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RESUME : Un laboratoire hospitalier universitaire se doit d’of-
frir aux patients la possibilité d’avoir un diagnostic le plus pré-
cis possible via le développement de nouvelles analyses. C’est le
cas notamment des techniques de biologie moléculaire comme
I’hybridation in situ fluorescente (FISH; Fluorescent In Situ
Hybridization) et les chips (biopuces; microdamiers, ...). Le but
de cet article est de faire le point sur les principes et applica-
tions potentielles de ces techniques.

Mors-cLEs : Hybridation in situ fluorescente - Biopuces -
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INTRODUCTION

Panatomie pathologique est la discipline
médicale qui étudie les Iésions provoquées par
les maladies sur les organes, les tissus ou les cel-
lules, en utilisant des techniques principalement
fondées sur I’examen macroscopique et micro-
scopique. Cependant, des tissus ou des cellules
similaires morphologiquement peuvent étre tres
différents (origine, comportement, ...).

L examen morphologique des prélévements
cellulaires et tissulaires peut étre complété par
des analyses utilisant de nouvelles techniques,
comme I’hybridation in situ fluorescente (FISH:
Fluorescent In Situ Hybridization) et les chips
(biopuces; microdamiers, ....).

La technique de FISH est couramment utilisée
en génétique (cytogénétique moléculaire), car
elle apporte des informations complémentaires
a I’étude du caryotype (cytogénétique conven-
tionnelle ou standard). Elle permet notamment
la caractérisation de remaniements chromosomi-
ques complexes (impliquant plusieurs chromoso-
mes), cryptiques (non détectables au caryotype)
ou responsables de fusions ou d’amplifications
géniques. Elle rend possible également la détec-
tion d’aberrations chromosomiques sur noyaux
entiers (cytogénétique interphasique), par exem-
ple en cas d’échec d’obtention de mitoses pour
la réalisation du caryotype.
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FisH AND cHIPS

SUMMARY : Academic hospital laboratories should offer
patients the possibility to have the most accurate diagnosis by
the development of new analyses, such as molecular biology
tests including FISH (Fluorescent In Situ Hybridization) and
chips (microarrays,...). The purpose of this article is to describe
the principles and the potential applications of these techni-
ques.
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Les développements de la biologie molécu-
laire, de la biotechnologie miniaturisée et de
la bio-informatique apportent aujourd’hui de
nouveaux espoirs avec l’utilisation des chips.
Grace a cette technique, il est possible d’ana-
lyser simultanément, dans des échantillons bio-
logiques, le nombre de copies ou 1’expression
d’un grand nombre de genes d’intérét connu ou
potentiel. Ces techniques ont déja fait la preuve
de leur grande efficacité en recherche fonda-
mentale. Elles sont aussi appliquées de plus en
plus pour ’analyse des tumeurs humaines.

Dans la suite de cet article, sont décrits les
principes méthodologiques généraux et les
pathologies qui bénéficient actuellement du
développement des techniques de FISH et de
chips.

FisH

PRINCIPES GENERAUX

L hybridation in situ fluorescente (FISH)
est réalisée au sein de 1’Unilab Lg du CHU de
Liege, en étroite collaboration entre les servi-
ces d’Anatomie pathologique et de Génétique
humaine. Elle peut se faire sur des suspensions
cellulaires, des empreintes, des coupes conge-
Iées ou déparaffinées. Elle permet d’identifier
dans chaque cellule la présence et le nombre
de copies d’un segment chromosomique donné.
Lutilisation simultanée de plusieurs fluorochro-
mes différents permet d’évaluer le statut de plu-
sieurs loci génétiques ou de mettre en évidence
des réarrangements chromosomiques récurrents
de leucémies ou tumeurs (colocalisation).
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Le principe de la FISH repose sur des homolo-
gies de séquence d’acides nucléiques permettant
I’identification spécifique de tout ou partie d’un
ou de plusieurs chromosomes. Une séquence
d’ADN marquée par un fluorochrome (appelée
sonde) est utilisée. Elle s’hybride aux séquences
complémentaires de I’ADN étudié (cible).

