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RÉSUMÉ

Au sein de l’épiderme, la fonction de barrière est assurée par la partie la plus superficielle, la 

couche cornée, constituée de cornéocytes, des cellules mortes très cohésives entourées d’une 

matrice lipidique. Un processus complexe de mort cellulaire programmée, la cornification, 

aboutit à la transformation des dernières cellules vivantes, les kératinocytes granuleux, en 

cornéocytes dépourvus d’activité transcriptionnelle et traductionnelle. Les kératinocytes 

granuleux constituent donc à la fois le stade ultime de la différenciation épidermique, mais 

aussi celui où sont produits les différents acteurs de la cornification et de la desquamation, 

donc de la fonction barrière. 

Très peu d’études moléculaires systématiques ont été consacrées à l’épiderme humain, et 

seulement quatre facteurs de transcription spécifiques requis pour la fonction barrière ont 

été identifiés. Le travail présenté ici combine plusieurs techniques à grande échelle afin 

d’identifier de nouveaux gènes impliqués dans les étapes tardives de ce programme. Un 

procédé de purification de cellules à partir d’épiderme humain normal a été développé afin 

d’obtenir des fractions enrichies en kératinocytes de différents stades de différenciation. Ce 

procédé, couplé à la technique des ORESTEs, a permis dans un premier temps de produire 

22 000 séquences et d’identifier 3387 gènes exprimés dans la couche granuleuse, parmi 

lesquels de nouveaux marqueurs de la différenciation impliqués dans diverses fonctions 

(protéine structurale, métabolisme et transport des lipides, protéase et inhibiteurs 

potentiellement impliqués dans la desquamation, etc). Les profils d’expression génique des 

kératinocytes granuleux ont également été comparés avec ceux des kératinocytes basaux au 

moyen de puces à ADN pangénomiques, mettant en évidence 200 candidats. Afin d’identifier 

des facteurs de transcription supplémentaires, une recherche bioinformatique de sites de 

fixation conservés évolutivement a été réalisée sur les promoteurs de 52 marqueurs de la 

différenciation. 

Les résultats issus de ces trois techniques ont été combinés et analysés afin de réduire à 300 

gènes le nombre de candidats à valider. Pour 155 d’entre eux, leur profil d’expression au sein 

de l’épiderme a pu être analysé par PCR quantitative, permettant d’identifier 49 nouveaux 

marqueurs de la différenciation. De plus, sur 94 gènes quantifiés codant pour des facteurs de 

transcription, 37 apparaissent positivement ou négativement régulés, suggérant un rôle dans 

le contrôle des étapes tardives du programme de différenciation. 

Ces résultats ouvrent de nombreuses voies et constituent donc une avancée importante pour 

la compréhension des mécanismes complexes mis en jeu dans ce réseau de régulation 

génique, tant dans le cadre physiologique que pour certaines pathologies caractérisées par 

une altération de la différenciation, comme dans le cas du psoriasis ou des ichthyoses. 
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ABSTRACT

The barrier function of the epidermis is provided by its outermost part, the cornified layer, 

formed by corneocytes, strongly interconnected dead cells surrounded by a lipid-rich 

extracellular environment. A complex programmed cell death, named cornification, turns the 

last living cells, granular keratinocytes, into dead corneocytes devoid of transcriptional and 

translational activity. Since all the constituents of corneocytes as well as the enzymes 

regulating their release leading to the desquamation are produced by granular keratinocytes, 

they do not only represent the last step of epidermal differentiation, but also its climax. 

Very few large-scale studies have been performed on human epidermis, and until now only 

four transcription factors required for the barrier function were described. The present work 

combines several large-scale techniques in order to identify new genes, especially 

transcription factor (TF)-coding genes, potentially involved in the last step of epidermal 

differentiation. 

Based on a purification process using iterative trypsinizations of chilled epidermis fragments, 

we recovered cell fractions enriched in keratinocytes from various differentiation states. This 

process, used together with the ORESTEs technique, allowed the production of more than 

22000 sequences corresponding to 3387 genes expressed in the granular layer, including new 

differentiation markers involved in various functions (structural protein, lipid metabolism 

and transport, protease and inhibitors, etc). Gene expression profile of granular keratinocytes 

was also compared with basal keratinocytes’ one using pangenomic microarrays, highlighting 

200 candidates. To identify some additional TF-coding genes, a study of conserved TF-

binding site was performed by bioinformatics on the promoters of 52 differentiation markers. 

The results produced by these three techniques were combined and analyzed to select 300 

candidates to be validated by real-time PCR. Among them, 155 could be reliably quantified, 

including 49 new differentiation-associated genes. Moreover, 37 of 94 TF-coding genes 

appeared to be up- or downregulated in granular keratinocytes, suggesting a function in the 

regulation of the differentiation. 

These advances made in the field of normal keratinocyte differentiation should improve the 

knowledge of the complex regulatory networks driving the formation of the epidermal 

barrier, and may also contribute to the deciphering of complex diseases such as atopic 

dermatitis, psoriasis and ichthyoses, which are characterized by deregulated differentiation 

programs.
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1. Etude du transcriptome et de la régulation génique 

1.1. Etudes statiques de transcriptomes 

1.1.1. Banques d’ESTs 

La production d’EST est la technique d’analyse systématique du transcriptome 

la plus ancienne (Adams et al. 1991; Boguski et al. 1994). Les ARNm sont convertis en 

ADNc, clonés dans un vecteur puis séquencés de façon systématique à une de leurs 

extrémités. Chaque lecture de séquenceur, généralement de quelques centaines de 

nucléotides, est nommée EST pour Expressed Sequence Tag. Selon que le clonage a 

été fait de façon orientée ou non, et que le séquençage a été fait en utilisant des 

amorces situées sur le vecteur, les EST correspondent à la partie 5’ ou 3’ de l’ARNm. 

Les EST 3’ correspondent habituellement à la région 3’ non traduite de l’ARNm. Cette 

partie du transcrit, qui fait en moyenne 750 nucléotides de long chez l’homme, est en 

général la moins conservée au sein des familles multigéniques, et permet ainsi une 

identification univoque du gène correspondant. Les EST 5’ couvrent plus 

fréquemment la région codante car la région 5’ non traduite est courte (en moyenne 

300 pb). De plus, il arrive que les ADNc synthétisés avec une amorce oligo(dT) soient 

incomplets à leur extrémité 5’ en raison de la faible efficacité de la reverse 

transcriptase et de la présence de structures secondaires au sein de l’ARNm. Les EST 

5’ peuvent ainsi se révéler utiles pour la mise en évidence d’épissages alternatifs ou 

pour l’alignement de séquences codantes conservées entre espèces différentes. 

La production d’EST permet l’identification des séquences codantes à l’échelle 

d’un génome et ainsi la découverte de nouveaux gènes. Elle est aujourd’hui plus 

particulièrement utilisée pour la constitution de banques spécifiques (tissus, stade 

embryonnaire...). La principale limite de cette technique réside dans son manque de 

sensibilité pour la détection des ARNm de faible abondance, qui constituent 85 à 95% 

des transcrits (Bishop et al. 1974). Afin d’éviter le séquençage répétitif des transcrits 

les plus fréquents, plusieurs méthodes de normalisation ont été mises au point. C’est 

le cas par exemple des banques soustraites, ou de la technique des ORESTES décrite 

ci-après.

Au printemps 2009, la division dbEST de GenBank contient plus de 

60 millions de séquences d’EST dont plus de 8 millions sont d’origine humaine, 

espèce la plus largement représentée dans cette banque de données 
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Type d’échantillon 

Intensité relative
(d’après TPM) 

EST du gène /
EST de l’échantillon 

Figure 1. Extrait du profil des EST du 
gène CDSN dans la banque UniGene. 

Transcrit par million
(TPM) 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/dbEST_summary.html). Viennent ensuite la 

souris, avec environ 5 millions de séquences, puis le riz (2 millions), le cochon, 

Arabidopsis thaliana, le bœuf et le poisson-zèbre avec 1,5 millions de séquences 

environ chacun. De nombreuses autres espèces d’intérêt scientifique, agronomique 

ou médical y sont aussi diversement représentées. Pour une grande partie de ces 

espèces, la base de données UniGene du NCBI rassemble les EST chevauchants ou 

correspondant à un même ARNm dans un « cluster », c'est-à-dire un groupe de 

séquences correspondant à un gène unique, et indique l’origine tissulaire de chaque 

EST lorsqu’elle est connue. 

Tous les EST annotés correspondent à autant de données d’expression : 

origine cellulaire ou tissulaire de l’ARNm, stade de différenciation… Plusieurs 

initiatives de développement de programmes d’analyse virtuelle du transcriptome à 

partir de ces données ont vu le jour. C’est par exemple le cas de ExQuest 

(Expressional Quantification of EST) qui permet d’identifier pour un gène donné le 

nombre d’EST provenant de chaque tissu ou organe et propose une normalisation de 

ces profils par rapport au nombre total 

de séquences (Brown et al. 2004). Il est 

également possible de visualiser pour 

un tissu donné la répartition des EST 

sur une région chromosomique, 

correspondant à un locus d’intérêt par 

exemple, sous la forme d’un 

diagramme. La fonction EST Profile 

(figure 1) de la base de données 

UniGene permet elle aussi de visualiser 

la provenance des séquences d’un gène 

selon le tissu, l’état, le stade de 

développement...
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1.1.2. Technique des ORESTEs 

La production d’ORESTEs (Open Reading Frame EST) repose sur la 

construction de minibanques d’EST par RT-PCR à faible stringence à l’aide d’amorces 

choisies de façon arbitraire (figure 2). Il peut s’agir de n’importe quelle amorce d’une 

vingtaine de nucléotides, pourvu que sa séquence n’aie d’homologie parfaite avec 

aucun des transcrits potentiels du tissu étudié : séquence choisie au hasard, séquence 

génomique non codante (intergénique, intronique ou brin non transcrit), ou séquence

correspondant à une espèce différente. Initialement dénommés RAP-EST (RNA 

arbitrarily primed-EST) (Dias Neto et al. 1997), ces ORESTEs correspondent à des 

séquences distribuées au hasard sur les ARNm et donc susceptibles de correspondre 

aux régions codantes, d’où leur nom.  

Figure 2. Principe de la technique des ORESTEs. 

Après extraction des ARNm de l’échantillon, une transcription inverse est 

réalisée à une température de 37°C, permettant l’hybridation imparfaite de l’amorce 

choisie à une sous-population des ces ARNm. La première étape de la PCR qui suit, se 

fera de même à faible stringence, à 37°C (figure 1). Cette RT-PCR constitue le 

principe de la normalisation conceptuelle de la méthode : l’hybridation de l’amorce 

arbitraire ne dépend pas de l’abondance relative des différents ARNm, comme c’est le 

cas avec des amorces oligo(dT), et favorise ainsi l’amplification des transcrits rares. 

Les produits d’amplification sont ensuite déposés sur gel et les bandes visibles, 

correspondant à l’amplification préférentielle d’une molécule donnée, sont éliminées, 
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constituant une étape supplémentaire de normalisation. Avec l’utilisation d’amorces 

différentes, la construction de nombreuses minibanques d’une centaine de clones 

rend possible l’établissement d’un « catalogue » des gènes exprimés et l’identification 

de gènes spécifiques du type cellulaire considéré.  

Le premier avantage de la technique des ORESTEs est son principe de 

normalisation : l’amorce s’hybridera lors de la première étape de transcription 

inverse à faible stringence (diminution de la température de la réaction à 37°C) avec 

la même probabilité sur un ARNm abondant ou sur un ARNm rare. L’amplification 

d’un transcrit donné dépendra donc principalement de sa séquence et non de son 

abondance. La production de minibanques d’EST avec des amorces différentes ainsi 

que la purification sur gel a posteriori ajoutent encore à cette normalisation 

conceptuelle. De fait, une normalisation du nombre de séquences par rapport à 

l’abondance relative des messagers a été démontrée (Dias Neto et al. 2000). Cette 

technique permet en outre la production de séquences distribuées statistiquement 

selon une courbe de Gauss centrée au milieu de la séquence de l’ARNm, donc 

correspondant en majorité à sa partie codante. Elle est ainsi complémentaire des 

techniques classiques de séquençage en 5’ et en 3’, pour l’obtention de segments 

contigus (contigs) d’EST, et pour la mise en évidence d’épissages alternatifs affectant 

le cadre de lecture et par conséquent la protéine produite (Sakabe et al. 2003).  

L’amplification des séquences se faisant au hasard parmi toutes les molécules 

d’ARN disponibles, une attention toute particulière doit être portée à la purification 

des ARNm poly-adénylés qui ne constituent en fait que 1 à 5% des ARN cellulaires. 

Une étude par la technique des ORESTEs du transcriptome d’ARNm poly-adénylés 

purifiés à partir de prélèvements de tumeurs mammaires humaines a montré que 

parmi 10 000 séquences, environ 10% correspondent toutefois à des contaminations 

ribosomiques, mitochondriales et bactériennes (Dias Neto et al. 2000). 



19

1.2. Etudes comparatives de transcriptomes 

1.2.1. Puces à ADN 

1.2.1.1. Origines de la technique et principe 

Les premières techniques de quantification de l’expression génique dérivent de 

celles développées pour l’ADN, telles que le Southern blot (Southern 1974), basées sur 

l’hybridation moléculaire entre des cibles d’intérêts et des sondes complémentaires 

marquées (radioactives ou fluorescentes). Ainsi, dans les années 70 fut développée la 

technique du buvardage de Northern, ou Northern blot (Alwine et al. 1977), 

consistant à séparer des ARN totaux par électrophorèse, à les transférer sur une 

membrane de nitrocellulose ou un filtre de nylon, et à employer des sondes (ARN ou 

ADN) radiomarquées pour quantifier les transcrits d’intérêt. Les techniques du RNA 

dot blot (Kafatos et al. 1979) ou slot blot sont des variantes simplifiées du Northern 

blot, où les ARN sont déposés directement sur les membranes sans électrophorèse 

préalable, ce qui les rend plus adaptées à des comparaisons simultanées entre de 

multiples conditions, mais ne permet pas d’identifier des différences de longueur 

entre les messagers produits par ces cellules. Ces méthodes comportent peu d’étapes 

susceptibles d’introduire des biais, mais les risques d’hybridations croisées, non 

détectables en absence de migration, peuvent conduire à une détection non 

spécifique. 

L’idée de concevoir des puces à ADN découle de 

la volonté de développer un outil permettant de 

quantifier de façon fiable le niveau d’expression d’un 

grand nombre de gènes simultanément (parallélisme à 

l’origine de l’emploi du terme « array »). Toutes les 

puces à ADN reposent sur le même mécanisme (figure 

3), celui de fixer sur un support un grand nombre de 

sondes (sous la forme de dépôts distincts), 

Figure 3. Principe de l’hybridation de cibles 
marquées avec des sondes immobilisées.
Dans le cas de deux conditions marquées par deux 
fluorochromes distincts, la co-hybridation est 
généralement non compétitive (gauche), seuls les gènes 
très fortement exprimés saturant alors le support (droite). 
Dans les deux cas, le rapport des fluorescences est 
proportionnel au ratio d’expression. 
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complémentaires des acides nucléiques que l’on souhaite analyser (généralement des 

ADNc ou de l’ADN génomique, plus rarement des ARN). En plus d’une simplification 

et transposition à grande échelle du principe du Northern blot, cette technique s’en 

distingue donc par le fait que les sondes sont fixées et non marquées, alors que les 

cibles sont marquées et en solution. 

Une autre particularité de la technique des puces à ADN est le fait que les 

résultats bruts ne sont pas directement analysables et nécessitent une étape cruciale 

de normalisation. Plusieurs techniques de normalisation existent, et le choix dépend 

à la fois du type de puces employé et de la nature des données. Le but de la 

normalisation est de s’affranchir au maximum des biais inhérents à la technique des 

puces, afin de rendre les données comparables entre elles. Malgré tout, les données 

issues de puces sont dites « bruitées », et si la normalisation permet de réduire le 

bruit « systématique » (par exemple une différence de concentration entre deux 

populations d’ADNc différentiellement marquées et co-hybridées), elle ne permet pas 

de prendre en compte la variabilité dans les mesures pour un gène ou une sonde 

donnés. Seules la répétition de l’expérience (à partir d’échantillons biologiques 

totalement indépendants) et une analyse statistique permettent d’évaluer la solidité 

des résultats. Le nombre de répétitions nécessaires pour avoir des mesures « fiables » 

dépend essentiellement de la finesse d’analyse souhaitée (ex : seuil de ratio pour 

déclarer un gène comme surexprimé fixé à 1,5 ou 2) et la variabilité entre chaque 

mesure (variabilité biologique + expérimentale). 

Les différences entre puces à ADN résident principalement dans leur type de 

support et leur mode d’emploi (hybridation simple ou co-hybridation de deux 

échantillons), mais aussi dans leur champ d’application et donc leur « design » (choix 

des sondes présentes sur le support). 

1.2.1.2. Types de support 

L’origine des premières puces à ADN est imprécise : réalisées sur membrane 

de nylon, les « macroarrays » constituaient simplement un changement d’échelle 

dans la technique du dot blot inverse. La robotisation de l’étape de dépôt permit 

d’augmenter la densité et donc le nombre de sondes présentes sur le support, passant 

de 96 à plusieurs centaines. Dans un premier temps, les sondes employées avec ce 

type de support étaient des ADN complémentaires clonés dans des vecteurs, puis 

l’emploi de produits de PCR a permis une plus grande plasticité dans la conception 
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« à façon » des puces à ADN. Toutefois, les supports en nylon présentant une très 

forte autofluorescence, les acides nucléiques à analyser doivent être marqués 

radioactivement, ce qui représente une contrainte pratique évidente, mais aussi 

technique. En effet, l’autoradiographie n’autorise pas une résolution aussi importante 

– donc une densité de dépôts – qu’un scanner en fluorescence ; de plus la 

fluorescence permet l’hybridation simultanée de deux populations d’acides 

nucléiques marquées avec des fluorochromes différents (hybridation comparative), 

tandis que les macroarrays imposent d’hybrider un seul échantillon par puce 

(hybridation simple), ce qui impose des contraintes supplémentaires pour la 

normalisation et la comparaison des résultats de puces (cf. paragraphe 1.2.1.5). Cette 

technologie a été rapidement supplantée par les microarrays en raison des 

contraintes moindres et de leurs performances sans cesse améliorées. 

La nécessité de changer de support pour atteindre une plus grande échelle d’analyse a 

conduit à l’émergence de deux technologies radicalement différentes dans le milieu 

des années 90 : les microarrays fabriqués par dépôt de sondes sur lame de verre, et 

les microarrays réalisés par synthèse in situ (figure 4). 

Taille : 12cm x 8cm
• quelques centaines à milliers de
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• 1 condition expérimentale par
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Taille : 7,2cm x 2,4cm
• plusieurs dizaines de milliers
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par lame généralement,
parfois 1
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Figure 4. Différentes sortes de puces à ADN. 
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Les premiers microarrays réalisés sur des lames de verre comportaient 48 

sondes différentes contre des gènes exprimés par Arabidopsis thaliana et furent 

employés en cohybridant des ADNc marqués avec deux fluorochromes distincts 

(Schena et al. 1995).  La fonctionnalisation de la surface des lames, étape nécessaire 

pour la fixation ultérieure des sondes sur le verre, peut se faire par un traitement à la 

poly-L-lysine comme décrit par Schena et collaborateurs, ou par des dérivés du 

silane. Les sondes sont ensuite déposées sous la forme de « spots » (généralement 

ronds) par un robot (le plus souvent au moyen un système de dépôt de type stylo-

plume, les sondes en milieu liquide étant déposées par simple capillarité lorsque la 

pointe touche le support), puis fixées de façon covalente au support. 

En parallèle des puces sur lame de verre réalisées au moyen de dépôts, s’est 

développée une approche alternative, consistant à synthétiser directement sur un 

support des oligonucléotides de longueur variable. Plusieurs types de synthèse in situ

ont été développés à ce jour, principalement basées sur des procédés de 

photolithogravure (Fodor et al. 1993; Pease et al. 1994) ou de dépôt du type jet 

d’encre (Hughes et al. 2001). Ce type de technique permet d’atteindre un parallélisme 

(une densité de sondes) extrêmement élevé (jusqu’à plusieurs millions par cm²). Au 

delà des avantages techniques que présente une forte densité de sondes (surface 

diminuée = hybridation homogène plus facile à obtenir), leur nombre sans cesse 

croissant autorise de nouvelles approches à l’échelle du transcriptome entier (puces 

« pangénomiques »), voire du génome entier, notamment grâce aux « tiling arrays » 

(cf. paragraphe suivant). 

1.2.1.3. Types de conception (design) des puces d’expression 

génique

Les puces sur lame de verre, de par leur support et méthode de fabrication, 

peuvent contenir un nombre limité de sondes. D’une façon comparable aux 

macroarrays sur filtres de nylon, les premières puces sur lame de verre étaient des 

puces dites « à façon » ou « dédiées », c'est-à-dire fabriquées spécialement pour la 

quantification d’un petit nombre (quelques centaines) de gènes spécifiques du tissu 

ou du processus biologique étudié (apoptose, voie de signalisation, etc.). Les 

avantages de ce type de puces sont multiples : la fabrication de puces à façon est 

globalement rapide et peu coûteuse, exception faite de la banque de sondes elle-

même (fragments PCR ou oligonucléotides synthétisés) ; la fabrication des puces peut 
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facilement se faire au niveau d’un laboratoire ou d’une plateforme équipés d’un robot 

de dépôt, et de nombreuses alternatives commerciales sont disponibles ; l’analyse 

« graphique » des dépôts après hybridation est plus rapide que pour des puces à très 

haute densité. L’inconvénient majeur concerne l’étape de normalisation qui fait appel 

à des étalons internes (gènes de référence) ou externes (cf. paragraphe 1.2.1.4). 

Bien que les puces dédiées soient encore parfois employées, la multiplication 

des offres – commerciales ou non – et l’augmentation de la densité des dépôts ont 

conduit à l’émergence ces dernières années de puces dites pangénomiques, c'est-à-

dire contenant au minimum une sonde pour chacun des gènes connus ou supposés 

(EST, ARNm, prédictions bioinformatiques…) d’une espèce. Toutefois, le terme 

pangénomique peut sembler abusif : sur la plupart des puces de ce type, le nombre de 

sonde par gène est généralement limité (1 à 4 sondes maximum). Ainsi, ces puces ne 

livreront pas d’information sur d’éventuels nouveaux gènes pour lesquels il n’y aurait 

pas de sonde, ou encore sur la complexité de certaines unités de transcription 

possédant plusieurs sites d’initiation de la transcription, variants d’épissage, exons 

terminaux alternatifs, etc.

