niveau des cellules épithéliales mammaires et rénales, des cellules dendritiques, des cellules 

de la microglie et de l’épithélium pigmentaire rétinien (Febbraio et al., 2001; Febbraio & 

Silverstein, 2007). Il a été montré que le CD36 peut aussi être exprimé au niveau des 

hépatocytes chez un modèle animal soumis à une diète riche en lipides (Koonen et al., 2007; 

Inoue et al., 2005), ainsi que dans les cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV) 

(Matsumoto et al., 2000). Ainsi, le CD36 est exprimé dans une panoplie de  La régulation de 

l’expression du récepteur CD36 (Tableau 1) a largement été étudiée dans les monocytes et les 

macrophages et quelques autres types cellulaires. L’expression du CD36 peut être régulée 

autant au niveau transcriptionnel, post-transcriptionnel que traductionnel et peut être modulée 

par l’adhérence et la différenciation cellulaire, ainsi que par divers médiateurs solubles ou par 

des récepteurs nucléaires, dont le principal est le peroxisome proliferator-activated receptor γ 

(PPARγ) (Chen et al., 2001b; Huh et al., 1995; Huh et al., 1996; Nicholson et al., 2000; Prieto 

et al., 1994; Tontonoz & Nagy, 1999; Tontonoz et al., 1998). 

 

Tableau 1. Régulation de l’expression du récepteur CD36 

Inducteurs Types cellulaires Mécanisme d'action Références 

Adhésion monocytes/macrophages 
Agit au niveau 

transcriptionnel 

(Prieto et al., 1994; 

Huh et al., 1995) 

Différentiation monocytes/macrophages 
Agit au niveau 

transcriptionnel 
(Huh et al., 1996) 

M-CSF et GM-CSF monocytes/macrophages 

différentiation des 

monocytes en 

macrophages 

(Yesner et al., 1996) 

PMA monocytes/macrophages 

différentiation des 

monocytes en 

macrophages 

(Yesner et al., 1996) 

IL-4 monocytes/macrophages 

Activation de PKC, 

activation de la 

lipoxygénase et 

production de 15d-

PGJ2 

(Feng et al., 2000; Yesner 

et al., 1996; Huang et al., 

1999) 

cholestérol cellulaire monocytes/macrophages 
Agit au niveau 

transcriptionnel 
(Han et al., 1999) 

LDL native monocytes/macrophages 
Agit au niveau 

transcriptionnel 
(Han et al., 1997) 

LDLox (9-HODE et 13-

HODE) 
monocytes/macrophages Activation du PPARγ 

(Nagy et al., 1998; Han et 

al., 1997; Fenget al., 

2000) 

15-HETE monocytes/macrophages Augmentation de (Huang et al., 1999 



 

l'expression d’IL-4 et 

PPARγ 

15d-PGJ2 monocytes/macrophages 

Ligand naturel du 

PPARγ et activation du 

PPARγ 

(Zuckerman et al., 2000; 

Han & Sidell, 2002) 

4-Hydroxynonénal (4-

HNE) 
monocytes/macrophages 

Activation de la kinase 

p38 et de la 5-

lipoxygénase 

(Yun et al., 2008; Yunet 

al., 2009) 

Insuline/glucose 
adipocytes coeur/intestin 

monocytes 

Agit au niveau 

traductionnel 

Activation de la voie 

PI3-K 

Activation de PPARγ 

(Griffin et al., 2001; 

Chabowski et al., 2004; 

Chen et al., 2006; 

Sampson et al., 2003; 

Yang et al., 2007) 

9-cis Acide rétinoïque all-

trans Acide rétinoïque 
monocytes/macrophages 

Activation des 

récepteurs de l'acide 

rétinoïque RAR/RXR 

(Langmann et al., 2005; 

Wuttge et al., 2001) 

Thiazolidinediones (TZD) 
monocytes/macrophages 

adipocytes muscles 

Ligands synthétiques 

qui activent le PPARγ 

{4835;5685686; 

;55687;5689} 

Statines monocytes/macrophages 

Activation de COX-2 et 

production de 15d-

PGJ2 

Inhibe Rho GTPase 

(Yano et al., 2007; Yeet 

al., 2007; Ruiz-Velasco et 

al., 2004) 

Inhibiteurs de protéases du 

VIH 
monocytes/macrophages 

Activation PPARγ par 

PKC 

Inhibition du système 

ubiquitine-protéasome 

(Dressman et al., 2003; 

Hui, 2003; Munteanu et 

al., 2004; Munteanu et al., 

2005) 

Ligands synthétiques de 

RAR et RXR 
monocytes/macrophages 

Activation de RAR et 

RXR, indépendemment 

du PPARγ 

(Han & Sidell, 2002) 

Ligands du FXR Adipocytes Activation PPARγ (Abdelkarim et al., 2010) 

Aspirine monocytes/macrophages diminution de PGE2 (Vinals et al., 2005) 

Celecoxib monocytes/macrophages 

Inhibition COX-2, 

cPLA2 menant à une 

diminution PGE2 

(Anwar et al., 2011) 

Antagoniste récepteur AT1 Foie 
Augmentation du 

récepteur PPARα 
(Rong et al., 2010) 

Agonistes PXR Foie 
Cible direct et 

activation du PPARγ 

(Zhou et al., 2006; Zhou et 

al., 2008; Zhou et al., 

2009) 

Répresseurs Types cellulaires Mécanisme d'action Références 

LPS monocytes/macrophages NA (Yesner et al., 1996) 

Dexaméthasone monocytes/macrophages NA (Yesner et al., 1996) 

IL-10 monocytes/macrophages 
Diminution expression 

PPARγ 
(Rubic & Lorenz, 2006) 

TGF β1 et β2 monocytes/macrophages 

Activation de MAPK 

qui phosphoryle et 

inactive PPARγ 

(Han et al., 2000) 

Statines 
monocytes/macrophages 

plaquettes 
Diminution de NFκB 

(Pietsch et al., 1996; 

Fuhrman et al., 2002a; 

Han et al., 2004; Puccetti 

et al., 2005; Bruni et al., 



 

2005; Mandosi et al., 

2010) 

α-tocophérol et autres anti-

oxydants 

monocyes/macrophages 

tCMLV 

Agit au niveau 

transcriptionnel 

Diminution production 

enzymatique 9 et 13-

HODE 

Inhibition de Tyk2 

Liaison au CD36 

engendrant son 

internalisation 

(Devaraj et al., 2001; 

Fuhrman et al., 2002b; 

Ricciarelli et al., 2000; 

Venugopal et al., 2004; 

Ozer et al., 2006; Zingg et 

al., 2010; Gieseg et al., 

2010) 

H2S (Sulfide d'hydrogène) monocytes/macrophages Inhibition de ERK1/2 (Zhao et al., 2011) 

PGE2 monocytes/macrophages Indéterminé (Chuang et al., 2010) 

Dérivés opioïdes monocytes/macrophages Indéterminé (Chiurchiu et al., 2011) 

IL-33 monocytes/macrophages 

répression 

transcriptionnelle ou 

activation de AP-1 et 

NFκB 

(McLaren et al., 2010) 

Vitamine D monocytes/macrophages 

Diminution 

phosporylation JNK, 

diminution PPARγ 

(Riek et al., 2010; Oh et 

al., 2009) 

HDL, HDLox monocytes/macrophages 
Activation PPARγ 

(p38-dépendant) 

(Han et al., 2002; Renet 

al., 2010; Carvalho et al., 

2010) 

Ligands du FXR monocytes/macrophages Indéterminé 
(Mencarelli et al., 2009; 

Mencarelli et al., 2010) 

Inhibiteurs de protéases du 

VIH (chez femelles) 
monocytes/macrophages 

Oestrogène prévient 

activation de PKC 
(Allred et al., 2006) 

La régulation de l’expression du CD36 passe aussi par la redistribution d’un pool 

intracellulaire du récepteur vers la membrane plasmique (Huh et al., 1996; Luiken et al., 

2002; Muller et al., 2002). Dans le muscle, le CD36, qui est emmagasiné au niveau de 

vésicules endosomales, est acheminé vers la membrane plasmique en réponse à une 

contraction ou après une stimulation par l’insuline (Luiken et al., 2003; Jeppesen et al., 2011; 

Luiken et al., 2002; Van Oort et al., 2008). Il est à noter que chez les sujets souffrant 

d’obésité et de résistance à l’insuline, le CD36 est retenu à la surface cellulaire en 

conséquence d’un dérèglement du recyclage du CD36 entre le compartiment intracellulaire et 

la membrane plasmique. Cette situation entraîne une accumulation de triacylglycérol dans le 

muscle conduisant à une utilisation préférentielle des acides gras comme substrat énergétique 

au détriment du glucose (Bonen et al., 2004; Coort et al., 2004). 

1.4. Les ligands du récepteur CD36  

1.4.1. Ligands endogènes  

Le CD36 est un récepteur qui se lie à une multitude de ligands endogènes. Parmi ces ligands, 

on retrouve la TSP-1 (Asch et al., 1987), les acides gras à longue chaîne (AGLC) (Abumrad 



 

et al., 1993), les LDLox (Endemann et al., 1993), les lipoprotéines de haute densité (HDL), 

LDL et lipoprotéines de très faible densité (VLDL) natifs (Calvo et al., 1998), le collagène I 

et IV (Tandon et al., 1989a), les segments externes des photorécepteurs (Ryeom et al., 1996), 

les phospholipides anioniques (Rigotti et al., 1995), les cellules apoptotiques (Ren et al., 

1995) et les érythrocytes infectés avec le Plasmodium falciparum (Oquendo et al., 1989).  

1.4.2. Ligands exogènes: les sécrétines de l’hormone de croissance comme ligands 

exogènes du CD36  

Les sécrétines de l’hormone de croissance (HC) ou GHRPs ont été synthétisées en 1977 alors 

que Bowers et al., développaient une série de petits peptides synthétiques dérivés de la 

méthionine-enképhaline à la recherche de composés ayant la propriété de stimuler la sécrétion 

de l’HC. Bowers et al. ont montré in vitro que la D-Trp2-Met-enképhaline stimule faiblement 

la sécrétion de l’HC par les cellules hypophysaires, tout en étant dépourvue d’activité opiacée 

(Bowers et al., 1984). Des études ultérieures ont permis la synthèse d’hexapeptides tel que le 

GHRP-6 (His-D-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2), un puissant sécrétagogue de l’HC tant chez 

les modèles expérimentaux que chez l’homme. Le GHRP-6 a servi de prototype pour la 

synthèse d’autres analogues variant de trois à sept résidus, dont l’heptapeptide GHRP-1 (Ala-

His-D-beta-NaI-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2) et l’hexapeptide GHRP-2 (D-Ala-D-beta-NaI-Ala-

Trp-D-Phe-Lys-NH2). Les effets de ces peptides synthétiques sont médiés par le récepteur de 

la ghréline, un récepteur à sept passages transmembranaires couplé à une protéine G, appelé 

récepteur des sécrétagogues de l’HC de type 1a (GHS-R1a) (Bowers, 1998).  

En 1994, Deghenghi et al. ont synthétisé un analogue métaboliquement plus stable des 

GHRPs en substituant, dans la structure du GHRP-6 (Figure 3), la Trp par le 2-methyl-Trp, 

donnant ainsi naissance à l’hexaréline (His-D-2-methyl-Trp-Ala-Trp-D-Phe-Lys-NH2). 

L’hexaréline est un peptide synthétique qui lie, comme ces prédécesseurs, le récepteur GHS-

R1a, mais qui a aussi la capacité de lier le récepteur CD36 (Bodart et al., 1999; Bodart et al., 

2002). Les études initiales chez un modèle de coeur isolé ont montré que l’hexaréline induit 

une vasoconstriction coronaire de façon dépendante de la dose et que cet effet n’est pas 

observé chez les souris déficientes en CD36 (Bodart et al., 2002). De plus, des études ont 

montré que l’hexaréline se lie à un domaine de liaison qui chevauche le domaine de liaison 

des LDLox sur le récepteur CD36 (Demers et al., 2004) et que l’hexaréline induit des effets 

anti-athérosclérotiques (Avallone et al., 2005). Le EP 80317 (Haic-D-2-methyl-Trp-D-Lys-

Trp-D-Phe-Lys-NH2), un analogue de l’hexaréline, est un ligand du récepteur CD36 qui, 

contrairement à l’hexaréline, ne se lie pas au GHRS-1a (Demers et al., 2004). 



 

 

Figure 3. Structure des sécrétines de l’hormone de croissance 

1.5. Rôle du récepteur CD36 dans le métabolisme lipidique  

1.5.1. Le CD36: un récepteur-clé dans le transport des acides gras  

Le transport des acides gras peut se faire par diffusion passive à travers la membrane 

plasmique, cependant il y plusieurs évidences qui montrent que les acides gras traversent la 

membrane par transport facilité grâce à des protéines membranaires comme le FAT/CD36, la 

protéine de liaison des acides gras (FABP) et la protéine de transfert des acides gras (FATP) 

(Ehehalt et al., 2006; Su & Abumrad, 2009). Le transporteur FAT/CD36, l’homologue murin 

du CD36 humain, joue un rôle important dans le transport et le métabolisme des acides gras à 

longues chaînes dans les adipocytes et les muscles cardiaque et squelettique. Le mécanisme 

précis du transport des acides gras à travers la membrane plasmique reste à déterminer; 

cependant différents modèles, d 

ans lesquels le FAT/CD36 joue un rôle-clé, ont été proposés: 1) le FAT/CD36, seul ou de 

concert avec la FABP membranaire (FABPpm), pourrait concentrer les acides gras à la 

membrane plasmique favorisant leur diffusion passive ou 2) transporter directement les acides 

gras à travers la membrane dans le cytosol, où les acides gras vont se lier à une FABP 

cytosolique (FABPc); 3) le FAT/CD36 pourrait servir de récepteur pour les acides gras et 

ainsi les acheminer à proximité des transporteurs FATP1 et  FATP6 pour être internalisés 

(Schwenk et al., 2010; Schwenk et al., 2008) (Figure 4). Dans ces tissus riches en 

FAT/CD36, le récepteur est emmagasiné dans des vésicules intracellulaires formées à partir 

des endosomes de recyclage, et est transloqué à la membrane plasmique en réponse à 

l’insuline ou à une 



 

 

Figure 4. Transport des acides gras par le récepteur CD36  

Comme le mécanisme exact du transport transmembranaire des acides gras à longues chaînes 

(AGLC ou LCFA, en anglais) est encore inconnu, différents modèles ont été proposés. (1) 

Compte tenu de leur caractère hydrophobe, les LCFA pourraient traverser la membrane 

cytoplasmique par diffusion passive. Cependant, l’internalisation des LCFA dépend en grande 

partie du récepteur CD36, mais il n'est pas spécifié si (2) le CD36, seul ou conjointement avec 

la FABPpm, concentre les LCFA à la surface cellulaire pour favoriser la diffusion passive, ou 

si (3) le CD36 transporte activement les LCFA à travers la membrane plasmique. (4) Le 

CD36 pourrait également servir de récepteur pour les LCFA et les acheminer à proximité des 

transporteurs FATP1 et FATP6 ce qui pourrait faciliter le transport des LCFA. Le CD36 est 

aussi exprimé au niveau de la mitochondrie où il joue un rôle dans l’oxydation des acides 

gras, de concert avec la carnitine palmitoyltransférase (CPT-1) (Figure modifiée de (Schwenk 

et al., 2008). 

contraction musculaire, où il intervient alors dans l’internalisation des acides gras (Bonen et 

al., 2007; Schwenk et al., 2008). Campbell et al. ont montré que le FAT/CD36 est aussi 

exprimé au niveau des mitochondries et joue un rôle dans l’oxydation des acides gras, de 

concert avec la carnitine palmitoyltransférase I (CPT I) (Campbell et al., 2004). L’apparition 

des modèles de souris qui surexpriment ou qui sont déficientes en FAT/CD36 a permis de 

confirmer le rôle crucial de ce transporteur dans le transport des acides gras. 

Une surexpression du FAT/CD36 dans le muscle entraîne une augmentation de l’oxydation 

des acides gras après une contraction et diminue les niveaux de lipides plasmatiques chez la 

souris (Ibrahimi et al., 1999). À l’opposé, une déficience en FAT/CD36 diminue 



 

significativement le captage et le métabolisme des acides gras dans les muscles cardiaque et 

squelettique ainsi que dans les adipocytes et engendre une élévation des taux d’acides gras 

libres non estérifiés (AGNE) et des triglycérides plasmatiques, ainsi qu’une résistance à 

l’insuline au niveau hépatique (Hajri & Abumrad, 2002; Goudriaan et al., 2003). Le CD36 est 

aussi impliqué dans la perception sensorielle. Chez les rongeurs, le CD36 est exprimé à la 

membrane apicale des cellules sensorielles situées dans les papilles linguales entraînant une 

préférence pour les aliments riches en lipides. La prise de nourriture riche en acides gras, 

comme l’acide linoléique, transmet un signal aux fibres nerveuses conduisant à la perception 

du goût et à la sécrétion d’acides biliaires, préparant ainsi le système digestif pour 

l’absorption des acides gras. 

De plus, le FAT/CD36 est fortement exprimé dans le petit intestin (Nassir et al., 2007; Chen 

et al., 2001a). Le FAT/CD36 est principalement localisé au niveau de la membrane apicale 

des entérocytes, sur les 2/3 supérieurs des villosités. L’expression du FAT/CD36 et sa 

localisation au niveau intestinal suggère un rôle dans l’absorption des lipides mais cette 

fonction a longtemps été controversée. Chez les souris déficientes en FAT/CD36, il n’y a pas 

de modification significative de l’absorption intestinale des acides gras. Cependant, une 

déficience en FAT/CD36 diminue l’absorption intestinale des acides gras à très longues 

chaînes (AGTLC) chez les souris sous diète à haute teneur en gras (Drover et al., 2008). De 

plus, l’ablation du FAT/CD36 engendre une diminution de la sécrétion des chylomicrons au 

niveau de l’intestin proximal et la production de chylomicrons de plus petites tailles avec 

moins d’apoB-48, en plus d’entraîner une diminution de la clairance des lipoprotéines riches 

en triglycérides due à l’inhibition de la lipase endothéliale (Drover et al., 2005; Goudriaan et 

al., 2005; Nauli et al., 2006).  Ces données indiquent donc que le FAT/CD36 joue un rôle 

dans la formation et la sécrétion des chylomicrons mais ne montrent pas que le FAT/CD36 

peut contribuer à l’absorption des acides gras au niveau intestinal. Récemment, Nassir et al. 

ont montré que le FAT/CD36 est impliqué dans le captage du cholestérol et des acides gras 

dans l’intestin proximal (voir section 2.2.3.2.1.). Ils ont observé une perturbation de la 

sécrétion des lipoprotéines par les entérocytes ainsi qu’une diminution de la production des 

apoB48 et apoA-IV. De plus, une augmentation de la protéine Niemann Pick C1 like 1 

(NPC1L1) est observée chez les souris déficientes en FAT/CD36 suggérant une coopération 

entre les deux protéines dans l’absorption du cholestérol (Nassir et al., 2007). 

1.5.2.  Le CD36 : un récepteur-clé dans l’internalisation des lipoprotéines oxydées et 

le développement de l’athérosclérose  

 

Le CD36 exprimé à la surface des macrophages joue un rôle dans l’internalisation des 

lipoprotéines modifiées et dans le développement des lésions athérosclérotiques. Des études 



 

ont montré que la délétion du gène CD36 chez les souris déficientes en apoE nourries avec 

une diète enrichie en cholestérol et en lipides entraînent une réduction de 80% des lésions 

athérosclérotiques associée à une diminution de l’internalisation des LDLox dans les 

macrophages (Febbraio et al., 1999; Febbraio et al., 2000). Pour bien comprendre les effets 

anti-athérosclérotiques des ligands du récepteur CD36, il est essentiel de bien comprendre les 

différentes étapes du développement de l’athérosclérose. 

Le CD36 exprimé à la surface des macrophages joue un rôle important dans l’internalisation des 

LDLox. C’est la fraction lipidique des LDLox qui est à l’origine de leur interaction avec le 

récepteur CD36, contrairement à leur interaction avec les autres récepteurs scavengers qui se fait 

plutôt via la fraction protéique (Nicholson et al., 1995). On retrouve sur le récepteur CD36 un 

domaine composé d’un groupement de trois lysines chargées positivement, lysine 164-166 (Kar et 

al., 2008), qui permet l’interaction avec les LDLox qui sont chargées négativement (Doi et al., 

1994). Podrez et al. ont identifié une famille de phospholipides oxydés formés lors de l’oxydation 

des particules de LDL ou des phospholipides cellulaires, particulièrement la phosphatidylcholine 

(PC), contenant des acides gras polyinsaturés (PCoxCD36). Ces phospholipides oxydés, contenant 

un acide gras avec un groupement carbonyl insaturé présentant un groupe γ-hydroxy(ou oxo)-α,β, 

estérifié en position sn-2, sont responsables de la liaison de haute affinité avec le récepteur CD36 

(Figure 5) (Podrez et al., 2002a; Podrez et al., 2002b). En plus du PCoxCD36, 36  

d’autres phospholipides oxydés ont récemment été identifiés comme ligands potentiels des 

récepteurs scavengers de type B (Figure 5) (Gao et al., 2010). 

 



 

Figure 5. Schéma des différents phospholipides oxydés formés lors de l’oxydation du 1-

palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholine (PAPC) (Figure tirée de 

(Ashraf et al., 2009)). 

L’activation du récepteur CD36 peut engendrer d’une part, l’internalisation et la dégradation des 

LDLox qui entraînent la libération d’oxystérols et de dérivés d’acides gras oxydés comme 9 et 13-

HODE, des ligands des récepteurs nucléaires LXRα et PPARγ, respectivement (Brown et al., 

1996; Brown et al., 2000; Janowski et al., 1999; Nagy et al., 1998). L’activation du PPARγ par 

les 9- et 13-HODE s’accompagne d’une augmentation de la transcription du récepteur CD36, 

régulant ainsi à la hausse l’internalisation des LDLox (Tontonoz et al., 1998). Cependant, 

l’activation de ce récepteur nucléaire entraîne aussi la régulation des gènes impliqués dans le 

métabolisme lipidique (Tontonoz et al., 1998; Nagy et al., 1998; Moore et al., 2001; Chinetti et 

al., 2001; Li et al., 2004). La signalisation intracellulaire résultant de l’activation du PPARγ 

par le LDLox via le récepteur CD36 peut induire l’activation d’une PKC conventionnelle 

(Feng et al., 2000). De plus, le CD36, en dépit de ses courts domaines intracytoplasmiques, 

engendre une cascade de signalisation lorsque le récepteur CD36 est activé par ses divers 

ligands. Cette cascade implique le recrutement, au domaine C-terminal intracytoplasmique du 

CD36, de tyrosine kinase de la famille des src (fyn, lyn et yes) (Moore et al., 2002; Medeiros 

et al., 2004; Jimenez et al., 2000; Janabi et al., 2000; Bamberger et al., 2003). Leur activation 

conduit à l’activation de MAPK spécifiques, c-Jun N-terminal kinase (JNK) 1 et 2 (Rahaman 

et al., 2006). Cette voie de signalisation est impliquée dans la formation de cellules 

spumeuses puisque l'inhibition pharmacologique de JNK conduit à une réduction de 

l'athérosclérose, tout comme l’athéroprotection observée chez les souris déficientes en JNK2 

et en src kinase lyn (Sumara et al., 2005; Ricci et al., 2004; Miki et al., 2001). De plus, des 

études plus récentes ont montré que la liaison du CD36 avec les LDLox peut entraîner 

l’activation de la kinase p44/42 et de COX-2, et ainsi augmenter la production de 15d-PGJ2 

menant à l’activation du PPARγ (Taketa et al., 2008).  

Bien que ces mécanismes montrent que le récepteur CD36 joue un rôle-clé dans la formation 

des cellules spumeuses, l’internalisation des LDLox par les macrophages est aussi associée à 

la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires (section 1.5). 

1.6. Rôle du CD36 dans la régulation de l’angiogenèse  

Tel que mentionné précédemment, le CD36 est un récepteur pour la TSP-1 ainsi que pour les 

molécules qui présentent un motif répétitif de type 1 (TSRs) et leur domaine de liaison 43 sur le 

CD36 est nommé le domaine CLESH-1 (Armstrong & Bornstein, 2003; Crombie & Silverstein, 

1998). La TSP-1 est un inhibiteur endogène de l’angiogenèse via l’activation du CD36 ( Cf. 

Figure 6). Outre l’inflammation, le CD36 joue ainsi un rôle potentiellement important dans la 



 

croissance tumorale et toutes autres pathologies dans lesquelles on retrouve un processus de 

néovascularisation (Silverstein & Febbraio, 2009). Le CD36 agit sur l’angiogenèse tumorale en 

mobilisant les facteurs pro-angiogéniques responsables de la prolifération, la migration et la 

survie des cellules endothéliales, et en générant des facteurs anti-angiogéniques (Dawson et al., 

1997; Jimenez et al., 2000). La TSP-1 inhibe le développement des vaisseaux sanguins mais pas 

celui des vaisseaux lymphatiques, en raison de l’absence du CD36 au niveau de l’endothélium 

lymphatique. L’inhibition de l’angiogenèse par le complexe TSP-1/CD36 est initiée par le 

recrutement de fyn, une protéine tyrosine kinase de la famille des src, qui d’une part active une 

cascade de signalisation impliquant les protéine kinases p38 et JNK ainsi que le ligand Fas et la 

caspase-3 (Jimenez et al., 2000; Volpert et al., 2002) et d’autre part inhibe la phosphorylation 

d’akt induite par le VEGF (Sun et al., 2009). De plus, une fois liée au CD36, la TSP-1 active le 

TGFβ latent qui inhibe l’activation des métalloprotéinases (en particulier la MMP-9) et entraîne la 

séquestration du facteur de croissance endothéliale vasculaire (VEGF) dans la matrice 

extracellulaire résultant en une inhibition de la migration cellulaire tout en induisant l’apoptose 

(Yehualaeshet et al., 1999; Jimenez et al., 2000; Rodriguez-Manzaneque et al., 2001; Gabison et 

al., 2003). Ces éléments, en plus du CD36, sont essentiels pour inhiber l’angiogenèse et induire 

l’apoptose des cellules endothéliales activées. La production de certains facteurs pro-apoptotiques 

comme le TNF-44 α et le ligand Fas seraient aussi impliqués dans le processus (Volpert et al., 

2002; Rege et al., 2009). 



 

 

Figure 6. Rôle du CD36 dans la régulation de l’angiogenèse 

 

La liaison de la TSP-1 avec le récepteur CD36 à la surface des cellules endothéliales entraîne 

une cascade de signalisation qui passe par fyn, la caspase-3 et les MAPK p38 et JNK et 

engendre une augmentation de l’expression des gènes impliqués dans l’apoptose. La TSP-1 

peut aussi inhiber l’angiogenèse de façon indirecte puisqu’elle a la capacité d’activer le TGFβ 

et ainsi d’inhiber la MMP-9. L’inhibition de l’activation de la MMP9 entraîne une diminution 

de la libération du VEGF-A qui est séquestré dans la matrice extracellulaire, ce qui entraîne 

une diminution de la quantité de VEGF-A qui se lie au récepteur VEGFR2 et donc engendre 

un effet anti-angiogénique. De plus, l’activation du CD36 et de la kinase fyn par la TSP-1 

semble inhiber la phosphorylation d’akt induite par le VEGF-A (Bujold K., 2011). 

Récemment, un parallèle a été fait entre l’athérosclérose et la dégénérescence maculaire liée à 

l’âge. La dégénérescence maculaire est caractérisée, d’une part, par une néovascularisation 

cornéenne (Mwaikambo et al., 2008b; Mwaikambo et al., 2008a) et d’autre part, par 

l’accumulation de lipoprotéines contenant l’apoB100 (LDL et VLDL) dans la membrane de 

Bruch, suivie par l’apoptose des cellules de l’épithélium pigmentaire rétinien (RPE) (Dunaief et 

al., 2002; Li et al., 2005; Malek et al., 2003). Le VEGF joue un rôle-clé dans la 



 

néovascularisation cornéenne et un lien entre le CD36 et le VEGF est appuyé par l’observation 

qu’une délétion du récepteur CD36 induit une augmentation de l’expression de VEGF-A, JNK-1 

et c-Jun ainsi qu’une augmentation de la néovascularisation. Il en résulte la formation d’un voile 

au niveau de la cornée qui est amplifiée chez les souris plus âgées (Mwaikambo et al., 2008b; 

Mwaikambo et al., 2008a). Au contraire, l’activation du récepteur CD36 entraîne plutôt une 

diminution de l’expression du VEGF-A et une diminution de la formation de nouveaux vaisseaux, 

voir même la régression de la néovascularisation (Mwaikambo et al., 2008b; Mwaikambo et al., 

2008a). 

1.7. La maladie cardiomyopathie  

La cardiomyopathie hypertrophique est caractérisée par des altérations structurales telles que 

l’hypertrophie, la nécrose et la fibrose myocardique qui s’accentuent avec l’évolution de la 

maladie. En effet, un certain nombre d’études chez l’homme comme chez l’animal ont montré 

des changements structuraux en parallèle de changements fonctionnels  chez le cœur 

cardiomyopathique tel que la fibrose et l’hypertrophie myocardiques. 

L’hypertrophie ventriculaire constitue une des caractéristiques essentielles de la 

cardiomyopathie. Cette hypertrophie ventriculaire est retrouvée dans les études 

épidémiologiques de Rubler et coll. (1972) ou encore de Hamby et coll. (1974) chez des 

patients diabétiques présentant des complications sévères et une insuffisance cardiaque. En 

effet, ces patients présentent une hypertrophie myocardique associée à une augmentation du 

poids du cœur. Les études expérimentales réalisées chez l’animal aboutissent à la même 

conclusion que les études épidémiologiques. En effet, le ratio poids du cœur / poids du corps, 

calculé comme index de l’hypertrophie cardiaque, est significativement augmenté dans de 

nombreuses études chez des rats diabétiques (Golfman et coll. 1999, Bidasee et coll. 2001, 

Kim et coll. 2001, Netticadan et coll. 2001). L’augmentation du ratio poids du cœur / poids du 

corps résulte d’une hypertrophie cellulaire à laquelle s’associent des processus complexes de 

remodelage, telle que la fibrose (Swynghedauw 1999). L’utilisation du ratio poids du 

ventricule gauche (VG) / poids du coeur par Golfman et coll. (1996) suggère plus précisément 

une hypertrophie ventriculaire. En effet, la masse, la taille et l’épaisseur du ventricule gauche 

vont progressivement augmenter à mesure que la cardiomyopathie diabétique devient de plus 

en plus sévère (Fang et coll. 2004). Plus récemment, le recours à l’imagerie par résonnance 

magnétique a permis à l’équipe de Loganathan et coll. (2006) de mettre en évidence une 

augmentation du ratio volume du VG / poids du corps, suggérant une hypertrophie du VG 

chez des rats 8 semaines après l’induction du diabète. L’ensemble de ces données 

épidémiologiques, cliniques et expérimentales confirment l’existence d’une mort cellulaire, 

d’une fibrose myocardique et d’une hypertrophie ventriculaire, caractéristiques de la 



 

cardiomyopathie. Il est important de préciser que ces changements structuraux sont à l’origine 

de la diminution de la compliance myocardique observée au cours du diabète. De plus, il 

apparaît que la perte de fonction systolique dépendrait du degré de nécrose/apoptose des 

myocytes cardiaques tandis que la perte de fonction diastolique serait directement liée au 

degré de fibrose (Fang et coll. 2004). Cependant, le développement de la cardiomyopathie 

diabétique est aussi fréquemment associé à des désordres métaboliques. 

1.8. Les fonctions de CD36 qui peut impact la maladie 

cardiomyopathie 

Le  cœur  est  l’organe  le  plus  consommateur  d’énergie.  Le  cœur  humain  sain  est  une 

pompe très efficace qui propulse ~5 L/min de sang, totalisant  >7000 L/jour et >2600000 

L/année (Taegtmeyer, 2004) (Shen et al 2010). Étant  donné  que  dans  les  conditions  

normales,  ses  réserves  cardiaques  sont assez faibles (5 μmol/g de poids humide) (Opie,  

1998) et que le turnover du pool d’ATP myocardique  est d’environ 10 secondes, le cœur doit 

ainsi produire une quantité suffisante d’ATP pour  maintenir sa contractilité et s’adapter 

rapidement aux changements physiologiques et  à la disponibilité  des  différents  substrats.  

Le  renouvèlement  structurel  extracellulaire  et  intracellulaire  se  produit  rapidement  à  

partir  d'un  approvisionnement  régulier  en  acides aminés, des lipides et carbohydrates.  

D’un point de vue métabolique, le myocarde est alors considéré  comme  un  tissu  

«omnivore»,  car  il  peut  oxyder  simultanément  les  AG  et  le glucose et dans des 

proportions variables (Randle, 1998). D’un  point  de  vue  énergétique  et  comparativement  

au  glucose,  les  AG  sont  des substrats  plus  efficaces,  puisque,  pour  une  même  quantité  

de  substrats  oxydés,  les  AG produisent  une  plus  grande  quantité  d’ATP.  Par  contre,  si  

l’on  considère  la  dépense  en oxygène  pour  leur  oxydation,  le  glucose  est  un  substrat  

plus  efficace  que  les  AG  qui nécessitent 10% plus d’oxygène pour être oxydés (Lopaschuk 

et al., 2003).  Sur 80% de la consommation en O2 couplée à la synthèse de l’ATP, environ 

30% sont utilisés pour la synthèse protéique, 25% par la Na+ -K+ -ATPase, environ 8% par 

les Ca2+ -ATP-ases et 10% pour la gluconéogenèse. Le produit final; l’acétyl-CoA (molécule 

de 2 carbones) de l’oxydation des différents substrats, via différentes voies métaboliques, va 

ensuite entrer  dans  le  cycle  de  Krebs  (CK)  pour  y  être  oxydé.  Ce  sont  les  équivalents  

réduits produits par le CK, la β-oxydation (β-OX) des AG, la glycolyse et l’oxydation du 

pyruvate et  du  lactate  (le  nicotinamide  adénine  dinucléotide  (NADH)  et  la  flavine  

adénine dinucléotide  (FADH2)  qui  vont  par  la  suite  transporter  des  électrons  à  la  

chaîne respiratoire  (CR)  où  est produit  l’ATP  à  partir  de  l’adénosine  diphosphate  

(ADP)  par phosphorylation oxydative (Cf. figure 7 ). 



 

 

Figure7 : Métabolisme des acides gras et le glucose  au niveau du tissu cardiaque. 

Le métabolisme des AG est sous un contrôle plus compliqué que celui du glucose et dépend  

d'un  certain  nombre  de  facteurs  comme  1)  l'apport  d'AG;  2)  la  présence  d’autres 

substrats énergétiques; 3) la demande énergétique; 4) l’approvisionnement en oxygène; 5)  le 

contrôle allostérique de la captation, l’estérification, et le transport mitochondrial d'AG;  et 6) 

le contrôle de la fonction mitochondriale, y compris le contrôle direct de  -oxydation, l'activité  

du  cycle  de  Krebs  et  de  la  chaîne  de  transport  d'électrons  (CTE).  Le contrôle  

transcriptionnel des enzymes impliquées dans le métabolisme des AG et de la biogenèse 

mitochondriale sont aussi des déterminants importants du taux de  -oxydation. La  figure 8 

illustre l’essentiel du métabolisme lipidique cardiaque et les différentes étapes décrites ci-

dessous sont tirées de plusieurs articles de revue (Glatz et al.,2010) , (Lopaschuk et al., 2010) 

, (Eaton, 2002) , (Wanders et al., 1999) 



 

.

 

Figure 8 : Le contrôle  transcriptionnel des enzymes impliquées dans le métabolisme des 

AG et de la biogenèse mitochondriale sont aussi des déterminants importants du taux de  

-oxydation 

 

Les  AGL  peuvent  entrer  dans  le  cardiomyocyte  soit  par  diffusion  passive  par  un 

mécanisme  de  flip-flop à  travers  la  bicouche  phospholipidique (Schaffer, 2002),  ou  

facilité  par  une protéine  de  transport  membranaire (Luiken et al., 1999) (Cf.  Figure 8).  