La technique comprend plusieurs étapes :

- une étape de digestion protéolytique permet-
tant une meilleure pénétration de la sonde dans
le noyau;

- une étape de dénaturation de I’ADN de la sonde
et de I’ADN cible qui consiste a séparer (généra-
lement par la chaleur) les deux brins d’ADN par
rupture des liaisons hydrogenes;

- une étape d’hybridation durant laquelle les
brins d’ADN se réassocient de fagon spécifique,
ce qui permet a I’ADN sonde de s’hybrider a
I’ADN cible;

- une étape de lavage qui permet d’éliminer les
hybrides infideles et les sondes non hybridées;

- une étape de contre-coloration de I’ADN cible,
de stabilisation de la fluorescence et de montage
des lames;

- enfin, une étape de lecture et d’interprétation
au microscope.

APPLICATIONS

La FISH est de plus en plus utilisée pour
rechercher des anomalies chromosomiques
variées (polysomie, monosomie) ou géniques
(délétion ou amplification de certains geénes,
translocation), anomalies qui peuvent avoir dans
certaines tumeurs une valeur diagnostique, pro-
nostique ou prédictive d’une réponse thérapeu-
tique.

Les cancers qui bénéficient actuellement de la
mise en évidence, par cette technique, d’anoma-
lies génétiques spécifiques sont les néoplasies
du systeme hématologique, des tissus mous, du
systeme nerveux central et de différents cancers
solides comme I’adénocarcinome mammaire.

NEOPLASIES DU SYSTEME HEMATOLOGIQUE

Les tumeurs des tissus hématopoiétiques et
lymphoides englobent une grande variété d’enti-
tés, importantes a distinguer les unes des autres
en raison de pronostics et traitements tres diffé-
rents. La démarche diagnostique en hématopa-
thologie, basée sur la classification de I’OMS,
utilise une approche multiparamétrique qui vise
a incorporer les résultats des analyses génétiques
dans les observations morphologiques et immu-
nophénotypiques (1). Une collaboration étroite
entre les services d’Anatomie pathologique et

de Génétique humaine est donc primordiale pour
parvenir a un diagnostic intégré.

Plusieurs anomalies génétiques récurrentes
ont été décrites dans les hémopathies malignes.
La plupart intéressent des translocations chro-
mosomiques, impliquées dans la pathogenése de
ces cancers, suivant 1’un de ces deux mécanismes
: (i) par fusion de deux genes (une protéine-chi-
mere est créée ayant une activité oncogénique;
exemple : translocation t(2;5)(p23;q35) produi-
sant la protéine-chimére NPM-ALK ayant une
activité tyrosine kinase constitutive); (ii) par
dérégulation transcriptionnelle (un oncogene est
placé sous le contrdle du promoteur d’un autre
geéne et est ainsi surexprimé; exemple : translo-
cation t(8;14)(q24;q32) juxtaposant le promoteur
du locus de la chaine lourde des immunoglobu-
lines (IGH) et I’oncogeéne c-MYC, entrainant la
surexpression de ce dernier).

En raison de I’association plus ou moins
spécifique de certaines translocations avec des
entités tumorales, leur détection peut contri-
buer au diagnostic, ou conférer une significa-
tion pronostique et/ou prédictive d’une réponse
a un traitement. A titre d’exemple, le Tableau I
reprend les principales translocations chromo-
somiques récurrentes dans les lymphomes non
hodgkiniens et indique leur signification cli-
nico-pathologique (1). Dans beaucoup de cas,
I’oncoprotéine surexprimée peut étre détectée
par immunohistochimie. Les anomalies chro-
mosomiques peuvent étre détectées soit par
I’analyse cytogénétique conventionnelle (caryo-
type) lorsque du tissu frais est disponible, soit
par I’analyse de FISH, pouvant étre réalisée sur
du tissu fixé. Ces analyses complétent les don-
nées anatomopathologiques pour I’ établissement
d’un diagnostic final.

Les sondes FISH utilisées pour détecter les
translocations sont principalement de deux types:
les sondes de séparation (break-apart FISH pro-
bes) et les sondes de double fusion (dual fusion
FISH probes) (2). Le principe de leur fonction-
nement est illustré dans la Figure 1A-D. Lors-
que les deux partenaires d’une translocation
sont connus, celle-ci peut étre recherchée par
des sondes de double fusion. Lorsque 1’un des
partenaires d’une translocation est inconnu ou
lorsqu’il existe plusieurs partenaires possibles,
on utilise des sondes de séparation.