Le développement des 

puces à très haute densité par 

synthèse in situ permet de pallier 

en partie l’inconvénient des 

variants, avec jusqu’à plusieurs 

dizaines de sondes par exon (5,5 

millions de sondes au total pour le 

GeneChip® Exon Array 

d’Affymetrix), permettant ainsi 

une « cartographie » très fine des 

zones transcrites du génome. Pour 

un nombre limité d’espèces de 

mammifères (humain, souris, rat), l’identification de nouvelles régions transcrites est 

possible en employant des tiling arrays (figure 5) couvrant tout le génome et 

permettant de s’affranchir de l’annotation du génome (et donc d’identifier de 

nouveaux gènes, transcrits antisens, etc.). Les tiling arrays proposés par Affymetrix se 

présentent sous la forme de 14 puces contenant 45 millions de sondes de 25 

nucléotides, espacées de 10 paires de bases, soit une résolution de 35pb. 
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L’inconvénient des tiling arrays est principalement son coût, extrêmement élevé pour 

des génomes complets de mammifères, mais aussi la sensibilité de la méthode qui 

conduit à identifier énormément de régions « transcrites » correspondant 

probablement à du bruit expérimental ou éventuellement du « bruit 

transcriptionnel » dont la fonction demeure encore énigmatique - pour revue, 

(Mockler et al. 2005; Yazaki et al. 2007). 

1.2.1.4. Applications 

Avec l’augmentation de la densité de dépôts, un nombre croissant 

d’applications a vu le jour. La première est évidemment la mesure de l’expression des 

gènes, que ce soit l’étude de profils d’expression génique (hybridations simples), ou 

l’identification de gènes différentiellement exprimés (par co-hybridation sur un 

même support ou par comparaison de profils). Les premières puces pangénomiques 

ont constitué un bond technologique mais aussi conceptuel, en permettant de 

mesurer simultanément le niveau d’expression de l’ensemble des gènes d’un 

organisme, y compris des gènes non liés a priori à la question scientifique posée mais 

pouvant ouvrir de nouvelles voies de recherche. Les exemples de ce type d’étude sont 

trop nombreux pour être cités ou même recensés (pour la seule année 2005, les 

articles citant des données de puces à ADN représentent plus de 5300 publications). 

Citons tout de même plusieurs exemples, dans l’identification de gènes régulés au 

cours de certains processus comme la gamétogenèse (Chalmel et al. 2007), ou sous 

l’effet d’une blessure d’un nerf périphérique, permettant d’identifier des cibles 

potentielles pour de nouveaux traitements antidouleurs (Xiao et al. 2002). Les puces 

ont également été employée comme moyen de caractérisation de la fonction des 

gènes en recherchant une co-expression dans plusieurs tissus (Zhang et al. 2004). 

Toutefois, un très grand nombre d’études ont été menées dans l’optique d’une 

comparaison de profils d’expression entre plusieurs types de prélèvement et la 

recherche de signature, notamment dans certains cancers (cf. paragraphe 1.2.1.5). 

Ainsi, Ash A. Alizadeh et ses collaborateurs sont parvenu à montrer que chez des 

patients souffrant de lymphomes B diffus à grandes cellules (DLBCL), maladie dont le 

pronostic est très variable (40% des patients répondent bien au traitement et ont une 

survie plus élevée), les tumeurs présentent également une hétérogénéité moléculaire. 

Les profils d’expression génique différents reflètent notamment une variabilité dans 

le potentiel prolifératif ou l’état de différenciation, et sont corrélées avec le taux de 
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Figure 6. Signatures de tumeurs du sein sur Mammaprint et prognostic (Glas et 
al. 2006). Profils d’expression pour 70 marqueurs prognostiques. Les ARNm extraits de 
tumeurs de 78 patients sont analysés et classifiés sur Mammaprint (« Eisengramme », 
gauche). Les tumeurs sont classées selon leur degré de corrélation avec le profil moyen du 
groupe ayant un bon prognostic (milieu). Les patients développant des métastases moins de 
cinq ans après le diagnostic sont indiqués en blanc (droite).  

survie des patients (Alizadeh et al. 2000). Un travail comparable a été réalisé sur des 

personnes atteintes de cancers du sein (van 't Veer et al. 2002), et ce travail a abouti 

en 2006, à partir d’une liste de 70 gènes, à la conception de MammaPrint, le premier 

microarray spécialement dédié au pronostic qui soit approuvé par la FDA (US Food 

and Drug Administration) (figure 6). Malgré tout, la fiabilité de certaines études, et la 

difficulté pour comparer des études similaires mais aux procédures non-

standardisées, rendent certains résultats difficiles à mettre en perspectives (voir la 

revue (Pusztai et al. 2006) pour une discussion sur les méthodes de classification 

dans le cas des cancers du sein). De plus, la détermination de sous-catégories s’est 

avérée plus délicate, voire impossible, avec d’autres pathologies. 

Les analyses d’expression génique par microarray ne se bornent pas non plus 

aux ARN messagers (codant pour des protéines), mais ont trouvé également leur 

place dans la course à la recherche de petits ARN non-codants, tels que les 

microARN,  des petits ARN simple brin de 21 à 23 nt issus de la maturation de 

précurseurs repliés en tiges-boucles et jouant un rôle de répresseur post-
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Figure 7. Principe du ChIP-on-chip contre un facteur X.

transcriptionnel. Des puces spécialement dédiées à la détection des microARN ont 

permis de dresser un profil de l’expression de ces nouveaux marqueurs dans 

plusieurs types de cancers, tels que le cancer du sein (Blenkiron et al. 2007; Yin et al. 

2008), du poumon (Yanaihara et al. 2006) ou de la prostate (Mattie et al. 2006). 

Toutefois, la quantification de l’expression génique est loin d’être la seule 

application des puces à ADN. D’autres utilisations ont également bénéficié des 

améliorations techniques les plus récentes. Ainsi, un grand nombre d’approches à 

l’échelle du génome ont pu être menées récemment, couplant éventuellement 

plusieurs techniques à l’emploi de puces. Citons notamment des travaux de 

génomique fonctionnelle, comme la recherche des cibles directes de facteurs de 

transcription à l’aide d’immunoprécipitations de chromatine (ChIP) suivie d’une 

analyse sur puce (ChIP-on-chip ; figure 7), technique notamment employée pour 

déterminer les cibles du facteur de transcription p63 dans les kératinocytes (Vigano 

et al. 2006). Le ChIP-on-chip a également permis de montrer que dans des cellules 

souches embryonnaires humaines, un très grand nombre de gènes codant pour des 

protéines, y compris ceux supposés inactifs, font l’objet d’une initiation de la 

transcription, l’élongation étant régulée par certaines modifications des histones 

(Guenther et al. 2007). Citons aussi des études de génétique, telles la recherche de 
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mutations ponctuelles (SNP), mais aussi de pertes d’hétérozygotie (LOH) ou de 

variation du nombre de copies d’un gène (CNV) – micro-délétions ou amplifications 

– au moyen d’une hybridation génomique comparée sur puces (CGH arrays). Ainsi, 

près de la moitié des SNP recensés par le projet international HapMap (2003) l’ont 

été au moyen de puces à ADN, une approche qui s’est avérée aussi fiable que les 

méthodes traditionnelles par séquençage (Gunderson et al. 2005). Les CGH arrays 

ont quant à eux permis de découvrir que les variations du nombre de copies 

concernent près de 12% du génome humain et plusieurs milliers de gènes, bien au-

delà de ce qui était supposé précédemment, expliquant probablement une partie des 

variations phénotypiques normales entre individus (Carter 2007). La combinaison de 

puces pour l’expression génique et de CGH arrays a également révélé un lien indirect 

entre des variations de nombre de copies et l’expression de certains gènes dans des 

carcinomes hépatocellulaires dus au virus de l’hépatite B (Huang et al. 2006), 

rejoignant des résultats faisant le lien entre amplification ou perte d’hétérozygotie et 

altérations des profils d’expression génique dans le même type de cancer (Xu et al. 

2001). Enfin, la technologie des puces à ADN (ou des versions dérivées sur support 

microfluidique) commence à être employée pour capturer des séquences génomiques 

et les séquencer par des techniques de nouvelle génération (Garber 2008). 

1.2.1.5. Normalisation et tests statistiques 

En raison du grand nombre de types de puces et d’applications, nous ne 

décrivons ici que l’analyse de données d’expression issues d’hybridations 

comparatives, c’est à dire du type « deux couleurs » où une condition est marquée en 

rouge (Cyanine5 ou Cy5) et l’autre en vert (Cy3), les deux étant simultanément 

cohybridées sur le même support. 

Les données issues de puces à ADN sont des données dites « bruitées », c’est à 

dire qu’une part non négligeable de chaque mesure est soumise à l’influence de 

paramètres expérimentaux qui peuvent donc la fausser. Les données brutes ne sont 

donc pas directement analysables et comparables, et nécessitent de s’affranchir de 

deux types d’erreurs de mesure. 
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Les erreurs systématiques sont dues à des biais se produisant sur l’ensemble 

des données, avec une amplitude généralement similaire d’une expérience à une 

autre, et qui surtout est mesurable à partir des données. Elles correspondent 

notamment à des différences dans les quantités de matériel au départ, dans 

l’efficacité des différentes étapes d’extraction des ARN, de la transcription inverse, du 

marquage (différence d’incorporation des différentes cyanines, mais aussi de leur 

rendement quantique), de l’hybridation, du scan… Ces biais peuvent être corrigés en 

calibrant les données à comparer, ce qui correspond aux étapes de traitement des 

données brutes (soustraction du bruit de fond et surtout étape de normalisation). 

Les erreurs stochastiques, qui se produisent au niveau d’une partie seulement 

des cibles à étudier et de façon non reproductible (variabilité inter-individus, 

dégradation partielle de certains ARN, anomalie locale dans l’hybridation ou dans le 

dépôt des sondes...) ne peuvent être prises en compte à partir des données d’une 

seule puce. Ces erreurs stochastiques nécessitent donc de répéter l’expérience un 

nombre variable de fois selon leur amplitude (et selon la finesse d’analyse souhaitée). 

Le coefficient de variation d’une même mesure étant difficilement prévisible a priori,

Figure 8. Analyse d’un scan de microarray avec le logiciel Genepix. Les logiciels 
d’analyse d’images de puces définissent une trame à partir d’un plan de la puce (fichier .gal), 
puis cette trame est ajustée de façon semi-automatique sur le scan réel. Les dépôts ou 
hybridations non-conformes (poussière, éraflure…) sont marqués pour être ignorés. Le 
logiciel quantifie le signal dans l’aire de chaque dépôt (moyenne ou médiane de l’intensité 
des pixels), mais aussi autour des dépôts pour déterminer le bruit de fond. 
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il peut être utile de faire quand cela est possible une analyse préliminaire sur 

quelques échantillons pour estimer le nombre de répétitions nécessaires à l’étude. 

Quel que soit le type de puce, la première étape dans le traitement des données 

est la soustraction du bruit de fond, afin d’éliminer le signal lié à une fixation non 

spécifique sur le support. La plupart des logiciels d’analyse d’image, gratuits (ex : 

ScanAlyze, Dapple...) ou payants (GenepixPro pour les scanners Axon, QuantArray, 

ImaGene), permettent de définir de façon semi-automatique la zone correspondant 

au dépôt, ainsi qu’une zone autour de chaque dépôt servant comme valeur locale du 

bruit de fond de l’hybridation (figure 8). Les données (intensités de fluorescence) 

sont ensuite généralement transformées en données logarithmiques (condition 

facilitant la normalisation et les tests statistiques ; figure 9). 

Figure 9. Transformation des 
données en valeurs 
logarithmiques. Après la 
soustraction du bruit de fond, les 
données ont une distribution non 
symétrique, la plupart des intensités 
étant faibles. Le passage en valeurs 
logarithmiques (log2 ou log10) permet 
d’obtenir une distribution symétrique 
par rapport à la médiane des intensités. 
D’après « Microarray Bioinformatics », 
Dov Stekel 
.
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Figure 10 Scatter plot vs. MA plots. Ces deux types de graphes sont couramment 
employés pour visualiser des données de puces, avant ou après normalisation. Le scatter plot 
permet de comparer les intensités dans les deux canaux après soustraction du bruit de fond. 
Le MA plot permet de visualiser le ratio M en fonction de l’intensité moyenne A, soit M = 
log (Cy5/Cy3) = log Cy5 - log Cy3 et A = (log Cy3 + log Cy5) / 2=  log �(Cy3 x Cy5). D’après 
http://www.mathworks.com
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L’étape suivante, la normalisation à proprement parler, dépend fortement du 

« design » des puces, les différentes stratégies n’étant pas applicables à tous les types 

de puce. Sur la plupart des puces, le design autorise l’emploi d’étalons internes et/ou 

externes. Les étalons internes sont des gènes de référence dont l’expression est sensée 

ne pas varier d’une condition à une autre. L’emploi de cette méthode se heurte à deux 

écueils : la difficulté de trouver a priori de « bons » gènes de ménage, et la nécessité 

d’en trouver un nombre suffisant afin d’éviter les artéfacts de normalisation. En effet, 

les ratios sur puces étant généralement assez faibles par rapport à d’autres méthodes 

quantitatives, la moindre variation d’expression des gènes de référence fausse 

l’ensemble de la normalisation, d’où la nécessité d’identifier au minimum une dizaine 

de gènes d’expression stable. Les étalons externes sont des ARN exogènes rajoutés en 

quantité précise dans chaque échantillon et servant à les calibrer entre eux, 

l’inconvénient majeur de cette méthode étant qu’elle est tributaire des imprécisions 

de dosage de ces ARN, loin d’être négligeables. 

A B

C D

A B

C D

Figure 11. Normalisation des données par la méthode Lowess. (A) Exemple de 
données de puces avec un fort biais des log ratios M selon l’intensité A. La ligne bleue 
correspond à la définition de M = 0 (ratio = 1) pour une normalisation selon l’intensité 
moyenne dans chaque canal. (B) La définition d’une courbe de régression par la méthode 
Lowess ne dépend que de la largeur des fenêtres pour la régression linéaire locale, et de leur 
degré de chevauchement. (C) Courbe de régression définie pour les données de (A). (D) 
Données après normalisation. D’après http://bioinfo.unice.fr 
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Le design des puces pangénomiques autorise des méthodes de normalisation 

s’appuyant sur le grand nombre de gènes, donc moins risquées. Il est notamment 

possible de se baser sur l’intensité globale de fluorescence de chaque condition (donc 

sur l’ensemble des dépôts), pour calibrer les marquages entre eux ; sur l’intensité de 

fluorescence des seuls dépôts considérés comme positifs (dans les deux cas, on 

suppose que les deux cellules ont une activité transcriptionnelle équivalente 

quantitativement) ; ou encore sur la supposition que la majorité des gènes sont 

exprimés au même niveau entre les deux conditions. Deux méthodes sont basées sur 

cette dernière possibilité : la méthode de la majorité stable, qui recherche le plus 

grand sous-ensemble de gènes ayant un ratio similaire et se sert de leurs valeurs pour 

définir un facteur de correction unique, ou la méthode Lowess, initialement 

développée par W.S. Cleveland et de loin la plus utilisée. La méthode Lowess (LOcally 

WEighted Scatterplot Smoothing, ou méthode de lissage des valeurs par pondération 

locale), appliquée aux données de puces à ADN (Yang et al. 2002), permet 

d’équilibrer les marquages mais aussi de gommer certains artéfacts, notamment 

l’effet « banane », ou non-linéarité des ratios en fonction de l’intensité, un effet 

particulièrement visible sur les MA plots (figure 10) et qui est responsable 

d’important biais avec les autres méthodes de normalisation « linéaire ». La méthode 

consiste à effectuer une régression linéaire locale pour aboutir en définitive à une 

courbe de régression robuste (figure 11) : pour chaque fenêtre d’intensité, la 

régression linéaire locale définit une correction adaptée aux données dans cette 

gamme d’intensité, puis la fenêtre est décalée vers les intensités plus élevées, et ainsi 

de suite. Cette méthode permet de normaliser de façon adaptée là où un facteur de 

correction unique s’accommode mal de la nature non-linéaire des données. De 

nombreux outils de normalisation pour les données de puces « deux couleurs » sont 

disponibles, citons simplement l’outil Bioconductor et le langage de programmation 

R (Dudoit et al. 2003), extrêmement employés car libres d’usage et comportant de 

nombreux modules pour l’analyse d’image, la normalisation, la classification des 

données... Citons également les portails M@IA  (Micro@rray Integrated Applications 

- http://maia.genouest.org/) (Le Bechec et al. 2008), basé sur R, et GEPAS 

(http://gepas.bioinfo.cipf.es/) (Herrero et al. 2003), aux fonctionnalités très 

complètes.

Cette étape de normalisation est faite systématiquement pour chacune des 

puces (normalisation intra-lames ou centrage). Plus rarement, une étape de 
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normalisation inter-lames (centrage + réduction) est parfois rajoutée, afin 

d’équilibrer la dispersion des ratios d’une puce lorsque certaines s’avèrent plus 

« sensibles » que d’autres (figure 12). 

Une fois la normalisation effectuée, la moyenne des ratios d’expression est 

calculée pour chaque sonde à partir des données normalisées des différentes puces, 

puis un seuil est choisi, afin de définir les gènes différentiellement exprimés. A cette 

étape, un test statistique est requis, afin d’évaluer si les conclusions tirées à partir des 

ratios moyens sont significatives ou susceptibles d’être dues au hasard. Le risque lors 

d’un test statistique est double : celui de déclarer un gène comme étant 

différentiellement détecté alors qu’il ne l’est pas (risque de type 1, ou risque de faux 

positif), et celui de déclarer un gène comme non régulé alors qu’une différence de 

détection est constatée (risque de type 2, ou faux négatif) (figure 13). Ces deux risques 

M
 =

 lo
g 2

 ra
tio

s 

A

B C D

Figure 12. Boxplot et normalisation inter-
lames. (A) Le boxplot matérialise la dispersion 
de tous les ratios d’une même lame, en les 
représentant sous la forme d’une boîte 
matérialisant les quartiles Q1 (25% des données 
situées à gauche de cette limite), Q3 (75%) et la 
médiane ou Q2 (50%). La largeur de la boîte 
(IQR, interquartile range) représente donc la 
dispersion de 50% des données, et la largeur des 
moustaches environ 99%. (B) Boxplot pour les 
données brutes de trois lames. Les valeurs 
extrêmes sont représentées sous la forme de 
cercles. (C) La normalisation intra-lames 
correspond à un centrage de la loi Normale ou 
courbe de Gauss (médiane des log ratios = 0). 
La lame 1 semble plus « sensible » : les ratios des 
gènes potentiellement régulés (M�0) sont plus 
importants. (D) La normalisation inter-lames 
permet d’égaliser la dispersion des ratios 
(réduction de la loi Normale).
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sont liés au choix de deux paramètres �

et �. Le seuil � (= 1 – confiance du test), 

correspondant au seuil d’erreur de type 1 

(faux positifs) toléré pour un test, est 

généralement fixé à 0,05 ou 0,01. Le 

seuil � (= 1 – puissance du test) 

correspond au seuil d’erreur de type 2, 

mais ce risque n’est généralement pas 

évalué, les faux négatifs n’étant pas 

considérés par la suite. Les seuils � et �

sont liés : plus le seuil � choisi est faible, 

plus le risque de rejeter une valeur à tort 

est élevé. Le test statistique le plus 

employé est le test t de Student ; lorsque 

la p-value calculée (probabilité d’observer une différence d’expression au moins égale 

si en réalité il n’y a pas de différence) est inférieure au seuil � fixé (0,05 ou 0,01), 

l’expression différentielle est considérée comme significative d’après le test. 

Toutefois, ce type de test doit être répété pour chaque ratio, ce qui, même en 

ne considérant que les ratios de gènes surexprimés ou sous-exprimés représente un 

grand nombre de tests. En fixant par exemple un seuil � à 0,05, pour le cas d’une 

analyse où 1000 gènes seraient testés, 50 faux positifs (1000 x 0,05) seraient 

considérés comme vrais positifs, alors que le nombre réel de vrais positifs (en plus de 

ces 50) peut être beaucoup plus faible, ce qui explique qu’en raison des tests 

multiples, la proportion de faux positifs parmi les gènes déclarés positifs peut être 

très élevée. Une des parades consiste à corriger le test : une des premières corrections 

inventée est la correction de Bonferroni, qui consiste à diviser le seuil � par le nombre 

de tests, mais cette correction est trop sévère dans le cas de données de puces, le 

nombre de tests étant de plusieurs milliers. Une technique récente, qui tend de plus 

en plus à remplacer le test t de Student, consiste à calculer le taux de fausse 

découverte ou FDR (False Discovery Rate, méthode décrite initialement par 

Benjamini et Hochberg en 1995) (Reiner et al. 2003; Strimmer 2008). Le FDR 

correspond à la proportion attendue de faux positifs parmi les gènes déclarés positifs 

par le test selon la valeur du seuil �, ce qui permet de déterminer le seuil � adéquat en 

fonction de la distribution des p-values du test de Student. La méthode de calcul la 

��= risque de 1ère espèce (faux positif)
� = risque de 2ème espéce (faux négatif)
1- � = confiance du test
1- � = puissance du test

1- ����H0 rejetée 
(H1 acceptée)

��1- ��H0 acceptée 

H0

Faux
H0

Vrai
Situation

Décision

Figure 13. Test statistique et risques.

H0 = « Pas de différence de détection » 
H1 = « Différence de détection » 
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Figure 14. Exemple de la détermination du nombre de gènes pour lesquels H0 
est rejetée en fonction du FDR souhaité (méthode de Benjamini-Hochberg).
Dans cet exemple, 1346 gènes ont un ratio > 2 ou < 0,5. Les gènes sont classés par ordre 
croissant de p-values, déterminant leur rang i. Tant que les p-values restent inférieures à 
(taux de FP souhaité x rang i / 1346) (lignes pointillées), H0 est rejetée et les gènes sont 
déclarés significativement régulés. Pour un taux de FP fixé à 5%, on attend ainsi environ 28 
faux et 541 vrais positifs sur les 569 gènes acceptés.

plus simple pour déterminer le seuil adéquat consiste à classer les m gènes 

potentiellement régulés par p-value croissante (p1 � ... � pi � ... � pm), et à déterminer 

le rang i au-delà duquel la p-value dépasse la valeur q x (i / m) où q est la proportion 

maximale souhaitée de faux positifs (figure 14). 