Jusqu’à  ce  jour,  trois  protéines impliquées dans la captation des AGCL ont été identifiées: 

1) l’isoforme membranaire de la protéine  de  liaison  des  AG  (fatty  acid  binding  protein  ;  

FABPpm),  2)  les  protéines  de transport des AG (fatty acid transport proteins ; FATP) et 3) 

les translocases qui, dans le cœur, sont connues sous la forme du CD36 (fatty acid 

translocase/cluster of differentiation ; FAT/CD36) Parmi  les  trois  transporteurs  d'AG  

identifiés,  FAT/CD36  est  l'un  des  plus  étudié  qui joue  un  rôle  essentiel  dans  le  

transport  des  AG  à  travers  la  membrane  plasmique.  La distribution  tissulaire  de  

FAT/CD36  montre  qu'il  est  fortement  exprimé  dans  les  tissus ayant une capacité 

métabolique pour les AG élevée, comme le cœur 

 (Glatz et al., 2010).  Des études utilisant des  souris  déficientes  en  FAT/CD36  ont  montré  

que  cette  translocase  est  responsable  de l’absorption  de  50  à  80%  des  AG  par  le  



 

cœur.  Des  travaux  antérieurs  ont  trouvé  que l'inhibition  de  l'absorption  d'AG  médiée  

par  CD36  par  délétion  génétique  conduit  à  une réduction  significative  de  40  à  60%  

dans  l'oxydation  des  AG  dans  le  cœur,  ainsi  qu'une diminution des niveaux 

d’estérification de TG, ce qui suggère que le degré d’absorption des  AG par FAT/CD36 a un 

impact considérable (Kuang et al., 2004) , (Brinkmann et al., 2002).  

FAT/CD36  est  une  glycoprotéine  membranaire  de  88 kDa.  Sa  fonction  dans l'absorption  

des  AGCL  est  largement  régulée  par  sa  translocation  intracellulaire  et  le contrôle 

transcriptionnel. Dans le cœur environ 50% des FAT/CD36 sont stockés dans des 

compartiments intracellulaires, et doivent être acheminés vers la membrane plasmique afin de  

participer  activement  au  transport  des  AG (Luiken et al., 2002).  Il  a  été  démontré  que  

des  stimuli physiologiques,  y  compris  la  contraction,  l'exercice  et  l'insuline,  peuvent  

induire  sa translocation vers la membrane  pour accélérer le transport et l'oxydation des AG 

(Luiken et al., 2002), (Luiken  et al., 2003).  Les mécanismes  de  la  contraction  et  de  la  

translocation  de  FAT/CD36  induite  par  l’insuline  peut impliquer l'activation des voies de 

PDK/Akt et de l’AMPK, respectivement (Glatz et al., 2010). Comme pour  d'autres  protéines  

impliquées  dans  le  métabolisme  des  lipides,  l'expression  de FAT/CD36  est  sous  le  

contrôle  transcriptionnel  des  PPARs (Madrazo   et Kelly, 2008). 

 

2. Etat des lieux des puces à ADN et de leurs méthodes 

d’analyse 

Pour comprendre l’explosion des méthodes statistiques d’analyse des puces et les étudier, il 

faut savoir : Quel a été l’apport des puces dans la compréhension des mécanismes 

biologiques.  A quoi correspondent biologiquement et techniquement les puces. Comment les 

données sont traitées et analysées.  

2.1. Apport des puces à ADN pour mesurer le niveau d’expression des 

gènes  

Les puces à ADN permettent de visualiser simultanément le niveau d’expression de plusieurs 

milliers de gènes dans un type cellulaire et un contexte physiologique et/ou pathologique 

particulier. Elles appartiennent à un ensemble de nouvelles techniques développées depuis 

quelques années à l’interface de nombreuses spécialités comme la biologie moléculaire, la 

chimie, l’informatique, l’électronique et la robotique. Le concept de puce à ADN date du 

début des années 1990. Toutefois, le principe fondateur remonte à 1975. En effet, la 

technologie des puces à ADN se base sur la technique d’hybridation entre des séquences 



 

complémentaires d’ADN, conformément aux observations de E. Southern en 1975. De ces 

observations sont nées les techniques de Southernet Northern blot qui sont à l’origine des 

premières puces à ADN (Lander, 1999).   

Les puces à ADN ont d’abord été conçues sur de grandes membranes poreuses en nylon ou 

macroarrays (Gresset al., 1992; Nguyenet al., 1995). La miniaturisation, rendue possible par 

les progrès de la robotique, a ensuite permis le développement des microarrays. Comme leur 

nom l’indique, ces puces à ADN sont de plus petites surfaces telles une lame de microscope  

(Schenaet al., 1995) ou une petite membrane nylon (Jordan, 1998). Elles présentent également 

l’avantage de pouvoir être de très haute densité et par conséquent sont susceptibles de 

recouvrir l’intégralité du génome d’un organisme. 

 

Figure 9. Schématisation de la technique d’analyse du transcriptome par la technologie 

des puces à DNA (d’après Duggan et al., 1999). 

 

Les sondes (oligonucléotides ou clones d’ADNc purifiés et amplifiés) sont déposées 

mécaniquement sur une lame de verre. Parallèlement, les cibles sont couplées à des marqueurs 

fluorescents (parfois amplifiés) par transcription inverse. Par exemple, la cible test est 

marquée par une Cyanine 5 (Cy5) rouge et la cible de référence par une Cyanine 3 (Cy3) 

verte. Les cibles sont assemblées pour former un mélange complexe. Ce mélange pourra 

s’hybrider, dans des conditions de stringence particulières, avec les sondes présentes sur la 

puce. La lecture est réalisée par un scanner muni d’un microscope confocal, couplé à deux 

lasers. Ces lasers possèdent des longueurs d ‘ondes d’excitation spécifiques, correspondant à 

celles des deux marqueurs fluorescents. L’excitation et l’émission (amplifiée par des 

photomultiplicateurs) des fluorochromes permettent l’obtention de deux images (une pour 



 

chaque marqueur) en niveau de gris. Ces images sont ensuite converties en pseudo-couleur et 

fusionnées pour être analysées par un logiciel d’analyse d’images. 

2.2. Principe  

Sur une puce à ADN, des dizaines de milliers d’hybridations peuvent être réalisées 

simultanément. Les hybridations se font entre des sondes nucléotidiques (probe ou reporters) 

ordonnées sur un support solide et des cibles (target) marquées, présentes dans un mélange 

complexe (Dugganet al., 1999) (Cf. Figure. 9). Les sondes et les cibles représentent 

respectivement les gènes du transcriptome à analyser. Le signal d’intensité, recueilli pour 

chaque hybridation spécifique « sonde-cible », permet d’apprécier le niveau d’expression de 

chaque gène étudié dans le tissu analysé. Un profil d’expression est obtenu pour chaque 

échantillon.  

2.3. Technologies  

La particularité des puces à ADN, par rapport aux macroarrays, réside dans la miniaturisation 

du procédé permettant l’utilisation d’une moindre quantité de matériel génétique pour une 

densité plus importante de sondes. Plusieurs types de puces à ADN existent selon le support, 

la nature des fragments fixés à la surface, le mode de fabrication, la densité, le mode de 

marquage des cibles et les méthodes d’hybridation (Cf. Tableau 2). Les supports sur lesquels 

sont fixées les sondes sont des supports solides, de surface plane généralement inférieure à 

1cm². Les matériaux qui les composent peuvent être du verre, des polymères, du silicium, de 

l'or ou encore du platine. Quel que soit le support choisi, il est traité pour former un réseau 

dense et régulier de micro-surfaces où seront greffées les sondes. Les sondes sont qualifiées 

de « gène reporté » car elles représentent des fragments de gènes et rapportent leur niveau 

d’expression. Ces gène reporters, ordonnés sur les lames, peuvent être des produits de PCR 

(puce à ADNc) (Schenaet al., 1995) ou des oligonucléotides plus ou moins longs (25 à 70 

mers). Les produits de PCR et les oligonucléotides issus de synthèses chimiques (50-70 mers) 

sont greffés sur les puces à ADN par adressage mécanique ou électrochimique (Leung et 

Cavalieri, 2003). Les oligonucléotides peuvent également être synthétisés in situ. Breveté par 

la société Affymetrix®1, la synthèse in situpar photolithographie, ou adressage 

photochimique, rappelle une technique couramment utilisée pour la fabrication des puces 

électroniques (Lockhartet al., 1996). 



 

 

Support 
Membrane de nylon 

 

Verre ou silice avec 

revêtement 

Chimique 

Verre avec revêtement 

chimique 

Densité 
quelques centaines 

des spots/cm2 
1000-10000 spots/cm2 ~ 250 000 spots/cm2 

Sonde ADNc 
ADNc ou 

oligonucléotides 

oligonucléotides 

(synthèsein situ) 

Longueur de la 

sonde 

(nucléotides) 

100 à 1000 

 

ADNc ~100-1000 

oligonucléotides ~ 30-

70 

25-60 

Cibl 

Cibles ADNc ADNc ARNc 

Marquage de 

l’échantillon 

Radioactivité (33P) 

 

Fluorescence (double 

: cyanine3 et 5) 

Fluorescence 

(simple : biotine-

streptavidine) 

Quantité 

d’échantillon 

nécessaire (µg) 

1-100 10-100 0.05-5 

Sensibilité +++ ++ ++ 

Spécificité ++ +++ +++ 

Principales 

applications 

Analyse du niveau 

d’expression des 

Gènes 

Analyse du niveau 

d’expression des 

gènes, ChIP-Chip, 

CGH-array … 

Analyse du niveau 

d’expression des 

gènes, étude des 

polymorphismes… 

Tableau 2 : Exemples de technologies de puces à ADN 

 

 

Les cibles sont les échantillons à étudier. Elles peuvent avoir différentes origines (tissu, une 

culture cellulaire…) et de différentes natures (ARNm, ADNc…). Selon la technologie de 

puce utilisée, les cibles sont  identifiées par un marquage radioactif ou fluorescent. Bien que 

moins sensibles que les marquages radioactifs (Tab. 1.), certains systèmes de marquages 



 

fluorescents présentent l’avantage de pouvoir identifier plusieurs cibles sur la même puce. Par 

exemple, un tissu « anormal » peut être marqué par une cyanine verte (Cy3) et un tissu « sain 

» peut être identifié par une cyanine rouge (Cy5) (Figure. 9). Le rapport (ratio)des intensités 

obtenues pour chaque fluorochrome offre une comparaison directe des variations d’expression 

entre les deux échantillons.  

La lecture des résultats d’hybridation se fait grâce à un scanner. Dans le cas des technologies 

à fluorescence, son principe est celui d’un microscope confocal couplé à un ou plusieurs 

lasers. Chaque laser excite spécifiquement un fluorochrome. L’émission est amplifiée par un 

photomultiplicateur et transformée en signal digital, i.e. en image. Chaque pixel de l’image 

scannée représente une mesure de fluorescence. Pour les puces à ADN deux couleurs, deux 

images en niveau de gris sont générées (une pour chaque fluorochrome). Ces images sont 

converties en fausses couleurs (allant généralement du vert au rouge) et superposées. Un 

logiciel d’analyse d’images extrait des informations qualitatives (diamètre, niveau de 

saturation) et semi quantitatives (intensité du signal et du bruit de fond) pour chaque 

complexe sonde-cible (spot) dans chacun des fluorochromes. Des méthodes et outils 

informatiques sont ensuite nécessaires pour analyser et extraire la connaissance des données.  

Le choix de l’unité INSERM U533, au sein de l’IFR26 et de la plate-forme puce à ADN 

Ouest Genopole® de Nantes, s’est tout d’abord porté sur l’emploi des puces à ADNc puis à 

oligonucléotides longs (50 mers). Ces oligonucléotides sont issus d’une synthèse chimique et 

sont adressés mécaniquement sur les lames de verre. Le marquage des cibles se fait au moyen 

de deux fluorochromes, les cyanines 3 et 5. Par conséquent, dans la suite du présent 

manuscrit, seules les questions concernant cette technologie seront abordées. 

2.4. Applications des puces pour la génomique 

De nombreuses applications des puces se développent pour l’étude du génome des organismes 

en dehors de la simple expression des gènes. La description ci-dessous reste succincte et non 

exhaustive puisque le reste de cette thèse ne porte pas sur ses applications. On pourra se 

référer à la revue de Mockler et al. (Mockler, 2005) pour de plus amples détails. 

2.4.1. Etude du polymorphisme 

Au départ, les puces n’ont pas été mises au point afin d’étudier le niveau d’expression des 

gènes mais afin de séquencer les génomes. Grâce aux puces à ADN, différents aspects 

génomiques sont étudiés. 

Ces expériences requièrent parfois l’utilisation de puces génomiques, c’est-à-dire des puces 

où sont représentées à la fois des séquences de gènes et des séquences intergéniques. 



 

En 1988-89 Fodor et al et Southern et al.  de la société Affymetrix ont développé une 

méthode de séquençage par hybridation (sequencing by hybridization SBH). Le gène étudié 

est considéré comme un ensemble de plusieurs séquences chevauchantes dont la 

détermination simultanée puis l’assemblage permettent de reconstituer la séquence (Hacia, 

1999). Pease et al. en 1994 ont complété cette technologie. Afin d’avoir des détails sur les 

techniques existantes et sur leurs utilisations, on peut se référer à la revue  (Hacia, 1999). Les 

puces à ADN sont actuellement utilisées pour le re-séquençage afin d’élucider les différences 

entre des séquences d’origines différentes. Plus particulièrement, on recherche des mutations 

entre différents individus ou populations comme le séquençage de différentes souches de 

streptocoques afin d’adapter les traitements aux infections (Davignon et al., 2005). 

Des puces à oligonucléotides ont été fabriquées afin d’identifier les polymorphismes sur une 

base spécifique (single nucleotide polymorphism ou SNP). Les oligonucléotides sont 

organisés en tétrades au sein desquelles une séquence est strictement identique à celle de type 

sauvage alors que les trois autres sont caractérisées par une substitution de base localisée au 

milieu de la séquence. Ces puces ( Lipshutz, 1999) permettent la détection de différents 

allèles ainsi que leurs positions (génotypage) mais sont inadaptées à l’étude de 

polymorphisme long comme des délétions ou des insertions. Plusieurs génotypages ou 

criblages de mutations ont été effectués grâce à cette technique (Ahrendt et al., 1999) (Wang 

et al 1998) (Winzeler et al., 1998) hrendt . La revue (Shi, 2001) récapitule l’ensemble des 

techniques utilisées actuellement pour la détection de SNP dont les puces à ADN Les puces 

peuvent également être utilisées afin d’étudier la séquence d’organismes proches de celui 

pour lequel elles ont été conçues. Jusqu’à présent, la séquence complète du génome n’est 

disponible que pour un petit nombre des systèmes modèles (Renn et al., 2004). Pour les 

organismes non modèles, l’approche la plus accessible est l’utilisation de puces à ADNc afin 

d’établir des différences de séquences (insertion/délétion) avec des organismes proches. Cette 

application est également étendue à la recherche de régions délétées ou insérées entre 

différentes souches ou populations. Lashkari et al. ont présenté des puces permettant la 

comparaison génomique de deux souches de levure. Après hybridation de l’ADN génomique 

marqué, les gènes pour lequel le signal est extrêmement faible sont d’éventuels gènes délétés 

ou extrêmement divergents entre différentes souches. Une autre technique, les puces CGH 

(comparative genome hybridization), puces génomiques, permettent également 

l’identification de grandes délétions/ insertions. Comme des cancers peuvent se caractériser 

par des délétions/ insertions ou amplifications de certaines séquences, les puces CGH ont été 

utilisées sur des lignées cellulaires tumorales (Kallioniemi  et al., 1992) (Pollack  et al., 1999) 

et ont permis de détecter des séquences amplifiées et délétées dans différents types de cancer. 



 

2.4.2. Analyse des mécanismes de régulation d’expression (hybridation d’ADN) 

Toujours grâce à l’hybridation de l’ADN aux puces, des études se sont focalisées sur une 

échelle plus réduite, le gène et ses environs. Les puces ont ouvert la voie à des cartographies 

des motifs de régulations de l’ADN à grande échelle. On cherche à identifier des régions 

d’ADN se liant avec les facteurs de transcription. Pour cela, la chromatine liée à des protéines 

est immunoprécipitée grâce à des anticorps spécifiques de la protéine étudiée. La séquence est 

ensuite identifiée grâce à des puces génomiques. Cette technique, ChIP-on-chip, et les 

découvertes réalisées grâce à elle sont décrites en détail dans les revues (Rodriguez and 

Huang, 2005) (Hanlon and Lieb, 2004). L’étude de la liaison de deux facteurs de transcription 

( Iyer et al., 2001) a montré leur implication dans l’activation de gènes qui font partie de deux 

voies métaboliques différentes: la synthèse de la membrane cellulaire et la réplication et la 

réparation de l’ADN. Cette spécialisation des facteurs de transcription permet d’expliquer la 

régulation de processus cellulaires indépendants. 

Globalement, les puces génomiques permettent donc d’aborder le système de régulation 

d’expression de manière complètement nouvelle. Ainsi, une grande partie des sites de fixation 

de facteurs de régulation identifiés grâce à cette technique se situent en dehors des régions 

promotrices prédites jusqu’alors (Mockler  et al., 2005) (Cawley et al., 2004). 

Une autre application concerne la régulation de l’expression des gènes via la méthylation des 

cytosines de l’ADN. Plusieurs techniques sont utilisées afin d’identifier les sites de 

méthylation de l’ADN (cf. la revue (Mockler  et al., 2005)). Globalement, une réaction 

préalable permet de différencier les cytosines où l’ADN est méthylé de celles où il ne l’est 

pas. Des enzymes de clivage pour les ADN non méthylés ou la conversion des cytosines en 

uracile grâce au bisulfate de soude sont deux types de réactions utilisées. Ces morceaux 

d’ADN méthylés sont ensuite identifiés grâce à l’hybridation sur des puces. 

2.4.3. Analyse au niveau de l’ARN et des mécanismes d’expression 

Les puces à ADN génomique permettent de découvrir de nouveaux gènes (Mockler  et al., 

2005)  et de définir leur structure (intron/exons pour les eucaryotes). Des puces génomiques 

qui représentent soit l’ensemble du génome soit des portions du génome régulièrement 

espacées permettent la détection des portions d’ADN transcrites. Pour l’homme et le génome 

des plantes, les puces génomiques révèlent que certaines régions considérées comme non 

codantes sont effectivement exprimées (Kapranov et al., 2002) (Kampa et al., 2004) (Yamada 

et al., 2003). Parmi les séquences exprimées, environ 50% étaient annotées comme étant des 

gènes alors que 50% ne présentaient aucune annotation codante. La revue de Johnson et al.  



 

(Johnson et al 2005) permet d’approfondir cette question et montre notamment qu’une partie 

des séquences transcrites sont en fait des ARN non traduits ou correspondent à des transcrits 

anti-sens. 

Une autre application des puces à ADN est l’analyse des transcrits alternatifs difficilement 

prédits par les programmes actuels de la bioinformatique. Cela a été appliqué chez la levure 

(Castle et al., 2003). La technique n’est pas encore sans défaut. On peut se référer à la revue 

afin de connaître ses limites et les différentes applications existantes (Lee and Roy, 2004). 

L’étude des séquences cibles des protéines liant l’ARN permet de comprendre les 

mécanismes de modifications post-transcriptionnelles grâce aux puces. Cette analyse peut être 

couplée avec l’épissage alternatif afin de comprendre comment les différents ARNm sont 

synthétisés (Castle et al 2003). Le principe est simple et ressemble à celui de ChIP-on-chip : 

les séquences d’ARN qui se lient avec une protéine sont purifiées par immunoprécipitation ou 

par colonne d’affinité. La puce à ADN permet ensuite d’identifier ces séquences. La revue 

(Mata et al. , 2005)  référence l’ensemble des applications des puces quant à l’identification 

des séquences d’association entre l’ARN et des protéines. 

Enfin, de nouvelles puces sont actuellement développées afin d’étudier l’effet des ARN 

interference (ARNi) sur les cellules (Wheeler et al., 2005). Des lots d’ARNi sont fixés sur la 

puce puis mis en présence de cellules à transfecter. Le but est d’observer les phénotypes 

obtenus sur les cellules transfectées par un ARNi particulier. 

 

2.5. Applications des puces pour l’étude de l’expression des gènes 

Actuellement, la principale utilisation des puces à ADN est de mesurer les niveaux 

d’expression relatifs des gènes dans différentes conditions. Si la génomique permet de 

connaître la structure du génome et les différents gènes existants, elle ne permet d’aborder la 

fonction des gènes que via les similitudes de séquences, c’est-à-dire de manière statique et 

dépendante des connaissances déjà acquises. Or, comme le précise Lipshutz et al. en 1999 

(Lipshutz et al.,1999), pour comprendre la fonction d’un gène il est utile de savoir quand et où 

il est exprimé et dans quelles circonstances son niveau d’expression est affecté. Les puces 

permettent d’aborder ces problèmes. Néanmoins outre les études concernant un gène précis, 

elles permettent d’aborder l’étude des réseaux fonctionnels existants. Au départ, les puces 

engendraient de nombreux espoirs. En 1999, Brown et Botstein (Brown  and Botstein, 1999) 

parlent de nouvelles cartes génomiques fondées sur les données d’expression, qui 

permettraient de comprendre les fonctions des gènes ou leur régulation. Pour eux, dans un 

avenir proche, c’est à dire à peu près de nos jours, les effets des mutations pour chaque gène 

de la levure seraient connus. Tel n’est pas le cas. Si les puces constituent un outil qui fait 



 

avancer la compréhension du fonctionnement des gènes, il ne répond pas entièrement aux 

attentes formulées par Brown et Botstein du fait de ses limites. Malgré cela, de nombreux 

aspects de l’expression des gènes ont été abordés grâce aux puces comme nous allons le 

détailler ci-après. On peut classer les applications existantes des puces en différents types 

(Kutalik et al., 2004) : la comparaison des niveaux d’expression de gènes selon différentes 

conditions, l’identification de gènes fonctionnellement liés, la recherche de gènes 

discriminants grâce au clustering, l’approche des réseaux d’interaction géniques grâce aux 

séries temporelles. 

2.5.1. Comparaison des niveaux d’expression des gènes selon différentes 

conditions 

La première utilisation des puces pour les niveaux d’expression (Schena et al., 1995) a été 

l’analyse des différences d’expression de 45 gènes entre les feuilles et les racines 

d’Arabidopsis thaliana. Depuis, de nombreuses expériences de recherche de gènes 

différentiellement exprimés entre plusieurs conditions ont été réalisées. Le but est de 

comprendre certains phénomènes biologiques et d’identifier les gènes impliqués dans ces 

processus. 

Plusieurs phénomènes ont été étudiés : la différenciation et la maturation de cellules 

dendritiques humaines et les gènes impliqués dans ces phénomènes (Le et al., 2001). Clark et 

al. ont identifié des gènes dont l’expression induit le passage d’une cellule tumorale en 

métastase chez la souris. DeRisi et al. se sont intéressés aux différences d’expression entre 

des lignées de cellules cancéreuses humaines et des lignées mutantes qui suppriment les 

tumeurs. Hedenfalk et al. ont étudié les différences d’expression entre des mutations de 

BRCA1 et BRCA2 dans des cas de cancer du sein. En plus de ces études du cycle cellulaire et 

du cancer, certaines applications visent à analyser le comportement des gènes face à des 

modifications environnementales notamment le stress. 

Les puces ont également permis d’identifier les gènes dont l’expression est gouvernée par 

différents régulateurs, par les brassinostéroïdes et les gibbérellines pour le riz ( Yang and 

Komatsu, 2004)  ou encore d’identifier les mécanismes de régulation des défenses 

d’Arabidopsis thaliana  (Eulgem,2005). 

Différents métabolismes ont encore été étudiés comme le mécanisme de l’assimilation du 

soufre chez Bacillus subtilis (Sekowska et al., 2001). 

 

 



 

2.5.2. Identification de gènes fonctionnellement liés 

Une des applications les plus courantes des puces est l’étude de gènes dont les niveaux 

d’expression sont corrélés. Eisen et al. (Eisen et al., 1998) ont mis au point une méthode 

permettant d’identifier les gènes partageant le même profil d’expression. L’hypothèse 

suppose que des gènes co-exprimés sont impliqués dans un même processus cellulaire ou voie 

métabolique. Il serait ainsi possible d’identifier les fonctions de gènes jusqu’alors inconnues 

en analysant les fonctions des gènes ayant le même profil d’expression. La revue de Niehrs 

and Pollet, 1999)  (Niehrs  ans Polletrecense, chez les eucaryotes, différents groupes de gènes 

qui ont été identifiés comme co-exprimés en 1999 et qui partagent une fonction commune. 

Une autre hypothèse est que les gènes identifiés comme co-exprimés seraient régulés par des 

facteurs de régulations communs et auraient donc, dans leur promoteur, des sites de fixation 

identiques. Plusieurs études combinent ces deux hypothèses comme celle de Chu et al. en 

1998 sur les différentes étapes de la sporulation chez la levure. Les différents prélèvements 

ont permis de distinguer différentes phases de la sporulation et de caractériser les gènes 

associés. Lors de leur travail, ils ont tenté d’identifier des séquences nucléiques communes 

aux gènes identifiés afin de découvrir des sites de régulations communs. Des études similaires 

ont été réalisées afin d’étudier le cycle cellulaire de la levure (Cho et al., 1998) (Spellman et 

al. 1998), le cycle circadien d’Arabidopsis thaliana ( Schaffer et al., 2001). Les cycles 

cellulaires de fibroblastes humains (Cho et al., 2001) ou de cellules cancéreuses humaines ( 

Whitfield et al., 2000)  ont également été étudiés afin d’identifier de nouveaux gènes 

impliqués dans différentes phases du cycle. En plus des séries temporelles, d’autres études 

portent sur la compréhension de la réponse d’organismes à différentes conditions comme 

l’étude des réponses de la levure à différents stress environnementaux (Gasch et al., 2000). 

2.5.3. Recherche de gènes discriminants 

Les puces peuvent également être un outil de diagnostic afin de discriminer entre différents 

types cellulaires. Dans le domaine clinique notamment, la recherche vise à identifier des 

gènes marqueurs qui permettent de réaliser un diagnostic fiable de maladies comme le cancer. 

Alizadeh et al. en 2000 ont démontré qu’il existait des signatures d’expression différentes 

pour des cellules de lymphomes qui proviennent soit de patients qui répondent à un traitement 

soit de patients qui ne répondent pas et succombent. Van’t Veer et al. ont ainsi utilisé les 

puces afin de déterminer un ensemble de gènes dont les profils d’expression « prédisent » les 

possibilités de métastases pour des tumeurs du sein. Plusieurs études (Garber et al. ; 2001) 

(Beer et al., 2002) ont identifié des groupes de gènes pouvant prédire la possibilité de survie 

pour des patients atteints de cancer des poumons. 



 

L’étude de l’expression des gènes permet également de distinguer des types cellulaires ou de 

cancer difficilement identifiables par les critères physiologiques classiques (Golub et al., 

1999) (Bittner et al., 2000) (Su et al., 2001). Les puces permettent donc de faire des 

diagnostics de maladie et d’adapter les traitements aux différents types de maladies. 

2.5.4. Approche des réseaux d’interaction géniques 

Les puces à ADN mettent à disposition des jeux relativement larges de données d’expression 

d’une grande partie des gènes d’un organisme. Parallèlement à l’étude de groupes de gènes 

co-exprimés se sont développées des méthodes qui permettent d’inférer les réseaux 

d’interaction géniques (régulation) d’un organisme. Ces études mènent à une visualisation du 

réseau plus ou moins dense. Rung et al. ont analysé un important jeu de données chez la 

levure. 

2.6. La  partie technique et biologique des puces  

2.6.1. Le principe des puces 

Le principe de la puce à ADN est l’hybridation spécifique de deux molécules présentant la 

même séquence. Sur une surface de quelques centimètres carrés, des fragments synthétiques 

d’ADN (les sondes) sont greffés et espacés de quelques micromètres. Les sondes sont 

regroupées en spots représentatifs de chacun des gènes étudiés. 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 préalablement couplés à 

un marqueur fluorescent ou radioactif. Ce contact entre cibles et sondes conduit à la formation 

d’hybrides qualifiés par leurs coordonnées et quantifiés grâce à la lecture des signaux 

radioactifs ou fluorescents. Les sondes sont toujours en excès par rapport aux cibles. 

L’utilisation des puces à ADN se décompose en différentes étapes qui suscitent plus ou moins 

l’attention des biologistes : le choix d’un plan expérimental, le choix ou la fabrication de la 

puce utilisée, l’extraction des ARNm, la synthèse et le marquage des ADNc, l’hybridation, la 

lecture des données, les étapes de normalisation et d’analyse et enfin la confrontation avec des 

données  externes. Dans cette partie, nous allons nous attacher à la description des différentes 

étapes de manipulation et d’analyse des résultats ainsi qu’à celle des biais éventuels qui en 

résultent. Dans le chapitre suivant, nous nous concentrerons sur les particularités des données 

et leur analyse. Nous rappelons que dans l’ensemble de ce manuscrit le terme de puces à 

ADN correspondra à l’ensemble des techniques permettant l’acquisition des données de 

transcriptome et comprendra donc les micro-réseaux, les filtres à membranes et les puces à 

oligonucléotides. Toutefois, dans la description des différents supports existants, nous ferons 

la distinction entre les différentes techniques. 



 

 

2.6.2. Le choix du plan d’expérience 

Le plan d’expérience est une des étapes les plus importantes (Churchill , 2002) (Yang  and 

Speed, 2002) (Simon  et al., 2002) (Kerr  and Chutchill, 2001) (Barrett  and Kawasaki, 2003) 

(Leung  and Cavalieri, 2003) dans la mise en place de la mesure du transcriptome et ce, 

d’autant plus que les puces génèrent de grandes quantités de données qu’il faut ensuite 

analyser. Malheureusement, cette étape est fréquemment négligée (Kerr  and Chutchill, 2001) 

lors des expériences et se résume souvent au choix d’un protocole expérimental. 

Le choix du plan expérimental dépend des questions posées lors de l’expérience et des 

hypothèses qui en résultent (Kerr  and Chutchill, 2001) (Hess et al., 2001). Il comprend : 

- la détermination des conditions expérimentales étudiées et donc des facteurs pris en compte 

dans l’étude 

- leur agencement. 

a) Première étape : définir précisément le but de l’expérience et le(s) facteur(s) 

d’intérêt  

La première question à se poser lors de la mise en place d’une expérience de transcriptome est 

de définir précisément son but, ce que l’on recherche. Si cette interrogation semble simple en 

théorie, elle n’est pas si évidente en pratique. Définir précisément quel est le facteur d’intérêt 

n’est pas une chose aisée. Parfois la question posée correspond à une combinaison de facteurs. 

Par ailleurs, si le but est de comprendre un mécanisme physiologique particulier, le choix des 

conditions étudiées influencera grandement les résultats. Ainsi, si des conditions relativement 

éloignées sont choisies (exemple un type de cancer versus en bonne santé), les niveaux 

d’expression de nombreux gènes seront affectés : les gènes directement impliqués dans le 

mécanisme à étudier (gènes impliqués dans le type de cancer) mais aussi l’ensemble des 

gènes dont les niveaux d’expression ont été affectés par ces fortes différences de conditions 

physiologiques. Bref, il sera relativement difficile d’identifier les gènes responsables ou 

impliqués dans un mécanisme précis. 

Par ailleurs, quand il y a beaucoup de variations non contrôlées au cours de l’expérimentation, 

il devient difficile de distinguer des fluctuations aléatoires d’un effet spécifique (Hess et al. 

2001). Si l’on cherche à identifier un nombre réduit de gènes responsables d’un mécanisme 

précis, il est avantageux d’obtenir des profils d’expression relativement proches pour la 

plupart des gènes. Il faut donc choisir des conditions qui ne font varier que très peu de 

facteurs et n’impliquent qu’un nombre réduit de gènes. 

Dans leur étude sur le mécanisme d’entrée et de métabolisme de deux sources de soufre, 

Sekowska et al. ont choisi d’étudier le transcriptome dans des conditions très proches, à 



 

savoir la croissance des bactéries dans un milieu contrôlé en présence de méthionine ou de 

methylthioribose comme source de soufre (au plus une dizaine de gènes impliqués 

théoriquement). Malgré les conditions contrôlées, de nombreux gènes étaient détectés car le 

changement de conditions déclenchait leur voie métabolique. Ici la voie de la synthèse de 

l’arginine a été activée indirectement lors du changement de source de soufre. Les gènes de 

synthèse de l’arginine ne sont cependant pas impliqués directement dans l’assimilation du 

soufre. Par ailleurs, l’expérience a révélé le déclenchement involontaire de transitions dans les 

conditions environnementales avec les cascades de régulations qu’elles provoquent. Ces 

différences d’expression seraient dues à des différences de températures de la pièce pour la 

période comprise entre la phase préculture et la phase de croissance. Ainsi, même en 

choisissant des conditions proches, on retrouve d’autres mécanismes qui se mettent en place 

indépendamment du phénomène étudié. 

De petites différences dans des conditions expérimentales non contrôlées peuvent mener à des 

différences d’expression de gènes visibles et cohérentes, concernant par exemple les gènes de 

compétence ou de sporulation. Si l’on avait choisi des conditions lointaines, il aurait été 

encore plus difficile de distinguer les gènes réellement impliqués dans le mécanisme d’intérêt 

des gènes annexes. 

 

b) Deuxième étape : choix des autres facteurs pris en compte 

 

Généralement, les facteurs autres que le facteur d’intérêt ne sont pas identifiés en tant que tels. 

On parle souvent de répétitions ou de réplications. Les réplications ou répétitions des 

conditions expérimentales sont nécessaires afin de distinguer les variations d’expression 

présentes par hasard de celles reproductibles et réellement liées au facteur d’intérêt. Sans 

réplication ou répétition il est impossible d’estimer l’erreur ou le bruit, paramètre nécessaire 

pour les méthodes d’analyse ultérieures ( Kerr and Churchill, 2001). 

Il est possible de distinguer deux niveaux de réplications : 

- les répétitions techniques qui correspondent, par exemple, à deux spots du même gène sur la 

puce ou le même ARNm hybridé sur plusieurs puces ou encore différents protocoles 

d’extraction ou de marquage. Ces répétitions permettent d’évaluer la variabilité liée au 

protocole expérimental. 

- la réplication vraie ou biologique comme l’ARNm de plusieurs individus, échantillons, 

spécimens. Cette réplication permet de prendre en compte la variabilité biologique. Les 

conclusions de l’analyse portent plus sur la population étudiée que sur l’échantillon en 

particulier. Elle comprend également des réplications de l’expérience à deux jours/ temps 



 

différents afin d’étudier la reproductibilité de l’expérience dans le temps. Les résultats 

obtenus sont donc plus fiables et reproductibles que si aucune réplication biologique n’avait 

été réalisée ( Allison et al., 2006). Par rapport aux réplications et aux répétitions, on peut 

trouver deux types de comportements erronés dans la mise en place des puces. Le premier est 

de craindre que les différences génétiques n’interfèrent dans les effets du facteur d’intérêt. 

Ainsi, certains expérimentateurs cherchent à homogénéiser les individus ou échantillons 

utilisés ou encore à sélectionner une lignée consanguine la plus adaptée au problème étudié. 

Or l’article de Turk et al. montre que les variations d’expression entre deux lignées 

consanguines de souris sont relativement faibles. Ceci est rendu particulièrement évident par 

la comparaison du nombre de gènes différentiellement exprimés entre deux lignées ou entre 

un tissu atteint d’une maladie et un tissu sain. Ils en concluent que le profil génétique ne 

devrait interférer que marginalement dans l’analyse du transcriptome. Au contraire, 

Whitehead et Crawford constatent que dans l’étude d’un groupe de gènes essentiels dans le 

métabolisme cellulaire (192 gènes), seuls 31% des gènes différentiellement exprimés entre 

deux tissus sont conservés entre des populations de poissons différentes. Ils en concluent que 

lorsque l’on fait les mesures sur une seule population, l’observation de différences très 

significatives d’expression dans certains tissus ne correspond pas nécessairement à des gènes 

représentatifs des différences fonctionnelles ou morphologiques entre ces tissus. Les grandes 

variations d’expression entre individus ( Whitehead and Crawford, 2005) montrent qu’il est 

important d’inclure des replicats biologiques à l’intérieur des groupes de traitement afin 

d’attribuer des différences d’expression au traitement plutôt qu’à des variations entre 

individus ou populations. Les gènes détectés indépendamment de l’individu ou de la 

population expliqueront de manière plus probable les différences fonctionnelles et 

morphologiques étudiées. 

Le deuxième comportement erroné est d’accorder beaucoup plus d’importance aux répétitions 

techniques qu’aux réplications biologiques. Souvent, on observe des plans d’expérience où il 

y a de nombreuses répétitions techniques mais peu de réplications biologiques. S’il est naturel 

d’avoir des résultats différents entre deux individus, on peut trouver plus inquiétant de ne pas 

avoir le même résultat pour un même échantillon selon le marquage ou la position sur la puce. 

La question se pose alors de la fiabilité et de la précision des mesures. Actuellement les 

mesures de puces sont globalement fiables dans la mesure où elles sont reproductibles au sein 

d’un même laboratoire. Il faut garder à l’esprit que tout comme la biologie, l’instrumentation 

subit l’influence de facteurs environnementaux et les variations techniques ne sont pas plus 

étonnantes que les variations biologiques. Si l’accent est mis sur les répétitions techniques au 

dépend des répétitions biologiques, les résultats obtenus sont alors précis et indépendants de 



 

la technique employée mais ne sont pas forcement généralisables à tout échantillon biologique 

similaire. 