NEOPLASIES DES TISSUS MOUS

En pratique clinique, le diagnostic de diffé-
rents types de tumeurs des tissus mous bénéficie
de la mise en évidence d’anomalies génétiques
spécifiques par FISH. Celle-ci peut s’avérer
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TABLEAU I. PRINCIPALES TRANSLOCATIONS CHROMOSOMIQUES
RECURRENTES ASSOCIEES AUX LYMPHOMES

Sous-type de lymphome Translocations Génes impliqués Prévalence des Valeur clinico-pathologique
récurrentes les plus translocations des translocations
fréquentes

Lymphome folliculaire t(14;18)(q32;q21) IGH/BCL2 80% Marqueurs diagnostiques
t(3;)(q27;) BCLG6/variable 15%

Lymphome de la zone

marginale de type MALT t(11;18)(q21;q21) API2/MALTI 10-35% Marqueur diagnostique et prédictif

(résistance au traitement d’éradication
d’H. pylori)

t(14;18)(q32;q21) IGH/MALTI 5-10% Marqueurs diagnostiques
#(1;14)(p22;932) BCLIOIGH <5%

Lymphome du manteau t(11;14)(q13;q32) CCNDI/IGH 95% Marqueur diagnostique

Lymphome diffus a t(3;)(q27;) BCL6/variable 30% Marqueurs diagnostiques

grandes cellules B t(14;18)(q32;q21) IGH/BCL2 20-30% et pronostiques
1(8;)(q24;) MYC/variable 10%

Lymphome de Burkitt 1(8;14)(q24;932) MYC/IGH 90-100% Marqueurs diagnostiques
1(2;8)(p12;q24) IGK/MYC
1(8;22)(q24;q11) MYC/IGL

Lymphome anaplasique 1(2;5)(p23;935) ALK/NPM 50-70% Marqueurs diagnostiques

a grandes cellules 1(2;)(p23;) ALK/autres 10-15% et pronostiques

indispensable, car le diagnostic des tumeurs des
tissus mous reste difficile. Certaines d’entre
elles font partie du groupe des tumeurs a peti-
tes cellules rondes qui peuvent étre tres diffi-
ciles, voire impossibles a distinguer. Ce groupe
comprend le sarcome d’Ewing/PNET, la tumeur
desmoplasique a petites cellules rondes, le rhab-
domyosarcome alvéolaire, le chondrosarcome
mésenchymateux et le neuroblastome. A 1’ex-
ception du chondrosarcome mésenchymateux et
du neuroblastome, ces tumeurs sont caractéri-
sées par des translocations réciproques qui sont
spécifiques de chaque entité et qui peuvent étre
mises en évidence par FISH (3-5) (Tableau II).
Cependant, un méme geéne peut non seulement
avoir de multiples partenaires, mais aussi étre
réarrangé dans différents types tumoraux. C’est
le cas notamment pour le géne EWS (Ewing Sar-
coma), connu pour avoir au moins 7 partenaires
différents dans les sarcomes d’Ewing/PNET et
étre le géne cible dans les sarcomes d’Ewing et
dans les tumeurs desmoplasiques a petites cellu-
les rondes notamment.

La stratégie de la FISH repose, comme pour
les néoplasies hématologiques, sur ’utilisation
de sondes de séparation (break-apart) formées de
deux sondes couplées a des fluorochromes diffé-
rents (vert et rouge) et situées de part et d’autre
du gene d’intérét (Fig. 1A-B). Cette approche a
le grand avantage d’identifier un réarrangement
du géne quel que soit le partenaire de la trans-
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location. Elle a cependant le défaut de ne pas
identifier le partenaire et, donc, parfois le type
histologique de la tumeur. Cet inconvénient peut
étre effacé par 1’utilisation de sondes de fusion
(ciblant les 2 génes partenaires de la transloca-
tion; Fig. 1C-D), mais elles ne sont pas toutes
disponibles a I’heure actuelle.