 Si le calcul de la p-value ou du FDR est adapté à la recherche de gènes 

différentiellement exprimés, la classification non-supervisée des données est une 

approche alternative fréquemment utilisée en cancérologie pour identifier des 

signatures spécifiques de certaines tumeurs (cf. partie précédente). La classification 

non supervisée consiste à déterminer des classes (groupes) de gènes co-exprimés 

dans les différents échantillons analysés, de sorte que les différences soient 

minimales au sein d’une classe et maximales entre les classes. La plus couramment 

utilisée est la classification hiérarchique, qui consiste à générer une suite de classes 

emboîtées et représentées sous la forme d’un dendrogramme (représentation en 

arbre). Elle requiert de calculer une « distance » entre les gènes (et échantillons) afin 

de regrouper les plus similaires dans une classe, et de choisir une règle 

d’agglomération (distance inter-groupes) pour hiérarchiser ces classes. Les distances 

de similarité les plus utilisés en biologie sont la distance euclidienne (distance 

« physique » dans un espace à n dimensions, n étant le nombre d’échantillons ou de 

gènes, et les coordonnées étant les mesures d’expression elles-mêmes) ou la distance 

de corrélation de Pearson, tandis que les règles d’agglomération courantes sont le lien 

moyen (« average linkage », distance moyenne entre les points des deux groupes), le 
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Figure 15. Exemple d’Eisengramme à partir de données d’expression de 
tumeurs sensibles ou non au tamoxifène (Vendrell et al. 2008). 

lien complet (« complete linkage », distance entre les points les plus éloignés) ou le 

lien simple (« single linkage », distance entre les points les plus proches). Un des 

premiers logiciels développé spécifiquement pour les données biologies est le 

programme Cluster (Eisen et al. 1998), encore couramment employé, ainsi que 

l’outils Treeview pour construire la représentation visuelle en dendrogramme (ou 

« Eisengramme », figure 15). D’autres outils, plus récents mais moins utilisés, sont 

basés sur des alternatives à la classification hiérarchique, tels que la méthode des K-

means, la Self-Organizing Map (SOM) et le Self-Organizing Tree Algorithm (SOTA), 

particulièrement robuste. 
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Figure 16. Chimies employées pour la quantification en temps réel par PCR.

1.2.2. PCR quantitative en temps réel 

1.2.2.1. Origine et principe 

Les techniques de PCR utilisent des amorces spécifiques d’un messager 

particulier pour détecter son expression parmi l’ensemble des ADNc d’une population 

cellulaire. Les méthodes classiques n’autorisent pas les comparaisons de niveau 

d’expression car après quelques dizaines de cycles de PCR, la quantité d’ADN 

amplifié n’est plus proportionnelle à la quantité de départ. En effet, un fléchissement 

de la cinétique d’amplification apparaît lorsque l’un des réactifs (amorces, dNTP...) 

devient limitant, ou que la polymérase n’est plus suffisamment active. Ainsi, le dépôt 

sur gel d’agarose de produits de PCR obtenus à partir de deux échantillons, peut faire 

apparaître des bandes d’intensités très voisines, malgré un niveau d’expression du 

gène d’intérêt très différent. 
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Au contraire, la PCR quantitative autorise une mesure de la quantité d’ADN amplifié 

à chaque cycle et non à la fin de l’expérience. Le principe de base reste toujours 

inchangé (amorces spécifiques de la cible, Taq polymérase, dNTP, etc.), mais le 

matériel et la méthode de détection connaissent des variantes, le but étant de 

quantifier une fluorescence dont l’intensité est directement corrélée à l’amplification 

de la cible. Ainsi, la méthode de PCR quantitative en Sybr Green (marqueur) consiste 

à suivre l’apparition en temps réel d’ADN double brin grâce à un marqueur 

n’interférant pas avec l’activité de la polymérase. D’autres méthodes (Taqman, 

Lightcycler, Molecular Beacons, Scorpion primers...) sont basées sur un système de 

sondes couplant généralement un fluorochrome et un « quencheur » qui absorbe la 

fluorescence du fluorochrome, les deux étant physiquement séparés lors de 

l’amplification, ce qui entraîne l’apparition d’un signal (figure 16). Ces méthodes sont 

théoriquement plus spécifiques que la PCR en Sybr green, puisque faisant intervenir 

une sonde séquence-spécifique pour la détection en plus des deux amorces, mais la 

synthèse d’amorces marquées est coûteuse. Elles sont donc plus adaptées à la 

quantification de quelques gènes dans un grand nombre d’échantillons. Au contraire, 

la PCR quantitative en Sybr Green est plus adaptée à la quantification d’un grand 

nombre de gènes différents dans un faible nombre d’échantillons. 

La PCR quantitative en Sybr green permet soit une quantification absolue, soit 

relative. La quantification absolue nécessite la réalisation d’une courbe étalon pour 

chaque gène d’intérêt, alors que la quantification relative consiste simplement à 

comparer directement les échantillons entre eux. Dans ce dernier cas, la PCR 

quantitative nécessite de choisir un ou plusieurs gènes de référence afin de réaliser 

une normalisation, nécessaire pour compenser par exemple les différences de 

concentration des solutions d’ADNc comparées. Le choix du ou des gènes de 

référence est critique : en effet, peu des gènes usuellement considérés comme des 

gènes « de ménage » ont une expression véritablement inchangée entre les conditions 

comparées, ce qui nécessite, avant toute étude, de déterminer avec soin quels sont les 

gènes les plus stables. Ainsi, de profonds biais peuvent être introduits dans la 

quantification lors de la normalisation, si les gènes de références sont inadéquats. 

1.2.2.2. Normalisation

Le principe de la PCR quantitative consiste à quantifier l’ADN amplifié à 

chaque cycle (d’où le terme PCR quantitative en temps réel), en se basant sur le fait 

que la quantité d’ADN en fin de réaction n’est plus corrélée avec la quantité de 
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départ, mais l’est durant la phase d’amplification exponentielle qui précède la phase 

de plateau (figure 17). La méthode de détermination du Ct consiste à définir 

arbitrairement un seuil de fluorescence généralement bas, mais bien supérieur au 

bruit de fond, de sorte que ce seuil soit dépassé lorsque l’amplification est encore 

exponentielle. Le Ct ou « Cycle threshold » correspond alors au nombre de cycles 

requis pour dépasser ce seuil. Or les Ct sont directement  corrélés à la quantité d’ADN 

au départ, les échantillons les plus concentrés au départ étant ceux dont la 

fluorescence sera détectée en premier. Il est donc possible, en comparant les Ct, de 

calculer des ratios d’expression. La méthode la plus couramment employée (Livak 

and Schmittgen 2001) est le calcul du 2-��Ct (les formules exactes et approchées sont 

détaillées dans la partie Discussion consacrée à la PCR quantitative) : après avoir 

calculé le Ct du gène d’intérêt, la valeur du Ct du gène de référence est soustraite 

(�Ct) afin de rendre les échantillons comparables, puis les Ct ainsi normalisés sont 

comparés par simple soustraction (��Ct). Si l’on suppose une efficacité de 100%, 

c’est à dire un doublement de la quantité d’ADN amplifié à chaque cycle (en phase 

exponentielle), le rapport des niveaux d’expression, ou ratio, correspond à 2-��Ct, le 

signe (-) étant uniquement dû au fait que les gènes les plus exprimés ont les Ct les 

plus faibles. 

1.2.2.3. Applications 

En raison de son faible débit, la PCR quantitative est rarement utilisée comme 

outil de criblage à grande échelle, contrairement aux puces à ADN. Toutefois, sa 

sensibilité ainsi que sa gamme dynamique (près de 104) élevées en font un outil de 

prédilection pour quantifier de petites variations d’expression. De plus, la 

reproductibilité et la spécificité élevées de cette méthode en font un outil privilégié 

pour confirmer des données obtenues par d’autres techniques. Enfin, contrairement 

aux puces à ADN, la spécificité de la PCR quantitative est aisément vérifiable, d’une 

part en contrôlant les courbes de dissociation qui témoignent de l’amplification d’une 

seule séquence d’ADN, mais aussi en réalisant une validation par séquençage des 

amplicons obtenues au cours de la PCR quantitative.En dehors de son utilisation 

pour la quantification de l’expression génique ou comme outil de validation, la PCR 

quantitative en temps réel est également couramment employée pour la détection et 

quantification de charges virales (Lin et al. 2004), le diagnostic de tumeurs 

(Rambaldi et al. 2005), le titrage de germes et contaminants (agronomie, sang, 



39

fluides, tissus), la discrimination allélique, l’analyse de SNP, d’amplifications ou de 

délétions géniques, la quantification du nombre de copies d’un transgène, etc 
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Figure 17. Quantification relative ou absolue par la détermination du Cycle threshold (Ct).
(A) Courbe d’amplification et détermination du Ct. (B) Courbe de dissociation. (C) Gamme étalon et 
quantification absolue du matériel de départ. D’après http://pathmicro.med.sc.edu/ et 
http://pathol2.iwate-med.ac.jp/ 
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454

SOLiD

SOLEXA

Figure 18. Nouvelles techniques de séquençage à très haut débit (Medini et al. 
2008).

1.2.3. SAGE & Séquençage nouvelle génération 

Les méthodes d’analyse du génome et du transcriptome basées sur 

l’hybridation ont des limites, à la fois en termes de sensibilité et de spécificité. 

Récemment, le développement de méthodes de séquençage dites de nouvelle 

génération, ou à haut débit (« deep sequencing »), autorise une conception 

radicalement différente de l’exploration de l’expression génique. Nous nous 

concentrerons sur les approches qu’elles permettent de réaliser, la description des 

techniques elles-mêmes pouvant être trouvée en annexe. 

Plusieurs techniques de séquençage à (très) haut débit ont vu le jour ces 

dernières années et visent à apporter des solutions à plusieurs problèmes posés par la 

technique de Sanger. Elles permettent notamment de s’affranchir de l’étape préalable 



41

de clonage et d’amplification in vivo dans des bactéries, susceptible de générer des 

mutations. Les trois principales approches, développées et commercialisées par des 

compagnies concurrentes, sont basées sur des chimies distinctes (technologies 454, 

du Solexa et du SOLiD ; figure 18). Leurs principaux avantages sont la rapidité et 

surtout la grande quantité de séquences générées (400 à 600 megabases en 10 heures 

pour le 454, jusqu’à 18 gigabases en 10 jours pour le Solexa et 1 à 3 gigabases en 8 

jours pour le SOLiD), ainsi que le faible coût (quelques milliers d’euros), rendant par 

exemple possible le séquençage complet du génome d’un humain (avec une 

profondeur x12, soit en moyenne 12 lectures / base) pour 10000 $ en 2009, chose 

évidemment impossible avec la technique de Sanger. 

Les inconvénients de ces techniques sont néanmoins multiples. En premier 

lieu, elles sont peu appropriées à de petits projets, la quantité de données générées 

pouvant être en soi un obstacle pour l’analyse ou même le stockage de ces données – 

voir chapitre suivant. De plus, la longueur des séquences (environ 35 paires de bases 

pour deux des trois méthodes), complique fortement l’identification des séquences 

dans le génome s’il s’agit de portions répétées, et constitue un véritable défi pour 

l’assemblage s’il s’agit d’un génome jamais séquencé. Pour cette raison, chacune des 

techniques connaît régulièrement des améliorations visant à la fois à augmenter le 

débit, donc la quantité de séquences générées, mais surtout leur longueur, avec en 

moyenne une nouvelle génération d’appareils tous les six mois. 

Toutefois, si le grand nombre de données susceptibles d’être générées en un 

seul run peut compliquer l’analyse des résultats, c’est cette même caractéristique qui 

rend possible l’exploitation d’un grand nombre de techniques à leur vrai potentiel, 

c’est à dire à l’échelle de génomes entiers et de façon réellement exhaustive. Nous ne 

détaillerons ici que les exemples concernant plus spécifiquement l’expression génique 

(« deep sequencing » et RNA-Seq), pour voir l’impact du séquençage nouvelle 

génération sur les approches déjà existantes ou sur le développement de nouvelles 

approches.

 
Figure 19. Principales techniques 
d’étude du transcriptome basées 
sur la génération d’étiquettes 
(Harbers and Carninci 2005). 
Pour un même messager, les étiquettes 
ou tags peuvent être simples (SAGE, 
CAGE, TEC-RED…) ou appariées (GIS 
ditags).
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Le deep sequencing consiste à employer le séquençage à très haut débit pour 

tirer le maximum du potentiel de techniques « anciennes », notamment celles visant 

à ne séquencer que de courtes portions d’ADNc (étiquettes ou « tags »), ces segments 

étant généralement concaténés (afin de réduire le nombre de réactions de séquençage 

de type Sanger initialement employé). Parmi toutes ces techniques (figure 19), citons 

notamment le SAGE (Serial Analysis of Gene Expression), le CAGE (Cap Analysis of 

Gene Expression) permettant d’identifier l’extrémité 5’ des transcrits, ou encore le 

GIS (Gene Identification Signature), une stratégie visant à rabouter les extrémités 5’ 

et 3’ des ADNc afin d’identifier sans ambiguïté les transcrits, ce qui est difficile 

lorsque les séquences générées sont trop courtes comme avec le SAGE. Toutes ces 

techniques basées sur la génération d’étiquettes présentent l’avantage de diminuer 

fortement le volume de séquences à produire, mais aussi de donner une information 

à la fois qualitative (quels gènes sont exprimés) et quantitative (le nombre de « tags » 

pour un gène donné étant théoriquement proportionnel l’abondance de son 

messager). Les techniques de séquençage nouvelle génération permettent de se 

passer de l’étape de concaténation (puisque générant naturellement un très grand 

nombre de courtes séquences). Elles permettent également d’atteindre une 

profondeur de lecture suffisante pour identifier les transcrits rares au milieu de 

transcrits plus abondants, préservant ainsi l’aspect quantitatif de ces méthodes. 

Figure 20. Technique du RNA-Seq (Wang et al. 2009). 
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Table 1. Comparaison entre tiling microarray, banques d’ADNc (EST) et RNA-Seq. 

MoyenElevéElevé
Coût pour des 
génomes 
importants

FaibleImportanteImportanteQuantité d’ARN 
requis

Limitations 
pratiques

OuiOuiLimitéeDistinction entre 
allèles

OuiOuiLimitéeDistinction entre 
isoformes

> 8000xPeu applicableGénéralement < 
100x

Gamme dynamique 
(expression 
génique)

Oui
Limitée pour 
l’expression 
génique

Oui

Cartographie des 
régions transcrites 
et mesure de 
l’expression 
génique 
simultanément

Applications

BasBasElevéBruit de fond

Variable selon 
l’applicationNonOui

Dépendance vis-à-
vis du séquençage 
du génome

HautBasHautDébit

Une baseUne baseDe quelques bases 
à 100pbRésolution

Séquençage à très 
haut débit

Séquençage de 
SangerHybridationPrincipe

Caractéristiques

RNA-SeqSéquençage 
(EST/ADNc)Tiling microarrayTechnologie

MoyenElevéElevé
Coût pour des 
génomes 
importants

FaibleImportanteImportanteQuantité d’ARN 
requis

Limitations 
pratiques

OuiOuiLimitéeDistinction entre 
allèles

OuiOuiLimitéeDistinction entre 
isoformes

> 8000xPeu applicableGénéralement < 
100x

Gamme dynamique 
(expression 
génique)

Oui
Limitée pour 
l’expression 
génique

Oui

Cartographie des 
régions transcrites 
et mesure de 
l’expression 
génique 
simultanément

Applications

BasBasElevéBruit de fond

Variable selon 
l’applicationNonOui

Dépendance vis-à-
vis du séquençage 
du génome

HautBasHautDébit

Une baseUne baseDe quelques bases 
à 100pbRésolution

Séquençage à très 
haut débit

Séquençage de 
SangerHybridationPrincipe

Caractéristiques

RNA-SeqSéquençage 
(EST/ADNc)Tiling microarrayTechnologie

Toutefois, en plus des difficultés d’identification, l’usage de courtes séquences livre 

peu d’information sur la complexité du transcriptome (jonctions exon-exon, 

épissages alternatifs, etc.)

Or, le débit du séquençage nouvelle génération ne justifie plus les restrictions 

qu’imposait la méthode de Sanger, comme le fait de se limiter à une portion des 

ADNc, qu’il s’agisse de tags ou d’ESTs. Ainsi, l’étude de la complexité du 

transcriptome est plus directement accessible, notamment grâce à la technique 

récente du RNA-Seq (figure 20). En partant d’une population d’ARN totaux ou 

purifiés (poly(A)+ par exemple), une librairie de fragment d’ADNc est produite (soit 

par nébulisation ou hydrolyse des ARN, soit par sonication ou traitement à la DNaseI 
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des ADNc), ces fragments étant liés à des adaptateurs permettant éventuellement une 

amplification avant le deep sequencing. La possibilité de limiter au maximum les 

étapes entre l’extraction des ARN et leur séquençage constitue une grande avancée 

par rapport aux techniques antérieures permettant d’aller aussi loin dans l’étude du 

transcriptome (tiling microarrays ou séquençage d’ADNc – Table 1). Une récente 

analyse du transcriptome de tissus murins (cerveau, foie et muscles squelettiques) a 

été réalisée par RNA-Seq (Mortazavi et al. 2008). Cette approche par deep 

sequencing a permis de mesurer l’abondance relative de chacun des messagers en 

fonction du nombre de séquences, mais également de réviser l’annotation du génome. 

90% des séquences alignées avec le génome se sont avérées localisées au niveau 

d’exons connus, les autres séquences définissant de nouveaux sites d’initiation de la 

transcription, des exons codants alternatifs ou des variants de la région 3’ non 

codante, ainsi que de nouveaux précurseurs de microARN. Deux études menées chez 

l’homme ont permis de dresser un catalogue de 31 997 (Morin et al. 2008a) et 94 241 

(Sultan et al. 2008) jonctions exon-exon, dont 379 et 4096 jamais décrites 

(respectivement), mettant notamment en valeur la prévalence du saut d’exon sur les 

autres formes d’épissage alternatifs. Une autre étude ciblant exclusivement les 

microARN exprimés dans des cellules souches embryonnaires humaines non-

différenciées ou différenciées en corps embryoïdes (amas cellulaire constitué des trois 

feuillets embryonnaires) a identifié 334 microARN connus et 104 jamais décrits, dont 

171 connus et 23 nouveaux différentiellement exprimés entre les deux stades de 

différenciation (Morin et al. 2008b). Plusieurs autres études employant le RNA-Seq 

ont été menées chez Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe,

Arabidopsis thaliana, ainsi que la souris et l’homme (pour revue, voir (Wang et al. 

2009)).

Il est important de noter que les applications du séquençage nouvelle 

génération ne se limitent pas à l’étude du transcriptome, mais concernent également 

la recherche de sites fixés par des facteurs de transcription (le ChIP-Seq – 

ImmunoPrécipitation de Chromatine suivie du séquençage à haut débit des 

fragments de chromatine – remplaçant alors le ChIP-on-chip, les puces à ADN étant 

moins sensibles et plus contraignantes) ou l’étude de l’état de la chromatine. Le ChIP-

Seq a ainsi récemment permis de caractériser à l’échelle du génome les sites de 

fixation de 13 facteurs de transcription tels que Nanog, Oct4, STAT3, Smad1, Sox2, 

etc., jouant des rôles-clés dans les cellules souches embryonnaires, définissant ainsi 
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une première carte du cœur du réseau de régulation transcriptionnelle dans ces 

cellules (Chen et al. 2008). Le séquençage nouvelle génération facilite également les 

études de populations comme la recherche de SNP (Van Tassell et al. 2008) ou de 

CNV en séquençant de nombreux individus, ou même les travaux de métagénomique 

(identification de nombreuses espèces de microorganismes présentes dans un 

échantillon complexe, par exemple eau d’étang ou prélèvements de fluides 

biologiques (Nakamura et al. 2009)), voire de métatranscriptomique (Gilbert et al. 

2008).

1.3. Bioinformatique 

1.3.1. Banques de données 

La première étape dans la gestion et l’analyse des données est avant tout leur 

pérennisation, qui doit garantir leur disponibilité pour le plus grand nombre. Il existe 

pour cela de nombreuses bases de données publiques, qui diffèrent notamment par 

leur « architecture » (la façon dont l’information est collectée, stockée et 

redistribuée ; ce point ne sera pas traité ici), mais aussi par leur approche, selon qu’il 

s’agisse d’une banque généraliste ou spécialisée. 

Concernant les banques de séquences nucléotidiques, trois grandes banques 

internationales existent : GenBank au NCBI (National Center for Biotechnology 

Information, Bethesda, MD, USA), la Nucleotide Sequence Database (ou EMBL-

Bank) de l’EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Cambridge, UK), et la 

DDBJ (DNA Database of Japan, Mishima, Japan), toutes trois interconnectées depuis 

1986 grâce aux efforts de l’INSDC (International Nucleotide Sequence Database 

Collaboration ; http://www.insdc.org/). Ce comité est chargé d’unifier les formats de 

stockage des données de ces trois grandes banques, afin de faciliter par la suite leur 

annotation ; ainsi, toute séquence soumise à une de ces trois banques sera convertie 

dans un format commun, et intégrée aux deux autres banques lors d’une mise à jour. 

Pour les données de séquençage à haut débit, le volume de stockage requis 

représente un réel défi pour leur partage et leur exploitation. En effet, un seul « run » 

de séquençage haut débit peut générer une quantité très importante de données, de 

100 mégabases à 3 gigabases suivant la technique. Le volume des données brutes 

pose de sérieux problèmes de stockage, ce qui explique qu’elles aient été parfois 

supprimées après leur traitement, d’où des difficultés pour recontrôler la qualité des 
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séquences. Même en ne considérant que les séquences post-traitement, leur très 

grand nombre pose problème pour la gestion et l’interrogation des banques de 

données les hébergeant. Ainsi, les trois banques internationales, devant l’immense 

afflux de courtes séquences issues des techniques à haut débit, ont créé une section 

SRA (Short Read Archive) dédiée au dépôt et la consultation de ce type de séquences, 

en marge des séquences de type Sanger (Trace Archive). A titre d’illustration, lors de 

la création de cette section, l’EMBL-Bank a reçu en trois mois un volume de 

séquences correspondant à 1/8ème des données générées en 28 années d’activité. 

Ainsi, l’architecture de ces banques a dû être adaptée pour permettre le stockage des 

données de séquençage haut-débit. 