Pour conclure, lors de l’élaboration du plan expérimental, il est donc 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). On classe les facteurs de variations 

d’expression en trois catégories (Churchill, 2002) : 

- la variabilité biologique qui est intrinsèque à tous les organismes et dépend des facteurs 

génétiques et environnementaux. Elle est évaluée grâce aux différents réplicats  

- la deuxième est technique (puce/extraction/ marquage/hybridation). Elle est évaluée grâce 

aux répétitions techniques 

- la dernière est l’erreur de mesure. 

Dans une expérience sur l’étude du métabolisme du soufre chez B. subtilis, les sources de 

variations les plus fortes sont la quantité d’ARNm utilisée pour synthétiser de l’ADNc qui 

influence plus certains gènes que d’autres (variabilité technique) et la difficulté de reproduire 

exactement les conditions expérimentales d’une expérience à une autre (jour de l’expérience, 

variation biologique). Les variations d’expression selon le facteur d’intérêt étaient faibles : 

cela était souhaité car les différences de conditions ne devaient faire intervenir qu’une dizaine 

de gènes. 

2.6.3. L’agencement des différents facteurs : le plan d’expérience proprement 

dit 

Prenons le cas où l’impact du facteur expérimental d’intérêt (mutation, conditions de culture, 

…) est confondu avec les variations causées par d’autres facteurs, par exemple deux jours de 

culture différents nécessités par le plan expérimental. Il est impossible de savoir si les 

variations d’un gène donné sont dues au facteur d’intérêt ou à un autre facteur (Kerr 

andChurchill, 2001). Pour être plus clair, les résultats ne peuvent pas être interprétés 

correctement à cause du biais expérimental et l’ensemble de l’étude ne repond pas au but 

initial  (Yang and Speed. 2002) 

L’agencement des facteurs par rapport aux conditions d’expérience est donc primordial. 

Revenons maintenant désormais à l’élaboration du plan expérimental. Il comprend différents 

points : 

1. La définition de l’unité expérimentale : quel est le meilleur échantillon à utiliser pour 

réduire par exemple, la variance biologique : pooler ou non les échantillons. En théorie, 

rassembler les échantillons de plusieurs individus devrait augmenter la précision de la mesure 

en réduisant la variance des comparaisons d’intérêt (Whitehead and Crawford, 2005). 



 

Cependant, cette option présente l’inconvénient de potentiellement laisser un seul échantillon 

avoir une influence trop forte sur les résultats. Par ailleurs, elle ne permet pas d’estimer la 

variance biologique entre individus (Whitehead and Crawford, 2005). Le pooling s’avère 

parfois nécessaire notamment lorsque la quantité d’ARNm prélevée est faible. 

2. Le nombre de répétitions. Actuellement, il n’existe pas de consensus sur le nombre de 

répétitions nécessaire. La réponse différerait selon l’expérience (la thématique, l’organisme, 

les conditions et autres). La tendance générale est : « plus on fait de répétitions, mieux c’est ». 

Il existe cependant des méthodes pour définir a posteriori si le nombre d’échantillons 

biologiques est suffisant pour discriminer différents groupes cellulaires (Hwang et al., 2002) 

par exemple différents types de leucémies. Mais comme ces méthodes sont réalisées a 

posteriori, elles ne sont pas de grande utilité pour définir un plan expérimental. 

3. La manière d’associer les échantillons. Les plans d’expérience complets et réguliers sont 

ceux qui permettent les analyses les plus puissantes. Sinon, pour un nombre donné de puces, 

les plans d’expérience équilibrés pour les facteurs d’intérêt sont les plus efficaces (Kerr 

andChurchill, 2001). Il n’est pas toujours facile de les mettre en place, car soient ils requièrent 

un grand nombre de mesures, ce qui pose des problèmes de coût, soit parce qu’un individu –

chez l’Homme par exemple– ne peut présenter les différents modes du facteur d’intérêt. De 

manière caricaturale, un individu peut être difficilement à la fois malade et sain. Plusieurs 

plans expérimentaux sont décrits dans Kerr et al. dans le cadre d’une puce à ADN avec 

hybridation simultanée de deux échantillons, un marqué en rouge, l’autre en vert : 

- le carré latin communément appelé dans le domaine dye swap : les échantillons d’ARNm 

sont marqués par deux marqueurs différents une fois rouges et une fois verts. Ce plan 

d’expérience permet de mesurer les biais du marquage sur les mesures de transcriptome. 

- un autre plan communément utilisé est l’utilisation d’une mesure de référence. Les 

échantillons d’intérêt sont toujours marqués de la même couleur et l’échantillon de référence 

de l’autre. Ce plan d’expérience ne permet donc pas l’estimation de l’effet fluorochrome (une 

répétition technique). En outre, avec ce plan expérimental on obtient beaucoup plus de 

mesures de l’échantillon de référence que des échantillons d’intérêt. Il y a donc une perte 

d’argent et de temps en faisant des mesures « inutiles » (Kerr andChurchill, 2001) (Thygesen 

and Zwinderman, 2004). 

- utiliser à la place un plan équilibré permet d’acquérir deux fois plus de données pour autant 

de moyens (Kerr andChurchill, 2001). Les mesures ainsi effectuées sont donc beaucoup plus 

précises. Dans un plan équilibré, chaque mode de facteur expérimental est répété le même 

nombre de fois. Le plan expérimental équilibré de l’article de Sekowska et al.  peut être une 

base pour mettre au point un plan expérimental adapté à la problématique choisie. 



 

2.6.4. Le choix de la puce ou la préparation de la puce 

Si une des premières mesures d’expression (Schena et al., 1995) a utilisé une puce contenant 

45 ADNc d’Arabidopsis thaliana, les supports actuels permettent la mesure simultanée de 

l’expression de plusieurs dizaines de milliers de gènes. Désormais, il existe une grande variété 

de puces en adéquation avec l’objectif de l’expérience. Certaines de ces puces sont 

génomiques et représentent l’ensemble du génome de l’organisme, d’autres sont dédiées à 

quelques gènes généralement impliqués dans un même processus cellulaire. En plus de la 

diversité des gènes étudiés, il existe différents types de supports, de sondes, de densités et de 

marquages de la cible utilisés (Vrana et al., 2003). Le choix de la puce est plus ou moins 

ample suivant qu’on utilise des puces commerciales ou que l’on produise la puce. La 

description suivante précise les différents types de puces existants ainsi que leurs qualités 

respectives. Historiquement, les macroarray, les microarrays et les « véritables » puces à 

ADN correspondent à trois techniques différentes (Vrana et al., 2003). 

- Les macroarrays utilisent comme sonde 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 sondes représentent entre 200 et 8 000 gènes. 

Leur densité est donc relativement faible. Cette technique ne demande pas d’équipement 

particulier à part le phosphorimager. 

- Les microarrays plus miniaturisés, comportent 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. Cette technique permet l’hybridation compétitive. 

- Les « véritables » puces à ADN associaient à chacun des gènes d’un organisme un ensemble 

de sondes sous la forme d’oligonucléotides synthétisés in situ sur la surface de la matrice. Les 

oligonucléotides mesurent au plus vingt-cinq bases à cause de l’efficacité finie de chaque 

étape (Barrett and Kawasaki, 2003). Chaque puce peut comporter jusqu’à 40 000 à un million 

d’oligonucléotides. Afin de mesurer la possibilité d’hybridation croisée, certains 

oligonucléotides correspondent à la séquence exacte et d’autres comportent une mutation « 

mismatch » au milieu. 

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 radioactives. Globalement, il est encore possible de 

distinguer les microarrays des macroarrays du fait de la densité des sondes sur la puce. Les 

terminologies « puces à ADN » et « microarray » sont donc employées de façon indifférente. 

Les termes « biopuces » ou « microréseau » sont également employés. 



 

Comme il est difficile de définir chaque type de puce précisément, nous aborderons plutôt 

leurs différents composants : le support, le type de sonde, le type de marquage. 

a) Le type de sonde 

✓ Les sondes ADNc 

L’utilisation de sondes ADNc ne nécessite pas la séquence complète du génome mais 

l’utilisation   d’ADNc issus des différents EST (Expressed Sequence Tag) disponibles. Les 

banquesvd’ADNc correspondent à des inserts dans des plasmides ou des chromosomes 

bactériens (Holloway et al., 2002). L’ADNc est ensuite récupéré grâce à l’extraction et la 

purification des inserts puis à l’amplification PCR avec des primer universels. Les produits 

sont ensuite séparés sur gel d’électrophorèse, quantifiés et déposés sur le support (Barrett and 

Kawasaki, 2003). 

Ce type de sonde est donc recommandé pour les organismes dont le génome n’est pas 

séquencé. Il est cependant également largement utilisé pour l’ensemble des organismes (dont 

le génome est séquencé ou non) car il ne nécessite pas de matériel spécifique comme les 

oligonucléotides. Ces sondes sont relativement longues puisqu’elles comprennent, en 

moyenne, entre une centaine et cinq cents paires de bases. Cette particularité limite les 

possibilités d’hybridation croisée sauf dans le cas de séquences très proches comme certaines 

familles de gènes très similaires chez les plantes ou pour des isoformes d’une même famille 

(Kothapalli et al., 2002). La modification du design des puces est par contre une chose aisée 

puisqu’il suffit de rajouter un spot contenant l’ADNc qui correspond au gène à étudier. Une 

des difficultés d’utiliser des ADNc est le maintien des banques d’ADNc qui peut s’avérer 

coûteux et lourd pour un laboratoire isolé (Barrett and Kawasaki, 2003).. Ces banques 

contiennent entre 1 et 5% de séquences redondantes, mal annotées ou encore contaminées 

(Holloway et al., 2002). Certaines banques d’ADNc commerciales sont désormais disponibles 

pour les organismes d’intérêt tels que l’homme, la souris, le rat et le chien. Par ailleurs 

Lipshutz et al. pointaient le risque de mauvaise identification du spot ou de l’ADNc déposé et 

du coup une mauvaise attribution du niveau d’expression. Ce risque a été confirmé par 

Kothapalli et al. qui a re-séquencé 17 ADNc qui correspondent à des gènes différentiellement 

exprimés dans leur expérience. Parmi ces dix-sept ADNc, quatre (24%) présentent des 

séquences incorrectes qui ne correspondent pas au gène qu’ils devaient représenter. 

✓ Les oligonucléotides courts 

Les puces à oligonucléotides sont fondées en majorité sur une technique de fabrication de 

puces informatiques (Fodor et al., 1991) adaptée ensuite par la société Affymetrix à l’étude de 

l’expression des gènes (Lockhart et al., 1996) (Lipshutz et al., 1999). Les sondes sont des 

oligonucléotides courts composés de 25 paires de bases synthétisées in situ par des dépôts de 



 

couches successives de quatre nucléotides. La technique débute par l’attache à la surface de la 

puce de liaisons synthétiques munie de groupes chimiques qui peuvent être enlevés sous 

l’effet de la lumière. On envoie ensuite de la lumière à certaines localisations définies via un 

masque photolithographique afin de déprotéger les liants. Le rajout de deoxynucleosides avec 

un groupe photolabile permet la liaison avec les groupes déprotégés. Un autre masque dont la 

configuration varie pour chaque couche déposée et qui assure ainsi une succession correcte 

des bases est ensuite mis en place et ainsi de suite jusqu’à la synthèse complète des 

oligonucléotides. La Figure 10 illustre cette technique. 

 

Figure 10 : Technique de synthèse des oligonucléotides courts (figure tirée de (Lipshutz 

et al., 1999)) 

la Synthèse d’oligonucléotides par photo-activation. Des molécules terminées par un groupe 

protecteur photolabile sont fixées sur un support solide. De la lumière est dirigée à travers un 

masque afin de déprotéger et d’activer les sites sélectionnés. Des nucléotides protégés 

s’assemblent alors avec les sites activés. Le processus est répété : activation de différents sites 

puis assemblage des différentes bases. Ce procédé permet la construction de sondes ADN 

spécifiques sur chaque site. b : représentation schématique de la lampe, du masque et de la 

puce. 
 

Toutefois, la technique de l’impression jet d’encre (Blanchard  et al., 1996) est également 

utilisée afin de fabriquer les oligonucléotides in situ. Le principe est simple : une aiguille de 

l’imprimante permet d’appliquer une seule goutte de dix picolitres à une position identifiée. 

Les étapes sont les mêmes que la synthèse par photolithographie : protection, déprotection, 

synthèse. A la place de l’action de la lumière, des agents chimiques permettent la réalisation 

des réactions qui conduisent à la synthèse des oligonucléotides. Pour les puces Affymetrix, 

l’expression de chaque gène est mesurée par une vingtaine d’oligonucléotides différents 

(Barrett and Cavalieri, 2003). Afin d’identifier d’éventuelles hybridations croisées et éliminer 

le bruit résultant, chaque portion du gène choisie est représentée par des oligonucléotides qui 



 

correspondent à la séquence exacte de la cible (PM ou Perfect Match) et par d’autres dont la 

séquence est identique sauf une mutation située à la position centrale (MM : Mismatch) 

(Figure 11). 

 
 

Figure 11: Exemple d’oligonucléotides PM et MM 

Toutes les sondes sont de même longueur et présentent, autant que faire se peut, la même 

composition en G/C ce qui leur procure l’avantage d’avoir une température d’hybridation 

commune ou presque, contrairement aux ADNc. Par ailleurs, chaque spot contient la même 

quantité d’oligonucléotides contrairement, là encore, aux ADNc  (Barrett and Cavalieri, 

2003). 

Les puces à oligonucléotides sont préférées pour l’analyse complète des génomes. La 

possibilité de représenter toute séquence présente dans un génome, la petite longueur de ces 

sondes et la possibilité de sondes chevauchantes multiples permet de détecter des 

caractéristiques génomiques comme de petits polymorphismes, des variants d’épissage, la 

distinction entre des membres d’une famille génique ou la distinction de régions répétitives. 

Les oligonucléotides présentent l’avantage de ne pas à avoir à entretenir une banque d’ADNc 

et réduit le risque d’avoir des spots mal identifiés (Lipshutz et al., 1999). Chaque gène est 

représenté par plusieurs sondes, soit plusieurs mesures pour un même gène. 

La principale difficulté selon Lipshutz et al. est la sélection des oligonucléotides dont la 

séquence doit être spécifique du gène et si possible non chevauchante avec les autres 

oligonucléotides chargés de détecter le même gène. Par ailleurs la synthèse in situ limite la 

possibilité d’adapter les puces aux différentes expériences. Il est difficile de rajouter de 

nouvelles sondes pour de nouveaux gènes ou portion d’ADN à identifier puisqu’il est alors 

nécessaire de refabriquer l’ensemble des masques photolithographiques. Par ailleurs, les 



 

chercheurs n’ont pas accès à la séquence des sondes utilisées et doivent travailler sur les 

annotations fournies par le fabricant (Quackenbush, 2001). 

✓ Les oligonucléotides longs 

Ces sondes, comme leur nom l’indique, sont plus longues que les oligonucléotides courts 

puisqu’elles se composent de 40 à 80 paires de bases. Contrairement aux oligo-nucléotides 

courts, leur synthèse ne s’effectue pas in situ. Ils sont généralement déposés par impression jet 

d’encre [85] (Blanchard et al., 1996). En 2001 Hughes et al. ont élargi cette technique 

initialement utilisée pour la fabrication des oligonucléotides courts à celle des 

oligonucléotides longs. 

Les oligonucléotides longs comportent les même avantages que les oligonucléotides courts 

avec, en plus, la possibilité d’identifier les différents transcrits alternatifs (Barrett and 

Kawasaki, 2003) (Kane et al., 2000). Ils présentent moins de risques d’hybridation croisée 

que les oligonucléotides courts. Cependant Kane et al., précisent que si un ARNm présente 

plus de 70% d’identité avec l’oligonucléotide long, il y a de grands risques d’hybridation 

croisée. La Figure 12 tirée de l’article de Barrett et Kawaski (Barrett and Kawasaki, 2003) 

résume les différents types de sondes disponibles et leurs différents modes d’obtention. 



 

 

Figure 12 : Les différents types de sondes disponibles 

 

✓ Comparaison des différentes sondes 

Le problème principal des oligonucléotides est leur conception. Il est nécessaire d’identifier 

des séquences spécifiques d’un gène, peu semblables à d’autres gènes, situées entièrement 

dans un exon, sans séquence répétitive ni la possibilité de palindrome et avec une composition 

en G/C constante pour toutes les sondes (Barrett and Kawasaki, 2003). Kane et al. ont 

comparé la différence de sensibilité entre des oligonucléotides longs (50 bp) et des produits de 

PCR (322 à 393 pb). Ces deux types de sondes présentent une sensibilité comparable. Leurs 

seuils de détection seraient de dix copies d’ARNm par cellules. Des études ont comparé les 

résultats obtenus à partir de sondes différentes. La plupart montrent que les corrélations entre 

les résultats obtenus avec deux sondes différentes sont relativement faibles (Kuo et al., 2002). 

Mais la suite de leurs résultats ne sont pas concordants. Certains précisent que les 



 

oligonucléotides courts donnent des résultats plus fiables que les ADNc, d’autres démontrent 

l’inverse. Enfin Yuen et al. précisent que les oligonucléotides et les ADNc conduisent à une 

sensibilité et une spécificité équivalente. 

Par ailleurs, l’incohérence des résultats se retrouve également pour le même type de sondes 

(ici des oligonucléotides) mais sur deux puces différentes. Nimgaonkar et al. ont montré que 

deux générations de puces Affymetrix pour l’Homme donnent des résultats relativement 

incohérents du fait d’un changement de densité, de sélection des oligonucléotides et d’autres 

changements dans la mise au point de la puce. Ces résultats ont été confirmés ultérieurement 

avec deux générations de puces pour l’étude du cancer (Jiang et al., 2004). Pour 25% des 

gènes, les résultats sont incohérents entre les deux types de puces. 

b) Le type de support 

Deux types de supports principaux sont actuellement utilisés : les membranes et les lames de 

verre. Les filtres ou membranes de nitrocellulose sont utilisées généralement avec un 

marquage radioactif. Ils peuvent être utilisés plusieurs fois, contrairement au support de verre. 

Les membranes avec marquage radioactif ont montré une plus grande sensibilité que les lame 

de verre avec fluorescence ( Stillman and Tonkinson, 2001). Les lames de verre sont le 

support favori car elles ont une fluorescence résultante faible, elles sont transparentes et 

résistantes aux hautes températures. Comme le liquide ne peut pas pénétrer dans la lame, la 

surface, les sondes et les cibles sont directement en contact sans diffusion via des pores. 

Bien sûr, cela demande d’agiter la préparation afin d’obtenir un haut taux d’hybridation (ceci 

est valable également pour les membranes) (Holloway  et al., 2002)(Southern and Tonkinson, 

2001). Contrairement aux membranes de nylon, leur relative « planité » autorise une lecture 

avec une précision de dizaine de micromètres. Leur rigidité permet une meilleure localisation 

des différents spots et plusieurs modifications chimiques de la surface sont disponibles afin de 

fixer les sondes (Holloway  et al., 2002)(Southern and Tonkinson, 2001). Toutefois Stillman 

et Tonkinson ont montré que la longueur de la sonde avait une plus grande influence sur la 

qualité de l’hybridation que le type de support. Cependant, les lames de verre sont le support 

privilégié sans doute à cause de la possibilité de réaliser l’hybridation de deux échantillons à 

la fois et ainsi comparer directement deux conditions expérimentales. 

Le type de marquage La plupart des puces actuelles utilisent un marquage fluorescent avec 

deux marqueurs de longueurs d’ondes d’émission différentes (une dans le vert et l’autre dans 

le rouge). Les cyanines fluorescentes Cy3 (vert) et Cy5 (rouge) mais aussi la fluorescéine et la 

rhodamine sont le plus souvent utilisées. La double fluorescence permet l’étude simultanée de 

deux échantillons sur la même puce. Cette possibilité explique l’engouement pour ce type de 

marquage puisqu’ainsi les biais entre différentes puces sont éliminés. Cependant Hoen et al. 



 

ont montré que les valeurs obtenues ne sont pas influencées par la présence d’un seul ou de 

deux fluorochores. Ils conseillent, par ailleurs, d’utiliser les valeurs obtenues pour chacun de 

ces marquages plutôt que le ratio entre ces valeurs généralement utilisé. Aussi des marquages 

avec simple fluorescence sont également employés. Une solution alternative est le marquage 

radioactif au 32P ou 33P qui ne nécessite que de petites quantités d’ARN (Holloway  et al., 

2002). La lecture se fait à l’aide d’un phosphorimager couramment disponible au sein de 

laboratoires de biologie. Querec et al. ont montré que la radioactivité présente une plus grande 

sensibilité par rapport à la fluorescence et une reproductibilité supérieure. Cette plus grande 

sensibilité résulte de la nature du marquage radioactif : à des temps d’exposition 

suffisamment longs, l’émulsion sensible aux rayons X sera « activée ». Cependant, le temps 

d’exposition pour maximiser la détection des signaux faibles peut gêner la détection des gènes 

les plus exprimés à cause d’une saturation du signal. Les radiations excèdent alors la limite de 

détection du film ou du phosphorimager. 

c) L’extraction des ARNm et le marquage 

L’extraction est une des étapes clés de la mesure du transcriptome. Vu le temps de demi-vie 

variable des différents ARNm (renouvellement des ARNm de l’ordre d’une à deux minutes 

pour E. coli et B. subtilis), une extraction rapide est préférée. Il est également nécessaire de 

limiter le stress de l’extraction afin de limiter les perturbations du système et la synthèse 

d’ARNm des protéines de choc thermique. Les protocoles varient selon les organismes 

étudiés et leurs stades. Les mesures d’expression dépendent fortement de la technique 

d’extraction utilisée et de la sensibilité spécifique de chaque gène à la dégradation de son 

ARNm (Schuchhardt et al., 2000). Il est parfois nécessaire d’amplifier les ARNm obtenus, du 

fait du trop faible nombre d’exemplaires présents. Cette étape d’amplification PCR implique 

malheureusement des biais selon les gènes. Aussi, il est préférable de l’éviter si elle n’est pas 

nécessaire. 

Après extraction des ARNm, il est préférable de synthétiser les ADNc correspondants, plus 

stables. Pour cela, il est possible, chez les eucaryotes, d’utiliser la queue polyA présente à 

l’extrémité 3’ des ARNm pour ancrer une amorce polyT qui permet, par une transcriptase 

inverse, la synthèse d’ADNc marqués. Une autre possibilité lorsque la queue polyA est 

inexistante est la synthèse d’ADNc à parti d’un ensemble d’amorces aléatoires ou spécifiques 

des ARN à détecter. La longueur de l’ADNc synthétisé peut varier, ce qui influence 

également les niveaux d’hybridation mesurés (Schuchhardt et al., 2000). Par ailleurs, la 

quantité d’ADNc synthétisée n’est pas proportionnelle à la quantité d’ARN utilisée et pire, le 

rendement de la synthèse d’ADNc dépend d’un gène à un autre (Sekowska et al., 2001). Une 

des hypothèses est que, pour certains gènes, la synthèse d’ADNc peut être affectée par la 



 

formation de structures secondaires dans l’ARNm ou par la présence de segments d’ARN 

largement biaisés par la composition en nucléotide (Sekowska et al., 2001).. Afin de révéler 

les ADN présents dans la cellule, une molécule radioactive ou fluorescente est incorporée (cf. 

types de puces). Cependant, l’incorporation de ces molécules peut varier selon l’ARNm. 

Ainsi la composition en nucléotides de l’ADNc fait varier la qualité du marquage radioactif  

(Schuchhardt et al., 2000). 

L’hybridation La composition des sondes influence la stabilité de l’hybridation dans des 

conditions fixées. Ces impacts ont été relativement bien étudiés de façon à déterminer les 

conditions optimales d’hybridation. Le taux de GC, la structure des acides nucléiques ou la 

localisation de la sonde sur la séquence du gène influencent la température et les solutions 

nécessaires à l’hybridation. On peut se référer à l’article de Maskos et Southern pour l’étude 

des conditions pour les oligonucléotides (Maskos and Souther, 1992). 

d) La lecture des données 

La phase de lecture de données est loin d’être anodine. L’acquisition des images conditionne 

de façon majeure la précision des données et donc la pertinence des interprétations (Leung 

and Cavalieri, 2003). Suivant le type de marquage, l’acquisition des images diffèrent. Afin de 

détecter la fluorescence émise par la puce, les fluorophores sont excités à leur fréquence par 

un laser tandis qu’un scanner ou un microscope confocal couplé à un tube photomultiplicateur 

(PMT) permet l’analyse des photons émis par les marqueurs. Les canaux de lecture 

correspondant aux longueurs d’onde 635 nm et 532 nm sont utilisés pour lire la fluorescence 

de Cy5 et Cy3. Dans le cas d’un marquage radioactif, la radioactivité est révélée par 

autoradiographie grâce à une exposition d’un film à rayon X ou à un scanner phosphorimager 

qui permet de détecter la radioactivité présente pour chaque spot. Une image est alors obtenue 

pour chaque échantillon (2 images pour les puces avec deux fluorochromes). Les paramètres 

de réglages des appareils influencent grandement la qualité des images obtenues. En effet les 

réglages des photomultiplicateurs pour la fluorescence et le temps d’exposition pour la 

radioactivité influent grandement sur la sensibilité de la puce. Ainsi pour la radioactivité, si de 

grands temps d’exposition sont utilisés, il sera possible de détecter des ARNm présents à des 

niveaux très faibles. Cependant, on s’expose alors à des problèmes de  saturation du film pour 

les gènes fortement exprimés ainsi. A cela s’ajoute le fait que l’intensité élevée d’un spot aura 

tendance à masquer l’intensité des spots voisins. Au contraire, des temps d’exposition courts 

écarteront tout problème de saturation et permettront une bonne évaluation de l’expression 

des gènes fortement exprimés. Cependant, les ARNm peu présents dans la cellule ne seront 

sans doute pas détectés. Aussi, utiliser différents temps d’exposition permet d’obtenir une 

mesure correcte, une grande gamme d’intensités et d’augmenter le nombre de gènes détectés 



 

(Querec et al., 2000). Pour la fluorométrie, les scanners disposent généralement d’options 

diverses qui permettent d’améliorer la qualité du signal détecté : plus on augmente la tension 

du PMT ou la puissance du laser, plus les intensités mesurées sont fortes. Généralement, les 

intensités faibles sont détectées avec une précision plus faible. Il est donc tentant d’ajuster les 

paramètres afin d’obtenir des intensités fortes même pour les spots faiblement marqués. 

L’ajustement le plus couramment utilisé consiste à régler le gain du PMT de façon à ne 

conserver qu’un nombre minimal de spots présentant des pixel saturés (Lashkari et al., 1997). 

La puissance du laser est plus rarement utilisée du fait du risque de blanchissement de l’image 

(photo-bleaching) à trop fortes puissances (Leung and Cavalieri,2003). Cependant, des 

erreurs de mesure significatives peuvent être introduites lors de lectures à différentes tensions 

(Lyng et al., 2004) (Stoyanova et al., 2004) . Généralement, le signal mesuré est supposé 

proportionnel à l’intensité de la lumière émise à un voltage donné. Lyng et al. ont rappelé 

pour trois scanners l’influence non linéaire de la tension PMT sur l’intensité moyenne 

mesurée. La plupart des scanners montrent la relation log-linéaire désirée pour les moyennes 

d’intensités d’expression comprises entre 200 et 50 000 (Figure 13). Au dessus, il y a 

saturation, l’intensité croit plus lentement puis se stabilise. En dessous, l’intensité décroît 

rapidement avec un taux de décroissance différent selon les spots. Des problèmes de 

discrétisation des variables peuvent surgir pour des valeurs inférieures à 200. Lyng et al. [99] 

préconisent de faire différents scans pour des tensions différentes à partir d’une même puce en 

fonction de l’intensité des spots les plus faibles/forts. 

 

Figure 13 : Gamme de linéarité pour la mesure de niveaux d’expression (figure tirée 

de Lyng et al.) 



 

A partir de l’image obtenue, les différents spots sont reconnus via un logiciel à l’aide d’une 

grille (Leung and Cavalieri, 2003). Les principaux logiciels utilisés sont ScanAlyze (Eisen 

and Brown, 1999), ImaGene et GeneSight de Biodiscovery inc, AtlasImage et AtlasNavigator 

de BD Biosciences Clontech et ArrayExplorer (Patriotis et al., 2001). Généralement, pour la 

mise en place de la grille, certains paramètres de la puce sont précisés comme la disposition 

de la puce, la taille et la forme des spots. Au départ, on peut croire que nous connaissons la 

disposition des spots et leur écartement et qu’ils sont tous circulaires avec le même diamètre. 

Cette vision idéale se révèle erronée: beaucoup de spots ne se trouvent pas dans la grille 

exactement à l’endroit attendu et certains présentent une forme non circulaire. Par conséquent, 

des interventions humaines sont souvent nécessaires à cette étape afin de correctement 

repositionner les spots ou affiner leur forme et leur taille (Hess et al., 2001). Aussi, deux 

chercheurs qui utilisent le même logiciel, par exemple scanAlyze, pour traiter la même image 

ne trouvent pas forcément des résultats identiques ou cohérents (Lawrence et al., 2004). Cela 

peut entraîner des variations fortes entre deux mesures, comme des ratios doublés simplement 

à cause du placement de la grille. L’intensité des spots est ensuite extraite. Globalement, le 

niveau d’expression d’un gène correspond à la moyenne ou la médiane des intensités des 

pixels du spot qu’il représente. Pour conclure, Stoyanova et al. [100] montrent que la plupart 

des effets non linéaires trouvés dans leur analyse correspondent à de mauvais réglages du 

scanner. Une attention toute particulière doit donc être apportée à ce paramètre. 

2.6.5. La normalisation et la prise en compte du bruit  

Le terme normalisation se réfère aux différents moyens d’éliminer l’effet des sources de 

variations systématiques qui affectent les mesures de transcriptome (Yang et al. ; 2002). Cette 

étape peut s’avérer nécessaire afin de distinguer les différences d’expression biologiques des 

différences liées au protocole expérimental utilisé. Les polémiques les plus importantes sur la 

normalisation concernent la soustraction du signal par un signal de référence ou la correction 

du bruit de fond ainsi que les techniques de lissage (Thygesen and Zwinderman, 2004). 

a. Prise en compte du bruit 

La prise en compte du bruit est généralisée dans la plupart des laboratoires. L’idée est qu’il 

existe une fluorescence résiduelle ou des hybridations non complémentaires dont il faut tenir 

compte afin d’obtenir le « véritable » niveau d’expression d’un gène. Cette prise en compte 

dépend du type de sondes utilisées. 

La prise en compte du bruit pour les puces à oligonucléotides courts Affymetrix est réalisée à 

partir de la détection d’un signal sur des sondes mutées (MM). Il était au début préconisé de 

soustraire tout simplement le signal de la sonde mutée (MM) du signal de la sonde exacte 

(PM). Toutefois, cette méthode présente l’inconvénient d’obtenir de nombreux signaux 



 

négatifs : la sonde mutée hybride quelques fois plus que la sonde exacte. Par ailleurs, cette 

soustraction est inadéquate pour les intensités fortes ou faibles (Chudin et al., 2002). Ainsi, 

pour les intensités fortes, le gène à détecter s’hybride sur les PM mais aussi sur les MM de 

manière non négligeable. En conséquence, les valeurs PM-MM deviennent faibles comparées 

à l’intensité d’expression réelle. Cet aspect du problème est décrit par Kothapalli et al. : 

parfois le signal MM masque le signal PM. Ce qui fait qu’un gène peut être considéré comme 

non exprimé dans une condition alors qu’il l’est après vérification par d’autres techniques. En 

bref, la soustraction du signal MM au PM n’est pas justifiée et ce d’autant plus que la 

température d’hybridation actuelle dans le protocole expérimental est plus basse que la 

température qui, idéalement, permettrait l’hybridation des cibles avec le PM et non le MM 

(Sasik et al., 2002). Pour les ADNc, généralement, l’intensité résiduelle autour de chaque spot 

est évaluée et soustraite à l’intensité du spot. Là encore, les données résultantes comprennent 

des valeurs négatives. Par ailleurs, outre les questions de la méthodologie utilisée afin de 

déterminer les alentours du spot, d’autres problèmes sont soulevés. Dans la discussion de leur 

article, Lyng et al. remarquent qu’en raison de l’étape d’acquisition de l’image en 

fluorométrie, il y a des erreurs importantes pour toutes les intensités faibles. Il en découle que 

la mesure du bruit est elle-même bruitée. Toutes les mesures dans lesquelles le bruit est pris 

en compte finissent par être biaisées à cause de l’évaluation du bruit. L’impact sera 

relativement faible pour les valeurs fortes mais il sera beaucoup plus important sur les valeurs 

faibles. 

Pour être complet, il convient de se poser également la question du type de bruit de fond pris 

en compte. Pour les puces Affymetrix, le bruit que l’on tente de mesurer correspond à 

l’hybridation croisée entre des séquences homologues, il dépend donc du gène étudié. En 

revanche, pour les sondes ADNc, le bruit correspond à une hybridation non spécifique sur la 

surface du support (Vrana et al., 2003). La prise en compte du bruit n’est utile dans ce cas que 

si l’hybridation fluctue selon la localisation sur le support. Par ailleurs Vrana et al. 

soutiennent que ce bruit de fond n’est pas le même au sein d’un spot (présence de sondes) ou 

à coté d’un spot (hybridation directe sur le support). Ils suggèrent de considérer le bruit 

comme l’intensité du spot le plus faible correspondant à une fixation non spécifique. 

Cependant, la soustraction du même bruit de fond pour l’ensemble des gènes risque de se 

révéler inutile. Enfin, d’autres approches plus élaborées se sont développées comme une 

approche bayésienne qui utilise les mesures du bruit autour du spot  (Kooperberg et al., 2002). 

Ces approches élégantes ne résolvent pas les problèmes liés au manque de précision dans la 

mesure de ce bruit ni la pertinence de sa prise en compte. 



 

Pour conclure, la prise en compte du bruit est fortement sujette à débat. Ainsi, la correction du 

bruit basée sur la médiane de l’intensité des pixels autour du spot n’a pas été prouvée comme 

bénéfique (Thygesen and Zwinderman, 2004). La Figure 14 montre que la prise en compte du 

bruit risque de rajouter du bruit aux données initiales. Deux mesures du même échantillon 

marqué en radioactivité sont confrontées. A gauche, sont représentées les mesures sans prise 

en compte du bruit, à droite celles dont on a soustrait le bruit estimé à partir d’hybridations 

non spécifiques. Ce graphique démontre clairement le rajout de bruit pour les valeurs faibles 

en tentant de prendre en compte le problème d’hybridation non spécifique. 

 

Figure 14 : La prise en compte du bruit rajoute du bruit 

Les sources de variations sont multiples : de l’effet des différents fluorochromes à l’effet du 

réglage du scanner. Généralement, afin de pouvoir comparer les mesures effectuées sur deux 

puces ou avec deux fluorochromes différents, il est utile de remettre à la même échelle les 

mesures et d’éliminer les biais selon les intensités d’expression (Quackenbush, 2002). 

Plusieurs types de normalisation peuvent être distingués. 

a) Différentes normalisations 

✓ Normalisation afin de limiter les effets de facteurs extérieurs comme le marquage et 

les réglages du scanner 

Une des premières stratégies a consisté à normaliser les données à partir des mesures de gènes 

de ménages (housekeeping gene) dont le niveau d’expression est supposé invariant quelles 

que soient les conditions (Vrana et al., 2003)  (Whitehead andn Crawford, 2005) (Stoyanova 

et al., 1999). Il a été cependant révélé que leurs niveaux d’expression varient quand même 

pour certaines conditions expérimentales ce qui rend toute normalisation fondée sur leur 

expression aléatoire (Selvey et al.,2001) (Leeet al., 2002) (Kepler et al., 2002). Depuis, il 

existe un lot de méthodes qui identifient un jeu de gènes supposés de ménage dans les 

données (Stoyanova et al., 1999), (Kepler et al., 2002).. Ces méthodes présentent l’avantage 

de ne pas faire d’hypothèse sur les variations d’expression réelles. Elles peuvent être 



 

intéressantes, notamment sur les puces dédiées. Cependant, elles dépendent fortement du lot 

de gènes identifié et requièrent un certain nombre de puces pour être valides. 