Les sarcomes pour lesquels les recherches
d’anomalies génétiques sont les plus fréquentes
sont le sarcome synovial, le sarcome d’Ewing/
PNET, le rhabdomyosarcome alvéolaire, le sar-
come a cellules claires et les liposarcomes bien
différenciés ou dédifférenciés, myxoides ou
a cellules rondes. Ces recherches s’avéreront
a P’avenir de plus en plus indispensables pour
arriver a un diagnostic précis d’autant que les
traitements seront de plus en plus adaptés aux
types de tumeurs, définis en partie sur la base
des anomalies génétiques associées.

NEOPLASIES DU SYSTEME NERVEUX CENTRAL

Les astrocytomes, oligodendrogliomes et
oligo-astrocytomes sont les types histologiques
les plus fréquents de gliomes chez 1’adulte. La
distinction entre ces différents types histologi-
ques peut étre difficile sur la base des seules
caractéristiques morphologiques. Des altérations
génétiques spécifiques sont associées a certains
de ces types histologiques (6, 7) et peuvent étre
recherchées par la technique de FISH. De plus,
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TaBLEAU II. REARRANGEMENTS CHROMOSOMIQUES ET MOLECULAIRES RECURRENTS DES TUMEURS DES TISSUS MOUS

Histologie Anomalies chromosomiques Génes de fusion Prévalence

Sarcome d’Ewing/PNET 1(11;22)(q24;q12) EWSRI-FLII 85-95 %
1%(21;22)(q22;q12) EWSRI-ERG 5-10 %
(7;22)(p22;q12) EWSRI-ETVI <1%
%(17;22)(q12;q12) EWSRI-ETV4 <1%
1(2;22)(q33;q12) EWSRI-FEV <1%
1(1;22)(p36;q12) EWSRI1-ZSG <1%
(16;21)(p11;q22) FUS-ERG <1%

Sarcome synovial t(X;18)(pl1;ql1) SS18-SSX1 65 %

SS18-SXX2 35%
S818-SSX4 rare

Tumeur desmoplasique

a petites cellules rondes (11;22)(p13;q12) WTI1-EWSRI >80 %

Rhabdomyosarcome alvéolaire 1%(2;13)(q35;q14) PAX3-FOXO14 70 %
t(1;13)(p36;q14) PAX7-FOXOIA 10-15 %
%(X;2)(q13;935) PAX3-AFX rare
1(2;2)(q35;p23) PAX3-NCOAL rare

Liposarcome myxoide

(et liposarcome a cellules rondes) 1(12;16)(q13;p11) FUS-DDIT3 90 %
1(12;22)(q13;q12) EWSRI-DDIT3 rare

Sarcome a cellules claires 1(12;22)(q13;q12) ATFI-EWSRI 90 %
1(2;22)(q32.3;q12) CREBI-EWSRI rare

Chondrosarcome myxoide

extrasquelettique 1%(9;22)(922;q12) EWSRI-NR4A3 75 %
(9;17)(q225q11) RBP56-NR4A43 25 %
%(9;15)(q22;q21) TCF12-NR4A43 rare

Sarcome fibromyxoide

de bas grade %(7;16)(q32-34;p11) FUS-CREB3L2 95 %
t(11;16)(p11;pll) FUS-CREB3LI 10 %

ces altérations génétiques sont aussi intéressantes
pour prédire le pronostic des patients (en termes
de survie), ainsi que leur réponse au traitement
combiné par la chimio- et la radiothérapie qui
compléete le traitement chirurgical, et ce quelle
que soit la morphologie de la tumeur (8).

En particulier, les délétions du bras court de
chromosome 1 (1p) et du bras long du chromo-
some 19 (19q) sont trés souvent retrouvées dans
les oligodendrogliomes (6, 7, 9). Environ 70%,
50% et 50% des tumeurs a morphologie oligo-
dendrogliale ont des délétions respectivement de
19q, 1p et a la fois de 19q et 1p. Par contre, la
délétion combinée des régions 1p et 19q est rare
dans les gliomes de type astrocytaire. Des lors,
la présence d’une délétion combinée 1p/19q est
hautement suggestive d’un oligodendrogliome
ou d’un gliome mixte a composante oligoden-
drogliale. Les trisomies 7 et 19, ainsi que les
monosomies 10, sont par contre plutdt retrou-
vées dans les gliomes de dérivation astrogliale
(10).