Concernant les données d’expression issues de puces à ADN, trois banques 

coexistent : le Gene Expression Omnibus (GEO) du NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), ArrayExpress de l’EMBL-EBI 

(http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ae/), et le Center for Information Biology gene 

EXpression database (CIBEX) de la DDBJ (http://cibex.nig.ac.jp/), toutes trois 

imposant le respect du standard MIAME (Minimum Information About Microarray 

Experiment) créé par la MGED Society, une organisation fondée en 1999 et 

regroupant des biologistes, bioinformaticiens et bioanalystes dans le but de faciliter le 

partage, l’interprétation et la reproduction de données issues de méthodes à haut 

débit. Le standard MIAME impose notamment de spécifier le maximum 

d’informations sur la totalité du protocole : l’échantillon (nom, date, organisme, 

tissus/cellules, stade développemental, statut physiologique, génotype...), l’extraction 

(nom, date, ARN totaux/purifiés, méthode, volume, concentration...), le marquage 

(nom, date, fluorochrome, méthode, quantité...), les puces employées (plan exact de 

la puce), le protocole d’hybridation (échantillons, quantité, tampon, température, 

durée...), le plan expérimental (comparaison de deux types cellulaires, profiling...). 

1.3.2. Outils d’annotation : de l’information à la connaissance 

Les techniques à haut débit 

génèrent un tel flux de données 

d’expression que leur dépôt dans des 

banques de données n’est pas, de loin, 

la seule étape posant problème. Ainsi, 

l’annotation, c’est à dire le retour au 
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versant biologique de ces approches, s’avère généralement complexe, que ce soit à 

l’échelle d’un même projet, ou lorsqu’on tente de comparer les données générées par 

plusieurs équipes ou groupes. 

A l’échelle d’un projet, l’étape cruciale est le passage d’une information issue 

de données analysées, à une connaissance biologique, soit par exemple, le passage de 

données normalisées de puces à ADN (liste de gènes différentiellement exprimés) à 

une description des fonctions connues ou supposées de ces gènes. Suivant le volume 

de données générées, l’analyse manuelle, bien que présentant un niveau de fiabilité 

élevé, peut s’avérer une solution trop coûteuse en temps, voire impossible, en plus 

d’avoir le défaut de considérer les gènes un par un, là où il peut être intéressant de 

mettre en exergue les relations qu’il peut y avoir entre eux. 

De nombreux outils d’annotation automatique existent à ce jour, basés 

généralement sur l’utilisation d’une nomenclature précise décrivant les objets 

(gènes), leur appartenance à une famille ou un processus (voies), leur fonction, leur 

relation avec d’autres objets… Ce type de description, employant un vocabulaire 

structuré précis, ou ontologie, est une nécessité lorsque l’on souhaite avoir une 

homogénéité entre les annotations de données, et l’exemple le plus connu est Gene 

Ontology. Le consortium GO, créé en 1998 par les bases de données Flybase 

(drosophile), Saccharomyces Genome Database (SGD) et Mouse Genome Database 

(MGD), regroupe à ce jour une vingtaine de bases de données partenaires. Le 

consortium vise, indépendamment de l’organisme considéré, à donner la description 

la plus précise possible des produits de gènes, selon trois axes distincts : le composant 

cellulaire impliqué (ex : réticulum endoplasmique, ribosome, complexe protéique…), 

le processus biologique associé (voie métabolique, voie de signalisation…), et la 

fonction moléculaire connue (liaison à un récepteur, catalyse d’une réaction…), 

chacune de ces trois ontologies étant indépendantes. Un grand nombre d’outils basés 

totalement ou en partie sur les termes GO sont proposés soit par le consortium lui-

même, soit par la communauté GO ; citons AmiGO (sur le site de GO), DAVID 

(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery - 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/), Ease (Expression Analysis Systematic Explorer - 

http://david.abcc.ncifcrf.gov/ease/ease.jsp), GoMiner (http://discover.nci.nih.gov/ 

gominer/)… Toutefois, l’exploitation de ce type d’outil se heurte à deux écueils : la 

fiabilité des termes GO, parfois erronés ou contradictoires car attribués 

automatiquement en fonction du degré d’homologie avec une protéine connue et non 
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Figure 21. Réseau de protéines associées à la Survivine reconstitué grâce à 
l’outil d’annotation Ingenuity Pathway (Altieri 2008).

vérifiés manuellement ; l’exhaustivité et la précision de la description, qui est loin 

d’être satisfaisante pour certains produits de gènes exprimés dans un très petit 

nombre de tissus et/ou peu décrits. Certains outils, tels que Ease ou M@IA, offrent 

toutefois la possibilité de pallier en partie ce défaut en combinant les informations 

qui peuvent être trouvées dans différentes bases de données, afin d’obtenir 

l’annotation la plus complète possible. D’autres outils, tels que Ingenuity Pathway 

(figure 21), permettent une annotation automatique théoriquement plus sûre car 

vérifiée manuellement avant d’être rendue disponible ; toutefois leur coût, ainsi que 

leur non-exhaustivité en raison de l’ampleur de la validation humaine des données, 

rendent ces outils souvent incomplets. 

1.3.3. Identification in silico de séquences régulatrices 

Lorsque la connaissance d’un processus biologique est suffisante, la 

bioinformatique peut devenir un outil de modélisation et de prédiction permettant de 

réaliser d’importantes économies de temps en ciblant les recherches à partir des 

données obtenues in silico. Un des exemples les plus frappants est probablement la 
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recherche de séquences régulatrices au sein des génomes d’organismes séquencés. 

Plusieurs approches bioinformatiques complémentaires ont été employées, et nous 

allons détailler ici la recherche de sites de fixation pour facteurs de transcription ou 

TFBS (Transcription Factor Binding Site), ainsi que la recherche de régions 

conservées au cours de l’évolution. 

1.3.3.1. Recherche de sites de fixation pour facteurs de 

transcription

Ces dernières années, la connaissance sur les facteurs de transcription (FT) et 

leur fonctionnement a grandement évolué, en particulier sur la façon dont ils 

interagissent avec l’ADN. Généralement, le contact FT-ADN se fait par l’intermédiaire 

de liaisons faibles (électrostatiques, forces de van der Waals) avec les bases 

nucléotidiques de l’ADN, généralement depuis le grand sillon. Si quelques FT peuvent 

se fixer sur un grand nombre de régions de façon assez peu spécifique, la plupart 

reconnaissent spécifiquement plusieurs bases nucléotidiques et donc des sites plus ou 

moins définis. Cependant, les bases reconnues n’étant pas nécessairement 

directement adjacentes, de nombreux FT reconnaissent préférentiellement un site de 

fixation précis, mais aussi des sites plus ou moins dégénérés, avec des affinités 

variables selon les bases qui diffèrent. Pour cette raison, il n’est pas judicieux de 

rechercher directement au sein d’une séquence la présence d’un site consensus, en 

sachant que des sites alternatifs sont susceptibles de ne pas être pris en compte par 

l’analyse.

La plupart des outils bioinformatiques de recherche de TFBS emploient non 

pas des séquences consensus, mais des matrices de liaison, établies à partir de sites 

de fixation déterminés expérimentalement, principalement par la technique de 

SELEX ou Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment (Tuerk and 

Gold 1990; Cui et al. 1995). Pour chaque position, la fréquence observée de A, T, G, 

ou C est alors calculée, afin de la comparer à la séquence étudiée et de déterminer le 

degré de ressemblance et la probabilité d’observer un tel motif. Plusieurs bases de 

données regroupent un grand nombre de matrices : citons les bases de données 

publiques ooTFD (object-oriented Transcription Factors Database, 457 matrices ; 

http://www.ifti.org/ootfd/) et TransFac (398 matrices ; http://www.gene-

regulation.com/pub/databases.html), ou encore la base MatBase développée par 

Genomatix (http://www.genomatix.de/products/index.html), très complète (974 

matrices) mais payante. 
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Figure 22. Différents 
éléments du cœur d’un 
promoteur eucaryote 
(Smale and Kadonaga 
2003). Chacun de ces 
éléments n’est présent que 
dans une partie des 
promoteurs, et environ 50% 
des gènes sont associés à 
des îlots CpG. 

1.3.3.2. Recherche de régions conservées 

La recherche de TFBS étant limitée aux facteurs de transcription dont on 

connaît la spécificité de liaison à l’ADN, une partie des séquences susceptibles de 

jouer un rôle dans la régulation génique peuvent échapper à cette approche. La 

recherche de régions conservées au cours de l’évolution part du postulat que parmi 

les séquences du génome, codantes ou non, les portions contenant une information 

importante auront tendance à accumuler moins de mutations que les portions 

contenant peu d’information, parce que ces mutations auront plus de chances d’être 

délétères. Parmi les séquences non-codantes mais porteuses d’une information 

cruciale figurent notamment les éléments du cœur des promoteurs (« core elements » 

tels que la boîte TATA, la séquence initiatrice Inr correspond au point +1 de 

transcription, etc. figure 22), ainsi que les sites liés par les facteurs de transcription 

régulant leur activité, généralement situés dans le promoteur proximal ou 

éventuellement dans les premiers introns. Les développements de la bioinformatique 

ont rendu faciles les comparaisons entre les génomes de différentes espèces, et de 

nombreux logiciels d’alignements multiples (DBA – DNA Block Aligner, PipMaker, 

zPicture...) permettent d’identifier les régions conservées, les remaniements 

(inversions, duplications...), etc., et donc de cibler des régions plus susceptibles d’être 

importantes pour la régulation génique. 

Toutefois, l’analyse de la conservation des séquences génomiques ne se limite 

pas aux promoteurs proximaux et introns. Dès 1993, la comparaison de séquences 

génomiques d’organismes très éloignés évolutivement, notamment entre les 

mammifères et le poisson Takifugu rubripes ou Fugu, a permis de mettre en évidence 

l’existence, en dehors des régions codantes, de régions très conservées, et parfois 

distantes des régions promotrices (Marshall et al. 1994). Grâce (notamment) aux 

données issues du séquençage de génomes entiers, l’analyse plus poussée de certaines 
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de ces séquences, appelées CNS ou CNE (Conserved Non-coding 

Sequences/Elements), a mis en évidence leur association préférentielle avec des 

gènes cruciaux pour le développement. Ces régions conservées sont notamment très 

fortement associées avec des « enhancers » connus pour activer à longue distance la 

transcription de leurs gènes cibles. Toutefois, l’hypothèse selon laquelle le fort degré 

de conservation de ces enhancers ou CNS serait corrélé avec leur importance dans 

l’expression de gènes essentiels semble mise à mal par une étude récente, relançant le 

débat sur le rôle exact de ces séquences (Ahituv et al. 2007). 

1.3.3.3. Outils d’analyse des régions régulatrices. 

Les deux optiques possibles – recherche de TFBS et de régions conservées – 

sont des techniques hautement complémentaires. En effet, si la recherche de régions 

conservées est souvent un bon choix pour cibler de petites régions dans de larges 

régions génomiques, elles ne livrent aucune autre information en soi. 

Inversement, les TFBS étant des séquences nucléotidiques relativement 

courtes et dégénérées, la probabilité de les rencontrer dans une séquence aléatoire est 

relativement élevée, et seulement une proportion très faible (<5%) des sites prédits 

sont réellement fixés par leur facteur, la chromatine n’étant pas nécessairement 

accessible dans le modèle étudié, ou le facteur de transcription n’étant pas 

nécessairement présent et actif. Or les facteurs de transcription n’agissent pas de 

façon isolée, mais en synergie ou en compétition avec d’autres cofacteurs, activateurs 

ou inhibiteurs, d’où l’intérêt de resserrer l’analyse des TFBS d’un promoteur, en 

recherchant non pas tous les sites potentiels (plusieurs centaines), mais uniquement 

des combinaisons de sites de fixation présents dans plusieurs séquences (ex : 

promoteurs de gènes co-régulés, de gènes orthologues ou paralogues, etc.) En effet, la 

probabilité que plusieurs séquences aient plusieurs sites en commun, avec plus ou 

moins le même agencement, est beaucoup plus faible que pour un site isolé. 

De nombreux outils, tels que ceux proposés par le Comparative Genomics 

Center du Lawrence Livermore National Lab (http://www.dcode.org/) ou ceux – 

payants – proposés par la suite logicielle Genomatix, permettent ainsi de cibler des 

régions conservées et/ou de rechercher des combinaisons de TFBS entre plusieurs 

séquences homologues (figure 23), qu’il s’agisse de modèles connus (cofacteurs 

avérés décrits dans un type cellulaire donné) ou non. La présence de tels « modèles » 

dans les promoteurs de gènes ayant des patrons d’expression comparables permet 
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Figure 23. Outils du portail dcode.org. Recherche de régions conservées sur le locus 
du gène OTX2, et identification de TFBS dans le promoteur proximal. 
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 d’identifier plus facilement de des candidats à valider expérimentalement (figure 24). 

Ces techniques in silico présentent malgré tout plusieurs limites qui sont abordées 

dans la partie Discussion. 

2.

Figure 24. Analyse de promoteur et recherche de modèles de régulation (Cohen 
et al. 2006). L’analyse par comparaison inter-espèces du promoteur de NPHS1 (néphrine) 
met en évidence une combinaison de quatre TFBS (A), retrouvée dans les promoteurs de 
plusieurs gènes dont ZO-1 (B) et la cadhérine-5, corégulés d’après des analyses de 
microdissection de glomérules suivie de PCR quantitative (C), permettant d’identifier de 
nouvelles protéines de la barrière podocytaire (D).
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2. La différenciation épidermique 

2.1. Présentation générale 

2.1.1. La peau 
La peau est à la fois l’organe le plus externe et le plus étendu (en moyenne 1,8 

m² de superficie pour un individu adulte). En tant que principale interface, il 

constitue avant tout une barrière qui protège l’organisme contre les principales 

agressions du milieu extérieur, telles que l’entrée de pathogènes ou de substances 

toxiques. Cette barrière s’oppose aussi aux pertes hydriques, potentiellement très 

importantes dans un environnement aérien. Les autres fonctions incluent 

notamment le sens du toucher et la thermorégulation. Deux tissus conjonctifs, 

l’hypoderme et le derme (d’origine mésodermique) et un tissu épithélial de 

revêtement, l’épiderme (d’origine ectodermique, tout comme les annexes 

épidermiques – follicules pileux, ongles, glandes sébacées et glandes sudoripares), 

composent le système tégumentaire (figure 25). 

Figure 25. Représentation schématique de la peau. 
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2.1.2. L’hypoderme et le derme 
Egalement nommé tissu adipeux sous-cutané, l’hypoderme est constitué de 

lobules graisseux séparés par un septum fibreux riche en collagène. Comme 

l’ensemble du tissu adipeux de l’organisme (dont il représente environ 50%), sa 

principale fonction est le stockage de lipides sous la forme de triglycérides. Le tissu 

adipeux est également considéré comme une glande endocrine, en raison de son rôle 

dans la production de nombreuses hormones (notamment leptine, adiponectine et 

résistine) ou la conversion des hormones stéroïdiennes. L’épaisseur de l’hypoderme 

ainsi que sa position périphérique lui confèrent des propriétés plus spécifiques de 

protection thermique et mécanique.

Le derme est un tissu conjonctif lâche comprenant peu de cellules, 

majoritairement des fibroblastes (ou fibrocytes) responsables de la synthèse de fibres 

de collagène (70% de la masse sèche du derme), de fibres élastiques (3%) et de 

substance fondamentale ou matrice extrafibrillaire (faible masse mais volume 

important dû aux glycosaminoglycans riches notamment en acide hyaluronique et 

capables de retenir près de 1000 fois leur volume d’eau). Les différentes fibres 

confèrent au tissu une grande résistance et élasticité. Le derme a un rôle important de 

soutien pour l’épiderme et ses annexes : les nombreux vaisseaux fournissent 

l’oxygène et les nutriments requis pour la survie des cellules épithéliales. 

2.1.3. La jonction dermo-épidermique 
A l’interface entre deux tissus, la jonction dermo-épidermique ou lame basale 

est une structure complexe synthétisée à la fois par les kératinocytes de la couche 

basale de l’épiderme et par les fibroblastes du derme superficiel. Cette structure 

régule les échanges entre derme et épiderme, et constitue un support pour l’ancrage 

des cellules de la couche basale de l’épiderme, assuré par les hémidesmosomes. En 

microscopie électronique, elle apparait sous la forme de trois couches de densité 

différente (figure 26) : la lamina lucida (ou lamina rara), située immédiatement sous 

la membrane plasmique des cellules épidermiques et dans laquelle on peut distinguer 

les filaments d’ancrage des hémidesmosomes ; la lamina densa, plus profonde ; et la 

sub-lamina densa, correspondant à la partie la plus superficielle du derme dans 

laquelle sont situées les fibrilles d’ancrage assurant la liaison mécanique entre le 

derme et la lame basale et principalement constitués de collagène VII. 
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Figure 26. Jonction dermo-épidermique et 
hémidesmosomes. (Gauche). Microscopie 
électronique. HD : plaque cytoplasmique des 
hémidesmosomes ; IF : filaments intermédiaires de 
kératines ; LL : lamina lucida ; LD : lamina densa ; 
AF : filaments d’ancrage ; AFb : fibrilles d’ancrage ; 
Col : fibres de collagène du derme superficiel. 
(Borradori and Sonnenberg 1999). 
 (Droite) Représentation schématique (Litjens et al. 
2006).

2.1.4. L’épiderme 
Les kératinocytes, cellules majoritaires de l’épiderme (~95%), composent un 

épithélium pluristratifié, pavimenteux et cornifié. En effet, ces cellules, en 

progressant des couches profondes vers la surface, se différencient progressivement, 

avant de subir un processus de mort cellulaire programmée, la cornification. Les 

autres types cellulaires, dont les proportions varient légèrement selon les territoires 

anatomiques, comprennent : les mélanocytes (~3%), dont le rôle est essentiel dans la 

protection contre les rayonnements ultraviolets ; les cellules de Langerhans (~2%), 

cellules présentatrices d’antigènes assurant la fonction de sentinelles du système 

immunitaire ; les cellules de Merkel (<1%), généralement proches de terminaisons 

nerveuses et jouant un rôle neurosensoriel. 

2.1.5. Les annexes épidermiques 
Les annexes épidermiques sont formées au cours du développement par 

invagination des cellules de l’ectoderme, et sont donc situées dans le derme et 

l’hypoderme ; elles comprennent les follicules pileux et les ongles (tous deux 

caractérisés par la présence de cellules cornifiées), ainsi que les glandes sébacées, les 

glandes sudoripares eccrines, et les glandes apocrines (faussement qualifiées de 

sudoripares).
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Figure 27. Unité pilo-sébacée et cycle pilaire.
(A) Représentation schématique des trois phases du cycle pilaire. (B) Représentation 
schématique de l’unité pilo-sébacée avec un follicule en phase anagène. E : épiderme ; 
GEE : gaine épithéliale externe ; GEI : gaine épithéliale interne ; C : cortex ; M : médulla ; 
Ma : matrice ; Pd : papille dermique ; S : glande sébacée ; TP : tige pillaire. 
D’après (Bernard 2002). 

Le follicule pileux obéit à un cycle complexe de renouvellement, où une 

période de croissance (phase anagène) est suivie d’une régression (phase catagène), 

puis d’une période de latence (phase télogène), avant que la croissance lors du cycle 

suivant ne provoque l’expulsion du follicule précédant (figure 27). Les follicules 

pileux sont constitués de trois régions, de la surface vers l’intérieur : l’infundibulum 

(portion stable du follicule), l’isthme et le bulbe pileux (renouvelés à chaque cycle). Le 

bulbe est ancré autour de la papille dermique qui joue aussi un rôle de nutrition, et 

comprend à la fois des mélanocytes responsables de la pigmentation du poil ou du 

cheveu, et des cellules progénitrices impliquées dans le renouvellement des parties 
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supérieures. Les portions supérieures du follicule pileux se décomposent en gaine 

épithéliale externe, qui est en continuité directe avec l’épiderme interfolliculaire, et 

gaine épithéliale interne, composée de plusieurs feuillets dont les cellules subissent 

une cornification asynchrone selon les couches. Ce processus est comparable à celui 

qui a lieu au niveau des kératinocytes granuleux de l’épiderme interfolliculaire, bien 

que les programmes de différenciation diffèrent par l’expression de marqueurs 

spécifiques du follicule. Enfin, les cellules de la tige pilaire (cuticule, cortex et 

medulla) jouent un rôle dans les propriétés mécaniques du poil, et sont cornifiées au 

niveau de la cuticule où elles donnent naissance au poil proprement dit. 

Un phénomène de cornification comparable a également lieu au niveau de la 

matrice des ongles, où les kératinocytes se différencient pour former la plaque de 

l’ongle (partie morte). 

2.2. La différenciation kératinocytaire 

2.2.1. Aspects morphologiques 

L’épiderme est un tissu en perpétuel renouvellement : la desquamation des 

cornéocytes au niveau de la surface de l’épiderme est compensée par la prolifération 

des kératinocytes de la couche basale, ce qui assure l’homéostasie de l’épiderme. Le 

Figure 28. Coupe de peau humaine colorée à l’hématoxyline-éosine et 
représentation schématique de l’ultrastructure de l’épiderme
(d’après un schéma original de Christian Vincent).
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renouvellement de l’épiderme se déroule sur une période de 26 à 28 jours, 

correspondant pour moitié à la durée de l’exécution du programme de différenciation 

(couches vivantes) et pour moitié à la progression dans les couches mortes, jusqu’à la 

desquamation. Différents stades dans l’évolution du kératinocyte (prolifération, 

étapes précoces et tardives de la différenciation, cornification) sont 

morphologiquement distinguables en microscopie optique et électronique, et 

permettent de définir les différentes couches de l’épiderme (figure 28). 

2.2.1.1. La couche basale (stratum basale) 

Seule assise de l’épiderme contenant des kératinocytes prolifératifs, la couche 

basale de l’épiderme est constituée de cellules cubiques de petite taille, dont le noyau 

très basophile occupe une large place. Elles sont ancrées à la lame basale par les 

hémidesmosomes et reliées via les desmosomes. Les kératinocytes basaux ne forment 

pas en réalité une population homogène au niveau fonctionnel, puisqu’il est possible 

de distinguer des cellules souches, au fort potentiel prolifératif mais se divisant très 

rarement, des cellules progénitrices, majoritaires, se divisant activement pour 

garantir l’homéostasie, et potentiellement des cellules post-mitotiques sur le point de 

passer dans le compartiment suprabasal. Les mélanocytes, présents également dans 

la couche basale, produisent de la mélanine (eumélanine et phéomélanine) sous 

forme de granules, les mélanosomes. Le transfert aux kératinocytes voisins se fait par 

cytophagocytose de l’extrémité des dendrites contenant les mélanosomes (Singh et al. 