Certaines expériences comparent plus de deux conditions expérimentales. Avec des puces à 

marquage fluorométrique, une référence marquée d’une couleur est généralement utilisée lors 

de chaque hybridation. La mesure du signal d’intérêt est parfois « normalisée » en soustrayant 

le signal de référence. Thygesen et al.ont analysé l’efficacité de cette soustraction. Pour leurs 

données elle n’apporte rien, voire pire, elle dégrade le signal initial. La plupart des méthodes 

de normalisation globales se fondent sur la moyenne des mesures de l’ensemble des gènes 

(Stoyanova et al., 1999). L’hypothèse sous-jacente suppose que l’expression de la majorité 

des gènes ne varie pas. Par ailleurs, les variations d’expression des gènes restants devraient 

s’équilibrer : autant de gènes seraient sous et sur-exprimés dans des échelles de variation 

proches (Yang et al., 2002) (Quackenbush, 2002). Enfin, entre deux conditions 

expérimentales, les niveaux moyens d’expression restent identiques (pas plus d’ARNm en 

moyenne). Une des normalisations les plus simples est de centrer et réduire l’ensemble des 

valeurs pour chaque condition. L’utilisation de la médiane et des quantiles au lieu 

respectivement de la moyenne et de la variance permet de se libérer de l’influence 

d’éventuelles valeurs extrêmes (Vrana et al., 2003) ] (Stoyanova et al., 1999). Enfin 

Schuchhardt et al. ont divisé les intensités par la moyenne de chaque condition expérimentale. 

Dans certaines conditions, ce type de normalisation est totalement inadéquat. Ainsi, si l’étude 

porte sur la stabilité des ARNm au cours du temps, le niveau d’expression moyen va diminuer 

au fil des prélèvements du fait de la destruction des ARNm. Pour les puces dédiées à une 

thématique, où les gènes sont sélectionnés selon leur fonction, les hypothèses du maintien du 

niveau d’expression global et d’un faible nombre de gènes différentiellement exprimés 

peuvent également être invalidées (Quackenbush, 2002). Par ailleurs, cette normalisation 

globale ne prend pas en compte d’éventuels bruits qui dépendent des intensités mesurées 

(Kepler et al., 2002). Kerr et al. ont introduit l’ANOVA (analyse of variance) afin de 

normaliser les données sans les modifier a priori. La seule transformation réalisée avant cette 

normalisation est le passage au logarithme. D’autres modèles ont été également développés 

pour les puces à oligonucléotides (Li and W2001) (Stoyanova et al., 1999). 

Afin d’observer l’effet différentiel des fluorochromes sur les niveaux d’expression mesurés, il 

suffit de confronter les résultats d’un même échantillon marqué par les deux fluorochromes. 

Les mesures observées montrent que le fluorochrome affecte les mesures selon les intensités 

d’expression. Ce biais résulte de différents facteurs dont les propriétés physiques des 

marqueurs (sensibilité à la lumière et la chaleur, temps relatif de demi-vie), l’efficacité de 

l’incorporation de ces marqueurs, les différences entre les techniques d’hybridation et les 



 

paramètres du scanner (Yang et al., 2002). Même si ce biais systématique a une influence 

relativement faible, il peut mener à de mauvaises interprétations pour l’étude de subtiles 

différences biologiques [104] (Yang et al., 2002).. Différentes méthodes sont employées afin 

de corriger cet effet dont la méthode « lowess » (Locally Weighted regression Scatterplot 

Smoothing) ou encore des régressions locales (Vrana et al., 2003). Dans tous les cas, les 

hypothèses sous-jacentes sont identiques aux 

méthodes globales : peu de gènes varient et leurs variations se compensent globalement 

(Kepler et al., 2002). Le lissage lowess repose sur l’idée que toute tendance non-linéaire entre 

les niveaux d’expression de deux échantillons est un artefact à éliminer (Thygesen and 

Zwinderman, 2004). Il est nécessaire de définir le pourcentage de points utilisés afin de lisser 

les données localement. Plus le pourcentage est grand, plus le lissage est important (Yang et 

al., 2002).Tout comme la prise en compte du bruit, il faut utiliser ce type de « correction » 

avec parcimonie de peur d’introduire du bruit supplémentaire. Ainsi, si l’effet non linéaire est 

faible, le bénéfice de lisser peut ne pas valoir son coût en terme de bruit rajouté par le lissage 

(Thygesen and Zwinderman, 2004). L’idéal non atteint serait de distinguer la non-linéarité 

artificielle des effets biologiques (Thygesen and Zwinderman, 2004) (Stoyanova et al., 2004). 

Différentes comparaisons entre des méthodes de normalisation ont été effectuées. Il est à 

noter qu’il s’agit souvent de montrer que la méthode décrite dans l’article est aussi bonne ou 

surclasse les méthodes couramment utilisées. La comparaison des méthodes lowess, de 

normalisation globale et celle développée par Zhao et al. sur des données simulées montre 

que, lorsque la majorité des gènes ne sont pas différentiellement exprimés ou que les nombres 

de gènes sur et sous exprimés sont égaux, la normalisation globale est la meilleure. En 

revanche, lorsqu’il y a beaucoup de gènes différentiellement exprimés et/ou de façon non 

symétrique, leur méthode est plus efficace. 

Il faut néanmoins prendre ces conclusions avec prudence, puisqu’elles dépendent fortement 

du modèle de simulation des données ainsi que du critère de comparaison. 

✓ Normalisation afin d’adapter la distribution des données à l’analyse 

Certaines analyses statistiques classiques reposent sur des hypothèses de distribution de 

données. Par ailleurs, une distribution fortement asymétrique des données de puces (Chen  et 

al., 2004) avec un petit nombre de valeurs fortes et beaucoup de valeurs faibles peut poser des 

problèmes pour l’analyse ultérieure. Une première étape, souvent négligée avant toute 

normalisation, est l’analyse de la distribution initiale des données. Hoyle et al. (Hoyle et al., 

2002) ont analysé une variété de données de transcriptome de différents organismes, obtenus 

à partir de différentes plate-formes et supports. Ils ont montré que les données de 

transcriptome obtenues suivent toutes une même distribution mixte, proche de la distribution 



 

lognormale pour la plupart des mesures ; les extrémités (queues) suivent cependant une 

distribution du type puissance. La variance de la distribution dépend de la taille du génome 

étudié. Ces observations sont valables pour toutes les puces globales, c’est à dire pour les 

puces qui ne présentent pas de biais de sélection des gènes comme les puces dédiées. 

Comme la distribution des données est un mélange de deux distributions, il n’existera pas de 

transformation unique satisfaisante puisque le modèle change selon la valeur des données. 

Cependant, comme la majorité des données suit une loi log-normale, la normalisation 

généralement utilisée est le passage à un logarithme. Cette transformation limite les effets de 

valeurs extrêmes sur la suite de l’analyse. La distribution obtenue est alors plus proche d’une 

distribution gaussienne. D’autres transformations sont possibles, comme l’utilisation de la 

racine-carrée. Elle ne correspond pas à la distribution des données observées. Sapir et 

Churchill (Sapir and Churchill, 2000) ont comparé la distribution résultante de la 

transformation en logarithme et en racine-carrée. Leur conclusion favorise la transformation 

en logarithme. De plus, cette dernière transformation a l’avantage d’avoir une interprétation 

biologique. Ainsi, certains phénomènes biologiques ont des effets multiplicatifs sur les 

niveaux d’expression. Le passage au logarithme permet un passage à des effets additifs qui 

sont plus facilement modélisés lors des analyses statistiques ultérieures (Kerr et al., 2000). 

Cependant, le logarithme pose un problème pour les valeurs négatives obtenues suite à la 

prise en compte du bruit (Kerr and Churchill, 2001) (Kerr et al., 2000).. Enfin, il est 

nécessaire de préciser que la recherche de gènes ayant le même profil d’expression peut 

nécessiter une étape de normalisation particulière suivant la distance utilisée. Si la distance est 

euclidienne, le niveau d’expression des gènes influencera beaucoup plus les résultats que le 

profil d’expression. Deux gènes avec de forts niveaux d’expression mais avec des profils 

différents se retrouveraient, sans normalisation, plus proches que deux gènes exprimés à des 

niveaux différents mais aux profils identiques. Quackenbush (Quackenbush, 2002) fournit une 

information plus détaillée sur les différents types de normalisation.  

c) Les problèmes inhérents aux données utilisées. 

✓ Les valeurs faibles ou bornées. 

Le problème de fiabilité des valeurs faibles existe pour tous les types de puce à ADN. Les 

appareils de lecture sont nettement moins précis pour les valeurs faibles (Lyng et al., 2004). 

Du coup, les biologistes n’ont que peu de confiance dans ces petites valeurs et les traitent 

donc, généralement de manière différente. Elles peuvent être soit purement supprimées soit 

remplacées par une valeur seuil. Ainsi Tschentscher et al., ont remplacé les niveaux 

d’expression mesurés inférieurs à 50 par la valeur 50 dans des données issues de puces 

Affymetrix. Cette pratique est également relativement courante dans les puces à lame de verre 



 

avec double fluorométrie. De nombreux jeux de données comprennent, en outre, des valeurs 

seuils minimales artificielles ou non, des valeurs seuils maximales liées à la saturation du 

scanner. Lorsqu’un fort pourcentage de gènes présente des intensités seuils, toutes les 

analyses ultérieures se trouvent biaisées par cette distribution des données. Il arrive parfois 

qu’il faille réattribuer, à ces valeurs bornées, des valeurs aléatoires afin de pouvoir procéder à 

des analyses relativement robustes (Chiappetta et al., 2004). 

✓ Les valeurs manquantes 

Comme nous venons de le voir, un jeu de données peut comprendre des valeurs manquantes 

issues soit de problèmes sur la lame (poussières) soit, dans la majorité des cas, de méthodes 

d’acquisition d’images et de normalisation. La fréquence des valeurs manquantes n’est pas 

négligeable. Ainsi dans les données de Gash et al. 39% des gènes ont au moins une mesure 

d’expression manquante. On peut atteindre 72,5% pour les données de Garber et al. ou 73,5% 

pour Bohen et al. . Or, la plupart des méthodes d’analyse des données requièrent des jeux 

complets (Oba et al., 2003). Afin d’obtenir ce jeu, deux voies sont possibles : soit enlever tous 

les gènes présentant au moins une valeur manquante, soit réattribuer des valeurs aux données 

manquantes. Au vu des proportions de valeurs manquantes citées ci-dessus, il est préférable 

d’utiliser la deuxième voie. L’algorithme de clustering d’Eisen et al.présente l’alternative de 

ne pas tenir compte de la condition expérimentale qui présente une valeur manquante lors du 

calcul de distance entre l’expression de deux gènes. Toutefois, cela revient à considérer (pour 

une distance euclidienne) que l’expression de ces deux gènes est identique dans ces 

conditions. La distance entre des gènes avec des valeurs manquantes tend donc à être plus 

faible que les distances entre des gènes qui présentent le jeu de mesures complet (Oba et al., 

2003). Dans les cas les plus extrêmes, certains clusters obtenus correspondent aux gènes dont 

les mesures d’expression sont incomplètes. Généralement, les chercheurs remplacent les 

valeurs soit par le seuil qu’ils avaient défini au préalable, soit par zéro ou plus rarement, par la 

moyenne des mesures pour le gène (Troyanskaya et al., 2003) (Kaski rt al., 2003) . Ces 

méthodes ne sont pas optimales puisque aucune ne prend en compte les corrélations existantes 

avec les autres gènes et que pire, les deux premières incorporent un nombre de valeurs 

identiques important ce qui biaise toute analyse future. Chiappetta et al. proposent de 

réassigner ces valeurs par des valeurs faibles avec un bruit aléatoire. Cependant, la 

réattribution des valeurs manquantes n’est pas une nouveauté propre aux données de puces à 

ADN. Ainsi, des méthodes classiques comme la réattribution des valeurs par régression (Zhou 

et al., 2003), par décomposition en valeurs propres (SVD ou singular value decomposition) 

(Hastie et al., 1999) ou par maximum de vraisemblance sont également utilisées. La plupart 

de ces méthodes calculent, à partir du plus grand jeu de données complet disponible, des 



 

estimateurs des valeurs manquantes. Pour la SVD, les estimations sont fondées sur les valeurs 

propres ; pour l’algorithme des K voisins les plus proches (K nearest neigbour ou KNN) la 

valeur est complétée par la moyenne d’expression pour la condition manquante des K gènes 

les plus proches du gène à compléter (distance euclidienne sur les 

valeurs d’expression présentes). Beaucoup de méthodes tendent à améliorer le KNN simple : 

notamment en changeant la distance utilisée, en faisant une moyenne pondérée par la distance 

des voisins (Troyanskaya et al., 2003), en utilisant les valeurs prédites au fur et à mesure 

(KNN séquentiel ou SKNN) (Kim et al., 2004). La plupart de ces méthodes nécessitent la 

définition de paramètres comme le nombre de valeurs propres prises en compte pour la SVD 

ou encore le nombre de voisins utilisés. Plusieurs études ont tenté de définir des gammes de 

paramètres adéquats. Pour le KNN entre 10 et 20 voisins semblent donner les meilleurs 

résultats (Oba et al., 2003) (Troyanskaya et al., 2003) (Kim et al., 2004).. Toutefois, cette 

valeur dépend du jeu de données et notamment du degré de similarité entre les profils 

d’expression ainsi que du pourcentage de valeurs manquantes. Pour la SVD, les meilleurs 

résultats obtenus se situent avec la prise en compte d’environ 20% des valeurs propres 

(Troyanskaya et al., 2003). 

Plusieurs comparaisons de l’efficacité de ces méthodes ont été effectuées. La plupart reposent 

sur un jeu complet de données existantes, auquel un certain pourcentage de valeurs est 

supprimé aléatoirement. Plus une méthode procure des estimations proche des valeurs réelles, 

plus elle est caractérisée comme performante (généralement fondée sur le RMSE root mean 

square error). Les méthodes par maximum de vraisemblance présentent des performances 

bien moindres que le KNN et le SKNN (Kim et al., 2004).. Pour un pourcentage de valeurs 

manquantes situé entre 1 et 20%, Troyanskaya et al. ont montré que le KNN avec la moyenne 

pondérée est plus efficace que le SVD et bien plus efficace que la méthode d’attribution de la 

moyenne du gène. La SVD est plus sensible au type de jeu de données utilisé que le KNN. 

Pour des jeux de données où plus de 30¨% des gènes présentent au moins une valeur 

manquante, le SKNN se révèle meilleur que le KNN (Kim et al., 2004).. Pour un pourcentage 

de valeurs manquantes égal à 5% l’ACP bayésienne est plus performante que le KNN ou le 

SVD (Oba et al., 2003). 

La question est de savoir si ces résultats sont extrapolables sur un jeu de données réelles. Un 

premier point est de définir la taille du jeu de données minimale afin d’avoir des estimations 

correctes des valeurs manquantes. Le KNN donne des résultats corrects pour un nombre de 

conditions expérimentales supérieur à 6. En dessous, les estimations sont moins fiables voire 

mauvaises en dessous de 4 (Troyanskaya et al., 2003).. Comme nous l’avons précisé plus 

haut, la plupart des données manquantes ne sont pas dues à des poussières sur la puce mais 



 

plutôt à un manque de confiance dans les valeurs faibles mesurées. Or, la plupart de ces 

comparaisons font l’hypothèse de la répartition aléatoire des valeurs manquantes, 

indépendantes du niveau d’expression du gène. L’efficacité des estimations des valeurs 

manquantes devrait être moindre dans les conditions réelles (Oba et al., 2003).. 

Aussi, la meilleure solution est encore de limiter le nombre de données manquantes, 

notamment en réduisant ou en éliminant les seuils de détection définis a priori. Ainsi, pour 

toute analyse, le traitement des données doit être réduit au minimum avant analyse : par 

exemple, on ne devrait pas enlever les bruit de fond des valeurs ou utiliser des ratios de 

valeurs car cela ne peut être réalisé sans introduire de biais spécifiques. Similairement, 

l’introduction de normalisation fondée sur des hypothèses biologiques (moyenne sur des 

gènes de ménage) introduit un biais systématique (Sekowska et al., 2001). Enfin, dans les 

expériences d’étude du profil d’expression de l’ensemble des gènes, les variations d’intérêt 

sont souvent cachées par le bruit (Sekowska et al., 2001).. L’interprétation des expériences est 

gênée par la précision des mesures physiques, de telle manière que l’on néglige souvent 

l’importance de fluctuations inhérentes aux expériences biologiques. La normalisation des 

données ne doit pas prendre le pas sur une analyse approfondie qui tient compte des différents 

facteurs biologiques interférant. 

✓ Précisions sur les données de puces 

 Les intensités des spots ne peuvent pas être prises comme une estimation précise du niveau 

d’expression mais plutôt comme une mesure relative à l’ensemble des mesures de niveaux 

d’expression dans l’échantillon étudié (Querec et al., 2004). 

Les données de transcriptome présentent peu de mesures, souvent quelques dizaines de 

conditions expérimentales, comparées au grand nombre de variables étudiées, les niveaux 

d’expression de milliers ou de dizaines de milliers de gènes (Vrana et al., 2003). Par ailleurs, 

les réplications sont en nombre limité ce qui rend difficile l’évaluation des erreurs et donc, un 

nombre de faux négatifs et positifs non négligeable (Vrana et al., 2003).. Les niveaux 

d’expression des gènes ne sont pas indépendants les uns des autres puisqu’ils peuvent 

participer à un même réseau de régulation ou à une même voie métabolique. A cela se 

rajoutent des mesures relativement peu reproductibles en raison des différentes sources de 

variations décrites précédemment. 

✓ La confrontation à des données externes  

En 1997, une étude sur les effets du stress lié à la température (chaud ou froid) (Lashkari et 

al., 1997) montre que si une minorité de gènes identifiés comme différentiellement exprimés 

correspondent aux gènes attendus, la majorité ne devrait pas être a priori différentiellement 

exprimée. Afin de savoir si les différences d’expression mesurées correspondent réellement à 



 

un changement physiologique, il est nécessaire de prendre en compte des données externes 

(autres techniques de mesure ou connaissances préalables). 

Les résultats obtenus doivent être confrontés à d’autres sources de données avant de se lancer 

dans des recherches futures consommatrices de temps et d’argent. En effet, les effets observés 

par l’analyse des puces à ADN ne correspondent pas forcément à l’effet direct escompté. Par 

exemple, dans une étude de l’influence de mutants de la DAM méthylase sur l’expression des 

gènes, on s’attendrait à voir des gènes qui présentent des clusters de GATC à l’intérieur de 

leur séquence ou dans leur région promotrice/régulatrice (Riva et al., 2004). Les résultats 

obtenus ne présentent aucune corrélation entre les gènes différentiellement exprimés et la 

présence ou non de GATC. L’expérience de transcriptome ne permet donc pas de conclure. 

Les gènes identifiés peuvent être différentiellement exprimés à cause de l’observation d’effets 

indirects comme l’activation de voies métaboliques annexes. Ils peuvent également être 

identifiés comme différentiellement exprimés en raison de changements de conditions 

expérimentales incontrôlés. Parfois, des phénomènes transitoires au début de l’expérience 

produisent une empreinte sur la culture pour toute l’expérience et se reflètent dans la mesure 

des niveaux d’expression (Sekowska et al., 2001). Cette étape, fortement négligée au début de 

l’engouement pour les puces à ADN, est désormais obligatoire avant toute publication de 

résultats. Kothapalli et al. ont montré que les résultats des puces étaient fortement dépendants 

de la technique utilisée. Parmi dix-sept gènes supposés différentiellement exprimés, 

seulement huit (47%) ont été confirmés par Northern blot. Aussi, il s’avère souvent 

nécessaire, avant de publier ou de se lancer dans une analyse plus précise des gènes détectés, 

de confronter les résultats des puces avec d’autres sources de données. Une des possibilités 

consiste à vérifier la sur ou sous expression du gène d’intérêt à l’aide de mesures par Northern 

blot ou RT-PCR quantitative (Querec et al., 2004). 

Par ailleurs, les conditions expérimentales, jamais totalement maîtrisées, peuvent révéler le 

déclenchement de voies métaboliques indépendantes de l’objet de l’étude. La confrontation 

des données avec les connaissances existantes et notamment les bases de données 

fonctionnelles permet de valider certains résultats. Des études couplent également analyse du 

transcriptome et du métabolome chez Arabidopsis thaliana (Hirai et al., 2004). 

2.6.6.  L’analyse des puces 

Cette partie présentera de manière non exhaustive les différents types de méthodes d’analyse 

de données. Tout comme les méthodes de normalisation, de nombreuses publications portent 

sur l’analyse des puces avec la création d’algorithmes spécifiques à ces données. A cela se 

rajoutent les méthodes de statistiques issues d’autres domaines, désormais appliquées au 



 

transcriptome. Vu le nombre important de publications à ce sujet, nous aborderons certaines 

grandes classes de méthodes. Pour une vue plus exhaustive, on peut se référer au site de Li 

(http://www.nslijgenetics. org/microarray/) qui recense environ 1300 publications sur ce sujet 

depuis 1993. La première remarque à faire sur l’analyse des puces est qu’il n’existe, à ce jour, 

aucun consensus sur la méthode à utiliser (Vrana et al., 2003). En effet, aucune méthode 

d’analyse ne permet d’aborder l’ensemble de l’histoire présente dans les données de puces 

mais uniquement un chapitre de celle-ci (Leung, 2002). Il est donc nécessaire d’utiliser 

différentes méthodes plutôt qu’une seule si l’on souhaite tirer le maximum d’information des 

données disponibles (Quackenbush, 2001). 

L’étape de l’analyse est une étape appréhendée par les biologistes, car elle est considérée 

comme la plus décourageante (Vrana et al., 2003). Souvent, la crainte de ne pas maîtriser les 

méthodes statistiques entraîne l’utilisation de méthodes d’abord plus facile comme 

l’utilisation du ratio et la définition d’un seuil audessus duquel un gène est défini comme 

différentiellement exprimé. C’est d’ailleurs la méthode la plus utilisée dans le monde du 

transcriptome. Le recours à des méthodes statistiques est cependant conseillé. Pour cela, la 

collaboration avec des experts de l’analyse de données est parfois nécessaire mais avant tout, 

rien ne peut remplacer une formation en analyse afin de mettre correctement en place les 

expériences (Leung, 2002). 

a) Principes de l’analyse du transcriptome 

Les puces à ADN servent généralement à étudier une voie métabolique particulière et à 

identifier les gènes impliqués dans un phénomène. Or, toute perturbation sur un gène 

particulier ou sur un composant du signal se propage rapidement à travers le réseau 

métabolique (Sontag et al., 2004). Il est en pratique impossible de mettre en oeuvre une 

expérience afin d’observer comment un changement à un nœud du réseau métabolique 

affectera un autre noeud. En effet, les interconnexions causeront des changements globaux du 

réseau. Le problème est d’utiliser ces perturbations globales pour retrouver les interactions 

entre des noeuds individuels. Le but de l’analyse du transcriptome n’est pas forcément de 

détecter les gènes avec de grandes variations d’expression, facilement repérables sans 

statistique. Il faut également rechercher les gènes qui ont des petites variations 

reproductibles (Kerr and Churchill, 2001). La reproductibilité des résultats est nécessaire 

avant de se lancer dans des expériences d’approfondissement des conclusions sous peine de 

perdre du temps et de l’argent dans des efforts non fondés. Dans ce cas, les scientifiques ont 

besoin d’un plan d’expérience et de méthodes d’analyse qui ne sont pas fondées uniquement 

sur l’étude relative des mesures mais qui permettent également une estimation des erreurs. 

Globalement, l’analyse de puces permet de détecter un grand nombre de gènes comme 



 

différentiellement exprimés. Plusieurs articles détectent qu’environ 10% des gènes se trouvent 

différentiellement exprimés dans les puces, par exemple lors de l’étude du rythme circadien 

d’Arabidopsis thaliana (Davis and Millar, 2001) ou de l’influence de mutants GATC chez E. 

coli (Riva et al., 2004). Il semble que ce pourcentage de gènes différentiellement exprimés 

soit une propriété généralement observée dans les études du transcriptome. L’analyse des 

puces à ADN comporte deux volets : la recherche de gènes différentiellement exprimés et la 

recherche de profils d’expression communs. Chaque volet possède des méthodes d’analyse 

spécifiques. 

b) Les ratios et le principe de seuillage 

Dans le reste de ce manuscrit, nous ne traiterons pas des données fournies sous la forme de 

ratio. Beaucoup d’articles présentent des résultats issus de cette méthode non statistique mais 

intuitive. Il s’agit de l’utilisation simple du logarithme du ratio entre les mesures de deux 

conditions expérimentales. Au départ, le ratio a été utilisé pour le marquage par fluorescence 

avec un échantillon hybridé en vert et l’autre en rouge. Le ratio est désormais appliqué à des 

marquages différents et même des échantillons hybridés sur des puces différentes. L’idée est 

que si un gène est différentiellement exprimé entre les deux conditions, son ratio devrait 

s’écarter fortement de 1. La définition d’un seuil défini arbitrairement, généralement de 3 ou 

1/3, permet de définir respectivement les gènes sur/ sous -exprimés dans une condition 

expérimentale (DeRisi et al., 1997). Elle présente l’avantage d’être intuitive avec une 

interprétation biologique immédiate : le gène s’exprime x fois plus dans cette condition que 

dans l’autre. Cependant, cette interprétation est erronée puisque la valeur mesurée comprend 

une valeur relative de l’intensité d’expression mais aussi des biais liés au protocole 

expérimental (Kerr et al., 2000). Les ratios requièrent donc des étapes de normalisation. Les 

ratios obtenus dépendent alors de la méthode utilisée. Si elle est aisément compréhensible, 

elle ne permet pas d’appréhender la complexité des données obtenues. Vu les biais décrits 

dans le chapitre précédent, les résultats de comparaison d’uniquement deux conditions 

expérimentales sont nettement insuffisants pour conclure à l’implication de gènes dans le 

phénomène étudié. Ainsi, si plus de deux conditions expérimentales sont comparées, la 

méthode ratio seuillage ne suffit plus. Cette méthode ne permet pas d’utiliser l’ensemble des 

données disponibles et notamment l’utilisation au mieux des éventuels réplicats. Dans le cas 

où il y aurait réplication, le ratio correspond généralement au ratio des moyennes des mesures. 

Par ailleurs, la valeur du ratio est fortement influencée par l’intensité globale de l’expression 

du gène. On accorde moins de confiance pour de faibles valeurs pour lesquelles le ratio varie 

plus rapidement (Newton et al., 2001). A contrario, pour les niveaux d’expression les plus 

hauts, de petits changements (petits ratios) 



 

peuvent être réels mais ils seront rejetés par le seuil défini (Tusher et al., 2001). Comme une 

très grande majorité des gènes s’expriment à des niveaux faibles, les ratios d’expression sont 

aléatoires pour une grande partie de ces gènes. Comme le ratio est moins fiable pour les 

faibles valeurs, certaines analyses comprennent la suppression des valeurs faibles jugées non 

pertinentes (Quackenbush, 2002). On peut ainsi trouver des articles où l’on supprime les 

valeurs faibles pour ensuite les estimer. Les ratios sont également utilisés comme mesure de 

base dans beaucoup de méthodes statistiques appliquées au transcriptome. Si la distribution 

des intensités d’expression dans une condition peut se rapprocher d’une loi normale, cela 

n’est pas le cas avec les ratios dont la distribution est plus difficilement modélisable. Cette 

utilisation des ratios est donc fortement sujette à caution. Dans la suite de ce manuscrit, les 

données étudiées sont des niveaux d’expression mesurés pour une condition expérimentale.  

c) Détection de gènes différentiellement exprimés 

Généralement, on cherche à détecter les gènes différentiellement exprimés selon le facteur 

d’intérêt (2 ou plus modalités). Parfois, le plan d’expérience comprend, en plus du facteur 

d’intérêt, d’autres facteurs biologiques (ex. populations) ou expérimentaux (ex. protocole 

d’extraction). Dans ce cas, le but est de rechercher des gènes dont le niveau d’expression varie 

selon le facteur d’intérêt indépendamment des autres facteurs pris en compte. 

Il existe de nombreuses méthodes qui servent à l’identification de gènes différentiellement 

exprimés. L’analyse repose sur les valeurs d’expression d’un gène dans les différentes 

conditions. Un critère de sélection, spécifique à la méthode employée, permet de déterminer si 

le gène est différentiellement exprimé ou si la valeur mesurée peut être obtenue par hasard. 

Les gènes sont étudiés indépendamment les uns des autres, ce qui entraîne un grand nombre 

de tests par analyse. Deux problématiques se posent : d’une part, déterminer la distribution 

des valeurs du critère si les échantillons sont répartis aléatoirement et, d’autre part, prendre en 

compte le fait que de nombreux tests multiples sont réalisés. 

d) Problématique de la distribution aléatoire des valeurs du critère étudié 

Afin de déterminer si un gène est différentiellement exprimé, la valeur du critère mesuré est 

comparée à la distribution des valeurs du critère lorsqu’il n’y a pas de différence d’expression. 

Avant l’utilisation massive des calculs via ordinateurs, cette distribution était approchée par 

des lois classiques comme la loi gaussienne ou la loi de Student. Certaines analyses reposent 

encore sur ce principe d’une loi a priori suivie par le critère de sélection. Cependant, les 

données de transcriptome s’éloignent généralement des hypothèses formulées  (notamment 

des hypothèses de normalité des résidus). Beaucoup de méthodes d’analyse adaptées au 

transcriptome simulent la distribution des valeurs du critère de sélection via un 

rééchantillonage aléatoire des données existantes. Les méthodes diffèrent selon les groupes de 



 

gènes utilisés pour l’estimation de la distribution. Certains permutent aléatoirement 

l’ensemble des données tandis que d’autres effectuent des permutations pondérées par la 

possibilité que ces gènes soient des outliers (Kutalik et al., 2004). 

e) Problématique des tests multiples 

L’analyse du transcriptome porte sur l’étude des niveaux d’expression de milliers de gènes 

simultanément. Pour chacun de ces gènes, on étudie la probabilité qu’il soit différentiellement 

exprimé. On fait appel aux statistiques pour répondre à la question : les différences 

d’expression observées sont-elles bien réelles ? La réponse est indirecte : les statistiques 

donnent la probabilité qu’il s’agisse d’un faux-positif. Un faux-positif correspond au cas d’un 

gène où le critère de sélection observé dépasse, par hasard, un seuil fixé à l’avance. Comme 

une expérience de transcriptome porte sur des milliers de gènes simultanément, l’analyse 

statistique est utilisée pour évaluer le pourcentage probable de faux-positifs au-delà d’un seuil 

donné : 40 gènes dépassent le seuil 1 % par hasard si l’expérience porte sur 4000 gènes alors 

que c’est le cas de 400 si elle porte sur 40 000 gènes. L’estimation du nombre de faux-positifs 

n’est qu’une première étape dans le raisonnement. En effet, on trouve, au-delà du seuil, des 

faux-positifs et des gènes pour lesquels la différence observée est bien réelle (on la 

retrouverait dans une autre expérience). L’information clé est la proportion de faux positifs 

dans l’ensemble des gènes identifiés comme différentiellement exprimés, FDR ou False 

discovery rate (Benjamini  et al., 2001) car elle mesure le risque de se lancer dans une fausse 

piste si on décide de travailler sur un gène pris dans cet ensemble. Habituellement le seuil est 

choisi afin d’avoir moins de 5 % de faux-positifs dans le lot de gènes sélectionnés. Par 

exemple, prenons une expérience portant sur 4000 gènes et dont 80 gènes sont au-delà du 

seuil 0,1 %. Comme il y a en moyenne 4 faux positifs au-delà du seuil 0,1 % (4000  0,001), le 

pourcentage de faux positifs est de 4 / 80, soit 5 % des gènes sélectionnés. 

f)  Description succincte de quelques méthodes 

SAM (significance analysis of microarrays) (Tusher et al., 2001) identifie des changements 

d’expression statistiquement significatifs de manière similaire à un test-t pour chaque gène. 

L’estimation de la distribution de l’estimateur est générée grâce à des permutations aléatoires 

des données. D’autres méthodes comme l’ANOVA sont employées de manière classique. 

Toutefois, comme la distribution de l’erreur obtenue s’écarte généralement fortement de la 

normalité (Kerr and Churchill, 2001), les probabilités peuvent également être estimées à 

l’aide de permutations des données. 

 

 

 



 

g) Détection de profils d’expression semblables  

Les méthodes de classification ou de clustering visent à identifier des groupes de gènes. 

L’hypothèse sous jacente est que des gènes co-régulés ou impliqués dans la même voie 

métabolique doivent avoir leurs niveaux d’expression corrélés. 

h) Problématique du manque de mesures 

La plupart des méthodes de classification renvoie systématiquement des groupes de gènes, 

quelles que soient les données fournies indépendamment de la pertinence biologique (Yeung 

et al., 2004). Or, les données de puces sont relativement bruitées à cause des erreurs de 

mesure et des variations techniques. Toute classification trouvera des profils d’expression 

dans le bruit autant que dans le signal. La pertinence d’une règle établie à partir des mesures 

obtenues dépend du rapport nombre d’échantillons par rapport au nombre de caractères 

étudiés (ici gène). Les résultats sont généralement estimés robustes pour un rapport d’au 

moins 5-10 (en fonction des données et de la complexité du classificateur) (Somorjai et al., 

2003). Dans le cas des puces, le rapport est typiquement situé en 1/20 (cas rare où il y a 

beaucoup de conditions expérimentales) et 1/500. Les classifications obtenues ne seront sans 

doute pas robustes. 

Ce problème est d’autant plus important que les résultats obtenus sont la base de diagnostics 

ou d’explorations plus poussées. Des comparaisons de méthodes de classification ont montré 

une caractéristique intuitive de la classification : plus le nombre de conditions expérimentales 

augmente plus les groupes sont significatifs et présentent des gènes co-régulés (Yeung et al., 

2004). A partir de cinquante conditions expérimentales, les groupes sont relativement fiables. 

Il faut donc prendre garde aux conclusions réalisées à partir de groupes de gènes obtenus avec 

peu de données. Pour l’identification de gènes de diagnostic, il faut garder à l’esprit que, 

lorsqu’il y a un nombre réduit d’échantillons, il est facile d’identifier des classificateurs 

robustes qui donnent de bons résultats à la fois sur le jeu de données initial et celui de 

validation. Mais les résultats issus de ces jeux sont illusoires et les conclusions sont suspectes 

voire fausses (Somorjai et al., 2003). Les jeux de données doivent être suffisamment grands 

pour être représentatifs de la distribution de la population à étudier par la suite. Afin d’obtenir 

une classification pertinente, il est donc nécessaire d’obtenir le plus grand nombre de mesures 

possibles avec le problème de coût que cela implique et généralement de diminuer le nombre 

de gènes à classer. La solution conventionnelle est de réduire l’espace des variables/caractères 

en éliminant les informations redondantes ou les éléments bruités. Dans notre cas, il est 

possible d’éliminer les gènes dont les niveaux d’expression ne varient pas ou très peu lors des 

conditions expérimentales (Sapir and Churchill, 2000). Ce préalable est cependant souvent 

négligé. Une des idées proches de ce problème est d’identifier jusqu’à quelle profondeur un 



 

arbre de classification est fiable. Cette profondeur de fiabilité dépend, contrairement au 

problème précédent, de la méthode de classification utilisée. Ainsi, la classification 

hiérarchique donne des résultats fiables pour des groupes de moins de dix gènes (Kaski et al., 

2003). D’autres méthodes permettent d’obtenir des résultats fiables pour des groupes 

constitués de moins de cinquante gènes, rarement plus. Certaines études présentent une 

interprétation des résultats fondée sur une classification globale de l’ensemble des gènes. Les 

conclusions qui en découlent ne sont généralement pas fiables. 

i) Problématique de la définition de similarité ou distance entre les gènes.  

Une autre difficulté est de présenter la similarité entre les gènes (qui correspond à un espace 

d’une dizaine à plusieurs dizaines de dimensions) sur un espace à deux voire trois dimensions. 

Chaque méthode nécessite forcément des compromis (Kaski et al., 2003) et chaque méthode 

explorera le nuage des données de manière particulière. Cette exploration du nuage dépend de 

la distance entre deux gènes utilisée : distance euclidienne, angle, corrélation linéaire, … 

D’autres mesures de similarités ont été développées. Elles prennent en compte un phénomène 

d’apprentissage entre deux jeux de données : des données de transcriptome et des données 

auxiliaires comme des classes fonctionnelles ou des lieux d’expression des gènes (Kaski et 

al., 2003). La distance la plus utilisée est la distance euclidienne. En présence d’une 

normalisation sur le niveau d’expression de chaque gène, elle correspond à la corrélation 

linéaire. Dans le cas contraire, elle mesure à la fois la différence de niveau d’expression et le 

profil d’expression. Aussi, elle conduit généralement au rassemblement des gènes de même 

niveaux d’expression. Le coefficient de Pearson permet de mettre en évidence une similarité 

de profils d’expression sans tenir compte des niveaux moyens d’expression (Yeung et al., 

2004) Yeung et al. ont comparé le nombre de gènes qui présentent le même facteur de 

régulation au sein des clusters obtenus. Quelle que soit la méthode utilisée, la corrélation 

offrait de meilleurs résultats que la distance euclidienne sans normalisation préalable. 

2.6.7. Différents types de méthodes de classification 

En plus de multiples possibilités de mesures de distance, il est possible de distinguer deux 

types de classification : la classification supervisée où l’on connaît déjà les conditions 

discriminatoires (par exemple différents types de cancer) et la classification non supervisée 

qui présente une démarche plus exploratoire. 