Ces mémes délétions de 1p seul, ou de 1p
et 19q en combinaison, ont été associées a une
bonne réponse a différents schémas de chimio-

thérapie et radiothérapie (8). Cette association
a été particulierement bien démontrée dans le
cas des oligodendrogliomes de haut grade (oli-
godendrogliomes anaplasiques) (11).

ADENOCARCINOME MAMMAIRE

Le statut HER2 dans les adénocarcinomes
mammaires a une importance clinique primor-
diale. En effet, il posséde une grande valeur pro-
nostique, mais également prédictive. Il permet
en particulier non seulement de sélectionner
les patientes pouvant retirer un bénéfice d’un
traitement ciblant HER2, mais aussi de prédire
une résistance relative au traitement hormonal.
De plus, un statut HER2 positif est associé a un
mauvais pronostic qui se traduit par un taux aug-
menté de récidives et une mortalité plus élevée.
C’est la raison pour laquelle des recommanda-
tions internationales (12) et belges (13) ont été
publiées pour réaliser les tests HER2.

Brievement, un échantillon représentatif
d’une tumeur invasive du sein fixé au formol et
enchassé en paraffine fait d’abord 1’objet d’une
analyse immunohistologique pour HER2. Lors-
que le score immunohistologique est 0 ou 1+, le
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Figure 1. A-B) Sonde FISH de séparation (exemple illustré : BCL6 FISH DNA Probe, Split Signal, Dako). Une sonde rouge et une sonde verte s hybrident de part
et d’autre du gene d’intérét. Lorsque les deux sondes sont colocalisées, elles donnent lieu a un signal de fusion (jaune). Dans une cellule normale, on observe deux
signaux de fusion (A, x1000). Dans une cellule qui comporte un réarrangement du gene étudié, les sondes se séparent donnant lieu a des signaux rouge et vert
séparés, accompagnés d’un signal de fusion correspondant a 1’allele normal non réarrangé (B, x1000).

C-D) Sonde FISH de double fusion (exemple illustré : /GH/BCL2 Dual Color, Dual Fusion Translocation Probe, Vysis). Un des genes est reconnu par une sonde
rouge tandis que ’autre géne est marqué par une sonde verte. Dans une cellule normale, avec deux alleles normaux pour chaque gene, on observe deux signaux
rouges et deux signaux verts (C, x1000). Dans une cellule portant une translocation, les génes impliqués sont réarranges entre eux, donnant lieu a deux signaux de
fusion (jaunes), associés a un signal rouge et un signal vert supplémentaires correspondant aux alléles normaux (D, x1000).

E-F) Sonde FISH pour la recherche d’une amplification du gene HER2 (exemple illustré : kit PathVysion, Vysis). Le nombre moyen de signaux rouges (sonde
test ciblant le géne HER?) est rapporté au nombre moyen de signau sonde controle ciblant le centromere du chromosome 17, CEP17). Dans une cellule
normale, les signaux rouges sont en nombre a peu pres équivalent aux signaux verts (rapport HER2/CEP17 < 1.8), indiquant une absence d’amplification du géne
HER? (E, x600). Dans une cellule porteuse d’une amplification de HER?2, les signaux rouges sont augmentés en nombre (rapport HER2/CEP17 > 2,2) et souvent
regroupés en grappes (F, x600).
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test est considéré comme négatif et le traitement
ciblant HER2 n’est pas indiqué. Lorsque le score
immunohistologique est 2+ ou 3+, une FISH
doit étre réalisée pour démontrer une amplifica-
tion du géne HER2. Les algorithmes dépendent
ensuite du type de technique FISH utilisée. Pour
la technique FISH réalisée au CHU de Liege,
une sonde centromérique du chromosome 17
marquée avec un fluorochrome différent de la
sonde HER2 est systématiquement associée
pour démontrer une polysomie éventuelle. Le
nombre moyen de signaux fluorescents pour le
gene HER2 (sonde test en rouge) est comparé au
nombre moyen de signaux fluorescents obtenus
avec la sonde de contrdle (D17Z1, sonde contrdle
en vert). Le rapport de fréquence HER2/sonde
controle est effectué a partir de 1’analyse de 20
noyaux situés dans 2 zones tumorales différen-
tes. Si le rapport est inférieur a 1.8, le test est
considéré comme négatif. Il n’y a pas d’ampli-
fication du gene HER2 (Fig. 1E). Si le rapport
est supérieur a 2.2, le test est considéré comme
positif. Ceci témoigne d’une amplification du
gene HER2 (Fig. 1F). Si ce rapport se situe entre
1,8 et 2,2 le résultat est douteux, et le test doit
étre recommenceé.

