modifié en I"absence de tout apport
énergétique. Un tel mécanisme d’acti-
vation, particulierement adapté pour
un parasite confronté aux changements
soudains de son milieu, vaut aussi pour
I’activation de I’enzyme qui clive la
structure d’ancrage GPI de la VSG en
conditions de stress [2].

Conclusion et perspectives

Le r6le des adénylate cyclases a Iinter-
face hote-parasite explique I’expansion
et le polymorphisme de cette famille
enzymatique chez les trypanosomes :
en multipliant les isoformes, le parasite
évite d’étre reconnu de fagon spécifique
et efficace par le systeme immunitaire
de I’hote. Une telle diversification a
déja été observée pour d’autres enzymes
parasitaires exposées au systeme immu-
nitaire : par exemple les trans-siali-
dases de T. cruzi ou les kinases de Toxo-
plasma [5, 6].

Enfin, la fonction des adénylates
cyclases, qui cible les cellules infec-
tées de I’hGte plutdt qu’une fonction
du parasite lui-méme explique, d’une
part, les échecs des tentatives d’iden-
tification des ligands capables d’activer
ces enzymes, et d’autre part, "absence
de voie de signalisation intracellulaire
dépendant de I’AMPc chez ces parasites.
€n matiere de lutte contre ce parasite,
bien qu’il soit difficile dans I"immédiat
d’identifier des perspectives concretes,
la conception de stratégies empéchant
la dimérisation des adénylates cyclases
et, ainsi, bloquant les étapes initiales
de colonisation de I’hGte par le parasite
pourrait se révéler prometteuse. ¢
African trypanosomes have the sense
of sacrifice
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Une micropuce de diagnostic
hybride pour la détection d’ARN

non codants

Konstantinia Skrekal, Mathieu Rederstorffl:?2

> Malgré I'importance majeure des ARN
messagers (ARNm), les transcriptomes
eucaryotes sont essentiellement constitués
d’ARN non messagers ou ARN non codants
(ARNnc) pour des protéines. Ces derniers
sont impliqués dans des processus biolo-
giques variés mettant en jeu des méca-
nismes moléculaires et cellulaires mul-
tiples. Récemment, les ARNnc ont méme
été décrits comme d’excellents marqueurs
diagnostiques pour de nombreuses patho-
logies, notamment en cancérologie [1].

Séquencage a haut débit ou
micropuces : le débat fait rage

Pour la réalisation d’une analyse trans-
criptomique, les approches basées sur

m/s n° 10, vol. 28, octobre 2012
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le séquencage a haut débit tendent a
remplacer progressivement les approches
basées sur 'utilisation de micropuces.
€n effet, ces derniéres nécessitent la
connaissance a priori des séquences a
étudier. Elles sont opaques a I'identifi-
cation de nouvelles molécules, telles que
des nouveaux variants issus de I’épis-
sage alternatif d’un préARNm ou des
nouveaux petits ARNnc, contrairement
aux approches par séquencage dites
« ouvertes ». Les approches par séquen-
cage sont, en revanche, encore peu uti-
lisées en diagnostic [2, 3]. Récemment,
plusieurs études ont été entreprises
avec comme objectif la comparaison

de I’efficacité, de la sensibilité et de la
reproductibilité de ces deux approches
majeures de transcriptomique. L'ana-
lyse d’échantillons biologiques ou d’une
population synthétique controlée d’ARN
a permis de comparer les résultats obte-
nus par séquencage ou micropuce. Bien
que les deux approches apparaissent
trés reproductibles et spécifiques, les
approches basées sur I'utilisation de
puces demeurent sensiblement plus pré-
cises en termes de quantification abso-
lue d’espéces trés peu abondantes [4,
5].