2008), aboutissant à la formation d’une protection autour du noyau des 

kératinocytes. 

2.2.1.2. La couche épineuse (stratum spinosum) 

Première couche suprabasale de l’épiderme, la couche épineuse est constituée 

de cinq à dix assises cellulaires. Les caractéristiques cellulaires majeures sont le 

changement de morphologie (passant de cubique à polyédrique), l’augmentation 

importante du volume cytoplasmique, ainsi que le très grand nombre de 

desmosomes, conférant en microscopie optique un aspect épineux à ces cellules après 

rétraction des membranes lors de la préparation histologique. Au sein du cytoplasme, 

les desmosomes sont reliés par un très important réseau de filaments intermédiaires 

de kératines formant une cage périnucléaire particulièrement visible en microscopie 

électronique. Les desmosomes et filaments intermédiaires sont reliés via la plaque 

desmosomale formée de protéines adaptatrices, et jouent un rôle crucial dans la 
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résistance de l’épiderme, assurant la distribution de contraintes locales à l’ensemble 

du tissu et garantissant sa cohésion (avec le muscle cardiaque, l’épiderme est un des 

tissus ayant la plus forte densité en desmosomes). Dans les assises supérieures de la 

couche épineuse, des organites sécrétoires plurimembranaires, nommés corps 

lamellaires ou kératinosomes, peuvent être repérés en microscopie électronique, au 

niveau du pôle apical des kératinocytes. Dérivant de l’appareil de Golgi, les 

kératinosomes présentent un aspect de vésicules membranaires arrondies, d’une 

taille de 0,2 à 0,3 μm, au contenu riche en bicouches lipidiques formant des saccules 

aplatis. Toutefois, cet aspect de vésicules isolées et plurimembranaires pourrait être 

du à des artéfacts de préparation ; en effet, sur des cryocoupes d’épiderme « vitrifié » 

observées en microscopie cryoélectronique, les corps lamellaires n’apparaissent plus 

comme des vésicules discrètes, mais comme un réseau tubulaire branché et non 

lamellaire (Norlen 2001; Norlen et al. 2003). 

2.2.1.3. La couche granuleuse (stratum granulosum) 

La couche granuleuse comprend 2 à 5 assises de cellules, et celles-ci ayant une 

morphologie aplatie, la couche granuleuse est bien moins épaisse que la couche 

épineuse. Les kératinocytes granuleux tirent leur nom de la présence, au sein de leur 

cytoplasme, de nombreux grains de kératohyaline, correspondant à des agrégats 

insolubles de deux protéines, la loricrine (L-granules, d’aspect arrondi) et la 

profilaggrine (F-granules, irréguliers et plus gros), produites en grandes quantités par 

ces cellules. Les kératinocytes granuleux constituent les dernières cellules vivantes de 

l’épiderme avant la cornification qui s’accompagne de la destruction du noyau et de la 

disparition de toute activité transcriptionnelle. Le nombre de kératinosomes (ou la 

densité du réseau tubulaire branché, selon le modèle considéré) augmente fortement 

au pôle apical de la dernière assise, et la sécrétion de leur contenu lipidique dans 

l’espace extracellulaire à l’interface couche granuleuse / couche cornée permet la 

formation de lamellae lipidiques, cruciaux pour l’imperméabilité de la couche cornée, 

et donc la fonction barrière de l’épiderme. 

2.2.1.4. La couche cornée (stratum corneum) 

La couche cornée est formée d’un empilement de 15 à 20 assises de 

kératinocytes morts d’aspect très aplati, qui constituent le stade ultime de la 

différentiation kératinocytaire, prenant le nom de cornéocytes. Le noyau et les 

organites principaux étant dégradés au cours de la cornification, les cornéocytes ne 
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présentent pas d’activité transcriptionnelle ou traductionnelle, voire métabolique. Les 

cornéocytes sont particulièrement cohésifs dans les assises profondes de la couche 

cornée (stratum compactum), puis de moins en moins jointifs (stratum disjunctum), 

avant de se détacher complètement en surface sous l’effet des contraintes 

mécaniques.

La cornification se traduit par la mise en place de nouvelles structures bien 

visibles en microscopie électronique. La membrane plasmique est remplacée par une 

coque protéique rigide, l’enveloppe cornée, et le cytoplasme est réduit à une matrice 

fibreuse dense amorphe constituée de kératines réarrangées en macrofibrilles. 

L’espace intercornéocytaire est rempli de lipides organisés en bicouches, les lamellae

lipidiques. Les desmosomes prennent le nom de cornéodesmosomes tandis que la 

plaque cytoplasmique est intégrée à l’enveloppe cornée et le cœur intercellulaire se 

densifie. Au cours de la progression des cornéocytes vers la surface, les 

cornéodesmosomes sont progressivement dégradés, les premiers à disparaître étant 

ceux situés aux pôles apicaux et basaux des cornéocytes ; la dégradation des 

cornéodesmosomes latéraux permet la libération du cornéocyte, correspondant à la 

desquamation.

L’épaisseur de la couche cornée est extrêmement variable selon le territoire 

anatomique et les contraintes mécaniques subies, passant de quelques dizaines de μm 

pour les paupières, à quelques millimètres pour les régions palmoplantaires ; cet 

épaississement de la couche cornée dans l’épiderme palmoplantaire s’accompagne 

d’une persistance prolongée de l’ensemble des cornéodesmosomes jusque dans les 

dernières assises cornéocytaires. Une autre caractéristique de cet épiderme est 

l’existence d’une couche claire (stratum lucidum) située juste avant la couche cornée 

et constituée de cellules transitionnelles en cours de cornification, alors que ces 

mêmes cellules apparaissent dispersées à l’interface couche granuleuse / couche 

cornée dans les autres régions anatomiques. 
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2.2.2. Aspects fonctionnels 

2.2.2.1. Homéostasie de l’épiderme 

L’épiderme est soumis à de nombreuses forces (étirement, cisaillement, 

abrasion...), et même en absence de traumatisme nécessitant une cicatrisation, un 

renouvellement permanent du tissu est indispensable pour que la fonction protectrice 

soit maintenue. Afin que l’homéostasie du tissu soit conservée, il faut que l’auto-

renouvellement des kératinocytes dans la couche basale contrebalance exactement le 

détachement des cornéocytes en surface. A l’heure actuelle, le ou les mécanismes 

couplant prolifération et desquamation restent obscurs, même si la description de ces 

deux processus a considérablement progressé ces dernières années. 

2.2.2.1.1. Couche basale et auto-renouvellement 

La couche basale est le lieu où les kératinocytes assurent l’auto-renouvellement 

de l’épiderme, les kératinocytes suprabasaux étant des cellules post-mitotiques 

engagées dans un processus de différenciation terminale irréversible. Les 

kératinocytes basaux se distinguent des kératinocytes suprabasaux par l’expression 

d’un certain nombre de marqueurs spécifiques : des protéines impliquées dans la 

prolifération cellulaire (ex : cycline D1, PCNA), mais aussi des constituants de la lame 

basale (ex : la laminine-5, ligand des intégrines, sécrétée dans la lamina lucida), des 

hémidesmosomes (intégrines �6�4, le collagène de type XVII alpha1 COL17A1 aussi 

nommé BP180 ou Bullous Pemphigoïd Antigen 2 BPAG2), du cytosquelette (avec le 

couple de kératines K5/K14). 

La compréhension des mécanismes assurant l’auto-renouvellement de 

l’épiderme reste sujet à débat et fait de ce tissu un modèle d’étude de premier choix 

pour les cellules souches.  Les méthodes d’identification des cellules souches étant 

essentiellement fonctionnelles, elles s’avèrent difficilement compatibles avec l’étude 

in vivo chez l’homme. Pour cette raison, l’étude du renouvellement épidermique et 

des cellules souches s’est surtout effectuée sur des modèles murins. 

Les cellules souches épidermiques y ont été initialement identifiées et étudiées 

grâce à leur très faible taux de division cellulaire comparé aux cellules progénitrices. 

Ainsi, les cellules souches sont capables de retenir un marquage à la thymidine tritiée 

ou au BrdU (Bickenbach 1981), ou de conserver plus longtemps (jusqu’à huit mois) 

que des cellules fortement prolifératives une histone H2B-GFP exprimée 

transitoirement (Tumbar et al. 2004) (figure 29). L’identification de ces « label-
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retaining cells » (LRC) a permis de localiser la niche majeure que constitue le 

« bulge », un renflement cellulaire en périphérie du follicule pileux, près du site 

d’attachement des muscles arrecteurs du poil, en dessous des glandes sébacées 

(Cotsarelis et al. 1990). 

Figure 29. Identification des LRC dans l’épiderme murin in vivo. (A) Des souris 
reçoivent des injections répétées de BrdU, puis l’épiderme de la queue est prélevé après 2 
jours (gauche) ou 70 jours (droite) et marqué avec des anticorps anti-BrdU (vert). Le 
marquage intense du bulbe ne persiste pas, mais des LRC sont visibles au niveau du bulge 
(BG) ainsi que dans l’épiderme interfolliculaire (flèches) (Braun et al. 2003). (B) Des souris 
transgéniques K5-tetVP16 / TRE-H2BGFP sont soumises à un traitement prolongé à la 
doxycycline pour éteindre l’expression de l’histone couplée à la GFP. Seules les LRC 
conservent un niveau de fluorescence élevé, confirmant leur présence au niveau du bulge 
dans toutes les phases du cycle pilaire (Tumbar et al. 2004).  

Les cellules souches présentes dans le bulge sont en outre capables de se 

différencier en plusieurs lignages cellulaires : ainsi, une LRC unique isolée du bulge 

par FACS (H2B-GFP+), cultivée puis greffée sur une souris nude est capable de 

reformer des follicules pileux 

(Blanpain et al. 2004) (cf. ci-

contre). Toutefois, cette 

pluripotence ne semble pas être 

requise dans un contexte physiologique, les cellules souches impliquées dans 

l’homéostasie de l’épiderme interfolliculaire et celles requises pour la génération des 

follicules pileux étant distinctes (Levy et al. 2005), les cellules du bulge n’étant 

mobilisées hors du follicule pileux qu’au cours de la cicatrisation (Ito et al. 2005). Au 

moyen de souris exprimant au cours de l’embryogenèse la �-galactosidase dans les 

cellules de la placode donnant naissance au follicule pileux (grâce à l’excision d’une 

A B

Brdu / K14 Brdu / Ki67



64

Figure 30 : activité �-
galactosidase dans la peau de 
souris ShhCre;R26R (Levy et al. 
2005). Seuls les follicules pilo-
sébacés sont marqués (cellules 
bleues). Les couches suprabasales 
sont marquées en brun avec un 
anticorps anti-kératine 1.  
(A) : fort grossissement ;  
(B) : faible grossissement. 

cassette de terminaison de transcription au moyen d’une recombinase sous 

dépendance du promoteur du gène shh), Levy et collaborateurs ont ainsi pu montrer 

que la descendance de ces cellules se retrouvait dans la majorité du follicule pileux, 

mais jamais dans l’épiderme interfolliculaire en absence de traumatisme (figure 30). 

Ce résultat confirme des données précédentes montrant que des cellules du bulge 

suivies grâce à leur expression de la �-galactosidase ne contribuent que très rarement 

et marginalement au renouvellement de l’épiderme inter-folliculaire (Morris et al. 

2004). L’idée que le renouvellement de l’épiderme se fait à partir de cellules souches 

présentes dans la couche basale de l’épiderme interfolliculaire est en accord avec le 

fait que l’absence de follicules pileux dans l’épiderme palmoplantaire n’empêche pas 

le renouvellement du tissu, ainsi que la présence de LRC dans la couche basale de 

l’épiderme interfolliculaire murin (Braun et al. 2003). 

Ces méthodes fonctionnelles ont permis l’identification d’un petit nombre de 

marqueurs moléculaires. Citons, pour l’homme, une surexpression des kératines 15 et 

19 et de l’intégrine �1 importante pour le maintien à l’état indifférencié (Lyle et al. 

1998), de l’intégrine �6 associée à l’absence du récepteur de la transferrine CD71 (Li 

et al. 1998), ou encore de la forme longue du facteur de transcription p63 impliquée 

dans le maintien des cellules souches (Pellegrini et al. 2001) - pour revue (Tiede et al. 

2007). De récentes études basées sur le tri de cellules d’épiderme murin selon le 

marqueur CD34 spécifique du bulge (Trempus et al. 2007), ou d’épiderme humain 

avec exclusion du marquage Hoechst 33342 (Larderet et al. 2006), et couplées à 

l’emploi de puces à ADN, ont permis d’identifier de nouveaux gènes dont l’expression 
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est augmentée ou diminuée dans les cellules souches épidermiques. C’est le cas 

notamment des facteurs de transcription Id1 et Id2 ou de la famille des phosphatases 

Dusp (Larderet et al. 2006), dont la fonction exacte dans les cellules souches reste à 

encore définir. Bien qu’il n’y ait pas une rupture très marquée entre les profils 

d’expression des cellules souches et progénitrices, ces descriptions permettent une 

meilleure compréhension de la régulation du potentiel prolifératif dans les cellules 

souches.

Dès la fin des années 60, plusieurs travaux ont mis en évidence l’organisation 

en colonne des cellules de l’épiderme murin, pour aboutir à la démonstration que les 

cellules s’organisaient en véritables unités prolifératives (Epidermal Proliferative 

Units - EPU) dans lesquelles l’ensemble des cellules suprabasales et des cornéocytes 

dérivent de cellules progénitrices situées à la base de la colonne, dans la couche 

basale (Potten 1974).

Chez l’homme, l’impossibilité de visualiser les LRC ou les EPU in vivo a 

imposé l’étude indirecte du potentiel clonogénique de cellules isolées (Barrandon and 

Green 1987) ; ceci a notamment permis de confirmer la présence de cellules à fort 

potentiel prolifératif dans le follicule pileux, mais dans une région située plus bas que 

le bulge, lequel est généralement impossible à distinguer morphologiquement chez 

l’homme (Rochat et al. 1994).  Concernant l’épiderme interfolliculaire, le modèle le 

plus couramment admis pour l’organisation de la couche basale des EPU décrit la 

présence d’une minorité de cellules souches isolées, se divisant très rarement, 

entourée de cellules d’amplification transitoire (« TA » cells). Les cellules TA, issues 

de la division asymétrique d’une cellule souche, se divisent un nombre limité de fois 

(< de 15 cycles) avant de s’engager irrémédiablement dans la différenciation en 

gagnant la couche épineuse (figure 31A). L’observation des EPU dans l’épiderme 

humain n’a pu être réalisée qu’assez récemment, au moyen de greffes de biopsies de 

prépuce sur des souris nude, suivies de transfection par des lentivirus contenant le 

gène de la GFP (Ghazizadeh and Taichman 2005) (figure 32). Après 28 semaines, les 

cellules exprimant la GFP sont organisées en colonnes typiques. La largeur de ces 

colonnes semble variable suivant la localisation anatomique (creux ou sommet des 

papilles dermiques...). 
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Toutefois, une étude récente suggère que le modèle en EPU, avec cellules 

souches et TA, n’explique pas la dynamique réelle du renouvellement de l’épiderme, 

et propose un nouveau paradigme dans lequel les cellules souches ne joueraient pas 

de rôle dans des conditions physiologiques. Des cellules progénitrices (au potentiel 

prolifératif non limité, contrairement au modèle des cellules TA) seraient 

responsables à elles seules de l’homéostasie, se divisant essentiellement sur un mode 

asymétrique pour donner une cellule post-mitotique et une progénitrice (84% des 

divisions), mais aussi plus marginalement deux progénitrices (8%) ou deux cellules 

post-mitotiques (8%) (Clayton et al. 2007) (figure 31B-C). Ce modèle présente 

notamment l’intérêt d’expliquer certaines observations, comme la croissance de la 

taille des EPU au cours de la vie d’une souris. 

blessure

8%
8%

64%

A B C

SC  TA1   TA2   TA3    
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temps
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Figure 31. Renouvellement de l’épiderme. (A) Modèle d’organisation des cellules 
épidermiques en unités (EPU) proposé par Potten. (B) Les cellules à la base des EPU se 
répartissent en cellules souches (SC) se divisant rarement, en cellules d’amplification 
transitoire (TA1-3), et en cellules post-mitotiques (PM) passant alors dans le compartiment 
suprabasal. (C) Dans le modèle proposé par Clayton et collaborateurs, les cellules souches 
épidermiques n’interviennent pas dans un contexte physiologique ; seules des cellules 
progénitrices (EPC) au potentiel prolifératif non limité donneraient naissance à zéro, une ou 
deux cellules post-mitotiques basales (PM (B)) dans des proportions fixes (8-64-8). La 
vitesse du renouvellement de l’épiderme ne dépendrait alors que du taux de division des 
cellules progénitrices et de la vitesse du transfert vers le compartiment suprabasal (PM (SB)). 
(D) Dans ce modèle, les différences de potentiel clonogénique observées in vitro 
s’expliqueraient par la probabilité non nulle d’un arrêt précoce de la prolifération (cas du 
bas), les cellules progénitrices ne se renouvelant pas dans 8% des divisions. 
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Figure 32. Distribution de la 
fluorescence dans des unités de 
prolifération d’épiderme 
humain greffé chez la souris nude et 
transfecté par un lentivirus 
exprimant la GFP (Ghazizadeh and 
Taichman 2005).  

Deux excellentes revues 

récentes (Jones and Simons 2008; 

Blanpain and Fuchs 2009) 

résument bien la complexité du 

modèle, où plusieurs populations de cellules souches aux potentiels variables 

occupent des niches distinctes et jouent des rôles probablement différents (voire 

aucun rôle) suivant le contexte (homéostasie tissulaire, cicatrisation...). 

2.2.2.1.2. Couche cornée et desquamation 

De façon couplée avec le renouvellement des cellules dans la couche basale, les 

cornéocytes les plus superficiels se détachent régulièrement au cours du processus de 

la desquamation (du latin desquamare, écailler, écorcer, enlever ce qui est autour). 

Correspondant à l’étape ultime du programme de différenciation, la desquamation se 

traduit par l’exfoliation d’environ 1000 cornéocytes / cm² / h dans des condition 

normales (Roberts and Marks 1980). Les cornéodesmosomes constituent les 

structures jonctionnelles liant entre eux les cornéocytes, et sont donc à l’origine de la 

cohésion de la couche cornée. Leur structure dérive de celle des desmosomes mais est 

modifiée par la cornification. Au cours de leur progression dans cette ultime couche, 

les cornéocytes voient ces attaches progressivement dégradées, comme en attestent 

les données de microscopie électronique : la partie extracellulaire des 

cornéodesmosomes apparait moins dense et progressivement dégradée, tandis que 

les lamellae lipidiques entourent progressivement la partie centrale (Fartasch et al. 

1993) (figure 33).
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Figure 33. Dégradation progressive des cornéodesmosomes au cours de la 
desquamation (Fartasch et al. 1993). Le cœur intercornéocytaire, dense aux électrons, 
est progressivement dégradé, et envahi par les lamellae lipidiques. La densité du cœur 
diminue fortement, puis seules de rares zones denses isolées persistent au milieu des 
lamellae. 

Ce phénomène de dégradation se produit dans un premier temps au niveau 

des cornéodesmosomes basaux/apicaux dans la partie inférieure de la couche cornée, 

et est à l’origine des différences morphologiques entre stratum compactum et 

stratum disjunctum. Puis un clivage plus tardif a lieu au niveau des 

cornéodesmosomes latéraux (Skerrow et al. 1989; Chapman and Walsh 1990), ce qui 

entraine alors la libération du cornéocyte. La protéolyse des cornéodesmosomes 

passe par la dégradation de leur protéines transmembranaires et extracellulaires 

(cadhérines desmosomales de la famille des desmocollines et desmogléines – cf. 

partie 2.2.2.2.2.3 -  ainsi que la cornéodesmosine (Lundstrom and Egelrud 1990; 

Serre et al. 1991; Lundstrom et al. 1994; Guerrin et al. 1998; Simon et al. 2001)). 

Cette dégradation implique plusieurs protéases présentes dans l’espace 

intercornéocytaire, leur action étant finement régulée des inhibiteurs de protéases. La 

cinétique de la desquamation (donc également l’épaisseur de la couche cornée et 

éventuellement la fonction barrière elle-même) dépend de la balance entre les 

protéases et les inhibiteurs, tous sécrétés par les kératinocytes granuleux sous forme 

active ou non. 

Une étude en immunofluorescence et en immunomicroscopie électronique 

montre que plusieurs molécules sécrétées, telles que la kallikréine 7 (KLK7, ou SCCE, 

Stratum Corneum Chymotryptic Enzyme), la cornéodesmosine (CDSN), la cathepsine 
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D (CTSD) ou les glucosylcéramides, sont transportées séparément depuis l’appareil 

de Golgi vers le pôle apical des kératinocytes granuleux par le système sécrétoire 

spécifique, les kératinosomes   (Ishida-Yamamoto et al. 2004). Toutes les cargaisons 

testées dans cette étude semblent acheminées indépendamment sous la forme 

d’agrégats vers la membrane plasmique. Dans le cas de KLK7, dont CDSN constitue 

un substrat au cours de la desquamation, cette séparation pourrait avoir un rôle 

fonctionnel en empêchant une protéolyse prématurée de la CDSN. Toutefois, 

certaines enzymes transportées par les kératinosomes, comme les cathepsines ou 

certaines enzymes du métabolisme des lipides, ont dans d’autres tissus une 

localisation lysosomiale (Madison et al. 1998). Le mécanisme exact de biogenèse des 

kératinosomes reste en fait partiellement incompris. 

Figure 34. Modèle de régulation de la desquamation (Caubet et al. 2004). 

Parmi la dizaine de protéases sécrétées identifiées dans la couche cornée, deux 

protéases à sérine, la KLK5/SCTE (Ekholm and Egelrud 2000) et la KLK7/SCCE 

(Hansson et al. 1994) semblent jouer un rôle majeur. In vitro, dans des conditions de 

pH acide proches de celles de la couche cornée, les composants du cornéodesmosome 

sont des substrats pour la SCTE. La SCCE est quant à elle capable de cliver 
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efficacement la CDSN et la desmocolline-1 (DSC1) (Caubet et al. 2004). S’appuyant 

sur ces données et celles de la littérature, une représentation schématique des acteurs 

principaux intervenant dans la régulation de la desquamation a été proposée (figure 

34).

Les cathepsines sont des protéases lysosomiales. Chez l’homme, une mutation 

de la cathepsine C (CTSC) est responsable du syndrome de Papillon-Lefèvre, une 

kératodermie palmoplantaire associée à une périodontopathie (OMIM #245000). 