La participation a des programmes d’assu-
rance de qualité externe est obligatoire pour
I’obtention de 1’accréditation de ce test. Dif-
férents organismes proposent des programmes
d’assurance de qualité externe. Notre laboratoire
a opté pour celui organisé par le College Améri-
cain des Pathologistes (www.cap.org).

CHiPs

PRINCIPES GENERAUX

Les chips les plus répandus sont les puces a
ADN qui correspondent a un ensemble de molé-
cules d’ADN fixées en rangées ordonnées sur
une surface solide, comme une lame de verre.
Ces molécules d’ADN fonctionnent comme
des sondes pour analyser différents parametres,
comme le niveau d’expression ou de méthyla-
tion d’un grand nombre de génes dans un tissu
donné (par exemple, un cancer) par rapport a un
échantillon de référence.

Avant 1’avéenement de cette technologie,
diverses méthodes permettaient d’aborder
I’étude de 1’expression des genes, telle que la
technique de Northern blot ou de transcription
inverse suivie de réactions de polymérisation
en chaine («Reverse Transcription Polymerase
Chain Reaction», RTPCR). La principale avan-
cée des puces a ADN a été de changer d’échelle,

avec |’analyse simultanée d’un grand nombre de
transcrits d’un génome.

Pour une expérience donnée, une condition
expérimentale (stress, pathologie, état de dif-
férenciation cellulaire, ...) est comparée a une
condition de référence. Les ARN messagers
sont extraits des deux types de cellules que 1’on
veut comparer. Les ARN messagers sont ensuite
rétro-transcrits en ADN complémentaire par une
transcriptase inverse. Au cours de cette rétro-
transcription, les ADN complémentaires d’un
type de cellules sont marqués par une molécule
fluorescente (par exemple, verte) tandis que les
ADN complémentaires de ’autre type de cellu-
les sont marqués par une autre molécule fluores-
cente (par exemple, rouge). Les deux familles de
cibles sont mélangées et déposées sur la lame.
S’il existe un brin d’ADN sonde complémen-
taire d’un brin d’ADN cible, il s’hybride pour
former de I’ADN double brin fluorescent. Cette
hybridation est compétitive. Plus la concentra-
tion d’un ADN complémentaire cible (donc celle
de I’ARN messager qui en est I’origine) est ¢éle-
vée, plus ’ADN complémentaire cible s’hybri-
dera sur la sonde. En conséquence, I’intensité de
fluorescence verte ou rouge traduit 1’ hybridation
préférentielle d’un ADN complémentaire cible
de référence (témoin) ou d’un ADN complé-
mentaire cible issu de la condition expérimen-
tale. Lintensité de fluorescence traduit donc la
concentration relative des ARN messagers dans
chaque condition. Ceux-ci sont soit surexprimés,
exprimés de la méme maniere ou sous-exprimés.
Les étapes suivantes consistent a analyser les
données a 1’aide d’outils bioinformatiques et a
corréler les résultats a des informations biolo-
giques contenues dans différentes bases de don-
nées.

APPLICATIONS

La technique des chips, en permettant de
connaitre 1’état d’activité des génes d’une popu-
lation cellulaire donnée, a trouvé des applications
dans le diagnostic, le pronostic et 1’orientation
thérapeutique de nombreuses pathologies. Ainsi,
I’identification des signatures moléculaires des
cancers s’est révélée utile dans la classifica-
tion de certains cancers. De plus, 1’analyse du
transcriptome a permis d’identifier de nouvelles
classes dans des groupes de tumeurs que 1’on
pensait homogenes (lymphomes B diffus a gran-
des cellules), d’évaluer leur agressivité ou de
déterminer la sensibilité des cancers a des thé-
rapies (14).