Dans la classification supervisée, le but est d’obtenir : 

- des groupes robustes (indépendants d’éventuel outliers) tels que les nouveaux échantillons 

soient classés correctement  

- un nombre réduit de gènes discriminants. 



 

Le but final est généralement de définir un jeu de gènes marqueurs d’un type d’échantillon 

(type de cancer) avec un nombre de gènes limités pour pouvoir réaliser une puce dédiée au 

diagnostic mais efficace pour le diagnostic. Malheureusement, il est assez difficile d’avoir ces 

deux critères réunis (Somorjai et al., 2003). Généralement, les gènes marqueurs sont identifiés 

indépendamment les uns des autres : les M meilleurs sont sélectionnés. Ces M gènes peuvent 

receler des informations communes et donc inutiles (Somorjai et al., 2003). Une autre solution 

est d’identifier un nombre important de jeux de gènes ayant un pouvoir de classification et, 

ensuite, de compter l’occurrence de chaque gène dans ces jeux et de prendre les plus 

fréquents. La classification non supervisée n’a pas d’information a priori sur les groupes de 

gènes à identifier. La classification peut être ascendante ou descendante. Certaines méthodes 

requièrent, cependant, le nombre de clusters à identifier comme les méthodes de K-means ou 

les SOM (self organizing maps) alors que d’autres produisent des arbres de classification sans 

définition de nombre de groupes. Une des méthodes les plus utilisées sans définir le nombre 

de groupe a priori est la classification hiérarchique qui rassemble les gènes les plus proches 

en un groupe, calcule les niveaux d’expression représentant ce groupe et poursuit ensuite la 

classification (Yeung et al., 2004). La méthode la plus utilisée est la méthode graphique de 

Eisen. Son interface graphique et sa facilité d’utilisation ont encouragé son utilisation. Le 

graphique comprend, d’un côté l’arbre de classification des gènes obtenu par classification 

hiérarchique avec comme distance la corrélation linéaire et, de l’autre le graphique des 

résultats obtenus sous forme de couleur rouge, vert ou jaune selon les conditions 

expérimentales (Figure 15). Les groupes sont définis en coupant arbitrairement à un niveau de 

l’arbre. 



 

 

Figure 15 : Exemple de graphique de Eisen (tiré de (Eisen et al., 1998)) 

Eisen et al. reconnaissent, à la fin de leur article, que la méthode de classification utilisée 

n’est pas forcément la plus adéquate. Depuis, de nombreux articles ont été publiés présentant 

des méthodes généralement importées d’autres domaines scientifiques. Ces méthodes vont de 

la plus simple comme la classification hiérarchique à la plus sophistiquée. Comme l’ont fait 

remarquer Somorjai et al., la maxime « le plus simple est le mieux » a été la plupart du temps 

ignorée. En général, aucun effort n’a été réalisé afin de choisir le classificateur le plus 

approprié selon le type de jeu de données. Le choix s’effectue soit en prenant l’exemple d’un 

autre article, l’expérience et les préférences personnelles ou la disponibilité du logiciel. Et 

pourtant la complexité du classificateur et la taille de l’échantillon doivent être corrélées. 

2.6.8. Problèmes de méthodes de classification et méthodes exploratoires  

Un des problèmes des méthodes de classification est que chaque gène sélectionné est présent 

dans la classification finale (même si son profil d’expression est relativement éloigné des 

autres). Par ailleurs, il n’est présent que dans un seul groupe de gènes (Martoglio et al., 2002). 

Or, biologiquement, un même gène peut participer à plusieurs voies métaboliques ou de 

régulation définis dans différents clusters. On s’attend à ce que chaque gène soit influencé par 

plusieurs facteurs de transcription et qu’il puisse influencer différents gènes (Chiappetta et al., 

2004). 

D’autres méthodes sont donc utilisées afin d’identifier des groupes de gènes dont les profils 

d’expression sont proches : ce sont des méthodes généralement utilisées afin de visualiser le 

nuage des données. Ainsi, l’analyse en composante principale (ACP) (Alter et al., 2000) ou 



 

l’analyse en composantes indépendantes (ACI) ont donné des résultats intéressants dans le 

cadre du transcriptome (Chiappetta et al., 2004). Ces deux méthodes recherchent des axes qui 

contiennent la plus grande part de l’information contenue dans les données. L’ACP recherche 

des axes orthogonaux qui représentent les plus grandes variances dans les données et l’ACI 

des axes statistiquement indépendants sur lesquels les données s’écartent le plus de la loi 

normale qui caractérise généralement le bruit. Ces axes sont supposés représenter des 

processus biologiques indépendants. Comme ces méthodes ne sont pas dirigées, les axes ne 

représentent pas forcément les facteurs d’intérêt. Toutefois, dans notre expérience et dans les 

différents articles qui comprennent cette méthode, un axe ou un plan représentant les facteurs 

d’intérêt de l’expérience ont toujours été trouvés. Pour l’ACP, le premier axe représente 

toujours les niveaux d’expression relatifs de chaque gène (Alter et al., 2000), soit entre 80 et 

90% de la variance des données. Cette proportion est d’autant plus forte que l’expérience 

porte sur de petites fluctuations des niveaux d’expression avec peu de gènes impliqués. 

L’ACP est également une méthode dédiée à l’étude de phénomènes temporels. 

Ces méthodes peuvent également être utilisées pour réduire l’espace des données. Il suffit 

pour cela de filtrer les axes qui rassemblent du bruit ou des artefacts et de garder les axes qui 

contiendraient potentiellement l’information biologique. Il suffit d’appliquer ensuite des 

méthodes de classification ou, tout simplement, de visualiser les groupes de gènes discriminés 

par les axes restants. L’article qui suit complète cette approche bibliographique et détaille 

notamment cinq méthodes d’analyse utilisées sur les données de transcriptome : l’ACP, 

l’ACI, le t-test, l’ANOVA et SOM. Il présente également différentes questions souvent 

posées par les biologistes lors des formations permanentes auxquelles nous avons participé. 

Enfin, il souligne le fait qu’aucune méthode de normalisation et d’analyse ne peut compenser 

la nécessité d’un plan expérimental bien établi. Pour conclure cette partie, il ne faut pas perdre 

de vue que chaque méthode d’analyse adopte un point de vue particulier sur le nuage. Les 

différentes méthodes présenteront donc, généralement, des résultats différents mais 

complémentaires. Le Tableau 3, tiré d’une présentation réalisée à l’ASMDA (Applied 

stochastic models and data analysis) de Brest et détaillée dans le chapitre suivant illustre bien 

ce propos. Il présente les différents opérons détectés par des méthodes sur une expérience de 

transcriptome sur B. subtilis. L’étude porte sur les gènes activés par la mise en présence de 

différentes sources de soufre, le méthyl-thioribose ou la méthionine. Si quatre opérons sont 

détectés par l’ensemble des méthodes utilisées, trois ne sont pas détectés par une des 

méthodes, trois sont détectés par deux méthodes et six sont spécifiques d’une méthode 

d’analyse Il peut s’avérer intéressant d’employer différentes méthodes d’analyse des données 

afin d’aborder une vue un peu plus globale des résultats. 



 

Tableau 3 : Comparaison de résultats obtenus par différentes méthodes 

 

2.7. Le choix de la méthode adéquate pour identifier des gènes 

différentiellement exprimés : un critère biologique 

L’engouement pour le transcriptome a conduit à un développement très important de 

méthodes spécifiques ou non du transcriptome. Chaque année, plusieurs centaines de 

publications portent sur l’adaptation ou la création de nouvelles méthodes d’analyse (cf. 

http://www.nslijgenetics.org/microarray/). Face à cette masse et cette diversité de 

méthodologie, les biologistes se retrouvent souvent démunis et ont des difficultés à choisir la 

méthode la plus adéquate pour traiter leurs données. En effet, aucune méthode n’a obtenu 

jusqu’à présent le consensus général et il n’existe donc pas de protocole idéal d’analyse. La 

nécessité de comparer l’efficacité des différentes méthodologies disponibles paraît évidente. 

Différents critères de comparaison ont déjà été appliqués dans le cadre de l’étude du 

transcriptome. Les gènes d’un même opéron présentent le même profil d’expression 

puisqu’ils sont généralement transcrits sur le même ARNm. Les résultats sont identifiés 

comme cohérents si, lorsque l’on détecte un même opéron comme différentiellement exprimé, 

les gènes qui le composent ont des rangs de détections proches les uns des autres. La 

sensibilité et la précision des méthodes d’analyse sont évaluées à partir de ce critère de rang. 

2.8. Bioinformatique  

2.8.1. Définition  



 

La bio-informatique moderne est née de la convergence de deux aspects de la recherche en 

biologie : le stockage des séquences moléculaires sur ordinateurs sous la forme de bases 

données et l’application d’algorithmes mathématiques pour l’alignement des séquences 

d’acides nucléiques et protéiques. Discipline hybride en constante évolution, la 

bioinformatique et ses domaines d’applications se précisent.  

La plupart des définitions de la bio-informatique suggèrent l’interaction entre la biologie, les 

technologies de l’information et les sciences informatiques (les mathématiques). D’après 

Claverie et al.(1999), « la bio-informatique est la discipline de l’analyse de l’information 

biologique, en majorité sous la forme de séquences génétiques et de structures de protéines 

…C’est le décryptage de la « bio-information » (« Computational Biology » en anglais) ». 

Andrade et Sander, dans Bioinformatics : from genome data to biological knowledge, Current 

Opinion in Biotechnology (1997), présentent une définition plus large de la bio-informatique. 

Selon ces auteurs, « Bioinformatics is a science of recent creation that uses biological data, 

completed by computational methods, to derive new biological knowledge». Cette définition, 

plus moderne, sous-entend que la bio-informatique ne se limite évidemment pas à l'analyse 

des séquences. Un objectif fondamental est la volonté d'intégration de données de différentes 

natures, celles relatives aux séquences mais aussi celles concernant les marqueurs 

moléculaires, les données phénotypiques, etc.La bioinformatique est une approche in silicode 

la biologie traditionnelle qui vient compléter les approches classiques in situ(dans le milieu 

naturel), in vivo(dans l'organisme vivant) et in vitro (en éprouvette).  

La bio-informatique est une branche théorique et pratique de la biologie. Sur le plan 

théorique, sa finalité est la synthèse des données biologiques à l’aide de modèles et de 

théories en énonçant des hypothèses généralisatrices et en formulant des prédictions. Sur le 

plan pratique, son but est de proposer des méthodes et des logiciels pour la sauvegarde, la 

gestion et le traitement de données biologiques. Par souci de clarté, les Anglo-saxons, utilisent  

deux termes pour distinguer ces deux aspects de la bio-informatique. Associé au terme de 

"bioinformatics" pour l’aspect pratique, ils utilisent le terme générique de « biocomputing» 

("computational biology" pour les Américains) pour désigner l’aspect théorique. 

2.8.2. Historique  

a) Emergence de la bio-informatique 

Dès 1965, quelques dizaines de laboratoires dans le monde travaillent avec les 

biomathématiques, disciplines constituées pour répondre aux besoins de la phylogénie 

moléculaire, de la modélisation et de la génétique des populations. La même année est publiée 

le premier atlas sur les séquences et structures protéiques, par Margaret Dayhoff. Dès lors, les 

bases de données biologiques se développent. En 1979 et 1980, les premières bases de 



 

données de séquences d’ADN apparaissent avec la Los Alamos Sequence librarydu DOE, qui 

devient en 1982 GenBank, et EMBL du Laboratoire Européen de Biologie Moléculaire 

(Brown, 2003). Enfin, la base théorique de la plupart des algorithmes qui constituent 

aujourd’hui le cœur de nombreux outils bio-informatiques (modèles de Markov, 

échantillonneur de Gibbs…) date également de cette époque. Cependant, le terme « 

Bioinformatics» n'est apparu dans la littérature scientifique qu'au tout début des années 1990 

(Brown, 2003). Longtemps cantonné dans les articles aux matériels et méthodes, l’emploi du 

terme « bio-informatique » n’apparaît que très tardivement dans les bases de données 

bibliographiques. Avant 1985, le terme « bio-informatique » n’est pas indexé comme mot clé 

par la base de données de références bibliographiques médicales Medline. Jusqu’en 1992, il 

n’apparaît pas non plus dans les titres ou les résumés référencés. En 1993, le terme apparaît 

enfin 3 fois puis 9 et10 fois en 1994-95 pour ensuite augmenter de façon exponentielle. Les 

premiers articles dans le domaine ont le plus souvent été  publiés dans les journaux The 

journal of Molecular Biology, Nucleic Acids Researchet Computer Applications in Biological 

Sciences. Ce dernier, fondé en 1985, devient en 1998 Bioinformatics, aujourd’hui journal de 

référence de la discipline. Désormais, plus d’une dizaine de journaux consacrés à la bio-

informatique existent. Avec le développement de l’Internet, certains de ces journaux tel que 

BMC bioinformaticsne paraissent même plus sous format papier.  

b)  La communauté bio-informatique 

La communauté bio-informatique s’est largement développée au cours de ces 10 dernières 

années. Des nombreux groupes de travail nationaux, européens et internationaux ont vu le 

jour.  

En 1997, né le consortium ISCB ou The  International Society for Computational Biology. 

Issu des conférences du ISMB (Intelligent Systems for Molecular Biology) initiées en 1993, 

le ISCB se consacre à l'avancement de la compréhension des systèmes vivants par le calcul. 

Cette organisation compte plus de1300 membres et a pour journal officiel Bioinformatics. De 

cette initiative sont nées de nombreuses conférences pour le développement de la bio-

informatique, parmi lesquelles nous pouvons citer JOBIM (Journées Ouvertes à la Biologie, 

Informatique et Mathématiques), ECCB (European Conference on Computational Biology), 

Computer Society Bioinformatics Conférence ou encore Pacific Symposium on 

Biocomputing. Les thèmes abordés lors de ces conférences sont très variés allant de l’analyse 

de séquences aux traitements des données issues des technologies « haut débit » (SAGE, 

CGH, puces à ADN) en passant par la représentation des connaissances et les ontologies. Plus 

spécifiquement, dans le domaine des puces à ADN, nous pouvons mentionner le groupe de 

travail MGED2 (Microarray Gene Expression Data Society) et la conférence CAMDA 



 

(Critical Assessment of MicroarrArray Data Analysis). MGED est une organisation 

internationale composée de biologistes et bio-informaticiens dont le but est la standardisation 

et le partage des données issues des expériences de génomique fonctionnelle et protéomique. 

La conférence CAMDA, quant à elle, a vu le jour au département de ressources informatiques 

de l’université de Duke (Johnson et Lin, 2001). Elle vise à établir l’état actuel des 

connaissances concernant les méthodes d’exploitation des données de puces à ADN, identifier 

les progrès et définir les nouvelles orientations. Dans ce but, CAMDA a adoptée une approche 

originale. Elle propose une expérience à l'échelleinternationale, laissant les scientifiques 

analyser le même jeu de données avec différentes méthodes. Les techniques sont ensuite 

présentées et discutées.  

2.9. Bio-informatique et puces à ADN  

2.9.1. Besoins  

Les techniques bio-informatiques sont essentielles à la mise en place des méthodes d’analyse 

du transcriptome ainsi qu’à la gestion et l'exploitation des données qui en résultent. Les 

paragraphes suivants font état de quelques uns des besoins dans le domaine des puces à ADN.  

Le choix des gene reporters à déposer sur les puces à oligonucléotides n’est pas trivial. De 

leurs propriétés physico-chimiques dépendent leur sensibilité et spécificité. De nombreux 

outils bio-informatiques ont donc été développés dans lebut d’optimiser ce rapport. Les 

algorithmes s’attachent notamment à valider les alignements de séquences (pas de structures 

secondaires internes, ni d’hybridation croisée…), établir la distance par rapport à l’extrémité 

3‘UTR de la séquence ou encore calculer des paramètres thermodynamiques tels que 

l’enthalpie et l’entropie du complexe sonde-cible pour estimer la température de dénaturation 

(Stekel 2003).  

Les bases de données sont devenues des outils informatiques indispensables pour  

sauvegarder, structurer, sécuriser et manipuler les données. En effet, les puces à ADN 

appartiennent à ces nouvelles technologies dites à « haut débit » qui génèrent une masse 

considérable de données qu’il faut savoir gérer. Les informations enregistrées font référence 

non seulement aux résultats mais aussi à l’ensemble des étapes mises en œuvre pour 

concevoir les puces. Il existe un grand nombre de bases de données dédiées aux expériences 

de puces à ADN (Dudoitet al., 2003) parmi lesquelles BASE (Saalet al., 2002), ArrayDB 

(NHGRI), Acuity® (Axon Inc.) ou encore Rosetta Resolver® (Rosetta).  

Une autre finalité des bases de données est la standardisation des informationsà sauvegarder 

pour un meilleur partage des connaissances. Ainsi, le consortium MGED propose MIAME 

(Minimun Information About Microarray Experiment) qui correspond à la liste des 

informations minimales à enregistrer pour décrire une expérience de puces à ADN (Brazmaet 



 

al., 2001). MIAME est aujourd’hui la référence pour diffuser les données de puces à ADN sur 

les banques de données publiques (repository) telles que ArrrayExpress13 à l’EBI ou Gene 

Expression Omnibus au NCBI. Par ailleurs, ce mode de diffusion est devenu, pour de 

nombreux journaux la condition sine qua non à la publication des travaux issus de cette 

technologie.  

Les méthodes mathématiques et statistiques sont aussi devenues incontournables  pour le 

traitement et l’interprétation des données de puces à ADN. En effet, les matrices  de données 

d’expression présentent généralement des caractéristiques atypiques : les données  sont le plus 

souvent bruitées et les matrices sont généralement dissymétriques (plus de gène reporters que 

d’échantillons). Aussi, la nécessité de valider la qualité des données et la difficulté d’analyser 

des matrices dissymétriques sont à l’origine de nombreuses recherches et d’un grand nombre 

de développement mathématiques et statistiques. De plus, compte tenu de la quantité des 

informations générées, une  analyse manuelle devient très rapidement fastidieuse et source 

d’erreurs. L’exploitation des données ne peut se faire sans l’aide de procédures automatiques, 

i.e.d’outils logiciels. Ainsi, de nombreux algorithmes et outils, à commencer par les logiciels 

d’analyse d’images, sont développés pour l’acquisition, le traitement et l’analyse des données 

de puces à ADN.  

Enfin, le traitement et l’interprétation des données issues des expériences de puces à ADN (et 

de manière plus générale des donnéesgénomiquees) évoluent constamment. Les outils pour le 

développement des méthodes de traitement et d’analyse doivent donc être flexibles. Ce besoin 

a incité les chercheurs en bio-informatiques à s’orienter vers des logiciels possédant des 

environnements de développementtels Microsoft Excel®, SAS®, S-plus®, Matlab® ou R 

(Ihaka et Gentleman, 1996). Les principaux avantages de ces logiciels sont leur souplesse et 

leur interopérabilité avec d’autres outils informatiques comme les banques et les bases de 

données accessibles sur le Web. Ils offrent ainsi de nombreuses possibilités d’analyses avec 

une perspective d’intégration des diverses sources de données pour une meilleure 

interprétation. 



 

 

Figure 16. Site Web du projet R (www.r-project.org). La page d’accueil présente la version 

courante de R (ici R 2.0.1). De nombreux liens hypertextes (menu de gauche) donnent 

notamment accès aux (A) sites miroirs pour le téléchargement de R et de ses modules, (B) aux 

différentes documentations dont des manuels imprimables et des listes de diffusion, et (C) au 

projet Bioconductorpour l’analyse des données issues des expériences de génomique(puces à 

ADN, SAGE...). (D) Exemples des fonctionnalités graphiques de R. 

2.9.2. R et BioConductor  

D’après The Bioinformatics Organization, Inc., R est actuellement l’outil le plus utilisé pour 

le traitement numérique des données biologiques (soit 24% des 1136 votants contre 19% pour 

Matlab et 6% pour SAS®). 

a) Historique 

R est un outil d’analyses statistiques et graphiquesqui possède son propre langage de 

programmation. Nommé ainsi en référence à ses deux auteurs, Ross Ihaka et Robert 

Gentleman (1996), son nom est aussi un clin d’œil au langage S de AT&T Bell Laboratoires 

dont il est un dialecte. Contrairement au langage S et à l’outil d’analyse statistiques S-plus, 

commercialisés par Insightful®, R est distribué gratuitement suivant les termes des licences 



 

publiques (GPL). Les codes sources et modules d’applications sont donc librement mis à la 

disposition de l’ensemble de la communauté scientifique.  

Dans un premier temps développé pour les systèmes d’exploitation libres (et gratuits) à  

savoir UNIX et Linux, R est très vite devenu disponible pour les systèmes d’exploitation 

Windows et Mac-OS. Le noyau de R est implémenté essentiellement en langage C et 

FORTRAN. Ses versions sont distribuées sous la forme de codes sources binaires à compiler 

(UNIX et Linux) ou d’exécutables pré-compilés (Windows). Les fichiers d’installation sont 

disponibles à partir du site Web du CRAN (Comprehensive R Archive Network) (Cf. Figure. 

16). Ce site répertorie également une importante source de documentation pour l’installation 

et l’utilisation de R sur chaque système d’exploitation. Depuis 1997, un groupe de 

développeurs (R Core Team), s’attache au maintien du bon développement des différentes 

versions de l’outil qui ne cesse de s’améliorer en termes de fonctionnalités graphiques et 

domaines d’applications (de l’exploitation des données géologiques à la génomique). 

A) 

 

 

 

 

B) 

 



 

 

Figure 17 : L’ogiciel R : (A) Environnement de développement (B) Documentation 

électronique.(1) Appel d’une librairie de fonctions (2) définition et affichage d’une variable 

numérique. (3) liste des librairies installées localement (4) Moteurde recherche pour l’aide (en 

local) 

b) Propriétés de R 

R est un langage orienté objet ce qui signifie que les variables, les données, les fonctions, les 

résultats (etc.) sont stockés dans la mémoire del’ordinateur sous forme d’objets qui ont 

chacun un nom (Figure 17A). R est également un langage interprété, i.e. non compilé. Les 

commandes entrées au clavier sont directement exécutées et, contrairement à la plupart des 

langages informatiques (C, FORTRAN, JAVA...), la construction d’un programme complet 

n’est pas nécessaire. Cette propriété permet d’évaluer rapidement la qualité des algorithmes et 

de les déboguer. Cependant, l’exécution d’un tel programme peut être plus coûteuse en temps 

machine qu’un programme équivalent compilé.  

Outil d’analyses statistiques et graphiques, R possède un environnement graphique 

d’applications qui permet l’exécution de commandes non seulement en mode interactif mais 

aussi sous forme de programmes (scripts). Cette fonctionnalité permet aux développeurs de 

créer des librairies de fonctions. Ces modules sontdédiés à des analyses spécifiques telles la 

librairie ctestqui proposent de nombreux tests statistiques ou la librairie blightyqui permet de 

dessiner le contour des côtes britanniques. L’interface graphique offre donc également la 

possibilité de réaliser des représentations graphiques très sophistiquées (Fig. 15.). Toutefois, 

les fonctions associées sont généralement complexes et le résultat peu interactif. Un autre 

atout de R est son interopérabilité. R peut dialoguer et interagir avec d’autres logiciels  open-

sourceécrits dans des langages différents. L’initiative Omegahat a notamment contribué à 

promouvoir et développer cette interopérabilité. De nombreux scripts  et API (Application 



 

Programming Interface) permettent ainsi une interaction bidirectionnelle de R avec les 

langages S, PERL, Python, Java et Visual Basic. Enfin, R possède une importante 

communauté de développeurs et une documentation  très riche (Fig. 17B). Les documents 

fournis pour l’installation et la création de librairies sont généralement très détaillés. Chaque 

librairie s’accompagne également d’une documentation qui décrit chaque fonction 

(paramètres d’entrée, format de sortie des résultats) et présente le plus souvent des exemples 

d’exécution.  

c) R et la génomique : le projet BioConductor 

Les projets BioPerl, BioJava, BioPython…etc. proposent différentes solutions pour le 

traitement et l’analyse des données biologiques. La plupart des algorithmes ont été 

développés pour les analyses de séquences et très peu pour les analyses de données 

quantitatives telles que les données de bio-puces (ADN, protéines). R, langage et outil 

d’analyses statistiques, s’est avéré plus puissant pour le traitement des données numériques. 

 L’analyse des données de puces à ADN avec R a été initiée par un groupe de  statisticiens 

dirigés par Terry Speed. Leur première librairie, nommée  sma (statistical microarray 

analysis), a été développée pour répondre aux problèmes de normalisation des données de 

puces à ADN deux couleurs. Cet outil et les fonctions associées ont eu un impact considérable 

dans le domaine de l’analyse des puces à ADN. Compte tenu des résultats, des propriétés de R 

(fonctions et puissance de calcul) et du besoin croissant d’outils mathématiques pour l’analyse 

des données biologiques, des développeurs au sein de la communauté R ont proposé le projet 

BioConductor. 

BioConductor est une initiative de collaboration entre statisticiens, mathématiciens, 

biologistes et développeurs afin de créer des outils informatiques (algorithmes, logiciels) pour 

résoudre des problèmes de biologie et de bio-informatique (Gentlemanet al., 2004). Les 

principaux buts de ce projet sont le développement, en collaboration, de logiciels innovants 

ainsi que leur vaste diffusion et utilisation, pour une reproductibilité des résultats de 

recherche.  

Né en 2000, BioConductor, associé à R, reçoit en 2002 le titre de Insightful Innovation Award 

Open Source & Open Development Software Project. Insightful® commercialise aujourd’hui 

S+ Analyser, un outil relativement convivial qui reprend en majorité les librairies de 

BioConductor. De même, GeneTrafic® d’Iobion, logiciel dédié à la gestion et au traitement 

des données de puces à ADN, utilise de nombreuses librairies de BioConductor.  

Enfin, dédiées à l’analyse des données de génomique, les librairies disponibles sur le site de 

BioConductor permettent non seulement l’analyse des données de puces à ADN (e.g.librairies  

Affy, marray, limma) mais aussi des expériences SAGE (SAGElyzer), de la spectrométrie de 



 

masse (PROcess) ou encore l’annotation des gènes (GOstats).Issu du projet R, BioConductor 

en possède les avantages et les inconvénients. Des interfaces utilisateurs sont disponibles pour 

quelques librairies, telles  limmaGUI  ou affylmGUI,  et facilitent leur  emploi. Un système de 

« vignettes »documente le fonctionnement de certaines librairies et permet parfois l’exécution 

interactive d’exemples. Néanmoins, l’utilisation de la majorité des librairies nécessite une 

certaine expertise en R. De plus les modes de visualisation graphiques restent encore peu 

interactifs. 

3. Les réseaux biologiques 

3.1. Qu’est-ce qu’un réseau biologique ? 

Un réseau biologique est une représentation abstraite d’un système biologique. Lorsque l’on 

parle de réseau, on se place dans une démarche de modélisation. La notion de réseau 

biologique est une notion très large, elle représente plutôt un niveau d’étude qu’une réalité 

biologique. L’idée principale qui motive l’utilisation de cette abstraction est la suivante : pour 

comprendre un processus biologique, il ne suffit pas de donner la liste des éléments qui y 

participent, cette liste ne constitue qu’une première étape à laquelle il faut ajouter l’étude des 

interactions entre ces éléments. Le terme de réseau en biologie est donc lié au terme 

d’interaction. De fait, la notion de réseau se retrouve dès lors qu’on veut modéliser des 

interactions en biologie, et ce, à différents niveaux de détails : depuis les interactions 

atomiques dans un repliement protéique jusqu’aux relations entre organismes dans une 

population ou un écosystème. Dans cette thèse, nous allons nous concentrer plus précisément 

sur les réseaux d’interactions moléculaires, qu’on peut définir comme un ensemble de nœuds, 

représentant des gènes, des produits de gènes ou des métabolites, 

et un ensemble de connections représentant les interactions entre ces entités [Alm et Arkin, 

2003]. Au sein même des réseaux d’interactions moléculaires (on parle aussi de réseaux 

cellulaires), il apparaît nécessaire d’opérer des subdivisions afin d’accéder à un niveau de 

description satisfaisant. En effet, si on analyse les réseaux d’interaction moléculaire dans leur 

ensemble, on se condamne à ne faire que des remarques très générales. Le terme de réseau 

biologique a en particulier été utilisé pour désigner un des processus suivants : 

– le métabolisme ; 

– la régulation des gènes ; 

– la transduction de signaux. 

Chacun de ces processus met en jeu différents types de molécules : les gènes (fragments 

d’ADN) ; les transcrits (ARN) ; différents types de protéines : facteurs de transcription, 

enzymes ; et enfin des petites molécules : les métabolites. 



 

Dans une approche qui n’est pas centrée sur les processus, on peut aussi définir les réseaux 

d’interaction de protéines. Ils rendent compte de toutes les interactions physiques entre 

protéines. Ils regroupent aussi bien la formation de complexes que des cascades de 

phosphorylation. 

On peut noter que les interactions indirectes, comme des enzymes catalysant des étapes 

successives d’une voie métabolique ou un facteur de transcription agissant sur la régulation 

transcriptionnelle d’une protéine, ne seront généralement pas couvertes par ce type de 

données. Cependant, certaines enzymes ou facteurs de transcription sont des complexes de 

plusieurs polypeptides. En outre, certains facteurs de transcription interagissent directement 

(de façon synergique) pour influer sur la transcription d’un gène. Les réseaux d’interaction de 

protéines recouvrent donc différents types de processus. 

Quand on modélise ces processus par des réseaux, on opère généralement des simplifications, 

d’une part parce qu’on ne sait pas quelles sont toutes les molécules qui y sont réellement 

impliquées (les reconstructions sont incomplètes), et d’autre part, pour pouvoir faire des 

calculs, on construit des modèles qui sont le plus souvent des simplifications des réelles 

interactions moléculaires. Ainsi, un réseau de régulation de gènes va indiquer des interactions 

directes entre gènes alors que le mécanisme est indirect : l’un des gènes code pour un facteur 

de transcription, qui va être transcrit puis traduit pour pouvoir agir sur la transcription d’un 

second gène. Ces simplifications sont parfois acceptables mais parfois insuffisantes, suivant 

l’application qu’on considère. 

3.2. Des protéines aux réseaux biologiques 

3.2.1. Données 

On a pu voir que les données étaient amenées à jouer un rôle central dans une démarche 

d’acquisition de connaissances en bioinformatique. Aussi, il est nécessaire de bien 

comprendre de quelles données on dispose en pratique et de savoir comment elles ont été 

obtenues pour mieux décider du niveau de confiance qu’on peut leur accorder. 

Dans cette partie, nous parlerons essentiellement de données disponibles publiquement dans 

des bases puisque c’est ce type de données que nous avons principalement utilisé. Certaines 

bases de données sont généralistes (KEGG), d’autres sont spécifiques d’un organisme 

(EcoCyc). Il existe également des jeux de données disponibles publiquement qui sont 

spécifiques à une question biologique et qui ont été constitués précisément pour y répondre. 

Au sein des données disponibles dans les bases, on distingue ainsi 3 types : 

– les données issues de la littérature (ou données bas débit) ; 

– les données issues d’expériences à haut débit ; 



 

– les données inférées. 

On peut également faire la différence entre données qualitatives (quelles sont les molécules 

qui interagissent) et données quantitatives (quelles sont les constantes d’association). On 

parlera dans cette partie essentiellement de données qualitatives. Ces données permettent de 

travailler avec des modèles qualitatifs afin de poser des questions d’ordre structurel. On note 

qu’en pratique, les données quantitatives ne sont disponibles que pour des voies très étudiées. 

Enfin, parmi les types de données dont nous ne parlerons pas, on peut mentionner les données 

issues de la métabolomique, nouveau domaine en expansion. Une expérience de 

métabolomique consiste à mesurer tous les métabolites présents à un instant donné dans une 

cellule. Ces données peuvent être qualitatives ou quantitatives. Pour une introduction à ce 

domaine, voir [Nobeli et Thornton, 2006]. 

3.2.2. Interactions protéine-protéine (IPP) 

Les protéines sont l’un des principaux composants de la matière vivante. En effet, elles 

constituent la majeure partie de la masse sèche des cellules (Alberts, 1998) et sont impliquées 

dans de très nombreux processus allant de la protection de l’organisme à la réplication de 

l’information génétique, en passant par la transduction de signaux cellulaires. 

Les protéines ne travaillent pas seules. En effet, la majorité des processus biologiques font 

intervenir plus d’une dizaine d’entre elles, chaque protéine interagissant avec une ou plusieurs 

autres protéines et formant ainsi des complexes protéiques transitoires ou permanents. Ainsi, 

on estime l’interactome humain (l’ensemble des interactions protéine-protéine) à environ 130 

000 interactions (Venkatesan et al., 2009). A une échelle moindre, la base de données 

SynSysNet spécialisée dans les protéines de la synapse recense 4638 interactions connues au 

sein des synapses (von Eichborn et al., 2013). Au sein de ce réseau d’interactions, toutes les 

protéines ne sont pas également connectées. En effets certaines n’interagissent qu’avec une 

protéine, alors que d’autre interagissent avec plusieurs centaines de protéines. Par analogie 

avec les réseaux de télécommunications, ces protéines centrales sont dénommées “hub” et 

sont particulièrement importantes pour le fonctionnement des cellules de par leur rôle central 

dans la formation de complexes (Jeong et al., 2001, Pang et al., 2010). 

3.2.3. Mise en évidence d’interactions physiques entre protéines 

Il existe de nombreuses techniques expérimentales pour mettre en évidence les interactions 

physiques entre protéines. L’une des premières méthodes haut débit développée est la 

méthode du “double hybride”. Les paires des protéines dont on veut tester l’interaction sont 

exprimées sous forme de protéines chimériques. Sur l’une des deux protéines on ajoute un 

domaine de fixation à l’ADN et sur la seconde protéine un domaine activateur de la 



 

transcription. Si les deux protéines interagissent, la présence de ces deux domaines entrainera 

la transcription d’un gène rapporteur et donc la détection de la transcription (Ito et al., 2001). 

Cette technique est puissante car elle se déroule in vivo et permet de détecter des interactions 

même transitoires. 

Contrairement à la méthode du double hybride qui n’identifie que des couples de protéines 

interagissant, la méthode TAP-MAS (Tandem Affinity Purification - Mass Spectrometry) 

permet de mettre en évidence les complexes multiprotéiques (Puig et al., 2001). Cette 

technique s’appuie sur la création d’une protéine chimère formée d’une séquence tag et de la 

protéine d’intérêt. Cette séquence tag permettra de retenir la protéine d’intérêt dans une 

colonne d’affinité. Ainsi, lors du passage des protéines à tester dans la colonne, les protéines 

formant un complexe avec la protéine chimère seront retenues. La purification des complexes 

permettra ensuite d’identifier leurs composants par spectrométrie de masse. 

3.2.4. Mise en évidence d’interactions fonctionnelles 

Il existe également des méthodes dites indirectes pour détecter des interactions entre 

protéines. On parle alors plutôt d’interactions fonctionnelles au lieu d’interactions physiques. 

Une méthode indirecte utilisée pour les organismes procaryotes est la notion de voisinage 

génomique. Cette méthodologie est possible grâce à l’organisation en opérons des génomes 

procaryotes. Les opérons sont des ensembles de gènes voisins qui sont régulés par le même 

facteur de transcription et impliqués dans les mêmes voies biologiques. Ainsi, en observant 

que deux gènes sont très fréquemment voisins dans le génome de plusieurs organismes, il est 

probable que les protéines issues de ces deux gènes aient une interaction fonctionnelle 

(Overbeek et al., 1999). 

Pour les organismes dont les gènes ne sont pas organisés en opérons, il est possible d’étudier 

les co-expressions de gènes. En effet, une conservation de la co-expression de 2 gènes dans de 

multiples organismes indique un avantage sélectif lors de l’évolution et donc que les protéines 

codées par ces gènes interagissent (Stuart et al., 2003). 

Une autre manière de détecter des interactions fonctionnelles est d’étudier les évènements de 

fusion de gènes. En effet, deux protéines d’un organisme peuvent être en interaction si elles 

sont également présentes dans un autre organisme sous la forme de deux domaines d’une 

seule protéine (Yanai et al., 2001). 

Les interactions protéine-protéine peuvent être conservées entre les organismes proches 

(Walhout et al., 2000), on parle alors d’interologues (issue de la combinaison d’interaction et 

d’orthologue). En utilisant cette notion, on peut alors prédire des interactions en recherchant 

les interactions existantes dans des organismes proches. 



 

3.3. Bases de données d’interactions protéine-protéine 

Les différentes méthodes mentionnées ci-dessus permettent de mettre en évidence de plus en 

plus d’interactions protéine-protéine. Devant ce nombre croissant de données, de nombreuses 

sources de données se développent afin de mettre les informations sur les interactions 

protéineprotéine à la disposition des biologistes. L’une des plus importantes est certainement 

la base de données IntAct2 qui recense les interactions protéine-protéine décrites dans la 

littérature (Kerrien et al., 2012). Une autre source de données est la base STRING3 qui reporte 

les interactions protéine-protéine élucidées expérimentalement ou prédites (Figure 2.1). 