Peu d’études sont disponibles quant au rôle de cette protéase dans l’épiderme en 

général et dans la desquamation en particulier. Sa fonction dans les lymphocytes T 

est toutefois bien documentée. Elle y active les granzymes A et B par protéolyse des 

proformes. Le granzyme B, sécrété par les kératinocytes, intervient dans la défense 

antimicrobienne (Berthou et al. 1997). On peut spéculer sur un rôle de CTSC dans 

l’activation du granzyme B ou celle d’autres protéases jouant un rôle dans la 

différenciation épidermique (Meade et al. 2006). L’inhibition de la cathepsine D 

diminue d’un tiers le détachement des cornéocytes à pH acide dans un modèle de 

desquamation de couche cornée plantaire in vitro (Horikoshi et al. 1999). Cette 

protéase à acide aspartique est détectée en immunomicroscopie électronique dans 

l’espace intercornéocytaire où elle colocalise avec les cornéodesmosomes (Igarashi et 

al. 2004). Ces arguments sont en faveur de l’implication de la CTSD dans la 

desquamation. En plus des cathepsines C et D, les cathepsines V et L semblent 

impliquées respectivement dans la dégradation des cornéodesmosomes et la 

maturation des transglutaminases (Zeeuwen et al. 2007). 

L’activité protéolytique responsable de la desquamation est régulée par la 

présence d’un grand nombre d’inhibiteurs de protéases. On peut citer SLPI (Secretory 

Leukocyte Protease Inhibitor) et SKALP (Skin derived AntiLeukoProteinase, 

également désigné élafine), deux protéines de petite taille dont les spectres 

d’inhibition sont complémentaires (Heinzel et al. 1986; Wiedow et al. 1990). SLPI 

présente une meilleure inhibition vis-à-vis des protéases de la famille de la 

chymotrypsine telles que SCCE. SKALP est au contraire plus efficace comme 

inhibiteur de protéases de la famille de la trypsine telles que SCTE. Alors que ces 

deux inhibiteurs sont très faiblement détectés dans l’épiderme sain, ils sont fortement 

surexprimés dans les couches différenciées de l’épiderme psoriasique et lors de la 

cicatrisation (Schalkwijk et al. 1990; Ashcroft et al. 2000). Un autre inhibiteur de 

protéases, la cystatine M/E, produit du gène Cst6, inhibe l’activité de plusieurs 
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protéases aux cibles et localisations variées, notamment les cathepsines V et L 

(Zeeuwen et al. 2007). Des mutations nulles de Cst6 sont responsables chez la souris 

du phénotype ichq, caractérisé par des anomalies de la cornification et de la 

desquamation et une mortalité néonatale (Zeeuwen et al. 2002). Enfin, LEKTI 

(LymphoEpithelial Kazal-Type-related Inhibitor), produit du gène SPINK5 (Serine 

Protease INhibitor, Kazal-type 5) (Magert et al. 1999), joue un rôle crucial dans la 

régulation de la desquamation. Ainsi, des mutations du gène codant cet anti-trypsine 

sont responsables du syndrome de Netherton (Chavanas et al. 2000), génodermatose 

caractérisée par une ichtyose érythrodermique, une anomalie spécifique des cheveux 

(cheveux bambous) et une atopie sévère avec un taux d’IgE élevé (OMIM #256500). 

L’inactivation de ce gène par mutagenèse insertionnelle reproduit le phénotype de la 

maladie chez la souris (Yang et al. 2004) (figure 35). Les animaux présentent une 

fragilité desmosomale associée à une protéolyse prématurée de la CDSN. Deux autres 

études mettent en évidence d’une part l’hyperactivité des protéases SCCE et SCTE et 

la protéolyse anormale de la desmoplakine et de la desmogléine 1 (Descargues et al. 

2005), et d’autre part le rôle du pH (lequel varie dans la couche cornée, passant d’un 

pH neutre en profondeur à acide en surface) dans la dissociation entre LEKTI et ses 

cibles (Deraison et al. 2007). Ces résultats font apparaître LEKTI comme un des 

régulateurs clé du processus de desquamation. LEKTI semble avoir également de 

façon indirecte un rôle dans la formation des lamellae lipidiques : chez les patients 

Figure 35. Trouble 
majeur de la 
desquamation chez 
des souris inactivées 
pour Spink5
(Descargues et al. 
2005). Les nouveaux nés 
présentent de larges 
décollements
épidermiques (a), 
notamment aux zones de 
frottements (b), 
correspondant à un 
clivage entre la couche 
granuleuse (GR) et la 
couche cornée (SC) (c-d).
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souffrant du syndrome de Netherton, les phénotypes les plus sévères associés à une 

quasi absence de LEKTI présentent une très forte activité des sérines protéases, et 

une désorganisation massive des lamellae lipidiques qui serait directement liée à la 

dégradation par ces protéases dérégulées de la �-glucocérébrosidase, une enzyme 

maturant les lipides inter-cornéocytaires – voir paragraphe 2.2.2.2.1.1. De façon 

intéressante, en plus de l’expression de LEKTI, un autre inhibiteur de protéase de la 

même famille, produit du gène SPINK9 (Brattsand et al. 2009), a récemment été 

identifié dans l’épiderme palmoplantaire, et pourrait expliquer en partie les 

différences observées au niveau de ces territoires où la couche cornée est plus épaisse 

et les cornéocytes persistent plus longtemps (figure 36). 

2.2.2.2. Fonction barrière de l’épiderme 

La couche granuleuse participe largement à la formation de la barrière 

épidermique en tant que dernière couche ayant une activité transcriptionnelle et 

traductionnelle, responsable de la production de la quasi-totalité des acteurs de la 

cornification (protéines structurales comme enzymes) mais aussi de la desquamation. 

La couche cornée, bien que composée de cellules mortes, assure la majorité des 

aspects de la fonction barrière de l’épiderme, grâce aux remaniements importants de 
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Figure 36. Immunodétection de LEKTI (SPINK5), SPINK9 et KLK5 sur des 
coupes d’épiderme palmo-plantaire et non palmo-plantaire (Brattsand et al. 
2009).
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la cornification et aux nouvelles propriétés mécaniques et physico-chimiques qui en 

émergent. Bien qu’étant un processus de mort cellulaire programmée, la cornification 

se distingue de l’apoptose par la persistance des cellules mortes, phénomène 

également constaté au cours d’une autre mort cellulaire programmée, la 

« dénucléation » des cellules épithéliales du cristallin – cf. revue (Yan et al. 2006), 

qui là aussi permet l’émergence de nouvelles propriétés – ici optiques – que les 

cellules vivantes ne peuvent assurer. 

Ainsi, la cornification ne se résume pas à la simple disparition du noyau et 

autres organites, mais permet surtout de former une couche de cellules imperméable, 

de par la formation des lamellae lipidiques intercornéocytaires, mais aussi 

extrêmement résistante et cohésive, de par la formation de nouvelles structures 

(matrice fibreuse et enveloppe cornée) ou via le renforcement de structures existantes 

(transformation des desmosomes en cornéodesmosomes). 

2.2.2.2.1. Imperméabilité

L’épiderme constitue une double barrière dans le sens où son imperméabilité 

concerne à la fois la sortie de substances (eau, ions, etc.), mais aussi l’entrée 

(substances toxiques, etc.). Deux structures distinctes, les lamellae lipidiques 

intercornéocytaires et les jonctions serrées de la couche granuleuse, sont impliquées 

conjointement dans cette double barrière, sans que les liens fonctionnels entre ces 

deux structures soient clairement établis. 

2.2.2.2.1.1. Lipides intercornéocytaires 

Les lipides extracellulaires 

organisés en feuillets lamellaires ou

lamellae (Swartzendruber et al. 1989) 

jouent un rôle primordial dans 

l’imperméabilité de la couche cornée. En 

microscopie électronique, les lipides 

présentent une organisation alternant bandes denses aux électrons et bandes claires, 

qui correspondent, respectivement, aux groupements polaires et aux chaînes 

carbonées apolaires. L’espace intercornéocytaire contient une quantité variable de 

triglycérides, d’esters de cholestérol et de squalènes, provenant des glandes sébacées. 

Cependant, les lipides de la couche cornée sont principalement synthétisés par les 

kératinocytes. Une analyse en chromatographie en couche mince montre que la 

Madison 2003
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couche cornée contient, selon les sites anatomiques, 20-30% de sphingolipides 

(majoritairement des céramides), 15-20% de cholestérol, 15-20% d’acides gras libres, 

2-6% de sulfate de cholestérol et 3-5% de phospholipides (Lampe et al. 1983). Au 

niveau palmoplantaire, la couche cornée est plus riche en cholestérol (33%) et en 

sphingolipides (35%) au détriment des lipides spécifiques des glandes sébacées, 

lesquelles sont absentes de ce territoire. 

Les kératinosomes occupent environ 10% du volume cytoplasmique des 

kératinocytes granuleux. Ce compartiment représente vraisemblablement un système 

de stockage des lipides à destinée extracellulaire avant leur sécrétion. Les 

kératinosomes transportent aussi, en plus de la CDSN et des protéines régulant la 

desquamation, une partie des enzymes chargées de la transformation des lipides, 

telles que la stéroïde sulfatase, la beta-glucocérébrosidase, la sphingomyélinase et les 

phospholipases A2 sécrétées. A ce jour, on peut supposer que toutes les protéines 

extracellulaires dotées d’un peptide-signal transitent par les kératinosomes. 

Les transporteurs de la famille ABC (ATP-Binding Cassette) constituent une 

superfamille de protéines à plusieurs domaines transmembranaires, évolutivement 

très conservées, formant un canal qui permet le transport ATP-dépendant de 

biomolécules à travers les membranes. Les membres de la sous-famille ABCA 

participent au transfert de lipides à travers les membranes d’un compartiment à 

l’autre de la cellule (Kaminski et al. 2006), et participent probablement à 

l’accumulation des lipides dans les corps lamellaires. Ainsi, des mutations inactivant 

l’expression du transporteur ABCA12 (mutations non-sens et délétions) ont été 

identifiées chez patients atteints d’ichtyose arlequin (Lefevre et al. 2003; Kelsell et al. 

2005). L’ichtyose arlequin (OMIM #242500), génodermatose transmise sur le mode 

autosomique récessif, congénitale et généralement létale, est caractérisée par une 

hyperkératose, une compaction de la couche cornée, des fissures cutanées profondes, 

un ectropion et un eclabium. L’épiderme des individus atteints d’ichtyose arlequin 

présente des kératinosomes anormaux, dépourvus de contenu lamellaire (Dale et al. 

1990). Des analyses en immunomicroscopie électronique montrent que ABCA12 est 

exclusivement localisé à la membrane des kératinosomes (Akiyama et al. 2005). Des 

kératinocytes de patients, établis en culture et différenciés in vitro, présentent un 

défaut de sécrétion des glucosylcéramides, ce phénotype étant réversible par transfert 

du gène ABCA12 sauvage dans ces cellules. Des analyses en microscopie électronique 

montrent une accumulation des kératinosomes dans le cytosol près de la membrane 
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plasmique et des structures lamellaires perturbées. Des substitutions d’acides aminés 

dans la protéine sont quant à elles associées à l’ichtyose lamellaire de type II (OMIM 

#601277), pathologie hétérogène transmise sur le mode autosomique récessif. Ces 

travaux suggèrent ainsi un rôle direct pour ABCA12 dans la sécrétion des lipides 

(transfert des lipides vers les kératinosomes et/ou extrusion), à rapprocher de la 

fonction du gène ABCA3 dans la sécrétion du surfactant pulmonaire (principalement 

de la dipalmitoylphosphatidylcholine) via les corps lamellaires des pneumocytes de 

type II (Shulenin et al. 2004). 

– Le sulfate de cholestérol

Le cholestérol sécrété par les kératinosomes provient de la synthèse de novo

dans les couches vivantes de l’épiderme. Une petite proportion est transformée dans 

les couches suprabasales en sulfate de cholestérol par la cholestérol sulfotransférase 

SULT2B1. Ce sulfate de cholestérol stimule la différenciation kératinocytaire par 

activation des PKC (Protein Kinase C) et par régulation transcriptionnelle de 

l’involucrine et de la transglutaminase 1 via l’induction de complexes AP-1 contenant 

Fra1, Fra2 et JunD (Hanley et al. 2001). Le sulfate de cholestérol est également un 

inhibiteur de serine protéases et retarde la desquamation chez la souris (Sato et al. 

1998). Dans la couche cornée, le sulfate de cholestérol est progressivement converti 

en cholestérol par la stéroïde sulfatase (STS, aussi connue sous le symbole ARSC1) 

(figure 37). Une déficience de cette enzyme est responsable d’une ichtyose récessive 

Figure 37. Cycle du sulfate de cholestérol dans l’épiderme normal (Elias et al. 
2004).



76

liée à l’X (OMIM +308100) par accumulation de son substrat, le sulfate de 

cholestérol, dans la couche cornée de l’épiderme, retardant la desquamation. Les 

malades présentent une activité réduite des serine protéases, et un retard dans la 

protéolyse des cornéodesmosomes (Elias et al. 2004). 

– Les céramides

Les céramides sont des sphingolipides formés d’un groupement sphingosine 

lié à un acide gras par une liaison amide. Dans la couche cornée, 9 espèces de 

céramides sont présentes et diffèrent entre elles par leur groupement sphingosine et 

par la longueur de leur chaîne carbonée. Parmi eux se distinguent 2 espèces d’�-

hydroxycéramides à très longue chaîne (30-32 C) qui traversent les deux hémi-

couches de la membrane plasmique et sont liées aux protéines de l’enveloppe cornée 

au moment de sa formation, en particulier l’involucrine, sous l’action de la 

transglutaminase 1 (Nemes et al. 1999). Cette couche de céramides fixés de façon 

covalente autour de l’enveloppe cornée pourrait servir de matrice pour l’orientation 

des lamellae lipidiques (Swartzendruber et al. 1989). 

Il existe 2 voies principales de synthèse des céramides, par synthèse de novo

par la condensation de serine et de palmitoyl-CoA par la serinepalmitoyltransférase 

et la céramide synthase (Choi and Maibach 2005), et par dégradation du 

glucosylcéramide par la beta-glucocérébrosidase (GBA) (Hachem et al. 2005; 

Hachem et al. 2006) ou de la sphingomyéline par la sphingomyélinase (SMPD). 

– Les acides gras libres

Ils proviennent quasi-exclusivement du catabolisme des 

glycérophospholipides, constituants principaux de la membrane plasmique des 

cellules, par des phospholipases A2. Ces enzymes hydrolysent les liaisons ester des 

glycérophospholipides, libérant un lysophospholipide et un acide gras. Ainsi, les 

glycérophospholipides disparaissent progressivement et ne sont plus détectés qu’à 

l’état de traces au niveau de la couche cornée. L’application topique d’inhibiteurs des 

phospholipases A2 entraîne chez la souris une perturbation de la fonction barrière, 

restaurée par l’application d’acides gras libres (Mao-Qiang et al. 1995). Plusieurs 

phospholipases A2 sécrétées ont été identifiées dans l’épiderme mais seules sPLA2-

IB, -IIF, et –X sont spécifiques des kératinocytes granuleux. Leur fonction précise n’a 

pas encore été clairement établie (Haas et al. 2005). La protéine ABHD5/CGI-58, de 
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la famille des alpha/bêta-hydrolases, pourrait également être impliquée dans la 

production d’acides gras en servant de coactivateur des triglycéride lipases – pour 

revue (Yamaguchi and Osumi 2009). Des mutations dans ce gène sont associées au 

syndrome de Chanarin-Dorfman (OMIM #275630), caractérisé notamment par 

l’accumulation de gouttelettes lipidiques dans le cytoplasme de nombreux tissus 

(Lefevre et al. 2001; Caux et al. 2004; Ben Selma et al. 2007). Enfin, des mutations 

dans le gène FATP4, codant pour un transporteur d’acides gras, ont été récemment 

identifiées chez des patients atteint d’un syndrome associant ichtyose et prématurité 

(OMIM %608649) (Klar et al. 2009). 

De façon intéressante, en accord avec les données de la littérature sur le 

métabolisme lipidique des adipocytes et des hépatocytes, les récepteurs nucléaires / 

facteurs de transcription des familles PPAR (Peroxisome Proliferation Activation 

Receptor) et LXR (Liver X Receptor), exprimés dans l’épiderme, semblent capables 

de réguler plusieurs gènes impliqués dans la synthèse ou le transport des lipides 

requis pour la fonction barrière ; pour une revue récente, voir (Schmuth et al. 2008). 

Ainsi, le traitement topique par des activateurs des PPAR ou LXR induisent 

l’expression du transporteur ABCA12 (Jiang et al. 2008), de la cholestérol 

sulfotransférase SULT2B1 (Jiang et al. 2005), mais aussi accélère la sécrétion des 

kératinosomes et des phospholipases A2 contenues par ceux-ci (Fluhr et al. 2009). 

Toutefois, en plus du rôle crucial des différents lipides de la couche cornée (et 

des protéines impliquées dans leur synthèse et transport) pour l’établissement d’une 

barrière imperméable, il a également été mis en évidence ces dernières années un rôle 

des jonctions serrées localisées au niveau de la couche granuleuse. 

2.2.2.2.1.2. Jonctions serrées 

Egalement nommées zonula occludens, les jonctions serrées forment une 

ceinture d’adhérence autour du pôle apical des cellules épithéliales (figure 38A) et 

assurent l’étanchéité de certains épithéliums en empêchant la diffusion de molécules 

par la voie paracellulaire (certaines sont particulièrement étanches, notamment celles 

de l’endothélium vasculaire formant la barrière hémato-encéphalique). Plusieurs 

familles de protéines à quatre segments transmembranaires sont caractéristiques de 

ces jonctions, telles que les claudines (plus de 24 membres), l’occludine, et la 
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tricelluline (localisée uniquement aux points de contact entre trois cellules). Du côté 

cytosolique, plusieurs protéines adaptatrices assurent la liaison au cytosquelette 

d’actine : les protéines à domaine PDZ (interactions protéine-protéine) ZO(Zonula 

Occludens)-1, ZO-2 et ZO-3, MUPP1 (multi-PDZ Domain Protein-1), la cinguline, etc.

Enfin, de nombreuses protéines impliquées dans diverses voies de signalisation 

(protéines G, PKC...) sont également liées aux jonctions serrées. Une étude alliant 

protéomique et bioinformatique souligne ainsi la présence, avérée ou potentielle, de 

plus de 900 protéines différentes (Tang 2006). Les jonctions serrées jouent à la fois 

un rôle structurel, fonctionnel et signalisateur, divisant la membrane plasmique en 

plusieurs domaines (apical vs baso-latéral) de composition protéique et lipidique 

variable, et recrutant localement de nombreuses protéines de signalisation ayant 

notamment une fonction prépondérante dans le maintien de la polarité cellulaire. 

Contrairement aux épithéliums monocouches où leur fonction cruciale a été 

caractérisée depuis de nombreuses années, les jonctions serrées sont longtemps 

passées inaperçues au sein de l’épiderme, principalement parce que leur localisation 

est restreinte à quelques assises et leur observation peu aisée (Furuse et al. 2002) 

(figure 38B). Les jonctions serrées ne sont assemblées et fonctionnelles qu’à partir  

Figure 38. Structure des jonctions serrées. (A) Représentation schématique 
(http://www.ulysse.u-bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion/). (B) Coupe 
d’épiderme murin observée en microscopie électronique (Furuse et al. 2002). Les jonctions 
serrées sont visibles dans la couche granuleuse (SG), au pôle apical des kératinocytes. TJ : 
jonction serrée ; DS : desmosome.  

A BA B
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 des assises centrales de la couche granuleuse, même si certaines protéines sont 

exprimées plus précocement. Leur fonction dans la barrière épidermique a été mise 

en évidence dans des souris inactivées pour la claudine 1, celles-ci présentant un 

trouble important de la barrière épidermique et mourrant en quelques heures après 

la naissance (Furuse et al. 2002). Chez ces souris, la couche cornée apparaît épaissie 

et compacte en microscopie optique, mais de façon surprenante, possède une 

apparence normale en microscopie électronique. Par contre, les jonctions serrées ne 

sont pas fonctionnelles et ne bloquent pas la diffusion paracellulaire d’un marqueur 

(figure 39). De même, des souris surexprimant la claudine 6 murine sous dépendance 

du promoteur humain de l’involucrine (IVL-Cldn6) ont une désorganisation des 

jonctions serrées avec perte de la fonction barrière (Turksen and Troy 2002). Chez 

l’homme, des mutations du gène codant la claudine 1 ont été identifiées chez des 

patients souffrant du syndrome NISCH (Neonatal Ichthyosis-Sclerosing CHolangitis 

syndrome, également associé à une alopécie – OMIM #607626) (Hadj-Rabia et al. 

2004), touchant le foie, l’épiderme et ses annexes, sites majeurs d’expression de la 

claudine 1. L’importance des autres protéines des jonctions serrées pour la fonction 

barrière reste encore à déterminer, l’absence de changement dans l’organisation 

kératinocytaire ou dans la structure des jonctions serrées dans l’épiderme de souris 

déficientes en claudine 1 suggérant notamment une possible redondance (mais non 

compensation) avec les autres claudines présentes dans l’épiderme. Le profil 

d’expression de plusieurs d’entre elles a été déterminé : en immunofluorescence 

indirecte, les claudines 1 et 7, JAM1 et MUPP1 sont détectées sur des coupes de peau 

Figure 39. Diffusion 
paracellulaire d’un 
marqueur (Furuse et al. 
2002). Dans un épiderme de 
souris sauvage, la diffusion du 
marqueur est arrêtée au 
niveau de la couche 
granuleuse par la présence 
des jonctions serrées 
(marquage occludine). Dans 
l’épiderme de souris 
inactivées pour la claudine 1, 
le marqueur diffuse jusqu’à la 
couche cornée. 
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humaine dans toutes les couches vivantes de l’épiderme, alors que ZO1 et la claudine 

4 sont majoritairement exprimés dans la couche granuleuse, et l’occludine et la 

cinguline sont présentes exclusivement dans les dernières cellules vivantes – pour 

revue (Brandner 2008) (figure 40). L’expression de la tricelluline n’a pas été 

caractérisée sur coupe de peau, toutefois son expression est détectable dans des 

cultures de kératinocytes dès le début de la stratification (cellules post-confluentes), 

suggérant que la protéine pourrait être présente dans toutes les couches suprabasales 

de l’épiderme à l’intersection de trois cellules (Schluter et al. 2007). 

Figure 40. Expression épidermique des protéines des jonctions serrées (d’après 
Brandner 2008). * Localisation variable selon isoformes. ** localisation membranaire et 
cytoplasmique. Ms (add) Spécifiques de l’épiderme murin. 