Malheureusement, les conditions opti-
misées d’analyse par micropuce d’ARNm
ne peuvent pas s’appliquer a I’étude des
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ARNnc. €n effet, la trés grande hété-
rogénéité de ces derniers en termes
de taille, d’abondance et de struc-
tures secondaires rend leur étude par
ce type d’approches particulierement
complexe, en raison de I'impossibilité
de produire des sondes adaptées a
I’ensemble des molécules. D’autre part,
les gradients de température utilisés
pour permettre I’hybridation, dans un
premier temps des plus grands ARN
sur leurs sondes, puis ensuite celle des
plus petits ARN, occasionnent de nom-
breuses hybridations non spécifiques et
un bruit de fond parfois treés important
[6].

Les puces dédiées a I'analyse des seuls
microARN (miARN) sont en revanche
utilisées en routine dans de nombreux
laboratoires. Ces puces sont généra-
lement composées d’oligonucléotides
de type LNA (locked nucleic acids)
(Figure 1), qui correspondent a des ana-
logues d’ARN thermostables présentant
une affinité extréme pour leurs acides
nucléiques complémentaires. Ainsi,
I’utilisation d’oligonucléotides compor-

o
o

tant des résidus de type LNA dans leur
séquence permet d’obtenir, méme pour
des tailles réduites, des températures
de fusion et d’hybridation spécifique
élevées.

Pour I’étude des miARN, des collections
d’oligonucléotides LNA, prétes a étre
fixées sur puces ou déja associées a
leur support, sont disponibles dans
le commerce et offrent une spécifi-
cité d’hybridation et de discrimination
importante des miARN, malgré la taille
réduite des séquences utilisées. L'uti-
lisation de micropuces entierement
basées sur ce type de technologie LNA
n’est toutefois pas envisageable pour
des approches de grande envergure
en raison de leur codt prohibitif. A
I’inverse, les puces a ADN, qui sont
plus accessibles financiérement, ne
présentent pas quant a elles la sen-
sibilité indispensable a la détection
spécifique de tres petites séquences.
Ainsi, il n’existe pas d’approche globale
permettant I"analyse simultanée d’un
transcriptome non codant trés hétéro-
géne de nature.

Micropuce hybride ADN/LNA

Oligo ADN
Tm72°C

Oligo LNA
Tm72°C

Température
d’hybridation
identique pour

>

=

tous les candidats

Figure 2. Principe de la puce hybride ADN/LNA. Lutilisation combinée sur le support d’oligonu-

cléotides longs, de structure ADN, et d’oligonucléotides plus courts, de structure LNA, présentant

la méme température de fusion, permet "analyse simultanée d’une population trés hétérogene

d’ARNnc [7]. Tm : température moyenne.
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Figure 1. Structure de nucléotides de type ADN,
ARN et LNA. Un nucléotide LNA (locked nucleic
acids) est un analogue synthétique stable
d’ARN, dont la conformation 3’endo est sta-
bilisée par un pont méthyléne entre I"atome
d’oxygeéne en position 2’ et "atome de car-
bone 4°. De ce fait, la température de fusion
d’un oligonucléotide comportant des résidus
LNA dans sa séquence sera bien plus élevée
que celle d’un oligonucléotide ADN ou ARN de
séquence identique.

Une micropuce hybride pour I’analyse
simultanée d’une population
hétérogene d’ARN

Pour palier ces difficultés, nous avons
développé une approche innovante
consistant & combiner sur les micro-
puces des oligonucléotides courts de
type LNA et des oligonucléotides clas-
siques ADN plus longs, dédiés respecti-
vement & I'hybridation (dans les mémes
conditions expérimentales, notam-
ment de température) de trés petits
ARN (miARN) et d’ARNnc plus longs et
plus structurés (Figure 2) [7]. La seule
contrainte de cette approche consiste
ainsi a générer des oligonucléotides
(LNA et DNA) présentant des tempéra-
tures de fusion identiques, de fagcon a
pouvoir les utiliser au cours de la méme
expérience.