3.3.1. Autres réseaux biologiques 

L’interactome peut être divisé en modules. Ainsi, Alberts (1998) compare ces sous-réseaux à 

des machines, dans lesquelles les protéines sont organisées en modules de manière à réaliser 

des fonctions précises. Au sein d’un module, les protéines sont fortement connectées entre 

elles tandis que les interactions avec des membres extérieurs au module sont plus rares. 

 

Figure 18 : Réseau d’interaction de la protéine WNT7A, extrait de la base de données 

String. Les relations en rose ont été élucidées expérimentalement, les relations bleues sont 

extraites d’autres bases de données et les relations vertes ont été prédites par fouille de texte. 

Par exemple, on peut remarquer sur la figure 18 qu’au sein du module correspondant au 

métabolisme du galactose il existe seulement 5 connections avec d’autres modules. Ainsi, 

cette organisation peut être utilisée pour définir des réseaux biologiques. Ces réseaux peuvent 

être définis comme un ensemble d’interactions entre des composants physiques ou génétiques 

de la cellule, décrivant un processus de cause à effet ou dépendant du temps, et expliquant des 

phénomènes biologiques observables (Demir et al., 2010). Différents types de processus sont 

décrits par ces réseaux : la régulation de gènes, le transport de molécules, la transformation de 

petites molécules ou une interaction entre protéines entrainant la modification de l’une d’entre 

elle (Schaefer et al., 2009). Ainsi, trois groupes de réseaux sont couramment définis : voies 

métaboliques, voies de signalisation et voies de régulation. 



 

Les voies métaboliques décrivent le métabolisme de la cellule, comme par exemple le 

métabolisme du galactose (Cf. Figure 18), et font intervenir des petites molécules qui sont 

modifiées par les réactions chimiques réalisées par des protéines. Les voies de signalisation 

correspondent à la perception de signaux cellulaires ou extracellulaires, puis à la transduction 

du signal dans la cellule. Le troisième groupe de voies est associé à la régulation des gènes. 

Le plus souvent ces 3 voies sont connectées : la cellule perçoit un signal qui sera transmis 

jusqu’au noyau et entrainera une modification de la régulation de gènes, ce qui pourra 

provoquer des changements du métabolisme de la cellule. 

 

3.3.2. Les ressources sur les réseaux biologiques 

Il existe plusieurs ressources contenant des réseaux biologiques connus. Les informations qui 

suivent correspondent à l’état de ces ressources en avril 2013. L’une des plus connues est 

certainement KEGG PATHWAY4 contenant 496 réseaux construits manuellement et repartis 

en 6 catégories : métabolisme, traitement de l’information génétique, traitement des 

informations environnementales (signalisation), processus cellulaires, systèmes 

physiologiques et maladies humaines (Ogata et al., 1998). Reactome5 est une autre source 

disponible pour décrire les réseaux biologiques (Joshi-Tope et al., 2005). Elle contient 1402 

réseaux regroupés en 22 grands groupes et est peuplée manuellement. t

 

Figure 19 : Voie métabolique KEGG de référence correspondant au métabolisme du 

galactose. Les protéines sont représentées sous la forme de rectangles contenant le numéro EC 



 

(“Enzyme Commission”) de la protéine et les petites molécules sont représentées par des 

cercles. Les éléments en jaune sont les voies métaboliques d’autres sucres. 

Une troisième source, BioCarta6, répertorie 354 réseaux vérifiés manuellement et repartis en 

22 fonctions. La Pathway Interaction Database (PID) est une base de données intégrée. En 

effet, elle contient 1367 réseaux vérifiés par le groupe NCI-Nature ainsi que 322 réseaux 

provenant de Reactome et BioCarta. Contrairement aux autres bases qui sont plus générales, 

PID se concentre sur les voies de signalisation et de régulation (Schaefer et al., 2009) et 

n’intègre donc que ces deux types de réseaux. Il existe également la ressource BioModels7 qui 

contient des modèles informatiques de processus biologiques (Li et al., 2010). C’est à dire des 

représentations formalisées (par exemple dans le langage SBML) et quantifiées (en vue d’une 

simulation dynamique de processus) tels que le cycle cellulaire ou les cascades MAP kinases. 

Les protéines notamment via leurs interactions ont un rôle majeur dans le fonctionnement des 

cellules. Les interactions protéine-protéine sont donc particulièrement étudiées et les 

méthodes de mise en évidence expérimentales et informatiques de ces interactions produisent 

de plus en plus de données. L’organisation de ces interactions permet de définir des réseaux 

biologiques qui expliquent des phénomènes cellulaires tels que la transduction de signaux au 

sein de la cellule ou la régulation des gènes. Il est important d’aider l’utilisateur biologiste à 

exploiter la richesse et la profusion des données disponibles. De nombreux formats permettent 

de décrire ces réseaux et des outils de visualisation des réseaux sont développés pour faciliter 

l’analyse de ces réseaux d’interactions. 

3.4. Représentation et visualisation des réseaux biologiques 

3.4.1. Formats de représentations des réseaux 

Il existe plusieurs formats permettant la représentation de réseaux biologiques. Certains ont 

été développés spécifiquement pour les réseaux biologiques (BioPAX, SBML, ...) alors que 

d’autres sont plus généraux pour représenter des graphes quels qu’ils soient (OXL, GraphML, 

...). Notons que la plupart de ces formats ne se limite pas à la représentation des réseaux en 

tant que tel mais permet la représentation des données sur les réseaux soit sous forme 

d’attributs des nœuds, soit sous forme de nœuds décrivant les propriétés. Dans ce dernier cas, 

nous parlerons alors de graphe étendu. 

3.4.2. Formats de réseaux biologiques 

a) BioPAX : BioPAX est un modèle XML spécifiquement développé pour permettre 

l’intégration, l’échange, la visualisation et l’analyse des données de réseaux biologiques 

(Demir et al., 2010). Il est divisé en trois niveaux : le premier décrit seulement les voies 

métaboliques, le deuxième prend en compte les voies de signalisation et les interactions 



 

moléculaires en plus des voies métaboliques et le troisième niveau décrit les réseaux de 

régulation génique et les interactions génétiques. 

BioPAX est basé sur une ontologie de concepts avec des attributs, ce qui permet d’avoir des 

relations entre concepts plus explicites que pour les autres formats (Pavlopoulos et al., 2008). 

Ainsi, le type d’interactions des entités physiques (en ajoutant les gènes) est particulièrement 

bien renseigné. Par exemple, il est possible de faire la différence entre une interaction de type 

dégradation et de type transport (Figure 20). De plus, BioPAX a été développé de manière à 

être compatible avec les formats existants comme SBML dans leurs domaines d’applications 

communs (Demir et al., 2010). 

b) SBML : Le Systems Biology Markup Language (SBML) est un modèle XML 

décrivant de manière qualitative et quantitative les modèles de réseaux biochimiques (Finney 

et Hucka, 2003). En effet, il est orienté vers la description des systèmes dans lesquels des 

entités biologiques sont impliquées et modifiées par des processus au fil du temps. Il contient 

notamment des éléments permettant de décrire la fonction mathématique associée au modèle 

ainsi que les réactions et leurs paramètres entre les espèces réagissant. Ainsi, SBML est 

particulièrement bien adapté pour modéliser les voies de signalisation cellulaire, des voies 

métaboliques et les régulations géniques. 

 

Figure 20 : Entités composant BioPAX. Les quatre types de classes composant BioPAX sont 

les réseaux biologiques (en rouge), les interactions (en vert) et les entités physiques avec les 

gènes (en bleu). Les flèches représentent les relations entre les entités BioPAX. La figure est 

extraite de Demir et al. (2010). 

c)  Formats de graphes 

✓ GraphML : GraphML est un modèle XML développé spécifiquement pour les 

graphes (Brandes et al., 2001). Ainsi, ce modèle a été pensé de façon à décrire tous les 

types de graphes (orientés, non orientés, mixtes, hiérarchiques et hypergraphes). De 



 

manière générique, GraphML est composé d’entités nœuds reliées entre elles par des 

arcs, un arc étant caractérisé par un nœud "source" et un nœud "cible". 

✓ OXL : Le format OXL est un format spécifique à Ondex. Bien que le programme 

Ondex soit plutôt dédié à l’analyse de données biologiques (Kohler et al., 2006), le 

format OXL a été développé de manière à couvrir un grand nombre d’applications. Il 

est ainsi suffisamment flexible et extensible pour combiner différents types de 

données (Taubert et al., 2007). OXL est défini comme un schéma XML composé de 

deux grands types d’éléments : ondexdataseq et ondexmetadata. Ondexdataseq décrit 

les éléments composant le graphe, tandis qu’ondexmetada contient la liste de tous les 

types de métadonnées utilisées dans le graphe. Ondexdataseq est composé de 2 

groupes d’éléments : les concepts et les relations, représentant respectivement les 

nœuds et les arcs du graphe (Figure 21). Les concepts sont caractérisés par un 

identifiant unique (id ), un identifiant textuel alternatif (pid ), des annotations et une 

description. La base de données source du concept est représentée par elementOf et 

son type par of Type. 

La méthode de mise en évidence du concept est également stockée. Le(s) nom(s) du concept 

sont collectés dans concept_name et la liste de leurs différents identifiants dans des bases de 

données dans concept_accession. Il est également possible de définir des attributs comme la 

date de collecte ou l’organisme source. Cette liste des attributs "personnalisés" correspond à 

concept_gds. Les relations entre concepts sont décrites comme allant d’un concept source 

fromConcept vers un concept cible to Concept. Ces relations sont précisées par leur type 

ofType (interaction, traduction,...). Comme les concepts, il est possible de définir des attributs 



 

supplémentaires (relation_gds) pour mieux caractériser ces relations.

 

Figure 21 : Extrait d’un fichier OXL représentant les données Ondexdataseq et 

décrivant une interaction entre deux protéines 

 

Les métadonnées (ondexmetadata) permettent de décrire les types de données utilisées dans le 

graphe. Elles sont caractérisées par un identifiant unique id, un nom fullname et une 

description description en texte libre et sont entièrement personnalisables par l’utilisateur. Il 

existe 6 types de métadonnées : les éléments de type cvs (“controlled vocabularies”) 

représentent le vocabulaire décrivant les sources de données utilisées pour décrire les 

concepts et les relations. Les éléments units correspondent aux unités des propriétés des 

concepts et des relations. Les façons dont les concepts et les relations ont été mis en évidence 

(mise en évidence expérimentale, ...) sont représentées par les éléments de type evidences. 

Les éléments de types attrnames (“attribut names”) qui sont des attributs définissables par 

l’auteur les concept classes et les relation types correspondent respectivement aux différents 

types de concepts et aux types de relations qui sont utilisées. 

✓ RDF : Le Resource Description Framework (RDF) est un modèle d’échange de 

données sur le Web développé par le W3C8 . Un graphe RDF est composé de triplets 

(sujet, prédicat, objet) ou le sujet est la ressource à décrire, le prédicat est la propriété 

associée au sujet et l’objet correspond à la valeur de la propriété. Ainsi, le triplet 

correspondant à une interaction entre la protéine A et la protéine B est (A, interagit 

avec, B) ou (B, interagit avec, A). 



 

 

3.5. Outils de visualisation 

L’ensemble des interactions d’un organisme forme un réseau d’interaction protéine-protéine. 

Ce réseau est un outil important pour la compréhension des mécanismes cellulaires (Agapito 

et al., 2013). Étant donné que la visualisation des réseaux peut permettre de mettre en 

évidence des sousstructures intéressantes, comme des complexes protéiques, la visualisation 

de réseaux sous forme de graphes est particulièrement répandue (Ciofani et al., 2012, Cheng 

et al., 2012, Agapito et al., 2013, Campillos et al., 2008). Ainsi, de nombreux outils sont 

développés afin de filtrer et d’analyser les réseaux biologiques. Ces outils varient notamment 

sur les formats de données qu’ils utilisent, le mode de visualisation, la possibilité d’interroger 

des sources de données distantes, la possibilité d’annoter un réseau existant et la capacité de 

l’utilisateur à développer de nouvelles fonctionnalités au programme via des extensions. 

3.5.1. Arena3D 

Arena3D est un programme de visualisation de réseaux biologiques en trois dimensions (3D) 

(Secrier et al., 2012). Afin de faciliter la visualisation en 3D, chaque type d’élément (protéine, 

gène, maladie, ...) est affiché à une hauteur différente sur le graphe (Figure 22). Ce 

programme permet d’importer des fichiers SBML, PSI-MI et TXT. Et il est également 

capable d’interroger des bases de données distantes, telles que STRING pour les interactions 

protéine-protéine, OMIM pour les informations concernant les maladies génétiques, PDB 

pour les informations sur les structures et Gene Ontology pour les annotations fonctionnelles. 

Il est cependant impossible d’ajouter manuellement des annotations aux nœuds ou aux arcs. 

De plus, Arena3D ne permet pas le développement d’extensions afin de d’éviter des 

problèmes d’incompatibilité de technologies pouvant affecter les performances du programme 

(Agapito et al., 2013). 



 

 

Figure 22 : Exemple de visualisation 3D avec Arena3D. Le réseau représente les gènes, 

protéines et structures protéiques associés à la maladie de Huntington et chaque type 

d’élément est représenté à une hauteur différente sur le graphe. La figure est extraite de 

Pavlopoulos et al. (2008). 

 

3.5.2. BioLayout express3D 

BioLayout express3D est spécialement conçu pour la visualisation en 3D et l’analyse de 

grands réseaux de données biologiques (Theocharidis et al., 2009). Ce programme est 

compatible avec un grand nombre de format de fichiers tels que : le format OWL de la base 

de données Reactome, les fichiers EXPRESSION, MATRIX, GraphML, mEPN, OXL, 

LAYOUT, SIF et TXT. Il ne permet pas de formuler des requêtes vers des bases de données 

externes. BioLayout express3D permet à l’utilisateur d’annoter les arcs notamment pour 

permettre de relier des nœuds grâce à des arcs ayant différentes annotations Pour les même 

raisons qu’Arena3D, BioLayout express3D ne permet pas le développement d’extensions. 

3.5.3. Cytoscape 

Cytoscape est l’un des outils de visualisation 2D de réseaux les plus populaires (Smoot et al., 

2011, Cheng et al., 2012, Agapito et al., 2013). Ce programme permet de visualiser des 

réseaux allant jusqu’à des centaines de milliers de nœuds et de liens (Figure 22). Le principal 

objectif de Cytoscape est la visualisation d’interactions moléculaires et leur intégration avec 

des profils d’expression génique ou d’autres données. Cytoscape permet d’importer des 

réseaux existant sous différents formats : XML, RDF, OWL, GraphML, XGMML et SBML. 

Cytoscape permet également d’importer des réseaux à partir de bases de données distantes 

notamment via IntAct et les bases du NCBI. Cytoscape est capable d’importer des données 



 

locales ou distantes (notamment GO) pour annoter les réseaux affichés. Il existe de 

nombreuses extensions développées par les utilisateurs, certaines permettant notamment de 

calculer l’enrichissement en termes GO du graphe étudié ou d’un sous graphe (Maere et al., 

2005). Il existe également d’autres extensions permettant d’interroger des bases de données 

distantes afin d’enrichir le réseau affiché ou pour simplement créer un nouveau réseau, 

comme par exemple l’extension IntActWSClient qui permet d’interroger la base de données 

IntAct. De ce point de vu, 

 

Figure 23 : Extrait de l’interactome humain (construit par Rual et al. 2005 et disponible 

à http://wiki.cytoscape.org/Data_Sets) sous Cytoscape. Au total, 10 203 protéines 

présentant 61 262 interactions sont affichées. 

 

l’une des extensions les plus utiles est certainement BisoGenet (Martin et al., 2010) puisqu’a 

partir d’une liste de gènes ou de protéines, cette extension va interroger la base de données 

distante SysBiomics9 qui intègre le contenu des bases de données d’interactions DIP, HPRD, 

IntAct, BioGRID, MINT et BIND. En utilisant BisoGenet à partir d’une liste de protéines, on 

peut obtenir l’ensemble de leurs interactants connus de rang 1, 2 ou 3. De plus, pour chaque 

élément affiché, les termes GO ainsi que les réseaux biologiques KEGG associés sont 

également présentés. Il est ensuite possible de rechercher le plus court chemin entre deux 

protéines du réseau. 

 

 

http://wiki/


 

3.5.4. Ondex 

Ondex est un outil d’intégration et de visualisation de graphe 2D dédié aux données 

biologiques (Kohler et al., 2006). Il est capable d’importer les fichiers au format OXL (qui lui 

est spécifique), SBML et BioPAX. Ondex est développé comme un outil d’intégration de 

données biologiques. Il permet donc d’importer des données provenant de nombreuses 

sources telles que : Aracyc2, ChEBI, ChEMBL, EXPASY ENZYME, Gene Ontology, 

KEGG, MedLine et UniProt. L’utilisateur peut annoter manuellement ou à partir de sources 

externes chaque nœud et chaque arc du graphe affiché. Il est possible d’ajouter des extensions 

à Ondex principalement pour de nouvelles fonctionnalités d’intégration de données. 

3.6. Utilisation des réseaux biologiques 

Les réseaux d’interaction biologiques forment la base des processus cellulaires. De plus en 

plus d’études les prennent donc en compte afin de mieux appréhender des phénomènes 

complexes. Ainsi, ils sont de plus en plus utilisés pour étudier les maladies génétiques et plus 

particulièrement pour rechercher des gènes candidats pour expliquer ces maladies. Ils sont 

également particulièrement utiles pour la conception de nouveaux médicaments. En effet, ces 

réseaux permettent d’identifier et de rechercher des cibles potentielles lors du développement 

de nouveaux médicaments ou pour repositionner un médicament déjà sur le marché dans une 

autre indication. Grâce à eux on peut également espérer obtenir une meilleure compréhension 

des effets indésirables des médicaments. 

3.6.1. Étude des maladies génétiques 

Les maladies dites génétiques sont causées par une ou plusieurs anomalies dans le génome. 

L’origine de ces maladies est assez variée : il peut s’agir d’une “simple” modification de la 

séquence d’ADN (substitution, insertion, délétion) d’un ou plusieurs gènes ou encore d’un 

réarrangement chromosomique (duplication de séquence génomique, anomalies du nombre de 

chromosomes ou de structure). Il est possible de séparer ces maladies en plusieurs groupes 

selon les mécanismes impliqués. Si la maladie à pour origine un gène unique, on parle de 

maladie monogénique. Les maladies monogéniques peuvent être reparties en 6 sous-groupes 

selon leur mode de transmission. Le premier d’entre eux concerne les gènes à transmission 

autosomique dominante. Dans ce cas, le gène est situé sur un chromosome non sexuel et un 

seul allèle muté est suffisant pour provoquer la maladie. Par exemple, le syndrome de Marfan 

(MIM :154700) est provoqué par la présence d’un seul allèle muté du gène FBN1. Le second 

mode de transmission est autosomique récessif, la maladie n’apparaissant alors que si les 2 

allèles d’un gène situé sur un chromosome non sexuel sont mutés. Ainsi, deux versions 



 

mutées du gène CFTR sont nécessaire pour provoquer la mucoviscidose (MIM :219700). Le 

troisième groupe correspond aux gènes à transmission dominante liée au chromosome X. Les 

maladies associées à ce mode transmission sont provoquées par la présence d’un seul allèle 

portant la mutation. Les garçons comme les filles peuvent être affectés par ce type de maladie. 

Cependant, dans certain cas comme le syndrome de Rett (MIM :312750), la maladie est létale 

chez la plupart des garçons ce qui provoque une prédominance des observations chez les 

filles. Le quatrième groupe concerne les gènes récessifs situés sur le chromosome X. Du fait 

de la présence d’un seul chromosome X chez les garçons, ceux ci sont plus fréquemment 

affectés. L’une des affections récessives liées au chromosome X les plus connues est le 

daltonisme (MIM :303800) qui implique le gène OPN1MW. Les gènes du chromosome Y 

sont associés au quatrième groupe. Du fait du faible nombre de gènes sur ce chromosome (50 

gènes codant une protéine), seuls 4 phénotypes lui sont associés dans OMIM. Le dernier 

mode de transmission concerne les gènes mitochondriaux (transmission mitochondriale). Ce 

mode de transmission est également appelé transmission maternelle puisque les mitochondries 

sont uniquement transmises par la mère. A ce jour, 28 phénotypes ayant une transmission 

mitochondriale sont recensés dans OMIM. Il est important de noter qu’une maladie 

monogénique peut être provoquée par des mutations dans plusieurs gènes différents à 

condition qu’une seule mutation soit suffisante pour provoquer la maladie. Ainsi, l’ami-

loïdose VIII (MIM :105200) peut être provoquée par une mutation soit dans le gène FGA, soit 

dans le gène APOA1, soit dans le gène LYZ.  

Une maladie génétique peut également être provoquée par plusieurs gènes ainsi que par 

l’environnement. On parle alors de maladies multifactorielles. Certaines maladies sont 

provoquées par la présence de mutation “simultanée” dans deux gènes. Ainsi, Schaffer (2013) 

recense une cinquantaine de maladies dites digéniques. La première à avoir été mise en 

évidence est une forme de rétinite pigmentaire (MIM :608133) et implique des mutations dans 

les gènes PRPH2 et ROM1 (Kajiwara et al., 1994). Dans la plupart des maladies 

multifactorielles, il existe un grand nombre de gènes pour lesquels certains SNP vont 

provoquer une plus grande susceptibilité d’apparition de la maladie. Par exemple, Chen et al. 

(2010), Neale et al. (2010) et Ricci et al. (2013) ont montrés les variations présentes dans 5 

gènes sont associés à un plus grand risque de développer une dégénérescence maculaire liée à 

l’age. L’un des chalenges de l’ère post-génomique est la compréhension des fonctions 

biologiques de gènes isolés ou des réseaux de gènes qui conduisent à l’apparition de maladies 

(Chen et al., 2008). L’ensemble des maladies monogéniques peut être représenté sous forme 

de graphe où les nœuds représentent les maladies (Goh et Choi, 2012). Deux maladies sont 

alors connectées si elles ont un gène en commun (Figure 2.8). On peut ainsi remarquer que les 



 

maladies humaines sont fortement interconnectées montrant ainsi une origine génétique 

commune à de nombreuses maladies. Cependant, si plusieurs maladies sont reliées par un 

gène commun, une maladie est rarement la conséquence de la perturbation d’un seul gène 

(Barabasi et al., 2011). Ainsi l’étude des réseaux biologiques peut permettre d’identifier de 

nouveaux gènes responsables de maladies et de mieux comprendre les mécanismes sous-

jacents. 

a)  Recherche de gènes responsables de maladies 

A ce jour, il existe environ 5500 maladies monogéniques répertoriées dans la base de données 

OMIM11 . Pour environ 30% de ces maladies, les gènes responsables ne sont pas connus. La 

recherche des gènes responsables d’une maladie se fait par l’établissement d’une liste de 

gènes candidats. Un gène candidat peut être un gène situé dans la région suspectée d’être 

responsable de la maladie ou possédant une fonction pouvant expliquer le phénotype de la 

maladie (Freudenberg et Propping, 2002). Freudenberg et Propping (2002) étendent cette 

définition en considérant que les maladies similaires peuvent être expliquées par des gènes 

similaires. Yilmaz et al. (2009) proposent une définition étendue d’un gène candidat comme 

un gène ayant une relation directe ou indirecte avec la maladie. On considère qu’il a une 

relation directe si ce gène est “colocalisé” avec la maladie c’est à dire s’il est localisé dans la 

région chromosomique associée à la maladie, s’il est observé comme étant dérégulé chez les 

malades ou s’il a une annotation fonctionnelle similaire à celle de la maladie. Par contre, la 

relation est considérée comme indirecte si un gène intermédiaire intervient. Celui-ci pouvant 

soit être un interactant soit un orthologue. Ainsi, un gène candidat ayant une relation indirecte 

avec la maladie peut être un gène dont l’orthologue a une annotation fonctionnelle similaire à 

celle de la maladie. Des définitions plus complexes peuvent encore être développées. Par 

exemple, un gène candidat peut être un gène qui a une annotation 



 

 

Figure 24 : Représentation du réseau des maladies humaines. Deux nœuds (maladies) 

sont reliés s’ils partagent un composant génétique selon la liste maladie-gène définie 

dans OMIM en 2005. La figure est extraite de Goh et Choi (2012). 

fonctionnelle similaire à celle de la maladie et établie par des généticiens et qui interagit avec 

un gène dérégulé dans la maladie, ou encore un gène colocalisé sur le génome avec le locus 

de la maladie et qui est un orthologue d’un gène ayant une annotation fonctionnelle similaire 

à la maladie (Yilmaz et al., 2009). 

Des méthodes de priorisation permettant de déterminer des gènes candidats ont été 

développées. Par exemple, le programme ENDEAVOUR utilise un grand nombre de sources 

de données différentes afin de proposer des gènes candidats (Aerts et al., 2006, Tranchevent et 

al., 2008). Ainsi, des données d’annotations fonctionnelles, d’interactions protéine-protéine, 

d’expression, d’orthologie et de régulation sont intégrées. Des scores sont calculés pour 

chaque type de données puis une étape de “genomic data fusion” est appliquée afin de 

fusionner les scores de chaque méthode et ainsi obtenir un résultat global. Cependant, ces 

études basées sur les réseaux d’interaction et les annotations fonctionnelles, sont grandement 

dépendantes de la qualité d’annotation des gènes (Piro et Di Cunto, 2012). Ainsi, on peut 

passer à côté d’un bon gène candidat si ce gène possède peu d’annotations. Pour éviter ce 

problème, Wagner et al. (2013) proposent d’intégrer différentes sources de données afin 

détecter les gènes associées aux rétinites pigmentaires. Pour cela, ils ont collecté des données 

de ChIP-seq, mRNA-seq et de microarray issues respectivement de la rétine de souris, de la 

rétine humaine et de profils d’expressions provenant de 10 tissus oculaires dont la rétine. 

Ensuite, à partir d’une liste de gènes comprenant des gènes connus pour être à l’origine de 

rétinite pigmentaires et d’autres gènes, Wagner et al. (2013) réalisent un apprentissage 



 

automatique afin d’apprendre à séparer les deux types de gènes. Ils ont ensuite testé le 

classifieur ainsi obtenu sur un jeu de données de 13 gènes déjà connus et ont comparé les 

résultats avec ceux donnés par ENDEAVOUR. Ils montrent ainsi que leur système est plus 

performant et donc que l’utilisation de données expérimentales est également importante. 

Ces deux méthodes de recherche de gènes candidats montrent bien l’intérêt d’utiliser des 

sources de données variées. Cependant, elles ne fonctionnent pas pour les maladies dont 

aucun gène responsable n’est connu. En effet, dans ces deux approches il est toujours 

nécessaire d’utiliser une liste de gènes associés à la maladie étudiée afin de pouvoir générer 

des candidats. 

b) Réseaux biologiques au service de la compréhension des maladies génétiques 

Alors que les méthodes de recherche de gènes candidats basées uniquement sur les 

polymorphismes nucléotidiques ne permettent pas de comprendre les mécanismes provoquant 

la maladie étudiée, les méthodes basées sur les annotations fonctionnelles ou sur des données 

d’expression permettent une meilleure compréhension des mécanismes associés à la maladie. 

En effet, on peut ainsi extraire des processus biologiques ou des gènes dont le fonctionnement 

est dérégulé lors de la maladie. Les études d’associations pangénomiques (“genome wide 

association studies” ou GWAS) sont une stratégie populaire pour essayer d’identifier les 

sources génétiques des maladies multifactorielles Humaines. Ces études consistent à étudier 

des centaines de milliers de SNP sur un grand nombre de patients et de personnes saines, afin 

de pouvoir établir des corrélations entre les SNP et la maladie étudiée. Cependant, dans un 

très grand nombre d’études, seul un petit nombre des corrélations les plus évidentes gènes-

maladie sont expliquées (Bakir-Gungor et Sezerman, 2011). BakirGungor et Sezerman (2011) 

proposent d’utiliser les connaissances sur les réseaux biologiques dont les réseaux 

d’interactions afin d’enrichir l’analyse des données GWAS. Leur méthodologie est divisée en 

3 étapes. La première consiste à associer les SNP aux gènes puis à calculer un score pour 

chaque SNP dépendant des propriétés fonctionnelles du transcrit, de l’effet du SNP sur la 

transcription, l’épissage, la traduction et les modifications post traductionnelles. Un score est 

calculé pour chaque gène en fonction de ses SNP. La deuxième étape consiste à rechercher 

des sous-réseaux actifs à partir d’un réseau d’interactions protéine-protéine. Un sous-réseau 

actif correspond à un ensemble de protéines (probablement associées à la maladie) qui 

interagissent physiquement et ont une forte chance d’appartenir au même réseau biologique. 

Cette étape est réalisée en utilisant l’extension jActiveModule de Cytoscape qui prend en 

compte à la fois les scores associés aux gènes et la topologie du réseau pour définir les sous-

réseaux actifs (Ideker et al., 2002, Bandyopadhyay et al., 2006). La troisième et dernière étape 

correspond à l’enrichissement fonctionnel des sous-réseaux. Pour cela, ils recherchent les 



 

termes GO ainsi que les réseaux biologiques KEGG et BioCarta qui sont plus fréquemment 

retrouvés dans le sous-réseau que dans la population générale. Bakir-Gungor et Sezerman 

(2011) ont appliqué cette méthodologie à la polyarthrite rhumatoïde. Ils ont ainsi pu associer 

de nouveaux réseaux biologiques à cette maladie, ainsi que des nouveaux gènes appartenant à 

des réseaux identifiés comme associés à la maladie. Au lieu d’intégrer interactions et réseaux 

biologiques, Curtis et al. (2012) ont récemment proposé une approche utilisant des données 

d’expression pour comprendre les relations qui existent entre les SNP détectés par GWAS et 

les maladies. Les résultats obtenus sur un ensemble artificiel de données ont montré qu’en 

plus d’augmenter la capacité de détection des relations gènes-maladies, cette approche permet 

de mieux comprendre les mécanismes liant les SNP aux maladies en associant les SNP à des 

dérégulations. 

3.6.2. Médicaments, cibles et effets secondaires 

a) Étude des cibles de médicaments 

Depuis l’avènement de la biologie moléculaire, la recherche de médicaments s’est 

essentiellement fondée sur l’hypothèse qu’une molécule ne se fixe que sur un seul récepteur. 

Ainsi les nouveaux médicaments sont le plus souvent des molécules qui se lient 

spécifiquement sur la cible désirée (Apic et al., 2005). Cependant, cette approche est assez 

réductrice puisqu’il est maintenant admis qu’une molécule peut se lier à plusieurs cibles 

(Figure 25, Apic et al. 2005, Yildirim et al. 2007, Scheiber et al. 2009a, Pujol et al. 2010, 

Vogt et Mestres 2010). Ainsi, la recherche de nouvelles cibles pour des médicaments 

existants se développe sous le nom de “repositionnement moléculaire”. Cette recherche 

intègre forcement des données sur les réseaux biologiques. 

 



 

Figure 25 : Distribution des médicaments en fonction de leur nombre de cibles. Les 

médicaments et leurs cibles proviennent de DrugBank. La figure est extraite de Yildirim 

et al. (2007). 

 

De nombreuses méthodes de prédiction de cibles de médicaments se basant sur différents 

types de propriétés ont ainsi été développées. Hopkins et Groom (2002) se basent sur la 

similarité de séquence entre les cibles pour proposer de nouvelles cibles à des médicaments. 

En partant du principe que la plupart des médicaments existants se fixent sur le site de liaison 

d’une molécule endogène, ils montrent que les domaines de liaison des cibles se regroupent 

en 130 familles et que près de la moitié des cibles représentent seulement 6 familles. Au sein 

d’une famille de protéines, la séquence et la fonction d’un site de liaison sont généralement 

bien conservées. Ceci suggère que si un membre d’une famille est capable de se lier à un 

médicament, alors les autres membres devraient également se lier à ce médicament ou à un 

autre structurellement similaire. Au lieu de se baser uniquement sur la séquence des cibles, Li 

et Lai (2007) prennent en compte les propriétés de cette séquence protéique. Chaque protéine 

est décrite par un vecteur à 146 dimensions représentants propriétés suivantes : composition 

en acide aminés, hydrophobicité, polarité, polarisabilité, charge, accessibilité au solvant, 

volume de van der Waals normalisé. Ce vecteur est calculé pour chaque protéine de 2 

ensembles : un ensemble de protéines cibles et un autre ensemble de protéines non cibles. Ces 

deux ensembles servent de base d’apprentissage à un SVM (Support Vector Machine) qui 

permettra de reconnaitre les protéines qui peuvent servir de cibles à des médicaments. A l’issu 

d’un test de validation croisée (apprentissage sur 9/10 du jeu de donnée et test sur le dixième 

restant, répété pour les 10 dixièmes), le SVM obtient une précision de l’ordre de 84%. Les 

tests menés sur des jeux de données n’ayant pas servi à l’apprentissage ont confirmé les 

résultats obtenus montrant ainsi l’intérêt d’utiliser les propriétés de la séquence des cibles. 

Afin de mieux comprendre les caractéristiques des cibles de médicaments, Ma’ayan et al. 

(2007) ont notamment étudié leur enrichissement en termes GO. Ainsi, à partir de 485 cibles 

issues de la base de données DrugBank, ils ont remarqué que ces cibles étaient enrichies en 

termes GO associés aux protéines membranaires, aux récepteurs, aux facteurs de transcription 

et aux composants des voies de signalisation cellulaire. Ainsi, les propriétés fonctionnelles 

des cibles semblent partagées par un grand nombre d’entre elles pouvant ainsi servir à 

déterminer de nouvelles cibles à des médicaments existant. Yao et Rzhetsky (2008) se sont 

intéressés à d’autres propriétés des cibles. Ils se sont notamment posé la question de savoir si 

les cibles des médicaments correspondent à des gènes plus sujets à des polymorphismes que 

la moyenne des gènes humains. A partir d’une liste d’environ 16 000 gènes, ils ont montré 

que les gènes “cibles” possèdent moins de polymorphismes. Ils expliquent cette observation 



 

par le fait qu’un grand nombre de polymorphismes dans une protéine cible pourrait diminuer 

la capacité du médicament à interagir avec cette cible. Yao et Rzhetsky (2008) ont également 

analysé les relations entre les médicaments et les tissus d’expression de leurs cibles. Ils ont 

ainsi remarqué que cinq tissus sont fréquemment ciblés (grandes endocrines, système nerveux 

central, l’appareil urinaire, les glandes excrétrices et les ganglions) alors que d’autres ne le 

sont que très rarement, notamment les tissus embryonnaires. Ce faible taux de ciblage de 

certains tissus pouvant s’expliquer par les risques importants d’effets secondaires liés à ces 

tissus. Par ailleurs, en étudiant le nombre de réseaux biologiques associés aux cibles des 

médicaments approuvés ou non par la “Food and Drug Administration” (FDA) (Cf. Figure 

26), Sakharkar et al. (2008) montrent que le fait de cibler une protéine intervenant dans de 

multiples processus n’est pas une situation préférentielle pour un médicament  Afin de prédire 

de nouvelles associations protéine médicament, Cheng et al. (2012) utilisent une méthode 

basée sur les réseaux d’interactions. Ils utilisent un score basé sur la topologie du réseau 

médicament-cible. De cette façon, ils obtiennent un score pour chaque couple médicament 

nouvelle protéine permettant ainsi d’obtenir une liste de cibles candidates à tester. Cheng et 

al. (2012) ont ensuite validé leur approche en testant et en confirmant in vitro leurs résultats 

pour 5 molécules et 2 cibles. 

Les approches les plus originales pour la recherche de nouvelles cibles sont certainement 

celles de Campillos et al. (2008) et Takarabe et al. (2012). Ces deux approches se basent sur 

les effets secondaires des médicaments pour prédire de nouvelles cibles, leur hypothèse étant 

que le partage d’effets secondaires s’explique par des cibles communes. Campillos et al. 

(2008) se sont basés sur les notices des médicaments afin d’extraire les effets secondaires. 

Une valeur de similarité entre 

 



 

Figure 26 : Distribution du pourcentage de gènes cibles selon leur nombre de réseaux 

biologiques extraits à partir de SwissProt. La figure est extraite de Sakharkar et al. 