Ainsi, il apparaît qu’une double barrière, à la fois lipidique et protéique, est 

requise pour garantir l’imperméabilité de l’épiderme. Toutefois, il ne s’agit que d’un 

aspect de la fonction barrière, la résistance de l’épiderme aux fortes contraintes 

mécaniques auxquelles il est soumis étant également un prérequis pour qu’il assure 

sa fonction. 
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2.2.2.2.2. Résistance mécanique 

La résistance de la couche cornée fait intervenir trois éléments en continuité 

physique : la matrice fibreuse composant l’intérieur des cornéocytes, l’enveloppe 

cornée qui forme une sorte de coque autour de cette matrice et remplace la 

membrane plasmique, et enfin les cornéodesmosomes liant entre eux les cornéocytes 

et assurant leur cohésion. 

2.2.2.2.2.1. Matrice fibreuse 

La compaction des filaments intermédiaires de kératines dans les cornéocytes 

par la filaggrine est vraisemblablement responsable de l’aplatissement de ces cellules. 

Le cytoplasme est remplacé par une matrice fibreuse essentiellement formée de 

kératines agrégées. Les filaments intermédiaires (FI) de kératines sont une 

composante essentielle du cytosquelette épidermique, permettant la cohésion de ce 

tissu grâce notamment à leur connexion intercellulaire par l’intermédiaire des 

desmosomes, et à la lame basale par l’intermédiaire des hémidesmosomes. 

Une nouvelle nomenclature a été proposée par plusieurs scientifiques faisant 

référence dans ce domaine (Schweizer et al. 2006). Les gènes codant pour les 

Figure 41. Assemblage des filaments intermédiaires de kératines
(http://www.humans.be/bio cell cytosquelette.html).
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kératines classiques sont désignés KRT1-24 et les protéines correspondantes K1-24. 

Elles sont classées en deux groupes, I (acide, K9 à K23) ou II (basique, K1 à K8). Les 

kératines acides sont codées par des gènes situés dans un même locus en 17q12, alors 

que les gènes codant pour les kératines basiques sont situés en 12q13 (Lessin et al. 

1988). Toutes les kératines partagent une même organisation structurale avec une 

partie centrale, constituée d’hélices � reliées par des domaines de liaison, entourée de 

deux domaines globulaires terminaux. Les kératines s’assemblent en hétérodimères 

constitués d’une kératine basique et d’une kératine acide puis en tétramères qui 

forment l’unité de base des protofilaments de 3 nm (figure 41). Huit protofilaments 

forment finalement le filament intermédiaire de 10 nm de diamètre (Fuchs and 

Weber 1994). 

Dès la première assise de la couche épineuse, les kératinocytes expriment le 

couple de kératines K1 et K10 qui remplace le réseau préexistant K5 - K14, spécifique 

des kératinocytes basaux. K2 (anciennement KRT2A ou KRT2e) est détectée dans les 

couches suprabasales de l’épiderme, à partir de la troisième ou quatrième assise 

cellulaire. Des disparités sont à noter dans l’expression des kératines selon les 

territoires anatomiques : ainsi, K2 est moins présente au niveau des seins, aisselles et 

verge (Collin et al. 1992), tandis que K9, une kératine très homologue à K10, est 

exprimée de façon spécifique dans les couches suprabasales de l’épiderme 

palmoplantaire (Langbein et al. 1993). 

De nombreuses génodermatoses sont causées par des mutations des kératines 

épidermiques, qui ont pour la plupart un effet dominant négatif. Les phénotypes sont 

plus ou moins sévères selon la couche épidermique au niveau de laquelle sont 

exprimées les kératines touchées, et selon la position de la mutation sur la protéine 

(Cheng et al. 1992). Par exemple, une anomalie au niveau des régions globulaires de 

K5 ou K14 entraîne un grave défaut de cohésion entre les kératinocytes basaux 

conduisant à la rupture de ces cellules et à la formation de bulles profondes 

(épidermolyse bulleuse simple (EBS) de type Dowling-Meara, OMIM #131760). Des 

mutations dans les même régions globulaires des kératines suprabasales K1 ou K10 

sont responsables d’une hyperkératose épidermolytique avec rupture au niveau des 

kératinocytes épineux, dermatose moins sévère (Cheng et al. 1992), ou encore de 

kératodermies palmoplantaires (Kimonis et al. 1994) ou d’ichtyose hystrix de Curth-

Macklin (Sprecher et al. 2001), tandis que des mutations dans le domaine hélicoïdal 

conduisent à une érythrodermie ichtyosiforme congénitale bulleuse (McLean et al. 
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1994a). Des mutations de KRT2 sont responsables de l’ichtyose bulleuse de Siemens 

(McLean et al. 1994b), transmise sur le mode dominant, et caractérisée par une 

hyperkératose et la formation spontanée de bulles superficielles (OMIM #146800). 

Enfin, des mutations dans le gène KRT9 sont responsables de kératodermies 

palmoplantaires épidermolytiques (OMIM #144200). 

La profilaggrine, contenue 

dans les granules de 

kératohyaline (granules F) 

caractéristiques du kératinocyte 

granuleux, appartient à la famille 

des IFAP (Intermediate Filament 

Associated Protein). Son gène est 

localisé chez l’homme dans le 

complexe de différenciation 

épidermique en 1q21. Elle est 

d’abord produite sous la forme 

d’un précurseur insoluble de 400 

kDa environ, phosphorylé, formé 

d’un domaine amino-terminal de 

293 aa, d’une sous-unité 

tronquée de 173 aa suivie de 10 à 

12 sous-unités homologues de 

324 aa et enfin d’un domaine 

carboxy-terminal de 157 aa 

(Presland et al. 1992). Lors de la 

cornification, la profilaggrine est 

déphosphorylée puis clivée en 

unités de filaggrine (figure 42) 

(Gan et al. 1990). La ou les protéases impliquées dans le clivage entre les monomères 

n’ont à ce jour pas été formellement identifiées, bien que la matriptase (List et al. 

2003; Alef et al. 2009) et la caspase 14 (Denecker et al. 2007) puissent être 

impliquées dans une partie du processus. Les monomères de filaggrine libérés 

agrègent les filaments intermédiaires en macrofibrilles qui formeront la matrice 

fibreuse dense intracornéocytaire (Steinert et al. 1981). Finalement, la filaggrine est 

Figure 42. Métabolisme de la profilaggrine
(Simon, Méchin et al. 2001).
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désiminée dans la couche cornée par des peptidyl-arginine désiminases (PADI) qui 

catalysent la conversion des résidus arginyl en résidus citrullyl (Nachat et al. 2005) ; 

la protéine perd son affinité pour les filaments intermédiaires de kératines et est 

dégradée en acides aminés libres qui participent à la formation du facteur naturel 

d’hydratation (Scott et al. 1982), possiblement sous l’action de deux protéases, la 

bléomycine hydrolase et la calpaine-I (Kamata et al. 2009). 

L’implication de la profilaggrine dans la physiopathologie de l’ichtyose 

vulgaire a été longtemps soupçonnée, en particulier en raison de l’absence de 

granules de kératohyaline dans cette pathologie (Sybert et al. 1985), mais ce n’est que 

récemment que des mutations du gène ont été identifiées dans 15 familles de patients 

(Smith et al. 2006). La longueur de la séquence codante (presque 12kb) ainsi que la 

présence de répétitions ont sans doute été responsable du retard pris dans le 

séquençage de ce gène chez les malades. Il n’existe d’ailleurs aucun ARNm complet 

dans les banques de données. Les deux principales mutations entrainant une perte de 

fonction, R501X ou 2282del4, sont retrouvées chez 9% de la population européenne, 

et constituent en outre un facteur de risque majeur, à l’état hétérozygote, pour la 

dermatite atopique (mutations semidominantes) (Palmer et al. 2006) ; pour une 

revue récente, voir (McGrath 2008). 

Enfin, il faut noter que des molécules de kératines suprabasales K1, K2 et 

K10, ainsi que de filaggrine (Simon et al. 1996), sont liées à l’enveloppe cornée sous 

l’action des transglutaminases, enzymes qui catalysent la formation de liaisons 

covalentes, comme le montre la digestion protéolytique d’enveloppes cornées 

purifiées à partir d’épiderme humain et le séquençage des peptides obtenus (Steinert 

and Marekov 1995). 

2.2.2.2.2.2. Enveloppe cornée 

L’enveloppe cornée est une structure protéique remplaçant la membrane 

plasmique et formant une coque qui emprisonne la matrice fibreuse. Cette structure 

est insoluble en présence de détergents et / ou d’agents réducteurs, dans la mesure où 

les protéines qui la constituent sont liées entre elles par des liaisons covalentes, 

autres que des ponts disulfure (Rice and Green 1977). L’assemblage de l’enveloppe 

cornée, qui remplace la membrane plasmique, se déroule de façon séquentielle par 

incorporation successive de précurseurs de deux sortes : des protéines de la plaque 

desmosomale, mais aussi des protéines qui viennent se positionner sous la 

membrane plasmique au fur et à mesure de leur synthèse dans le cytoplasme (figure 
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43). Les protéines de la plaque desmosomale, notamment la périplakine et 

l’envoplakine, servent d’échafaudage avec l’involucrine, avant que les autres 

précurseurs ne soient incorporés. Ces précurseurs sont liés entre eux par une famille 

d’enzymes calcium-dépendantes, les transglutaminases, dont les isoformes Tgm1, 3 et 

5 sont exprimées dans l’épiderme. 

Figure 43. Etapes de l’assemblage de l’enveloppe cornée (Candi et al. 2005). 

La plaque desmosomale, dont les constituants sont inclus dans l’enveloppe 

cornée sous l’action des transglutaminases, comporte des membres de la famille des 

plakines (desmoplakine, périplakine, envoplakine, épiplakine) ainsi que des protéines 

à domaine armadillo (plakoglobine et plakophilines). Deux protéines, la périphiline 

(Kazerounian and Aho 2003) et la kazrine (Groot et al. 2004), sont également 

associées à la périplakine dans la couche granuleuse, la kazrine jouant de plus un rôle 

dans le contrôle de la différenciation via la régulation de l’activité de Rho (Sevilla et 

al. 2008). Plusieurs des protéines de la plaque ont été montrées comme pouvant être 

impliquées dans diverses maladies génétiques caractérisées par des cardiomyopathies 

et/ou des anomalies au niveau de l’épiderme et de ses annexes (figure 44), mettant en 

évidence leur rôle dans la résistance mécanique des tissus soumis à de fortes 

contraintes. C’est notamment le cas de la desmoplakine, dont différentes mutations 
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sont à l’origine de kératodermies 

palmoplantaires striées de type II, une 

maladie autosomique dominante due à 

une haploinsuffisance ; d’autres 

mutations sont responsables de 

fragilités épidermiques (pouvant aller 

jusqu’à une épidermolyse bulleuse 

acantholytique létale à la naissance) ou 

de kératodermies généralisées, 

d’anomalies du follicule pileux et de 

cardiomyopathies (OMIM +125647). 

Toutefois, en raison d’une certaine 

redondance fonctionnelle, 

l’importance de certaines protéines de 

la famille des plakines dans 

l’établissement de la fonction barrière 

reste très difficile à établir. Ainsi, des 

souris dont le gène de l’envoplakine 

(Maatta et al. 2001), de la périplakine 

(Aho et al. 2004) ou de l’épiplakine (Spazierer et al. 2006) ont été inactivés 

séparément ne présentent aucun trouble de la fonction barrière. De plus, une 

inactivation simultanée de l’involucrine (précurseur de l’enveloppe cornée), de 

l’envoplakine et de la périplakine ne provoque qu’un retard dans la mise en place de 

la fonction barrière au cours de l’embryogenèse, accompagné d’une simple anomalie 

de la desquamation conduisant à une hyperkératose (Sevilla et al. 2007). 

En complément de ces protéines de la famille des plakines, l’involucrine 

participe également au premier échafaudage à l’origine de l’enveloppe cornée. Le 

gène IVL , situé au sein de l’EDC, code chez l’homme pour une protéine de 585 acides 

aminés composée de courtes répétitions en tandem (39 répétitions de 10 acides 

aminés) (Eckert and Green 1986). Exprimée précocement, dès la couche épineuse, 

l’involucrine est incorporée à l’enveloppe cornée comme le montrent des marquages 

en immunomicroscopie électronique d’enveloppes cornées et le séquençage de 

peptides obtenus après protéolyse de ces enveloppes (Steinert and Marekov 1997). Sa 

localisation sous-membranaire lui permet d’être attachée de façon covalente aux 

Figure 44. Protéines du (cornéo-) 
desmosome impliquées dans des  
maladies humaines  
(Lai-Cheong et al. 2007)
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hydroxycéramides qui vont progressivement remplacer la membrane plasmique 

(Nemes et al. 1999). De manière surprenante, des souris invalidées pour le gène de 

l’involucrine ne développent aucun phénotype particulier, l’épiderme et les follicules 

pileux étant histologiquement normaux (Djian et al. 2000). Elles ne présentent pas 

non plus de différences avec des souris sauvages au cours de la cicatrisation. Enfin, 

les enveloppes cornées sont morphologiquement identiques à celles de souris 

sauvages. Cette étude n’a pas montré de mécanisme de compensation par 

surexpression d’autres protéines de l’enveloppe cornée, néanmoins, seules la loricrine 

et SPRR1 ont été analysées à cet égard. L’expression de l’involucrine a été étudiée 

depuis de nombreuses années comme modèle de régulation génique lors de la 

différenciation kératinocytaire (pour une revue voir (Eckert et al. 2004)). Deux 

séquences promotrices ont été identifiées : un promoteur distal (-2500) et un 

promoteur proximal (Welter et al. 1995; Crish et al. 2006). Le promoteur distal est 

capable de lier les facteurs de transcription AP1 et Sp1, le promoteur proximal lie 

C/EBP et AP1. L’activation de ce gène est sous la dépendance de la voie des MAPK 

(Mitogen-Activated Protein Kinases) et des PKC. Le promoteur humain de 

l’involucrine est également très utilisé pour diriger l’expression d’un transgène dans 

les kératinocytes suprabasaux de modèles in vitro ou in vivo, y compris chez la souris 

(Carroll et al. 1993; Crish et al. 1993). De telles constructions ont notamment été 

employées pour réaliser des expressions ectopiques ou surexpressions de plusieurs 

intégrines (Carroll et al. 1995), du gène nude / foxn1 (Prowse et al. 1999), de la 

claudine 6 (Turksen and Troy 2002), de la desmogléine 3 (Merritt et al. 2002) et de la 

connexine 26 (Djalilian et al. 2006).

Après les plakines et l’involucrine, d’autres protéines de structure sont 

intégrées à l’enveloppe cornée, notamment la loricrine, les SPRR (Small PRoline-Rich 

proteins) et les LCE (Late Cornified Envelope).  

Le gène LOR codant pour la loricrine est lui aussi situé au sein de l’EDC. La 

loricrine est spécifiquement détectée dans la couche granuleuse de l’épiderme et à la 

périphérie des cornéocytes (Mehrel et al. 1990). La comparaison de sa séquence et de 

la composition des enveloppes cornées suggère qu’elle constitue au moins 70% de 

leur masse protéique (Hohl et al. 1991; Steinert and Marekov 1997). La loricrine est 

exprimée tardivement dans les kératinocytes granuleux au sein de « L-granules », 

plus petits et de forme plus régulière que les « F-granules » de filaggrine (Steven et al. 

1990). Très riche en glycine (47% chez l’homme, et plus de 55% chez la souris),
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la protéine bien qu’insoluble est 

supposée extrêmement flexible. 

Selon le modèle de Peter Steinert 

(Steinert et al. 1991), les acides 

aminés aromatiques ou 

aliphatiques dispersés parmi des 

régions riches en glycine et serine 

pourraient interagir entre eux et 

permettre la formation de « 

boucles glycine » (figure 45), 

l’ensemble étant éventuellement 

stabilisé par des ponts disulfures. 

Deux génodermatoses 

autosomiques dominantes ont été associées à des mutations de la loricrine, une forme 

mutilante du syndrome de Vohwinkel (Maestrini et al. 1996) (OMIM #604117) et 

l’érythrokératodermie progressive symétrique (PSEK, OMIM #602036) (Ishida-

Yamamoto et al. 1997). Ces pathologies sont caractérisées par une kératodermie 

palmoplantaire assortie d’un pseudo-aïnhum (constriction circonférentielle des 

phalanges pouvant aboutir à leur amputation). Des souris invalidées pour le gène de 

la loricrine présentent un retard dans la formation de la barrière épidermique à la fin 

de la vie embryonnaire, une érythrodermie congénitale et une couche cornée 

fragilisée (Koch et al. 2000). Néanmoins, ce phénotype disparaît au bout de 4 à 5 

jours. La surexpression d’autres protéines de l’enveloppe cornée, telles que SPRR2D, 

SPRR2H et la répétine pourrait témoigner de la mise en place d’un mécanisme de 

compensation. Produites par la même équipe, des souris transgéniques exprimant 

une forme mutée de la loricrine proche de celle associée au variant mutilant du 

syndrome de Vohwinkel et la PSEK  présentent un phénotype proche de celui des 

patients, avec une ichtyose, un défaut de barrière et des constrictions au niveau de la 

queue (Stern et al. 2006). La sévérité du phénotype est directement corrélée au taux 

d’expression du transgène. Néanmoins, la loricrine mutée n’interagit pas avec la 

protéine sauvage et n’est pas incorporée à l’enveloppe cornée mais accumulée dans 

les noyaux parakératosiques. La forme mutée n’agirait pas comme dominant négatif, 

mais par un gain de fonction consécutif à l’apparition d’un signal de localisation 

nucléaire fonctionnel. Une autre étude montre que les mutations caractéristiques de 

Figure 45. Modèle des « boucles glycine » 
pour la loricrine (Steinert et al. 1991). 
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ces pathologies (insertion d’un nucléotide en position 662, 709 ou 730) entraînent 

aussi chez l’homme un décalage du cadre de lecture et l’apparition d’un signal de 

localisation nucléaire (Ishida-Yamamoto 2003). Il est proposé que la forme de 

loricrine mutée interfère indirectement dans la cornification en empêchant la lyse 

nucléaire, et/ou en perturbant les fonctions nucléaires requises lors de la 

différenciation. Cette même étude propose de regrouper la forme variante mutilante 

du syndrome de Vohwinkel et l’érythrokératodermie progressive symétrique sous le 

terme de kératodermie impliquant la loricrine (LK, « Loricrin Keratoderma »). Le 

mécanisme par lequel se forment les constrictions conduisant à des mutilations reste 

encore totalement incompris. 

Figure 46. Organisation des protéines SPRR (Cabral et al. 2001b). 

Les membres de la famille des SPRR se répartissent en quatre familles, 

initialement définies en fonction de leur homologie de séquence : SPRR1 (deux 

membres, SPRR1A et SPRR1B), SPRR2 (six membres chez l’homme, SPRR2A-2G, 

SPRR2C étant un pseudogène), SPRR3 (un seul membre) (Gibbs et al. 1993), et 

SPRR4 (un seul membre) (Cabral et al. 2001a). Ces petites protéines (6 à 25 kDa) 

composées de courtes répétitions sont classées en 2 types selon l’homologie de leurs 

domaines terminaux et le nombre d’acides aminés de leurs répétitions (figure 46). 

Les SPRR de type I comprennent des répétitions de 8 aa : 6 pour SPRR1, 16 pour 

SPRR3 et 4 pour SPRR4, et les SPRR de type II comprennent 3 répétitions de 9 aa 

(SPRR2A-G) (Cabral et al. 2001b). Cette étude a également montré que les SPRR2G 

et SPRR4 sont préférentiellement exprimés dans le kératinocyte granuleux, alors que 

les autres membres sont aussi détectés dans d’autres épithéliums stratifiés. SPRR3 

n’est pas détecté dans l’épiderme sain mais seulement dans l’oesophage et le col 

utérin. Dans des kératinocytes primaires en culture, tous les membres, hormis 

SPRR2F, voient leur expression induite par le calcium. Ces gènes présentent en outre 

des réponses différentes à l’irradiation aux UV : SPRR4 et SPRR2G, les plus 
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spécifiques de l’épiderme, sont aussi les seuls à être fortement induits après 

irradiation aux UVC in vitro. Ainsi on constate que le patron d’expression des 

membres du groupe n’est pas corrélé avec leur type ou leur classe. La diversification 

de la régulation semble dans ce cas plus importante que la diversification de 

l’organisation structurale. 

La famille des LCE (Late 

Cornified Envelope proteins) regroupe 

17 gènes anciennement nommés SPRL 

(Small Proline Rich-like proteins), 

LEP (Late Envelope Proteins) ou 

encore xp (skin specific proteins). 

D’expression très tardive dans les 

kératinocytes granuleux, ils sont 

parmi les derniers constituants à être 

incorporés à l’enveloppe cornée. Les 

transcrits correspondants sont 

généralement constitués de 2 exons, et 

codent pour des protéines de 100 

acides aminés en moyenne. 

Contrairement aux protéines SPRR, les 17 protéines LCE ne comprennent pas de 

répétitions en tandem identifiables. Elles s’en distinguent aussi par leur contenu 

élevé en serine, glycine et cystéine. Leur nombre pose la question de la redondance de 

leur fonction. La comparaison de leur séquence en acides aminés et leur localisation 

génomique a permis d’établir une classification en 3 familles (LCE1, LCE2, LCE3) et 2 

gènes isolés (LCE4A et LCE5A) (Jackson et al. 2005). L’expression de ces gènes chez 

l’homme a été étudiée par PCR quantitative en temps réel dans différents épithéliums 

pluristratifiés. Les familles 1 et 2 sont les LCE que l’épiderme exprime 

majoritairement, en particulier LCE1C et dans une moindre mesure LCE2A et LCE2B. 

Les gènes de la famille LCE3 sont exprimés dans les épithéliums stratifiés non 

cornifiés tels que l’oesophage et la langue. Les gènes LCE4A et LCE5A sont très 

faiblement exprimés dans les tissus et conditions testés dans l’étude. D’autre part, 

seule l’expression des gènes de la famille LCE2 est inductible par le calcium. Enfin, 

les gènes LCE1 sont surexprimés lors de l’exposition des kératinocytes aux UVB. 