Pour valider notre méthode, nous avons
utilisé la puce hybride pour I'analyse
simultanée de miARN et de longs ARNnc
structurés (ARN de transfert [ARNt],
petits ARN nucléolaires [snoARN]) a
partir d’ARN total de cerveau murin.
Puis, nous avons testé le systeme pour
analyser I’expression différentielle de
différents ARNnc entre des cellules
souches embryonnaires de souris et
des cellules neuronales murines dif-
férenciées. La méthode a permis de
confirmer I’expression différentielle
de miARN entre les cellules souches
embryonnaires et les cellules de cer-
veau adulte (comme décrit dans la
littérature), mais également de détec-
ter celle de snoARN. C’est une observa-
tion intéressante parce qu’elle suggére
I"implication possible de ces snoARN



dans les processus de différenciation
cellulaire. Les données obtenues avec
la puce hybride ont ensuite été vali-
dées par northern-blotting et RT-PCR
(reverse-transcriptase polymerase
chain reaction) quantitative.

’incorporation progressive de mar-
queurs correspondant a des ARNnc
dans les outils diagnostiques en cli-
nique devrait permettre d’affiner le
pronostic et I’évolution de nombreuses
pathologies. Plus le nombre de bio-
marqueurs identifiés de ce type sera
important, plus les diagnostics gagne-
ront en précision. Ce type d’analyse
pourrait, a terme, €tre réalisé en ayant
recours a des puces hybrides ADN/LNA,
permettant aussi bien I’analyse de tres
grands ARN structurés (ARN BC200 et

L’orthographe a la portée
des babouins

Marie Montant, Jonathan Grainger, Stéphane Dufau,
Johannes C. Ziegler, Joél Fagot

> Depuis qu’Homo sapiens est un sujet
d’étude scientifique, une question
revient périodiquement sur le devant de
la scéne : notre espece est-elle unique ?
€t si oui, sur quel plan ? Plusieurs carac-
téristiques sont en général débattues,
parmi lesquelles la bipédie, la taille de
I’encéphale, 'usage des outils, et le lan-
gage. Depuis la publication des travaux
de I’influent linguiste Noam Chomsky
[1], le langage est présenté comme une
capacité spécifiquement humaine, fon-
damentalement différente de la commu-
nication animale. Inutile de rechercher
chez les primates non humains I’exis-
tence de précurseurs, de briques élé-
mentaires sur lesquelles cette capa-
cité se serait développée dans notre
lignée. C’est pourtant ce @ quoi se sont

Vignette de I’article. Illustration : © CNRS/LPC/Stéphane
Dufau - Photographie : © CNRS Phototheéque/ Cyril Fressillon.
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maladie d’Alzheimer) que de trés petits
ARN (miARN et cancer), simultanément
et a un moindre colit, ce d’autant que
les quantités de matériel nécessaires
pour ce type d’approche sont compa-
tibles avec les références actuelles en
diagnostic clinique. ¢

A hybrid microarray for the analysis of
a miscellaneous ncRNA population
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humain, comme toutes les fonctions
cognitives de notre espece, est le produit
de I’évolution et partage certains de ses

composants avec les autres animaux.
Parce que le langage est apparu tardi-
vement au cours de I’évolution humaine,
cette fonction pourrait s’étre dévelop-
pée en « colonisant » des composants
cérébraux et cognitifs déja en place.
C’est I’hypothése du neural re-use [2] :
par exemple, la réutilisation des aires
cérébrales en charge des émotions pour
traiter les mots a forte valence émotion-
nelle [3], ou encore la réutilisation des
zones motrices du cerveau pour traiter
les verbes d’action [4]. Ces régions céré-
brales et leurs fonctions - qui ne sont pas
spécifiquement linguistiques - sont par-
tagées par un grand nombre de primates
non humains, de mammiféres et d’oi-
seaux. Plus surprenant encore, ce par-
tage concerne également des fonctions
que I'on croyait uniquement humaines
parce que rattachées au langage, comme
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