(2008). 

les effets est ensuite calculée en se basant sur la co-ocurence des effets dans les médicaments 

(deux effets sont considérés comme similaires s’ils sont fréquemment associées aux mêmes 

molécules). Cette similarité en effets secondaires est ensuite combinée avec une mesure de 

similarité chimique à 2D afin de détecter de nouvelles cibles. Cette méthode a été testée sur 

746 molécules et a permis de former 1018 couples de médicaments similaires fortement 

susceptibles de partager des cibles. Une vingtaine de ces couples découverts ont été vérifiés in 

vitro et pour 13 d’entre eux, des cibles communes ont été identifiées, confirmant ainsi l’intérêt 

de la méthode. L’approche utilisée par Takarabe et al. (2012) se base sur le système de 

signalement d’effets secondaire de la FDA (adverse event reporting system, AERS). AERS 

est un système permettant aux professionnels de la santé de rapporter les effets indésirables 

des médicaments observés chez des patients et ainsi d’mettre en évidence les effets secondaire 

de manière plus précoce que sur les notices. En utilisant 

AERS on est capable d’observer la présence d’un effet indésirable pour une molécule quand 

au moins un rapport en fait mention. Contrairement à cela, l’industrie pharmaceutique ne fait 

mention d’un effet secondaire pour une molécule que si cet effet a été observé un grand 

nombre de fois. Ainsi, Takarabe et al. (2012) ont comparé les prédictions de cibles basées sur 

une similarité d’effets secondaires AERS avec une méthode de prédiction basée sur la 

structure des molécules. Les résultats de cette comparaison montrent que l’utilisation des 

effets secondaires donne de bons résultats mais moins bons que ceux basés sur la structure. 

Cette observation suggère que l’utilisation des effets secondaire pour prédire les cibles peut-

être utile quand on ne possède pas de données sur la structure des molécules, notamment 

comme cela arrive pour les peptides utilisés comme médicaments. 

b) Étude des effets secondaires 

De même qu’un médicament peut avoir plusieurs cibles, une cible peut intervenir dans 

plusieurs voies biologiques. L’utilisation des réseaux biologiques permet de replacer les cibles 

dans leur contexte et donc de mieux comprendre les effets indésirables de ces molécules 

(Pujol et al., 2010). L’étude des effets secondaires est donc facilitée par l’utilisation de 

données des réseaux biologiques. Le lien entre la structure des molécules et leurs mécanismes 

d’action ayant été établi (Martin et al., 2002), les premières approches de prédiction des effets 

secondaires se sont basées sur les sous-structures des molécules (Bhavani et al., 2006, 

Scheiber et al., 2009b, Atias et Sharan, 2011, Pauwels et al., 2011). Dans ces approches, les 

molécules sont décrites à la fois par un vecteur contenant leur composition (sous-structure) et 



 

un autre vecteur contenant leurs propriétés (effets secondaires). Ensuite, pour chaque effet 

secondaire, un apprentissage est effectué pour reconnaitre les molécules ayant cet effet. De 

plus ces méthodes ont permis d’identifier des sous-structures responsables des effets étudiés 

(Figure 27). 

 

Figure 27 : Sous-structures moléculaires identifiées par Scheiber et al. (2009b) comme 

étant responsables d’une prolongation QT (arythmie cardiaque). 

Comme Campillos et al. (2008) l’ont souligné, il existe des relations entre les effets 

secondaires et les cibles des médicaments. Afin de prendre en compte l’aspect molécule et 

l’aspect cible, Yamanishi et al. (2012) ont développé une méthode de prédiction des effets 

secondaires basée sur l’espace chimique et l’espace biologique. Comme précédemment, 

l’espace chimique correspond à une description des sous-structures des molécules. Quant à 

l’espace biologique, il est caractérisé par les cibles des médicaments (Figure 27). 

L’apprentissage nécessaire à la prédiction est réalisé sur 658 médicaments annotés par 969 

effets secondaires et décrits par un vecteur chimique  de 881 sous-structures et un autre 

vecteur de 1368 cibles. Les résultats de tests obtenus montrent l’intérêt relatif de combiner à 

la fois des données biologiques et chimiques pour prédire les effets secondaires (Tableau 4). 

Au lieu de se baser sur la structure des médicaments, d’autres études ont préféré prendre en 

compte les processus biologiques associés à ces derniers (Lee et al., 2011, Huang et al., 

2011). Ainsi, Lee et al. (2011), ont utilisé les processus biologiques associés aux médicaments 

par la ressource “Connectivity map” (Lamb et al., 2006). Ces données ont permis de 

déterminer quels processus étaient dérégulés par les médicaments. Lee et al. (2011) proposent 

ensuite que les médicaments partageant des effets secondaires partagent également des 

processus biologiques (Figure 28). Cette approche a été testée sur l’effet secondaire éruptions 

cutanées (“rash”) et les résultats 

 



 

Tableau 4 : Performance de prédiction basée sur une cross validation à 5 itérations. AUPR 

(Area Under the Precision-Recall curve) est la surface sous la courbe précision-rappel. La 

ligne aléatoire correspond aux résultats attendu si la classification est réalisée de manière 

aléatoire. Les données sont extraites de Yamanishi et al. (2012). 

 

 

Figure 28 : Méthodologie proposée par Yamanishi et al. (2012) pour prédire les effets 

secondaires. 

 

ont été comparés à ce qui était déjà connu dans la littérature. Cela a permis monter qu’un 

grand nombre des processus biologiques découverts par leur méthode étaient déjà reportés 

comme liés à l’effet secondaire dans la littérature. Au lieu de se baser sur les termes GO 

associés directement 

 

Figure 29 : Méthodologie proposée par Lee et al. (2011) pour associer effets secondaires 

et processus biologiques. 



 

aux médicaments comme l’ont fait Lee et al. (2011), Huang et al. (2011) prennent en compte 

les cibles ainsi que leurs termes GO. Ainsi, de manière similaire à Lee et al. (2011), ils 

montrent que les fonctions associées aux cibles sont fortement corrélés l’apparition d’effets 

secondaires. Les travaux de Liu et al. (2012b) sont particulièrement intéressants car ils 

combinent les caractéristiques phénotypiques des médicaments (indication et effets 

secondaires autres que celui étudié), la structure chimique et des propriétés biologiques 

(cibles et réseaux biologiques). Cette étude a permis de montrer que la combinaison de toutes 

ces données permet d’augmenter la qualité des prédictions. Il est cependant important de noter 

que l’utilisation des effets secondaires pour en prédire d’autres augmente fortement les 

résultats de la prédiction. 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Chapitre II: Démarche 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



 

I. Production de souris transgéniques et CD36 

Bien avant le développement des techniques de génétique moléculaire, les pathologistes 

cherchaient à explorer les mécanismes biologiques associés à des maladies héréditaires 

touchant l’homme ou l’animal. Au début, cette exploration n’a pu se faire que par le biais de 

l’utilisation de souches mutantes que l’on peut qualifier de naturelles (Roths et al., 1999). Puis 

grâce au développement des techniques de transgénèse, le concept de créer des souches 

animales servant de modèle à des maladies pouvant toucher l’homme ou l’animal est devenu 

une réalité. Ainsi par l’utilisation de ces méthodes, l’étude in vivo de l’effet de gènes 

particuliers sur le métabolisme ou la physiologie a pu devenir une réalité. 

Le terme de « transgénique » est devenu, ces dernières années, de plus en plus présent que ce 

soit dans la littérature scientifique ou dans l'actualité. Il est apparu pour la première fois dans 

une publication scientifique en 1981 où il était utilisé pour qualifier des souris obtenues suite 

à une micro-injection de gènes dans un des pronuclei (Gordon et Ruddle, 1981). Le terme de 

« transgénique » s’applique à des organismes vivants, qu’ils appartiennent au règne végétal ou 

animal, dans lesquels ont été transférés des gènes étrangers d'origine animale ou végétale à 

leur patrimoine héréditaire propre. Le gène étranger, appelé « transgène », se transmet à la 

descendance selon un mode mendélien (Kernbaum, 1998). Dans un récent rapport de 

l’ECVAM (European Center for the Validation of Alternative Methods ou centre européen 

pour la validation des méthodes alternatives) sur l’utilisation des animaux transgéniques dans 

l’Union Européenne, une définition des techniques de transgénèse est également donnée : « la 

technique de transgénèse implique l’introduction de matériel génétique fonctionnel (ADN) au 

niveau de cellules germinales d’un organisme » (Ben Mepham et al., 1998). Le fait qu’il soit 

dit que l’ADN est introduit au niveau des cellules germinales sousentend la notion de 

transmission héréditaire de cette nouvelle information génétique. Mais la définition la plus 

récente des animaux ou végétaux transgéniques est suggérée par Beardmore : ce sont des « 

organismes contenant des séquences intégrées d’ADN cloné (transgène), transférées en 

utilisant des techniques de génie génétique » (Beardmore, 1997). Cette définition est la plus 

générale et elle fait directement référence à la science à la base de cette révolution : le génie 

génétique. 

L’obtention d’animaux transgéniques repose, quelque soit la technique utilisée, sur les quatre 

mêmes principales étapes (Cf. Figure 30) 



 

 

Figure 30: Les principales étapes de l’obtention d’animaux transgéniques 

Ces quatre étapes sont bien sûr précédées d’une étape de biologie moléculaire qui consiste en 

une étape d’isolement du gène d’intérêt (identification, séquençage éventuel). 

Chez la souris, trois techniques de transgénèse (ou plus exactement trois techniques 

d’introduction d’une séquence d’ADN dans un embryon) sont le plus communément utilisées 

(voir Figure 31) (Jallat, 1991) : 

•  la micro-injection pro-nucléaire d’ADN cloné dans des oeufs fertilisés 

•  utilisation de vecteurs rétroviraux 

•  transfert ciblé de gènes dans les cellules embryonnaires via la recombinaison Homologue 



 

 

Figure 31: Les 3 principales méthodes de transgénèse (d’après (Janne et Alhonen, 1996) 

D’autres méthodes sont également possibles mais elles sont encore peu utilisées (introduction 

de gènes dans les spermatozoïdes, injection de régions chromosomiques microdisséquées ou 

technique de ciblage par le système Cre-lox). Parmi les nouvelles méthodes, celle utilisant le 

système Cre-lox est la plus prometteuse car elle permet un ciblage tissulaire. 

Nous étudierons en détail la méthode de la micro-injection pro-nucléaire d’ADN cloné dans 

des oeufs fertilisés utilisée pour la génération des souris GR 

1. Microinjection pronucléaire 

1.1. Principe 

Cette méthode correspond à la méthode princeps, c’est-à-dire celle utilisée par l’équipe de 

Gordon lors de leur première expérience de transgénèse (Gordon et al,., 1980). C’est 

également la première méthode qui s’est révélée efficace chez les mammifères. Elle consiste à 

injecter des fragments d’ADN purifié (sous forme d’une solution) dans un des pronucléi (en 

général le pronucléus mâle car il est à la fois le plus grand et le plus proche de la surface) d’un 

oeuf fertilisé au stade unicellulaire. Ensuite, ce zygote est réimplanté dans l’utérus d’une 

femelle pseudo-gestante où il poursuit son développement. 

1.2. Les différentes étapes (Jallat, 1991) 



 

 

Figure 32: Les principales étapes principales de l’obtention de souris transgéniques par 

micro-injection pronucléaire(d’après (Jallat, 1991) 

1.2.1.  1ère étape : Préparation de la solution d'ADN injectée 

Une séquence d’ADN déterminée est clonée (c’est-à-dire reproduite à l’identique un grand 

nombre de fois) ce qui permet l’obtention d’une solution d’ADN. Cette solution sera ensuite 

microinjectée au niveau d’un des pronucléi. L'efficacité de la micro-injection dépend des 

propriétés et de la qualité (e.g. pureté) de la solution injectée (Gordon et Ruddle, 1981). Il a 

été montré que plus le nombre de copies d’ADN est grand, plus le taux d’intégration de 

l’ADN est important. Cependant, une préparation trop concentrée donc trop visqueuse peut 

augmenter le risque de mort de l’embryon au moment de l’injection. De plus, l'ADN linéaire 

s'intègre plus efficacement que l'ADN circulaire (Brinster et al., 1985). De plus, l'effet 

inhibiteur de séquences procaryotiques (provenant des vecteurs de clonage) a été démontré : 

ils n'ont pas d'effet sur l'intégration du transgène dans le génome hôte mais ils peuvent 

cependant inhiber l'expression de certains transgènes (CHADA et al., 1985),( Townes et al., 

1985). Il est donc recommandé d'éliminer toute séquence inutile, notamment les séquences 

provenant du vecteur de clonage au moyen d'enzymes de restriction.  



 

Mais certaines séquences, au contraire, se sont révélées importantes dans la régulation de 

l'expression du transgène : c'est le cas des introns (qui sont de larges séquences non codantes) 

qui ont une influence importante sur le fonctionnement des gènes introduits par micro-

injection (Brinster et al., 1988). Les observations de Brinster suggèrent que les introns 

facilitent la transcription des gènes micro-injectés, notamment en aidant à maintenir une 

activité de transcription pendant le développement. Il est donc recommandé d'injecter l'ADN 

sous sa forme génomique plutôt que sous sa forme d'ADNc (ADN complémentaire qui est 

obtenu par transcription reverse à partir de l’ARN messager et qui ne comprend pas les 

introns). 

1.2.2.  2ème étape : Récolte des œufs fertilisés 

Le choix de la souris donneuse est important : il est nécessaire de choisir une lignée avec un 

bon rendement en œufs, mais il est également essentiel que ces œufs survivent bien à la 

micro-injection. Des femelles prépubères sont stimulées hormonalement par deux injections 

intrapéritonéales successives d'hormones à 46-48 heures d'intervalle (il est impératif de 

respecter ce délai) : 

- une première injection de PMSG (Pregnant Mare Serum Gonadotropin : gonadotropine 

sérique). Cette hormone en se substituant à l'hormone gonadotrope hypophysaire à effet FSH 

(Folicle-Stimulating Hormone ou hormone follicotrope) stimule le développement des 

follicules mûrs. 

- une seconde injection de hCG (human Chorionic Gonadotropin : gonadotropine chorionique 

humaine). Cette hormone, en mimant l'effet de la LH (Luteinizing Hormone ou hormone 

lutéinisante) parachève la maturation folliculaire et favorise l'ovulation. Suite à ce traitement, 

un accouplement entre ces femelles et des mâles fertiles est réalisé. L'apparition, après 

quelques heures, d'un bouchon vaginal, chez 80 à 90% des femelles, est le signe que 

l'accouplement a effectivement eu lieu. Il a été montré que le rendement est plus élevé dans le 

cas d'œufs hybrides (c'est-à-dire issus d'un croisement de 2 souches pures) plutôt que dans le 

cas d'œufs de souche pure. Brinster et son équipe ont montré que ce rendement était huit fois 

plus élevé avec des souris hybrides (C57BL/6xSJL) qu'avec des souris C57BL/6) (Brinster et 

al., 1985). 

Douze heures après l'accouplement, les femelles sont sacrifiées et les oviductes contenant 

habituellement chacun entre 10 à 15 oeufs sont prélevés. Ainsi, entre 20 et 30 œufs peuvent 

être récoltés par souris. Ces œufs fécondés peuvent être conservés pendant 3 à 36 heures dans 

un milieu de culture. Ils sont incubés à 37°C dans une atmosphère à 5,4% de CO2 sur un 

milieu avec un pH équilibré. Les œufs subissent ensuite un traitement avec une hyaluronidase 

qui les libère de leur gaine de cellules folliculaires. Puis finalement ils sont « lavés » par 



 

passages successifs dans le milieu de culture afin d'éliminer toute trace résiduelle d'enzyme 

pouvant avoir un effet néfaste pour eux. 

1.2.3.  3ème étape : Micro-injection 

Cette étape nécessite à la fois une technique particulière et un appareil spécial. Le coût de 

l’équipement d’un laboratoire de micro-injection (avec un poste de micro-injection) est 

d’environ 80 000 $ soit un peu plus de 87 000 euros (Lake et al., 1999). Cette technique 

nécessite de la dextérité et de l'entraînement pour la personne qui la réalise et se fait sous 

microscope inversé (Cf. Figure 33). 

 

Figure 33: Schéma d’un appareil pour micro-injection 

A. Micromètre avec vis hydraulique (Micrometer / Hydraulic Drive Unit) 

B. Robinet 3 voies (3-way stopcock valve) 

C. Micromanipulateur (Micromanipulator) 

D. Porte-aiguilles avec micro-injecteur et micropipette de contention (Needle holder / 

Instrument collar) 

E. Seringue de 60 ml avec embout (60 ml luer end syringe) 

F. Microscope inversé (Inverted light stereomicroscope) 

G. Support du micro-manipulateur (Micromanipulator stands) 

H. Plateau de base ("Bread-board" instrument base) 

I. Seringue en verre de 60 ml (Glass 60 ml syringe) 

La micro-injection se fait généralement une fois que le pronucléus mâle est visible et 

observable. L’intégration du transgène se fait vraisemblablement lors de la réplication de 

l’ADN. Cependant en raison de la dégradation de l’ADN, il est préférable de ne pas réaliser la 

micro-injection trop tôt avant la réplication. En outre, il paraît judicieux de ne pas 

microinjecter après la première réplication (c’est-à-dire au stade 2 cellules soit 11 à 20 heures 

après la fécondation) (Houdebine, 1998), (Monnereau, 1997). Mais dans la pratique, aucun 

moment ne paraît nettement à privilégier pour le faire (Gagne et al., 1997). Ainsi, il 

semblerait préférable d’injecter avant la première réplication, c’est en tout cas le moment 

choisi par la plupart des expérimentateurs (Houdebine, 1998). Quelques œufs sont déposés 

dans une boite de Piètri contenant une goutte de milieu recouverte d'huile de paraffine, par 



 

exemple, afin d'éviter toute évaporation. Une micro-pipette de contention (ou holding pipette) 

permet le maintien et le positionnement correct des œufs par aspiration. Une autre micro-

pipette permet l’injection de l’ADN préalablement préparé. La manipulation de ces deux 

micro-pipettes se fait grâce à des micro-manipulateurs. 

A ce stade de développement de l'œuf, les deux pronuclei sont bien visibles. Le pronucléus 

mâle étant le plus gros et le plus près de la surface, la micro-injection se fait à ce niveau (voir 

Figure 34). Un picolitre de liquide, contenant entre 100 et 1000 copies du transgène, est alors 

injecté : le nucleus se dilate avec doublement du volume. 

 

Figure 34: Micro-injection pronucléaire 

1.2.4. 4ème étape : Réimplantation 

Les œufs sont réimplantés dans une mère porteuse mais pour que le développement 

embryonnaire se déroule correctement, le terrain hormonal de ces femelles doit être adéquat. 

Pour cela, la veille de la micro-injection, des femelles en oestrus sontaccouplées avec des 

mâles infertiles. Ces mâles ont été préalablement stérilisés par vasectomie (section 

chirurgicale du canal déférent). Il est également possible d'utiliser des mâles génétiquement 

stériles. Les femelles présentant le lendemain un bouchon vaginal feront partie du pool de 

mères porteuses. La réimplantation est une opération chirurgicale, sous anesthésie générale, 

réalisée sous un microscope. Les œufs sont introduits au niveau de l’ampoule de l’oviducte 

(20 œufs si l’implantation se déroule le jour de la micro-injection, environ 15 œufs si ils ont 

été conservés in vitro). Le temps de gestation est de 20 jours à partir de la date de 

l’implantation. Mais le nombre d’œufs se développant à terme est faible et les mères porteuse 



 

n’ayant pas mis bas au 20ème jour seront sacrifiées. Ensuite les souriceaux (environ 5 à 6 par 

portées) sont adoptés par des femelles nourrices (choisies en fonction de leurs bonnes 

caractéristiques maternelles). 

1.2.5. 5ème étape : Identification des souriceaux transgéniques 

Une fois que la première génération de souris est obtenue, il est nécessaire de savoir quelles 

sont les souris ayant intégré le transgène. Pour cela, une petite quantité d'ADN des animaux 

est nécessaire : en général, des fragments de queue sont prélevés sur les animaux encore 

jeunes. Ensuite les transgènes sont identifiés par la technique de transfert de Southern (ou 

Southern-Blot) ou par PCR (Polymerase Chain Reaction : réaction de polymérisation en 

chaîne (Houdebine, 1998)) sur ces fragments. Pour la technique de Southern, l'ADN est 

déposé sur un filtre de nitrocellulose ou de nylon et une hybridation avec une sonde marquée 

et spécifique du transgène est réalisée. Mais le taux de faux-positifs pour cette méthode est 

important car il est nécessaire que l'ADN utilisé soit d'une pureté suffisante. De plus, la 

détection des animaux mosaïques peut être difficile en raison du faible nombre de copies du 

transgène (Houdebine, 1998). Dans le cas de la PCR, la quantité d'ADN peut être plus faible : 

la salive (IRWIN, 1996) ou des fragments obtenus suite au marquage des animaux peuvent 

être suffisants (Ren et al., 2001). De plus, cette méthode peut ne pas être pratiquée à partir 

d'ADN purifié car une étape d’amplification de l’ADN est incluse dans la technique (SAIKI et 

al., 1985). Elle est également plus sensible et permet donc de détecter des animaux 

mosaïques. Ainsi la PCR apparaît comme la méthode la plus simple et la plus rapide. 

1.3. Résultats 

Le but poursuivi dans toutes les techniques de transgénèse est que le transgène se transmette à 

la descendance de manière stable et qu'il s'exprime. Comme nous l'avons vu précédemment, 

dans certains cas, le transgène n’était pas exprimé alors qu'il était bien présent ; c'est le cas 

dans l'expérience princeps de cette méthode (Gordon et al,., 1980). Il est donc nécessaire de 

comprendre le système d'intégration de l'ADN. Suite à la micro-injection, l'ADN linéaire 

injecté se circularise et puis se relinéarise de façon aléatoire et finalement se recombine par 

recombinaison homologue : il y a formation de concatémères en tandem (Cf. Figure 35). 



 

 

Figure 35: Le mécanisme de formation de concatémères en tandem(d’après (Houdebine, 

1998),) 

Ces concatémères sont ensuite soit dégradés, soit intégrés au génome en faisant intervenir un 

mécanisme d'intégration hétérologue. Ce phénomène se fait grâce à une reconnaissance 

partielle de l'ADN génomique par l'ADN étranger. Pour obtenir des lignées pures, il serait 

souhaitable que l’intégration de l’ADN se réalise au stade d’une cellule. Cependant, ce n’est 

pas toujours le cas, et si l’intégration se fait à un stade plus tardif, le taux de souris mosaïques 

sera relativement élevé (Houdebine, 1998). Il est possible que l’ADN micro-injecté s’insère 

aux niveaux de certains sites conduisant alors à différentes mutations pouvant être létales, 

notamment dans le cas où l’insertion provoque une interruption au sein d’un gène ayant une 

fonction vitale ou participant au développement (Bishop, 1997),( Krulewski, 1989). 

En règle générale, sur 100 embryons manipulés, une à trois (cinq au grand maximum) souris 

transgéniques peuvent être obtenues. Ce faible rendement s’explique notamment par le fait 

que peu d’embryons survivent à la micro-injection et au transfert dans l’utérus de femelles 

pseudo-gestantes (environ 20 à 30%) (Houdzbine, 1999). Mais l’efficacité varie également 

selon la construction d’ADN utilisée (Gordon, 1997). Chez les autres espèces, le rendement 

est moindre, ce qui peut expliquer pourquoi la transgénèse animale est réalisée à l’heure 

actuelle en grande majorité sur des souris (Houdebine, 1998), 

 



 

1.4. Avantages et inconvénients 

1.4.1. Avantages 

L'avantage principal de la micro-injection est son efficacité à produire des lignées 

transgéniques qui expriment la plupart du temps les gènes de manière prévisible (Jaenisch, 

1988). Le travail de biologie moléculaire est assez simple (comparé aux autres techniques) : le 

gène que l’on souhaite insérer dans le génome doit être identifié puis cloné afin d’avoir un 

nombre suffisant de copies à injecter (Gordon, 1997).. En raison du faible temps de gestation 

de la souris et du peu de technicité de la phase de préparation de l’ADN, le temps de 

développement est réduit : entre 3 et 9 mois (Jaenisch, 1988). 

1.4.2. Inconvénients 

Cependant cette technique ne permet que l’addition d’un gène (ni la délétion, ni la 

substitution ne sont possibles). L’intégration se faisant au hasard, il est difficile de prévoir les 

effets secondaires. Il est donc nécessaire de prendre en compte les effets du locus d’insertion 

sur le patron d’expression. A cet effet s’ajoute également le fait que le nombre de copies 

d’ADN insérées est variable (en raison de la formation de concatémères) (Jaenisch, 1988). 

Même si les gènes micro-injectés s'expriment de façon efficace, il se peut que le niveau 

d'expression soit sous la dépendance de différents facteurs comme des facteurs procaryotiques 

provenant des vecteurs utilisés qui peuvent inhiber l'expression du transgène (Gordon, 1997). 

La dernière contrainte est la précision nécessaire à la technique de micro-injection, qui 

requiert de la dextérité de la part du technicien et donc un entraînement. Malgré ces quelques 

défauts, la technique de micro-injection pronucléaire est la plus efficace des techniques et 

également la plus utilisée pour obtenir des animaux transgéniques. Des fragments d’une 

longueur d’environ 50 kilobases peuvent être ainsi introduits dans le génome d’un œuf et ainsi 

ils seront exprimés à la fois dans les cellules somatiques et les cellules de la lignée germinale. 
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II. Caractérisation des classes de gènes régulés en absence de 

l’expression du gène CD36 

Dans ce chapitre, nous avons souhaité décrire la régulation de l’expression des gènes en 

réponse à différents stress, et ce, pour voir ce qui se passe, principalement à l’échelle des 

gènes et des protéines correspondantes, lorsque qu’on supprime  l’expression  d’un gène ou 

de le surexprimé, nous avons notamment voulu caractériser la réponse transcriptionnelle de 

manière globale, c’est-à-dire savoir combien de gènes et lesquels étaient induits ou réprimés. 

Le but était ensuite d’identifier les gènes co-exprimés, qui sont exprimés de manière similaire 

dans différentes conditions. Pour cela, nous avons recherché les classes de gènes dont les 

comportements étaient proches en termes de réponse transcriptionnelle. Finalement, notre 

objectif était d’expliquer pourquoi certaines classes de gènes étaient induites alors que 

d’autres étaient réprimées. A cet effet, nous avons voulu caractériser les sous ensembles de 

protéines correspondantes par des signatures, telles que le métabolisme et l’angiogenese, afin 

de comparer ces classes de protéines. 

5. Présentation du dispositif expérimental 

Pour étudier la régulation de la transcription en réponse à l’absence d’expression de 

gène CD36, nous avons choisi de travailler sur trois modéles de  souris. On s’intéresse dans le 

cadre de notre étude aux gènes qui suivent le même profile du gène CD36, en l’occurrence  

les gènes qui sont  présents en présence de CD36 et les gènes qui sont absents  en cas de son 

absence. Alors le groupe requête ici est un groupe formé du gène CD36 comparé aux autres 

gènes de la puce à ADN de différentes conditions : 

➢ Cas de Wild Type (WT le sauvage) ; des souris qui ont une expression normale de 

gène CD36 ; 

➢ Cas de knockOut (KO) ; souris  en absence d’expression de  gène CD36 ; 

➢ Cas de GeneRescue (GR), souris où  le gène CD36 à été ré-exprimé chez les Knockout 

(surexpression de gène) dans le muscle et dans le coeur. 

Alors le but est  l’extraction des gènes  qui sont présents dans le WT, et absents chez les 

KO. Ainsi que pour confirmer les résultats on compare les résultats de la première analyse  

avec les résultats des  GR c'est-à-dire comparé avec les gènes qui apparaissent après  ré-

exprission du  gène CD36  chez les KO.  



 

Dans cette étude nous avons utilisé deux technologie du puce à ADN (article 2), d’une 

part le cas des microarrays simples canaux utilisés est la technologie Affymetrix, dans 

laquelle des oligonucléotides de petite taille (25-mers) sont synthétisés in situ. Chaque gène 

est représenté par 11 à 20 paires d’oligonucléotides: des oligonucléotides complémentaires à 

la séquence du gène qualifiés de « perfect-match » (PM), et des oligonucléotides différant du 

PM par une mutation du nucléotide situé en position centrale (position 13), et qualifiés de « 

mis-match » (MM). L’objectif de ces doublons est de contrôler les hybridations non 

spécifiques. Le principe général est le même que pour les microarrays double canaux mais ici, 

un seul type de fluorophore est utilisé pour la cible (streptavidine couplée à la 

phycoérythrine). D’autre part la technologie Souris Whole Genome Microarray 4x44K 

(Agilent Technologies, Santa Clara, CA) dont ces microarrays sont constitués de lames de 

verre sur lesquelles des milliers d’ADNc ou oligonucléotides sont déposés: chaque gène (de 

fonction connue ou inconnue) est représenté par au    moins un spot sur la lame. Deux 

échantillons d’ARN, l’un issu d’une population cellulaire contrôle et l’autre issu de la 

population à étudier, sont réverse‐ transcrits en ADNc, et marqués par des fluorophores 

différents (cyanine‐5, rouge et cyanine‐ 3, vert). Les deux échantillons sont ensuite déposés 

simultanément sur le microarray de manière à s’hybrider avec les séquences complémentaires 

présentes sur la lame. Le microarray est ensuite analysé par un scanner à laser (microscope 

confocal). Selon la longueur d’onde émise par le laser, le scanner détectera le signal renvoyé 

par l’un ou l’autre fluorophore. Le rapport des fluorescences rouge/vert  est ainsi déterminé 

pour chaque spot et permet de comparer le niveau d’expression relatif de chacun des gènes 

pour les deux échantillons de départ.  

La préparation des puce à ADN est faite en collaboration avec la faculté de  médecine de 

Washington, et nous avons reçu des fichiers sous trois formats ( .dat, .cell , et .schip) pour 

l’analyse des données  

 

 

 

 

 

 



 

6.  Caractérisation de la réponse cellulaire 

Nous avons d’abord voulu mener une analyse préliminaire de manière à dégager les 

principales tendances des réponses transcriptionnelles étudiées. Pour cela, nous avons 

normalisé les données brutes et utilisé une méthode heuristique pour déterminer si un gène 

donné était induit ou réprimé à un temps donné. Cette analyse nous ayant permis de mettre en 

évidence des phases de réponse, nous avons développé dans un second temps une analyse 

statistique, afin d’identifier les gènes mettant en évidence un comportement différent au cours 

des phases de réponse. Finalement, nous avons voulu comprendre les mécanismes biologiques 

sous-jacents. 

6.1. Normalisation des données 

Une des difficultés de la technologie des puces à ADN est la quantité d’informations générée 

par les logiciels d’analyse d’images pour chaque spot. Choisir les données les plus 

informatives sur les mesures d’expression et leur qualité est donc indispensable. L’autre point 

critique est la suite des étapes mise en œuvre pour obtenir des données de qualité. A chaque 

étape des biais expérimentaux peuvent entacher d’erreur la mesure finale. Les variations 

biologiques d’intérêt peuvent donc être masquées par des bruits techniques et biologiques. 

Aussi, outre la définition d’un plan expérimental adéquat (replicates, randomisation des 

facteurs de « nuisances »), il est nécessaire d’appliquer une procédure systématique de 

traitement et de transformation à ces données afin de minimiser (voire corriger) ces variations 

indésirables. 

➢ Pour les puces Affymetrix  

Les données étaient normalisées par la méthode RMA fournie par le package affy de la 

librairie R Bioconductor. Les sondes étaient convertis en identifiants Ensemble grâce aux 

fichiers de définition des puces personnalisés fournis par le site internet de Brain Array. Après 

normalisation, des matrices d'expressions étaient obtenues avec chaque colonne correspondant 

à un échantillon et chaque ligne correspondant à un gène. Chacun des identifiants Ensembl 

était ensuite annoté en se connectant à la base de données biomaRt par le package R 

correspondant, afin de récupérer les symboles et les données de localisation dans le génome. 

Par la suite, les données de quelques temps de stimulation manquaient pour certains. Afin de 

remplir les données manquantes et d'assurer une analyse homogène, nous avons ajouté la 

différence moyenne de tous les échantillons entre le temps initial et celui manquant, aux 

données d'expressions du temps non manquant. 

➢ Pour les puces Agilent 



 

Les puces sont scannées par un laser en utilisant différentes longueurs d’onde de manière à 

obtenir les intensités numériques de chaque spot. Ainsi, une mesure relative à l’intensité 

globale d’hybridation est obtenue pour chaque élément sur la puce. Dans notre cas, les puces 

à ADN ont été scannées avec le logiciel GenePix (GeneP ix T M Pro 4.0). Or, ces données de 

transcriptome sont bruitées et biaisées. Dans un premier temps, il était donc nécessaire de 

normaliser les données brutes. Nous avons alors choisi d’appliquer la méthode de 

normalisation la plus classiquement utilisée, à savoir le traitement du bruit de fond, puis le 

traitement du biais par rapport à l’intensité totale. Pour cela, nous avons tout d’abord soustrait 

le bruit de fond pour obtenir l’intensité du signal pour chaque spot. Nous avons encore utilisé 

le logiciel R pour appliquer la normalisation lowess (Cleveland et Devlin, 1988) en nous 

basant sur le Bioconductor marray du logiciel R. Nous avons réglé le paramètre de lissage 

(smooth) à 0,33 comme cela est recommandé. Les valeurs normalisées de chacun des deux 

canaux (Cy3et Cy5) ont ensuite été combinées pour obtenir un ratio (voir Équation 1.1) ou un 

log-ratio (voir Équation 1.2). 

 

Lorsque cela était nécessaire, nous avons regroupé les valeurs des réplicats, par exemple pour 

comparer les différents points de mesure. Ainsi, pour chaque point de mesure, les différentes 

valeurs ont été moyennées de manière à obtenir un unique ratio par gène pour un temps 

donné. Pour cela, nous avons calculé la moyenne arithmétique des log-ratios, ce qui 

correspond à la moyenne géométrique des ratios. Après que les données brutes ont été 

normalisées de cette façon, nous avons mené une première analyse globale. 

6.2. Identification des gènes différentiellement exprimés 

Le premier pas vers l’analyse de transcriptome par la technologie des puces à ADN est la 

mise en évidence des gènes différentiellement exprimés, entre deux conditions différentes. 

Pour mesurer cette différence, il faut pouvoir distinguer les variations biologiques qui sont le 

reflet du fonctionnement de la cellule, des variations expérimentales qui viennent gêner 

l’interprétation. Nous avons utilisé Les tests non paramétriques car ils sont plus adaptés aux 

données bruitées telles que celles engendrées par nos  puces à ADN affymetrix . Parmi ces 

tests non paramétriques, l’analyse SAM (Significance Analysis of Microarrays) avec un P-

valeur et Fold respectivement fixés à 1,5 et 0,002. 



 

Cependant pour les puces Agilent Nous avons choisi d’utiliser la construction de modèles 

linéaires implémentée dans le package Limma du logiciel Bioconductor car cette méthode 

possède les deux principaux avantages de pouvoir prendre en compte un faible nombre de 

réplicats et d’être applicable rapidement sur des données réelles. En effet, nous ne disposions 

que de deux réplicats par point de mesure dans la plupart des cas. Pour identifier les gènes 

dont les niveaux d’expression étaient globalement régulés, nous avons donc utilisé une 

analyse bayésienne empirique pour estimer les paramètres du modèle. Ensuite nous avons 

effectué un test statistique (t-test) pour évaluer dans quelle mesure chaque gène suivait le 

modèle. Enfin, nous avons corrigé les p-values (1,5 ) obtenues par une correction pour les 

tests multiples qui permettait de contrôler le taux de faux positifs (FDR). Pour limiter le taux 

de faux positifs à 5%, nous avons pu fixer un seuil à 10−3sur lap-value en suivant la méthode 

de Benjamini-Hochberg. En utilisant cette méthode. 

En utilisant la technologie Affymetrix, nous avons pu identifier 39 entre les gènes CD36-

CD36- KO et exprimé différentiellement WT et l'utilisation de la technologie d'Agilent avec 

les mêmes paramètres, nous avons identifié 35 gènes exprimés de manière différentielle. La 

comparaison des deux listes de gènes identifiés entre autre que 30 d'entre eux étaient 

communs aux deux technologies (Cf. figure 36) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 36: Diagramme de Venn pour comparer les deux technologie de puce à ADN 

(Agilent technology et affymetrix technology). 

6.3.Identification des classes de gènes co-exprimés 

30 Gènes 39 Gènes 35 Gènes 



 

Pour regrouper les gènes co-exprimés, nous avons choisi d’étudier les profils d’expression des 

gènes, et en particulier leur similarité. L’une des approches les plus couramment utilisées 

pour identifier des classes de gènes ayant des profils d’expression similaires est la 

classification hiérarchique Cette méthode permet d’obtenir plusieurs partitions possibles de 

l’ensemble des gènes. Cela implique entre autres que chaque gène appartient à une et une 

seule classe. 

D’abord utilisées en phylogénie, les méthodes de classification hiérarchique sont aujourd’hui 

les techniques de classification non supervisée les plus utilisées pour étudier les profils 

d’expression de gènes ou d’échantillons. Elles génèrent des suites de classes emboîtées qui 

définissent unehiérarchie de partitions encore appelée classification hiérarchique. Les 

algorithmes de classification travaillent à partir des matrices de distances issues des matrices 

de données d’expression. Actuellement, il existe trois principales modalités de calcul de 

distances entre les classes (distance inter-groupes) qui permettent de générer deux grands 

types d’algorithmes de classifications hiérarchiques : les algorithmes ascendants et les 

algorithmes descendants. 