Les puces a ADN permettent aussi d’identi-
fier des délétions ou amplifications de régions

Rev Med Liége 2010; 65 : Synthése 2010 : 3-10



FisH AND cHIPS

chromosomiques par hybridation génomique
comparative (CGH) sur des puces couvrant la
région a tester au moyen de sondes réguliére-
ment réparties. Ce principe s’applique a 1’ana-
lyse des points de polymorphisme (SNP) du
génome. Pour chaque SNP, des oligonucléotides
correspondant aux différents variants connus
sont déposés sur une puce qui sera hybridée avec
I’ADN d’un malade, par exemple.

Une autre application concernant les facteurs
de transcription est la «Chromatin ImmunoPreci-
pitation» (ChIP)—chip. Il s’agit d’immunopréci-
piter un facteur de transcription en méme temps
que les segments d’ADN sur lesquels il est fixé.
Ces segments d’ADN sont ensuite caractérisés
par hybridation sur une puce a ADN (chip).

A T’heure actuelle, de plus en plus d’études
combinent plusieurs approches génomiques uti-
lisant des puces a ADN. Il peut s’agir d’un géno-
typage CGH avec I’analyse du transcriptome afin
de déterminer I’impact des amplifications ou des
délétions géniques sur le transcriptome (intégra-
tion des données du transcriptome avec celles du
ChIP—chip). Ces analyses ouvrent méme la voie
a la mod¢élisation statique ou dynamique des
systémes biologiques, en analysant, par exem-
ple, I’effet d’un médicament ou d’une mutation
sur un systéme biologique donné. Une autre
approche récemment développée vise a facili-
ter la découverte de génes de susceptibilité dans
des pathologies multifactorielles en couplant le
génotypage SNP a I’analyse du transcriptome, ce
qui permet de relier les polymorphismes généti-
ques directement a 1’expression des genes.

Enfin, une variante de la technique de chips,
qui est particulierement appréciée par les patho-
logistes, est le Tissue MicroArray que 1’on dési-
gne habituellement par les initiales «TMA». La
technique consiste a construire, a partir de blocs
de tissus inclus en paraffine ou congelés (blocs
«donneurs»), de nouveaux blocs (blocs «rece-
veurs») contenant plusieurs dizaines a plusieurs
centaines de micro-cylindres (de 0,6 a 2 mm
de diametre) prélevés a partir des blocs «don-
neurs». A partir des blocs TMA, de nombreuses
coupes peuvent étre effectuées, sur lesquelles
sont applicables les techniques morphologiques
classiques, les examens immunohistologiques,
voire les analyses de FISH. Cavantage de cette
technique est donc évident. Elle permet de tes-
ter trés rapidement plusieurs centaines de tissus
pour la présence de biomarqueurs diagnosti-
ques ou pronostiques, ainsi que des cibles thé-
rapeutiques potentielles (15-18). En effet, le
développement croissant de nouveaux agents
thérapeutiques ciblant spécifiquement certains
geénes ou certaines protéines nécessite, en corol-
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laire, de disposer d’une méthode diagnostique
permettant de définir ’altération de ces cibles
au niveau des tumeurs individuelles, de facon a
identifier les patients susceptibles de bénéficier
de I’application du traitement. Préalablement a
la sélection de potentielles cibles diagnostiques
ou thérapeutiques, ces marqueurs doivent &étre
validés a large échelle sur du matériel tumoral.
Cette étape nécessite de recourir a des techniques
d’hybridation in situ ou d’immunohistologie sur
des biopsies de tissus tumoraux. La technolo-
gie de TMA permet d’accélérer considérable-
ment les études in situ d’échantillons tissulaires.
Plusieurs études ont validé la fiabilité de cette
technologie en établissant la concordance des
données générées par 1’analyse des microéchan-
tillons en comparaison des fragments biopsiques
d’origine (16). De plus, la technique a I’avantage
de préserver des échantillons tissulaires précieux
puisque seulement des microcylindres sont pré-
levés a partir des blocs «donneurs». La possi-
bilité de construire des micro-puces tissulaires
constitue donc un outil essentiel pour faciliter et
accélérer les applications cliniques des données
générées par les recherches fondamentales.
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