Des règles de calcul, encore appelées règles d’agglomération, sont nécessaires pour estimer 

les liaisons entre les groupes disjoints. Les principales distances inter-groupes sont 

actuellement le lien simple, le lien complet et le lien moyen. Le lien moyen (average linkage) 

ou UPGMA (Unweighted Pair Group Method of Agregation) est l’approche la plus utilisée. 

La distance entre deux groupes est la moyenne des distances entre toutes les paires d’objets 

(gènes ou échantillons biologiques) de ces deux groupes (Cf. figure 37). 



 

 

Figure 37 : Classification hiérarchique des gènes sélectionnés: A) classification 

hiérarchique des gènes sélectionnés en utilisant la technologie Affymetrix; B) 

classification hiérarchique des gènes sélectionnés en utilisant la technologie Agilent. 

 

6.4.Annotation fonctionnelle 

Après avoir identifié des groupes de gènes différentiellement exprimés et afin de pouvoir 

interpréter les données, il est nécessaire de procéder à des tests d’enrichissement fonctionnel. 

En effet, les gènes co-exprimés sont généralement impliqués dans des processus ou voies de 

signalisation similaires (Eisen et al., 1998). 

6.4.1. Les différentes sources d’information 

 Il existe diverses sources d’information utiles pour l’annotation et donc pour l’interprétation 

des données de puces à ADN. En effet, de très nombreuses bases de données stockent des 

informations sur la fonction, la localisation, l’expression tissulaire, la régulation et les 

interactions des gènes ou de leurs produits (Tableau 5). En effet, on considère ici que les 

transcrits identifiés précédemment sont traduits de manière équivalente en quantité de 

protéines fonctionnelles. Cela ne tient donc pas compte des mécanismes de régulation post-

transcriptionnelle et post-traductionnelle.  

 Parfois, les données sont organisées en un ensemble structuré de termes et concepts au 

vocabulaire contrôlé, appelé ontologie. Les concepts sont organisés dans un graphe dont les 

relations peuvent être des relations sémantiques ou des relations d’inclusion. L’objectif 



 

premier d’une ontologie est de modéliser un ensemble de connaissances dans un domaine 

donné. L’ontologie la plus connue pour l’annotation de données provenant de puces à ADN 

est Gene Ontology (GO ; (Ashburner et al., 2000)). Celle-ci propose un vocabulaire contrôlé 

de termes décrivant les propriétés des produits des gènes. Elle est composée de 3 domaines : – 

compartiment cellulaire, ou cellular component, décrivant la localisation des protéines au sein 

de la cellule (comme par exemple : noyau, cytoplasme, membrane) ; – fonction moléculaire 

ou molecular function, décrivant les activités au niveau moléculaire, telles que la liaison (par 

exemple le terme GO « transcription factor binding », GO :0008134) ou la catalyse ; – 

processus biologique ou biological process, représentant l’ontologie la plus intéressante pour 

connaître la fonction des protéines. Elle nous renseigne sur les processus dans lesquels des 

protéines sont impliquées, comme par exemple la transcription (terme « transcription, DNA-

dependent », GO :0006351, Figure 3.6).  

6.4.2. Quelques outils d’annotation 

 Plusieurs outils utilisant cette ontologie ont été créés comme AmiGO, GOToolsBox ((Martin 

et al., 2004)), FATIGO (Al-Shahrour et al., 2007). Les autres bases de données ont également 

mis en place un système permettant des recherches en fonction d’un gène, d’une protéine, 

d’un processus biologique ou d’une voie de signalisation. D’autres approches sont également 

utilisées pour obtenir des informations sur des gènes telles que des outils de fouille de texte 

comme Chilibot (Chen & Sharp, 2004), iHOP (Good et al., 2006). Enfin, des logiciels 

proposent également l’accès à différentes sources de données précédemment citées. Parmi les 

outils gratuits, ceux principalement utilisés par les biologistes et les bioinformaticiens sont « 

The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery » DAVID 

knowledgebase (Huang et al., 2009) et « Gene Set Enrichment Analysis » GSEA 

(Subramanian et al., 2005). La base de données DAVID propose ainsi un outil de 

regroupement d’annotations fonctionnelles permettant l’identification de groupes 

d’annotations significativement surreprésentées dans une sélection de gènes (Huang da et al. 

2007 ; Sherman et al. 2007). Alors que GSEA est une méthode non paramétrique qui 

détermine si un jeu de gènes défini a priori possède des différences statistiquement 

significatives entre deux états biologiques ; cette méthode permet de calculer des scores 

d’enrichissement fonctionnel en utilisant la base de données moléculaire Molecular Signature 

DataBase (MSigDB) (Subramanian et al., 2005). 

 

 

 

 



 

Disease 
GENETIC ASSOCIATION 

OMIM DISEASE 

Gene Ontology (GO) 

GO Biological Process (BP) 

GO Cellular Component (CC) 

GO Molecular Function (MF) 

General annotations 
CHROMOSOME 

CYTOBAND 

Litterature 
GENERIF SUMMARY 

PUBMED ID 

Pathways 

BIOCARTA 

KEGG 

PANTHER 

REACTOME 

Protein domains 

BLOCKS 

COG 

INTERPRO 

PFAM 

SCOP 

SMART 

SSF 

TIGRFAMS 

Protein interactions 

BIND 

NCICB 

CAPATHWAY 

REACTOME 

TFBS conserved 

Tissues espressions 

CGAP EST QUARTILE 

CGAP SAGE QUARTILE 

GNF U133A QUARTILE 

PIR TISSUE SPECIFICITY 

UNIGENE EST QUARTILE 

UP TISSUE 

Tableau 5 : Liste des principales annotations contenues dans l’outil DAVID knowledgebase, 

regroupées par domaine 

 

6.4.3. Représentation des résultats selon la fonction   

Afin d'être capable de mettre en relation ces différents critères, cette méthode s'appuie 

sur une représentation des données sous forme de groupes de gènes ou de protéines ayant une 

valeur similaire pour un critère biologique donné. Ainsi, n’importe quelle donnée biologique 

doit pouvoir être convertie sous forme de collection de groupes et ainsi être comparée à une 

autre collection (représentant un autre critère). Cette conversion est en fait une étape 

essentielle pour la comparaison de données, et elle est plus ou moins aisée selon le critère 

biologique. 

Une cardiomyopathie ou myocardiopathie (maladie du muscle cardiaque) correspond a 

un groupe hétérogène de  maladie touchant le myocarde, et responsable d’un 



 

disfonctionnement du muscle. Cependant, il semble  de plus en plus que l’insulinoresistance, 

le diabète de type 2 et la cardiomyopathie ne soient pas des variables indépendantes mais des 

variables reliées à des modifications du métabolisme. Plus spécifiquement, de fortes 

concentrations intracellulaires de métabolites d’acides gras à longue chaine, constituent un 

important facteur du développement de  l’insulinoresistance cardiaque. 

Cependant, la biologie est un domaine qui manque encore de formalisme strict. Malgré 

les efforts du consortium HGNC (HUGO Gene Nomenclature Committee) 

(http://www.genenames.org) pour standardiser la nomenclature des gènes, des améliorations 

sont encore nécessaires pour définir les fonctions des gènes et de leurs produits (Ashburner et 

al., 2000). Ceci a incité la communauté scientifique à développer des ontologies pour annoter 

les gènes et leurs produits. La science déploie une problématique ontologique lorsque vient à 

se poser la question du statut de la réalité des entités qui constituent le référent du discours 

scientifique » (Encyclopedia Universalis, 1991). Par extension, une ontologie est un 

vocabulaire structuré et contrôlé qui est une base au développement de la connaissance.) 

Ainsi que, après la classification des gènes résultant de nos analyses, selon leurs 

fonctions, en se basant sur la GO (http://www.geneontology.org), il y a l’apparition de trois 

groupes de gènes : un groupe de gènes interviennent dans le métabolisme, un groupe des 

gènes interviennent dans l’angiogènes, et un groupe des gènes interviennent dans la forme de 

la cellule musculaire cardiaque (Cf. tableau 6). 

 

Tableau 6 : Résultats de la comparaison  d’expression des gènes (gènes ont 

le même profile de CD36) selon la fonction , A : Métabolisme/signalisation de 

l’insuline, B : Angiogenèse/Apoptose, C : Remodelage de la cellule. 

 

 

 

 

 



 

A : 

Gene Name Description 

CD36 
Binds long chain fatty acids and may function in the transport and/or as a 

regulator of fatty acid transport 

Dgat1 
Catalyzes the terminal and only committed step in triacylglycerol 

synthesis by using diacylglycerol and fatty acylCoA as substrates 

Adh4 Involved in the reduction of benzoquinones 

Irs3 Insulin receptor substrate 3 

Irs1 Maediate the control of various cellular processes by insulin. 

IL2 Negative regulation of heart contraction 

Fat4 Function in the regulation of planar cell polarity. 

Pdhb 
Complex catalyzes the overall conversion of pyruvate to acetyl-CoA and 

CO2. 

Lpl 
The apolipoprotein, APOC2, acts as a coactivator of LPL activity in the 

presence of lipids on the luminal surface of vascular endothelium 

Ide Plays a role in the cellular breakdown of insulin 

Uqcrh 

This is a component of the ubiquinol-cytochrome c reductase complex 

(complex III or cytochrome b-c1 complex), which is part of the 

mitochondrial respiratory chain. 

Uqcrc1 

This is a component of the ubiquinol-cytochrome c reductase complex 

(complex III or cytochrome b-c1 complex), which is part of the 

mitochondrial respiratory chain 

Gyk Key enzyme in the regulation of glycerol uptake and metabolism 

Ifng Regulation of the force of heart contraction 

Mb 
Heart development and Serves as a reserve supply of oxygen and 

facilitates the movement of oxygen within muscles. 

 

 

 

 

 

 



 

B : 

Gene Name Description 

CD36   

 

Receptor for thrombospondins, THBS1 AND THBS2, mediating their 

antiangiogenic effects 

Thbs1 

Adhesive glycoprotein that mediates cell-to-cell and cell-to-matrix 

interactions. Ligand for CD36 mediating antiangiogenic properties 

 

Sdc4   

 

thrombospondin receptor activity and Cell surface proteoglycan that bears 

heparan sulfate 

CD9 Involved in platelet activation and aggregation. 

Pdgfra vascular endothelial growth factor receptor signaling pathway 

Hand1 

Transcription factor that plays an essential role in both trophoblast-giant 

cells differentiation and in cardiac morphogenesis. 

 

Arnt2 
Negative regulation of apoptotic process and positive regulation of cell 

proliferation 

Rag1 
Negative regulation of cysteine-type endopeptidase activity involved in 

apoptotic process 

Api5 

Antiapoptotic factor that have a role in protein assembly. Negatively 

regulates ACIN1. Also known to efficiently suppress E2F1-induced 

apoptosis 

Map3K2 

Component of a protein kinase signal transduction cascade, Plays a role in 

caveolae kiss-and-run dynamics Mertk  Receptor tyrosine kinase that 

transduces signals from the extracellular matrix into the cytoplasm by 

binding to several ligands 

 C:  

Gene Name Description 

Myl4 

  Myosin light chain 

   

 

Tnnt2 
Atrial cardiac muscle tissue morphogenesis 

 

Hand1 
Ventricular cardiac muscle tissue morphogenesis and  cardiac septum 

morphogenesis, 

Pdlim3   
Actin filament organization in heart development 

 

Pdgfra Cardiac myofibril assembly 

 

 

 

 



 

 

7. Gènes candidats étudies 

Selon la classification résultant de notre analyse des données de puces à ADN on 

constate qu’il y a trois classes de gènes : des gènes qui interviennent dans le métabolisme, des 

gènes qui interviennent dans le phénomène de l’angiogenèse et l’apoptose, et enfin des gènes 

qui interviennent dans le remodelage de  la cellule musculaire cardiaque. 

7.1.Métabolisme 

La cellule musculaire cardiaque qui est caractérisée par une activité contractile 

requiert un apport énergétique ou, plus exactement un flux d’énergie élevé. Ce flux élevé et 

permanent d’énergie (assuré par la synthèse de molécules d’ATP) ne peut être entretenu que 

par un métabolisme du myocarde est illustré par l’abondance des mitochondries dans les 

cardiomyocytes. La cellule musculaire cardiaque ne dispose que d’un stock d’ATP réduit, ne 

permettant  que quelques contractions. La permanence de la fonction cardiaque dépend donc 

de la capacité  du cardiomyocyte de produire une quantité d’ATP elle est correspondante à la 

demande énergétique. 

7.1.1. CD36 

Le cœur est un organe riche en lipides en particulier en phospholipides (PL) 

membranaire en raison de sa riche masse membranaire, composée des mitochondries qui 

représentent prés de 30% du volume cardiaque (L. Opie  et al., 1991). Ainsi la fonction 

principale de CD36 est son rôle comme récepteur/transporteur des acides gras à longue chaine 

dans les cellules cardiaques. 

La capacité du cardiomyocyte à adopter sa production d’énergie à la demande est un 

facteur déterminant de la fonction myocardiaque, qui repose sur un métabolisme des acides 

gras (AG) équilibré. Les acides gras constituent la source énergique principale du cœur, mais 

couteuse en oxygène et susceptible d’entrainer des effets délétères. 



 

 

Figure 38 : CD36, transporteur des AGLC (L. Opie  et al., 1991). 

  

La principale voie d’utilisation des acides gras dans le myocarde  est la β-oxydation 

mitochondriale destinée à la production d’énergie. 

L’acide  gras transformé en acyl_CoA par l’acyl_CoA synthétase, qui entre dans  la 

mitochondrie grâce à la navette carnitine impliquant les carnitines palmitoyl transférase 

(CPT1 et CPT2), la β-oxydation oxyde l’acyl_CoA en acétyl_CoA qui entre dans le cycle des 

acides  tricarboxyliques (ou cycle de Krebs). Le cycle produit  les équivalents réduit (NADH2 

et FADH2), qui permettent, via la chaine respiratoire de la membrane mitochondriale, la 

phosphorylation oxydative  qui produit l’ATP à partir d’ADP. 

L’absence de CD36 entraine une perte de l’absorption des  acides gras à longue chaine, la 

source principale d’énergie  du muscle cardiaque dans les cardiomyocyte , ce qui provoque  

une diminution de la disponibilité des acyl_CoA qui provoque une inhibition de la β-

oxydation. Cet arrêt entraine une diminution de la cartinine libre et une accumulation 

intramitochondriale d’acyl_CoA et d’acyl_cartine a longue chaine. Ces constituants à longue 

chaine entrainent des altérations membranaire importantes. Ainsi que ces perturbations 

aboutissent à une baisse importante de la production énergétique sous forme d’ATP , et par 

conséquence une augmentation de survenues de cardiomyopathie hypertrophique (Guiraud A. 

, 2006). 

 



 

7.1.2.  IRS 

Parmi les gènes on constate le gène IRS, c’est le gène qui code pour la protéine IRS (Insulin 

Receptor  Substrat) impliqué dans la cascade de signalisation de l’insuline. Le signal 

intracellulaire stimulé par l’insuline passe notamment par les substrats  du récepteur de 

l’insuline, dont les principaux sont IRS1 et IRS2, ces  protéines  une fois activées par le 

récepteur de l’insuline  jouent le rôle de protéine de liaison, en liant  et activant d’autres 

protéines impliquées dans le processus de signalisation déclenché par l’insuline (Sun et al. , 

1991 ; Sun et al., 1995). Ces gènes qui sont impliqué dans la cascade de signalisation de 

l’insuline semblent être de bons gènes candidats pour jouer un rôle potentiel dans le 

développement de l’insulinorésistance. 

Mais quelle est la relation entre le CD36 et les IRS dans la cellule musculaire 

cardiaque ? 

Il s’avérée qu’un dysfonctionnement des métabolismes des lipides et particulièrement des 

acides gras à longue chaine associé souvent à une élévation de leur concentration plasmatique 

ou un stockage ectopique, est un élément essentiel à l’insulinoésistance (JD. McGarry et al., 

2001 ; G. Boden et al.,2002). 

En 1963, Rondle et ses collaborateurs on mit en évidence à partir d’expériences réalisées in 

vitro sur le cœur de rat isolé et perfusé, l’existence d’une compétition entre le glucosée et les 

acides gras à longue chaine, pour être préférentiellement métabolisé. Dans ces expériences 

une augmentation de la concentration dans le milieu de perfusion entrainant un défaut de 

captage et d’utilisation du glucose par les myocardes (PJ. Randle et al., 1963). 

 



 

 

Figure 39: Mécanismes régulateurs du métabolisme cardiaque 

( H.Taegtmeyer et al.,2004) 

 

L’absence de CD36, entraine une accumulation intracellulaire importante des métabolites des 

acides gras à longue chaine : acyl_CoA, céramides diaglycerole, qui forment le DAG_P 

(acides gras estérifie ou glycérol) donc une augmentation  de la concentration des 

triglycérides et des acides libre dans le plasma. Ces derniers activent toutes une série de 

protéine kinase C et aussi le IKK. 

Parmi les nombreux substrats de ces kinases se trouvent le récepteur à l’insuline, 

d’importance  cible de la voie de signalisation de l’hormone. Un des substrat de PCK est le   

IRS1 qui se trouve inactive. L’activation de PCK inhibe le IRS1 et entraine son incapacité à 

secréter et activer la PI3K, cela mène consécutivement à une baisse de la translocation du 

transporteur de glucose, Glut4 a la surface de la membrane plasmique. Alors une diminution 

des transporteurs transmembranaires de glucose liée à la carence en insuline produite par 

l’inhibition des protéines IRS, et dans ce cas les mycètes de cœur présentent  un certain 

nombre de particularités liées au fait que la balance acides gras/glucose est largement 

déséquilibrée dans le sens d’une utilisation des acides gras. Ce qui provoque une 

myocardiopathie hypertrophique. 



 

 

Figure 40 : Voie de  fonctionnements de CD36 en relation avec IRS 

(http://www.sigmaaldrich.com) 

7.2.Angiogenèse, apoptose, adhérence des cellules musculaires cardiaques  

7.2.1. Thrombospondine-1 : TSP-1 

Les cellules de la paroi vasculaire, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses et 

fibroblastes synthétisent et secrètent la thrombospondine-1, qu’elles incorporent également 

dans la matrice extracellulaire. La thrombospondine-1 est une glycoprotéine de grande taille 

(450Da). 

Bien que le renouvellement des  cellules endothéliales soit physiquement d’extrêmement 

faible, des lésions vasculaires ou l’influence de modulateurs spécifiques induisent une 

migration et prolifération des  cellules endothéliales conduisent à la formation de nouveaux 

vaisseaux  à partir des vaisseaux à partir de vaisseaux préexistants par bourgeonnement et 

ramification suivant un processus dit d’angiogenèse. 



 

Plusieurs travaux, à la suite des travaux pionnier Restinejad et al. (Restinejad et al., 2006), ont 

montré que la thrombospondine-1 se comportait comme  un inhibiteur de l’angiogenése. 

La TSP-1 ou certain de ces fragments exercent une action inhibitrice sur la migration et la 

prolifération des cellules endothéliales. 

Initialement, le CD36 a été décrit comme l’un des récepteurs membranaires de  la 

thrombospondine (Asch et coll, 1987). 

 

Figure 41 : CD36, TSP-1 molécule inhibitrice de l’angiogenèse 

 (L. Opie  et al., 1991). 

TSP-1 active le CD36 qui recrute Fyn, Lyn qui active le P38 qui active des caspase qui 

tuent la cellule endothéliale. 

7.2.2. CD9 

L’existence de nombreux récepteurs cellulaires capables de fixer la thrombospondine tel que 

(alpha11belta3, alpha6belta3), a considérablement compliqué l’étude de système ligand-

récepteur. 

Cependant des observations montrent que CD36 ne contient pas de CxxC qui a été démontré 

qu’il est nécessaire pour que le LCK s’associe avec CD4 (sachant que le domaine 

cytoplasmique des CD36 est semblable  à celui de CD4 et CD8) ce qui permet de penser qu’il 

existe d’autre protéines qui  peuvent s’associe à CD36 pour faciliter la transduction de  signal 

induit par la liaison CD36_TSP1 (Wei-Min Miao, et al. 2001) 



 

Des études sur les plaquettes, (par solubilisation de la membrane plaquettaire) identifient CD9 

et les intégrines alpha11belta3 et alpha6belta1, sont les protéines spécifiquement lié au CD36 

(Wei-Min Miao, et al. 2001). 

Des études d’immunofluorescence montrent que CD36, CD9, alpha11belta3 et alpha6belta1 

colocalisent sur la membrane des plaquettes. Et ils ont constaté que CD9 et CD36 alpha6belt1 

sont  localisés   sur les cellules endothéliales. Ainsi qu'ils ont montré que CD9, CD36, et 

alpha6belta1 forment un complexe sur les cellules  endothéliales.. 

Le CD36 forme un complexe avec CD9 et alpha6belta1 sur le membrane des cellules 

endothéliale. Le TSP1, se lie au CD36, et l’effet de cette  liaison se fait par l ’activation 

de P38. 

Il a été démontré que CD36 est associé à la Src tyrosine protéine de famille kinase (M. 

Febbraio et al., 2001): Fyn, Lyn dans les cellules endothéliales. Et l’activation de la liaison 

TSP1-CD36, permet l’activation  de P38 qui à son tour active le caspase8 qui aboutit à la mort 

cellulaire (apoptose) alors une inhibition de l’angiogenése. Le schéma  suivant illustre le cas 

susmentionné 

7.2.3. MAP3K2 

La protéine codée par le gène MAP3K2 ou MEKK2 est un membre de la famille de la 

serine/thréonine kinase. 

Les MAP Kinase sont des serines/thréonines kinases de 38 à 54 KDa, dont l’activation par 

phosphorylation de résidus thréonine (T) et tyrosine (Y) en une sequence T-X-Y, est 

l’aboutissement d’une cascade de protéine Kinase (Force T., Pombo CM., Avruch et al., 

1996). L'expression de ces gènes est induite au cours de l’hypertrophie cardiaque mais ses 

caractéristiques demeurent inconus (Force T., Bonventre JV., 1998). 

Plusieurs études récentes démontrent l’implication des protéines Kinase activées par le stress 

dans le développement de la réponse hypertrophique. 

L’activation constitutive de P38 par l’expression de MAP3K2 (MEKK), la protéine kinase 

située en amont de P38 dans la cascade d’activation entraine une augmentation de la taille des 

cellules (Zechner D., Thuerauf DJ., Hanford DS. Et al., 1997). Ces chercheurs ont montré 

qu’il y a une association physique dans les cellules monocytaires intra-cytoplasmique entre le 



 

domaine carboxyle terminale de CD36 et le complexe de signalisation contenant Lyn et 

MEKK2, en amont de P38 dans la cascade de MAP Kinase (S.O. Rahman et al., 2006). 

8. Conclusion  

En conclusion, cette étude donne une aperçu sur les mécanismes par lesquels la protéine 

CD36 intervienne dans la myocardiopathie observée chez les souris en absence de CD36, et 

de concevoir des stratégies thérapeutiques basées sur la régulation de l’expression des gènes 

pour inverser les principaux anomalies métaboliques liées a une carence en CD36 

 

 

  



 



 



 



 

  



 

III. Des protéines aux réseaux biologiques  

Dans le but de soutenir certaines interactions prédites, nous avons exploré différentes 

approches basées sur les domaines d’interaction (article 3), les annotations fonctionnelles, la 

conservation à travers les organismes, les techniques de détection utilisées pour identifier les 

interactions sources, ou encore la mise en évidence expérimentale de certaines interactions. 

1. Interactions protéine-protéine (IPP) 

Les protéines sont l’un des principaux composants de la matière vivante. En effet, elles 

constituent la majeure partie de la masse sèche des cellules (Alberts, 1998) et sont impliquées 

dans de très nombreux processus allant de la protection de l’organisme à la réplication de 

l’information génétique, en passant par la transduction de signaux cellulaires. 

Les protéines ne travaillent pas seules. En effet, la majorité des processus biologiques font 

intervenir plus d’une dizaine d’entre elles, chaque protéine interagissant avec une ou plusieurs 

autres protéines et formant ainsi des complexes protéiques transitoires ou permanents. Au sein 

de ce réseau d’interactions, toutes les protéines ne sont pas également connectées. En effets 

certaines n’interagissent qu’avec une protéine, alors que d’autre interagissent avec plusieurs 

centaines de protéines. Par analogie avec les réseaux de télécommunications, ces protéines 

centrales sont dénommées “hub” et sont particulièrement importantes pour le fonctionnement 

des cellules de par leur rôle central dans la formation de complexes (Jeong et al., 2001, Pang 

et al., 2010).  

1.1.Mise en évidence d’interactions physiques entre protéines 

Il existe de nombreuses techniques expérimentales pour mettre en évidence les interactions 

physiques entre protéines. L’une des premières méthodes haut débit développée est la 

méthode du “double hybride”. Les paires des protéines dont on veut tester l’interaction sont 

exprimées sous forme de protéines chimériques. Sur l’une des deux protéines on ajoute un 

domaine de fixation à l’ADN et sur la seconde protéine un domaine activateur de la 

transcription. Si les deux protéines interagissent, la présence de ces deux domaines entrainera 

la transcription d’un gène rapporteur et donc la détection de la transcription (Ito et al., 2001). 

Cette technique est puissante car elle se déroule in vivo et permet de détecter des interactions 

même transitoires. 

1.2.Mise en évidence d’interactions fonctionnelles 

Il existe également des méthodes dites indirectes pour détecter des interactions entre 

protéines. On parle alors plutôt d’interactions fonctionnelles au lieu d’interactions physiques. 



 

Une méthode indirecte utilisée pour les organismes procaryotes est la notion de voisinage 

génomique. Cette méthodologie est possible grâce à l’organisation en opérons des génomes 

procaryotes. Les opérons sont des ensembles de gènes voisins qui sont régulés par le même 

facteur de transcription et impliqués dans les mêmes voies biologiques. Ainsi, en observant 

que deux gènes sont très fréquemment voisins dans le génome de plusieurs organismes, il est 

probable que les protéines issues de ces deux gènes aient une interaction fonctionnelle 

(Overbeek et al., 1999). 

Pour les organismes dont les gènes ne sont pas organisés en opérons, il est possible d’étudier 

les co-expressions de gènes. En effet, une conservation de la co-expression de 2 gènes dans de 

multiples organismes indique un avantage sélectif lors de l’évolution et donc que les protéines 

codées par ces gènes interagissent (Stuart et al., 2003) est une grande collection d'interactions 

de plusieurs sources de données qui identifient des gènes et des réseaux qui sont 

fonctionnellement associés (protéines et interactions, voies, coexpression, colocalisation et 

protéine Domaine) avec les ensembles de gènes de requête. Un autre avantage est que 

l'utilisateur peut exécuter ce comme un plugin avec l'outil Cytoscape permettant à l'utilisateur 

d'appliquer d'autres outils pour analyser les réseaux (Cf. Figure 42). 

 

Figure 42 : Réseau d’interaction de la protéine CD36, extrait de la base de données 

GeneMANIA 

Les interactions protéine-protéine peuvent être conservées entre les organismes proches 

(Walhout et al., 2000), on parle alors d’interologues (issue de la combinaison d’interaction et 

d’orthologue). En utilisant cette notion, on peut alors prédire des interactions en recherchant 

les interactions existantes dans des organismes proches. 

1.3.Bases de données d’interactions protéine-protéine 

Les différentes méthodes mentionnées ci-dessus permettent de mettre en évidence de plus en 

plus d’interactions protéine-protéine. Devant ce nombre croissant de données, de nombreuses 



 

sources de données se développent afin de mettre les informations sur les interactions 

protéineprotéine à la disposition des biologistes. L’une des plus importantes est certainement 

la base de données IntAct2 qui recense les interactions protéine-protéine décrites dans la 

littérature (Kerrien et al., 2012). Une autre source de données est la base STRING3 qui reporte 

les interactions protéine-protéine élucidées expérimentalement ou prédites. La base de 

données STRING met à disposition des prédictions de relations fonctionnelles entre protéines 

(von Mering et al., 2003), (von Mering et al., 2005), (von Mering et al., 2007), (Jensen et al., 

2008). Ces relations ne sont pas nécessairement des interactions physiques. En effet, elles 

proviennent de différentes méthodes de prédiction comme la co-expression, la co-localisation, 

la co-citation dans la littérature et l’identification expérimentale. De plus, toutes les relations 

fonctionnelles prédites sont également transférées, selon le principe des interologues, d’une 

espèce vers une autre. Ainsi, le transfert des relations identifiées expérimentalement 

correspond au principe de prédiction que nous avons utilisé.  (Cf. Figure 43). 

 

Figure 43 : Réseau d’interaction de la protéine CD36, extrait de la base de données 

String. Les relations en rose ont été élucidées expérimentalement, les relations bleues 

sont extraites d’autres bases de données et les relations vertes ont été prédites par fouille 

de texte 

L’interactome peut être divisé en modules. Ainsi, Alberts (1998) compare ces sous-réseaux à 

des machines, dans lesquelles les protéines sont organisées en modules de manière à réaliser 

des fonctions précises. Au sein d’un module, les protéines sont fortement connectées entre 



 

elles tandis que les interactions avec des membres extérieurs au module sont plus rares. Par 

exemple, on peut remarquer sur la figure 44 qu’au sein du module correspondant au 

métabolisme du FA il existe seulement des connections avec d’autres modules (Cf. Figure  

44. a) et la même chose pour la résistance à l’insuline (Cf. Figure 44.b) . 

 

a) 

 

 

 

 



 

b) 

 

Figure 44 : Voie métabolique KEGG de référence correspondant a) au métabolisme des 

FA (Acide Gras a long chaine b) à la résistance à l’Insuline 

 Ainsi, cette organisation peut être utilisée pour définir des réseaux biologiques. Ces réseaux 

peuvent être définis comme un ensemble d’interactions entre des composants physiques ou 

génétiques de la cellule, décrivant un processus de cause à effet ou dépendant du temps, et 

expliquant des phénomènes biologiques observables (Demir et al., 2010). Différents types de 

processus sont décrits par ces réseaux : la régulation de gènes, le transport de molécules, la 

transformation de petites molécules ou une interaction entre protéines entrainant la 

modification de l’une d’entre elle (Schaefer et al., 2009). Les voies métaboliques décrivent le 

métabolisme de la cellule, comme par exemple le métabolisme des FA  (Figure 44), et font 



 

intervenir des petites molécules qui sont modifiées par les réactions chimiques réalisées par 

des protéines. Les voies de signalisation correspondent à la perception de signaux cellulaires 

ou extracellulaires, puis à la transduction du signal dans la cellule. Le troisième groupe de 

voies est associé à la régulation des gènes. Le plus souvent ces 3 voies sont connectées : la 

cellule perçoit un signal qui sera transmis jusqu’au noyau et entrainera une modification de la 

régulation de gènes, ce qui pourra provoquer des changements du métabolisme de la cellule. 

1.4.Outils de visualisation : Cytoscape 

L’ensemble des interactions d’un organisme forme un réseau d’interaction protéine-protéine. 

Ce réseau est un outil important pour la compréhension des mécanismes cellulaires (Agapito 

et al., 2013). Étant donné que la visualisation des réseaux peut permettre de mettre en 

évidence des sousstructures intéressantes, comme des complexes protéiques, la visualisation 

de réseaux sous forme de graphes est particulièrement répandue (Ciofani et al., 2012, Cheng 

et al., 2012, Agapito et al., 2013, Campillos et al., 2008). Ainsi, de nombreux outils sont 

développés afin de filtrer et d’analyser les réseaux biologiques. Ces outils varient notamment 

sur les formats de données qu’ils utilisent, le mode de visualisation, la possibilité d’interroger 

des sources de données distantes, la possibilité d’annoter un réseau existant et la capacité de 

l’utilisateur à développer de nouvelles fonctionnalités au programme via des extensions. 

Cytoscape est l’un des outils de visualisation 2D de réseaux les plus populaires (Smoot et al., 

2011, Cheng et al., 2012, Agapito et al., 2013). Ce programme permet de visualiser des 

réseaux allant jusqu’à des centaines de milliers de nœuds et de liens (Figure 45). Le principal 

objectif de Cytoscape est la visualisation d’interactions moléculaires et leur intégration avec 

des profils d’expression génique ou d’autres données. Cytoscape permet d’importer des 

réseaux existant sous différents formats : XML, RDF, OWL, GraphML, XGMML et SBML. 

Cytoscape permet également d’importer des réseaux à partir de bases de données distantes 

notamment via IntAct et les bases du NCBI. Cytoscape est capable d’importer des données 

locales ou distantes (notamment GO) pour annoter les réseaux affichés. Il existe de 

nombreuses extensions développées par les utilisateurs, certaines permettant notamment de 

calculer l’enrichissement en termes GO du graphe étudié ou d’un sous graphe (Maere et al., 

2005). Il existe également d’autres extensions permettant d’interroger des bases de données 

distantes afin d’enrichir le réseau affiché ou pour simplement créer un nouveau réseau.  

 



 

 

Figure 45 : Réseau d’interaction de la protéine CD36par Cytoscape. 

 

2. Conclusion 

Les réseaux biologiques sont de plus en plus utilisés pour comprendre des phénomènes 

biologiques complexes, comme les maladies génétiques. De nombreuses ressources publiques 

mettant à disposition les données concernant les réseaux biologiques sont disponibles. De 

nombreux formats de description de ces réseaux existent et sont tous plus ou moins 

spécifiques à un problème donné. A cela s’ajoute différents programmes permettant de 

visualiser et d’analyser ces réseaux. Ainsi, devant cette multitude de ressources et d’outils, 

l’utilisateur biologiste peut avoir du mal à s’y retrouver. Afin de les aider, il est intéressant 

d’extraire les informations utiles pour résoudre un problème donné à partir de diverses 

sources de données. De plus, il est important de pouvoir stocker et tracer l’origine des 

données ainsi collectées. Cette étape d’intégration et de structuration des données peut se faire 

en construisant un entrepôt de données. Les types de questions biologiques auxquels les 

réseaux sont susceptibles de répondre sont assez différents. De fait, cela nécessite de créer un 

entrepôt de données dont le modèle est suffisamment générique pour pouvoir s’adapter à ces 

problèmes variés. L’exploitation de ces données peut ensuite se faire via des outils de 

visualisation existants. Cependant, des méthodes d’analyse plus poussées comme les 

méthodes de fouille de données, peuvent être utiles afin d’extraire de nouvelles connaissances 

qui nous permettons de mieux comprendre le mécanisme de la cardiomyopathie observée 

chez les souris en absence de l’expression du CD36. 

 

 



 



 



 



 



 



 



 



 

  



 

 

Conclusion générale  

Le travail présenté dans cette étude correspond à l’acquisition au sein du laboratoire 

MedBiotech d’une compétence en analyse du transcriptome. Cette compétence port sur les 

aspects méthodologique (outils bioinformatiques pour la conception et l’analyse des données 

des puces à ADN). 

Les résultats déjà obtenus démontrent d’une part la faisabilité de ce type d’analyse sur 

les modèles de souris (Wt, Ko, Gr), et d’autre part donnent une première vision globale du 

système de fonctionnement de l’expression du gène CD36 dans les cellules myocardiaque 

chez les modèles de souris suscités. 

L’étude réalisée finit sur une liste des résultats issus de nos modèles de souris, suivie 

d’une question très importante : est ce que vraiment l’absence de l’expression de CD36 dans 

les cellules cardiaque provoque les dysfonctionnements cardiaques observés chez les souris 

Ko. A cet effet, l’ensemble de ces travaux a permis de valider la pertinence de la 

représentation des données interviennent dans les mécanismes moléculaire de la maladie 

myocardiopathie hypertrophique observé chez le modèles des souris KO (absence 

d’expression de CD36) tel que  la balance glucose/acide gras en tenant compte que le protéine 

CD36 est connue comme récepteur/ transporteur des Acides gras , apoptose/angiogenèse et ce 

par le biais de la trampospodine-1 et le protéine CD36 est un récepteur de TSP-1 qui active 

toutes une cascade de l’angiogenèse. Et cela faite par l’intégration des données issue de la 

technologie des puces à ADN et cette intégration passe par une réflexion sur la façon de 

représenter  tous ces données très hétérogènes afin qu’on puisse les combinés. 

La compréhension des  mécanismes moléculaires permettant la propagation et 

l’intégration des signaux émis par la protéine CD36 dans les cellules cardiaques est un 

objectif majeur des études en biologie. Si d’énormes progrès ont été accomplis sur la 

compréhension globale de réseau signalétique, la façon dont ils intègrent les flux 

d’information et leur capacité à induire une réponse cellulaire. Dans ce contexte la 

compréhension de réseaux de signalisation de CD36 est un enjeu majeur pour aider à détecter 

et soigner la myocardiopathie et d’autres maladies lie au CD36. 
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