LCE5A LEP18, SPRL5A 118 aa 
C1orf42 NICE-1 99 aa 
LCE3E LEP17 92 aa 

LCE3D
LEP16; SPRL6A; 
SPRL6B 92 aa 

LCE3C LEP15; SPRL3A 94 aa 
LCE3B LEP14 95 aa 
LCE3A LEP13 89 aa 
C1orf46 xp33 -
LCE2D LEP12; SPRL1A 110 aa 
LCE2C LEP11 110 aa 
LCE2B xp5; LEP10; SPRL1B 110 aa 
LCE2A LEP9 106 aa 
LCE4A LEP8; SPRL4A 99 aa 
C1orf68 xp32; LEP7 250 aa 
C1orf45 hKPRP 579 aa 
LCE1F LEP6 118 aa 
LCE1E LEP5 118 aa 
LCE1D LEP4 114 aa 
LCE1C LEP3 118 aa 
LCE1B LEP2; SPRL2A 118 aa 
LCE1A LEP1 110 aa 



91

Les transglutaminases, directement 

responsables de la réticulation précoce des protéines 

d’assemblage et de la consolidation avec les protéines 

de structure plus tardives, jouent évidemment un rôle 

crucial dans la cornification. Ces enzymes, produites 

sous forme de zymogènes, sont maturées par des 

protéases encore peu caractérisées, et deviennent 

probablement actives sous l’effet de l’augmentation 

du calcium intracellulaire. Ces enzymes catalysent la formation d’une liaison 

covalente entre le groupement gamma-carboxamide de la chaîne latérale d’un résidu 

glutamine et le groupement epsilon-amino de la chaîne latérale d’un résidu lysine (EC 

2.3.2.13). Bien que les différentes isoformes de transglutamisases présentes dans 

l’épiderme (TGM1, 3 et 5) aient la même activité catalytique, leur redondance n’est 

qu’apparente.

La TGM1 est une isoforme liée à la face cytosolique de la membrane plasmique 

par un acide gras et interviendrait, conjointement avec la TGM5, sur l’assemblage 

précoce de l’enveloppe cornée en liant entre elles les plakines (essentiellement 

envoplakine et périplakine) et l’involucrine, selon le modèle proposé par Peter 

Steinert (figure 45). La TGM1 est également responsable de la liaison sur la face 

externe de l’enveloppe cornée des céramides à très longues chaînes d’acides gras, les 

�-hydroxycéramides (cf. paragraphe 2.2.2.2.1.1) (Nemes et al. 1999). Chez l’homme, 

des mutations du gène TGM1 sont responsables d’une génodermatose récessive 

grave, l’ichtyose lamellaire de type 1 (MIM #242300). Le phénotype de bébé 

collodion à la naissance, parfois associé à un ectropion et/ou eclabium, conduit 

généralement à une mort néonatale. L’épiderme est hyperkératosique, le profil de 

céramides altéré, et l’augmentation des pertes hydriques transcutanées témoigne 

d’un trouble de la barrière. Comme attendu, des souris invalidées pour ce gène 

présentent un trouble majeur de la barrière épidermique et meurent quelques heures 

après la naissance (Matsuki et al. 1998). Les granules de kératohyaline s’accumulent 

dans le cytoplasme des kératinocytes granuleux, et on observe en microscopie 

électronique un défaut de formation de l’enveloppe cornée et une anomalie 

ultrastructurale des lipides intercornéocytaires (Kuramoto et al. 2002). Ces 

arguments convergent vers un rôle indispensable de TGM1 dans l’attachement des 

Transglutaminase + Ca2+Transglutaminase + Ca2+
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protéines servant d’échafaudage pour la mise en place de l’enveloppe cornée et la 

fonction barrière. 

Les TGM3 et 5 sont quant à elles cytosoliques et interviendraient dans la 

consolidation de cette première structure via l’intégration de la LOR, des SPRR et des 

LCE. L’inactivation de la TGM3 chez la souris provoque une létalité embryonnaire 

très précoce (Leonard M. Milstone, résultats non publiés), ce qui pourrait expliquer 

qu’il n’existe chez l’homme aucune pathologie associée à des mutations de ce gène. La 

TGM5 a quant à elle été récemment associée à un syndrome de peau déciduale acrale 

(noninflammatory acral peeling skin syndrome, OMIM #609796) (Cassidy et al. 

2005; Kharfi et al. 2009). Cette pathologie est caractérisée par un détachement 

indolore de lambeaux de couche cornée successif à la formation de bulles à la 

transition couche granuleuse / couche cornée. 

En plus de l’importance majeure des constituants de l’enveloppe cornée, ceux 

du cornéodesmosome assurant la forte cohésion entre les cornéocytes sont également 

requis pour la fonction barrière. 

2.2.2.2.2.3. Cornéodesmosomes

Le cornéodesmosome, en tant que structure dérivant directement des 

desmosomes des couches vivantes de l’épiderme, est composé des mêmes protéines, à 

savoir, pour la partie extracellulaire assurant la liaison entre les cornéocytes, des 

cadhérines desmosomales (Desmocolline 1, Desmogléine 1 et 4), auxquelles s’ajoute 

la cornéodesmosine, protéine sécrétée par le kératinocyte granuleux et retrouvée au 

niveau du cœur desmosomal avant la cornification. 

Figure 47. Organisation génomique des cadhérines desmosomales chez 
l’homme sur le locus 18q12.1 (Kljuic et al. 2003). 

Les cadhérines desmosomales, protéines transmembranaires Ca2+-

dépendantes assurant la jonction intercellulaire des desmosomes, se divisent en deux 

familles, les desmocollines (DSC1, DSC2 et DSC3) et les desmogléines (DSG1, DSG2, 

DSG3 et DSG4) organisées en locus sur le chromosome 18 (figure 47). Le niveau 

d’expression de ces protéines est lié au stade de différenciation kératinocytaire (figure 

48). L’expression de DSG2 et DSC2 est restreinte à la couche basale, DSG3 et DSC3 
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sont présentes dans tout l’épiderme avec un fort gradient vers la couche basale, alors 

que DSC1 et DSG1 sont au contraire fortement exprimées dans les couches 

suprabasales. La desmogléine 4, plus récemment identifiée (Kljuic et al. 2003), est 

exprimée dans la couche granuleuse de l’épiderme interfolliculaire et dans le follicule 

pileux (matrice, cellules 

corticales et gaine épithéliale 

interne) (Bazzi et al. 2006). Elle 

est la seule desmogléine présente 

dans la cuticule de la tige pilaire.

Le mode d’interaction 

entre les cadhérines 

desmosomales, homophile ou 

hétérophile, reste encore 

incertain. Une étude de 

l’association entre les domaines 

extracellulaires de DSC2 et DSG2 

par la technique du Biacore 

(résonnance plasmonique de 

surface) montre qu’en présence 

de Ca2+, DSC2 et DSG2 

interagissent préférentiellement 

en hétérodimères, et seule DSC2 

est capable de former des 

homodimères (Syed et al. 2002). Les auteurs proposent que desmocollines et 

Figure 48. Profil d’expression des composants des 
desmosomes de l’épiderme (Kottke et al. 2006). 

Figure 49. Desmosome de l’épiderme en 
microscopie électronique et représentation 
schématique correspondante (Kottke et al. 
2006).
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desmogléines pourraient s’associer de façon hétérophile entre 2 cellules adjacentes et 

formeraient des dimères latéraux (figure 49). De plus, si la fonction de ces protéines 

transmembranaires met en jeu des interactions entre cellules adjacentes (donc en 

trans), certaines données tendent à montrer que dans de nombreux tissus (dont 

l’épiderme), leur association est renforcée par des interactions en cis, définissant 

ainsi un état d’hyper-adhérence des desmosomes qui deviennent calcium-

indépendants (Garrod et al. 2005; Al-Amoudi et al. 2007). Le passage de l’état 

« renforcé » à l’état « normal » semble dépendant de l’action de la PKC� sur les 

protéines de la plaque desmosomale et pourrait jouer un rôle dans la régulation de 

l’adhérence, notamment au cours de la cicatrisation. 

Des souris inactivées pour Dsc1 présentent un défaut de barrière associé à une 

acantholyse (Chidgey et al. 2001). Toutefois, la morphologie des desmosomes dans 

les couches suprabasales est normale comme montré en microscopie électronique, ce 

qui suggère que la perte de Dsc1, seule desmocolline exprimée dans ces cellules, est 

partiellement compensée par la formation de liaisons homophiles entre 

desmogléines. Les auteurs n’ont pu mettre en évidence la surexpression d’autres 

cadhérines desmosomales, toutefois la Dsg4 n’avait pas encore été identifiée au 

moment de cette étude. Chez l’homme, des mutations de la DSG1 sont associées à une 

kératodermie palmoplantaire de type I, peu sévère (OMIM #148700). Des mutations 

dans le gène DSG4 ont été identifiées chez des patients présentant une hypotrichose 

transmise sur le mode récessif (OMIM #607903), et sont responsables de phénotypes 

similaires chez le rat et la souris (Bazzi et al. 2005). L’absence de phénotype 

épidermique suggère une compensation de la perte de Dsg4, peut-être liée à la 

présence de Dsg1 dans les mêmes couches. 

 Lors de la transition entre couche granuleuse et couche cornée, les 

desmosomes changent de morphologie : la plaque est incorporée à l’enveloppe cornée 

jusqu’à devenir invisible en microscopie électronique et le cœur extracellulaire se 

densifie. La production au laboratoire d’anticorps monoclonaux de souris 

immunisées avec des extraits de couche cornée a conduit à l’identification de la 

cornéodesmosine (CDSN) (Serre et al. 1991; Guerrin et al. 1998). Détectée dans la 

couche granuleuse où elle est sécrétée via les kératinosomes, la CDSN est localisée au 

niveau de la partie extracellulaire des desmosomes, au sein desquels elle a 

vraisemblablement un rôle d’adhérence homophile (Jonca et al. 2002). Sa protéolyse 

dans la partie supérieure de la couche cornée joue un rôle fondamental lors de la 
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desquamation (Simon et al. 2001). Récemment, une équipe japonaise a réalisé un KO 

constitutif du gène Cdsn chez la souris (Matsumoto et al. 2008). Les souris 

homozygotes ne survivent que quelques heures après la naissance et ne possèdent pas 

de fonction barrière efficace, prouvant ainsi le rôle essentiel de la cornéodesmosine. 

Chez l’homme, des mutations non-sens du gène CDSN sont responsables de 

l’Hypotrichose simple du cuir chevelu (HSS, OMIM 146520), génotrichose 

autosomique dominante caractérisée par la perte progressive et exclusive des 

cheveux, tous les autres poils du corps étant préservés (Levy-Nissenbaum et al. 

2003). Ces mutations induisent la production de formes tronquées de CDSN, 

correspondant globalement au domaine NH2-terminal de la protéine qui contient un 

des domaines riches en boucles glycine. Ces formes tronquées sont retrouvées sous 

forme d’agrégats dans le derme superficiel du cuir chevelu des patients et à la 

périphérie des follicules pileux résiduels. L’absence de phénotype observable pour les 

souris hétérozygotes Cdsn +/- (Matsumoto et al. 2008) suggère fortement que le 

caractère dominant de l’HSS est dû à un gain de fonction de la forme tronquée et non 

à une haploinsuffisance. 

Enfin, le gène CDSN est localisé dans le locus PSORS1 en 6p21.3, locus majeur 

de susceptibilité au Psoriasis familial (OMIM #177900), maladie inflammatoire 

chronique dont la physiopathologie est encore mal comprise, mais plusieurs travaux 

(Helms et al. 2005; Nair et al. 2006) suggèrent fortement que CDSN n’est pas le gène 

responsable de la liaison entre PSORS1 et la maladie. 

2.2.3. Régulation des étapes tardives de la différenciation 
2.2.3.1. Voies de signalisation 

Si plusieurs voies de signalisation ont été identifiées comme intervenant dans 

la régulation de la prolifération ou l’initiation de la différenciation, peu de voies ont 

été caractérisées en ce qui concerne les étapes tardives. Seules les voies de 

signalisation du calcium, de la vitamine D3 et des dérivés de l’acide arachidonique, 

partiellement décrites à ce jour, sont connues pour leur implication directe dans la 

fonction barrière. 

2.2.3.1.1. Voie calcique 

L’épiderme présente un gradient de calcium de la profondeur vers la surface 

des couches vivantes, puis sa concentration diminue dans la couche cornée, comme 
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démontré par une analyse ionique de ce tissu aux rayons X (Forslind 1986). In vitro,

l’augmentation de la concentration de calcium dans le milieu de culture est une 

méthode très classique pour induire la stratification et la différenciation des 

kératinocytes (Pillai et al. 1990). La perturbation de la barrière épidermique chez la 

souris par application topique d’acétone ou par délaminage au ruban adhésif entraîne 

une disparition locale du gradient calcique épidermique, lequel réapparaît 6h plus 

tard, parallèlement à la restauration de la fonction de barrière et à la sécrétion de 

kératinosomes (Menon et al. 1992). Quel que soit la méthode employée pour la 

perturber, une barrière fonctionnelle est systématiquement requise pour le 

rétablissement d’un gradient calcique, certaines données suggérant même que le 

processus serait passif (retour d’un gradient 5h après délaminage au ruban adhésif et 

pose d’une membrane de Goretex à 4°C, température à laquelle la barrière ne se 

rétablit que très lentement) (Elias et al. 2002a). 

Si le gradient calcique est dépendant de la fonction barrière, l’inverse est aussi 

vrai si l’on considère que l’expression de plusieurs marqueurs de la différenciation est 

Figure 50. Signalisation calcique médiée par le récepteur membranaire au 
calcium extracellulaire (Bikle et al. 2005). 
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dépendante de la concentration calcique, comme démontré sur l’épiderme murin 

après divers traitements altérant celle-ci (Elias et al. 2002b). De plus, l’activité de 

nombreuses protéines impliquées dans la différenciation épidermique est 

directement régulée par la concentration calcique, comme pour les 

transglutaminases, les cadhérines, les peptidyl-arginine désiminases, la 

glucosylcéramide synthase, les PKC� et � (via l’activation des PLC), les protéines 

S100... Le récepteur membranaire au calcium (figure 50), produit du gène CASR

(Calcium sensing receptor), est requis in vitro pour la réponse des kératinocytes au 

calcium (Tu et al. 2001; Tu et al. 2007). L’inactivation de ce gène chez la souris 

n’entraine qu’une altération modérée de la différenciation, en particulier une 

altération morphologique des granules de kératohyaline probablement liée à la sous-

expression de la Flg et Lor, normalement induites par le calcium (Komuves et al. 

2002). L’absence de trouble majeur de la barrière permet de supposer l’existence 

d’un mécanisme alternatif compensant la perte du CaSR. Les ARN pré-messagers du 

gène CASR subissent un épissage alternatif conduisant à la production de deux 

isoformes, membranaire ou périnucléaire. Ainsi, la fonction du CaSR pourrait 

également passer par une interaction avec les pompes du RE qui régulent la 

concentration intracellulaire en calcium (Tu et al. 2007). 

De nombreux travaux ont en effet démontré l’importance de ces pompes dans 

la physiologie épidermique. Les pompes ATP2A2 (ATPase, Ca2+-transporting, type 

2A, member 2) et ATP2C1 (type 2C, member 1) interviennent dans le maintien d’une 

concentration calcique très basse dans le cytosol, nécessaire à la signalisation 

calcique. Des mutations dominantes de ces deux gènes sont responsables 

respectivement de la maladie de Darier-White (OMIM #124200) et de sa variante de 

l’acrokératose verruciforme (OMIM #101900), et de la maladie de Hailey-Hailey 

(OMIM #169600). La maladie de Darier-White, transmise sur le mode autosomique 

dominant, est liée à des mutations non-sens ou faux-sens du gène ATP2A2. Elle se 

caractérise par la présence de bulles, une ichtyose et une dystrophie unguéale. 

L’analyse histologique montre un détachement des kératinocytes au niveau de la 

couche épineuse, accompagné d’une acantholyse. En microscopie électronique, une 

perte de cohésion au niveau des desmosomes et une désorganisation du réseau de 

filaments intermédiaires qui s’agrègent à la périphérie du noyau sont mises en 

évidence. Ces observations suggèrent que la maladie résulte d’un défaut de formation 

des complexes desmosomes - filaments intermédiaires de kératines. L’acrokératose 
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verruciforme, d’aspect clinique différent (lésions hyperkératosiques et verruciformes 

sur la face dorsale des extrémités), est causée par une mutation faux-sens (P602L) du 

gène ATP2A2, ce qui fait de cette maladie un variant allélique de la maladie de Darier. 

Tandis que les mutations non-sens, entrainant la dégradation de l’ARNm muté par le 

NMD, plaident en faveur d’un mécanisme d’haploinsuffisance, les différences 

phénotypiques liées à certaines mutations faux-sens (not. P602L) suggèrent en plus 

un éventuel gain de fonction des protéines mutées. La maladie de Hailey-Hailey est 

une affection voisine de la maladie de Darier-White mais où les ongles ne sont pas 

atteints. Elle est transmise également de façon autosomique dominante ; les 

nombreuses mutations mises en évidence entrainent généralement une perte de 

fonction du transporteur, suggérant là aussi un mécanisme d’haploinsuffisance. 

Le mécanisme physiopathologique de ces trois affections n’a pas été clairement 

établi. Des modèles animaux de souris, dont un allèle des gènes ATP2A2 (Ji et al. 

2000) ou ATP2C1 (Okunade et al. 2007) a été inactivé (seuls les hétérozygotes sont 

viables), ne reproduisent pas le phénotype épidermique humain. Les études ont mis 

en évidence une perturbation de l’exocytose Ca2+-dépendante (Zhao et al. 2001) ou 

une désorganisation du système de Golgi et une accumulation de gouttelettes 

lipidiques (Okunade et al. 2007), mais pas d’altération des jonctions intercellulaires. 

Les souris hétérozygotes des deux modèles présentent de plus une prédisposition aux 

carcinomes épidermoïdes. Les mutations des gènes ATP2A2 ou ATP2C1 conduisent 

donc à des phénotypes très similaires, mais extrêmement différents entre l’homme 

(troubles de la différenciation) et le modèle murin (carcinomes), sans qu’il soit 

possible d’expliquer les différences entre les mécanismes mis en jeu. 

Enfin, la protéine sécrétée SLURP-1 est également impliquée dans la 

signalisation calcique (Arredondo et al. 2005). Chez l’homme, des mutations dans le 

gène SLURP1 sont ainsi associées au Mal de Meleda (OMIM #248300), une maladie 

transmise sur le mode autosomique récessif et caractérisée par une kératodermie 

palmoplantaire inflammatoire débordant sur la face dorsale des mains et des pieds, 

fréquemment associée à d’autres signes cliniques tels qu’une brachydactylie et des 

anomalies des ongles (Fischer et al. 2001). Le Mal de Meleda constitue le premier 

exemple de kératodermie palmoplantaire due à des mutations dans un gène codant 

une protéine sécrétée. SLURP-1 a une action régulatrice aussi bien sur l’homéostasie 

épidermique que sur l’inflammation, qui passe par la potentialisation du signal 

calcique induit par le récepteur nicotinique à l’acétylcholine (ACh) �7-nAChR. Si 
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plusieurs types de récepteurs nicotiniques (nAChR) et muscariniques (mAChR) sont 

présents dans l’épiderme, le récepteur �7-nAChR est essentiellement exprimé dans le 

haut de la couche épineuse et la couche granuleuse ; or l’acétylcholine produite par 

les kératinocytes s’accumule particulièrement dans la couche granuleuse - pour revue 

(Kurzen and Schallreuter 2004). L’activation du récepteur �7-nAChR favorise 

l’entrée de calcium dans les cellules, favorisant la différenciation kératinocytaire in

vitro comme in vivo (Arredondo et al. 2002; Chimienti et al. 2003). 

Si les relations entre les différents acteurs de la signalisation calcique (voie 

SLURP-1/ACh/�7-nAChR, voie du CaSR et pompes calciques du RE) restent 

inconnues à ce jour, la vitamine D3 est connue pour son action synergique. 

2.2.3.1.2. Voie de la vitamine D3 

La peau est la source majeure de vitamine D3 (cholécalciférol), produite grâce à 

une réaction photochimique à partir du 7-déhydroxycholestérol au niveau de 

l’épiderme. Pour être biologiquement active, la vitamine D3 doit être convertie, in

situ ou dans le foie, en 1,25-dihydroxycholécalciférol ou 1,25(OH)2D. Cette molécule 

lipophile se lie à un récepteur nucléaire, le VDR. Le complexe formé interagit alors 

avec son partenaire, le récepteur X aux rétinoïdes (RXR), l’hétérodimère VDR-RXR 

régulant la transcription par liaison à des éléments de réponse spécifiques (VDRE, 

élément de réponse à la vitamine D) dans les régions promotrices de gènes cibles. Le 

1,25(OH)2D augmente l’expression de l’involucrine, des transglutaminases, des 

phospholipases C (PLC) ou encore des PAD1 et 3 (Su et al. 1994; Gibson et al. 1996; 

Palmer et al. 2008). Une étude menée au moyen de puces Affymetrix ciblant 12600 

gènes a permis d’identifier à une plus grande échelle les gènes dont l’expression varie 

suite à un traitement par la vitamine D3 de kératinocytes immortalisés (lignée KerTr) 

ou de kératinocytes primaires humains normaux (NHEK) (Lu et al. 2005). Parmi les 

82 gènes surexprimés figurent plusieurs membres des PADI (1, 2 et 3), des 

kallikréines (5, 6, 7, 8, 10, 13) et des serpines (B1, 6 et 9), mais aussi l’involucrine, la 

cystatine M/E et les facteurs de transcription c-Fos et KLF4. SPRR1 et TGM1 font 

partie des 16 gènes réprimés. Ces résultats confirment le caractère pléiotropique de la 

vitamine D3, mais ne permettent pas d’identifier les cibles directes du VDR. 

L’action du 1,25(OH)2D dans la différenciation kératinocytaire passe par de 

nombreuses voies de signalisation communes avec le calcium (figure 51) (Bikle and 

Pillai 1993). Premièrement, l’expression du CaSR est augmentée par le 1,25(OH)2D,

entraînant une plus grande sensibilité du kératinocyte à la concentration en calcium 
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extracellulaire (Ratnam et al. 1999). De plus, plusieurs membres de la famille des 

phospholipases C, également cruciale pour la signalisation calcique dans les 

kératinocytes, sont induites par le 1,25(OH)2D (Pillai et al. 1995) aussi bien que par le 

calcium. Enfin, le calcium et le 1,25(OH)2D agissent en synergie notamment pour 

activer la transcription de l’involucrine et des TGM (Su et al. 1994). Dans le 

promoteur du gène de l’involucrine, des éléments de réponse au calcium (CaRE) et 

VDRE ont été retrouvés très proches physiquement. Des mutations dans le CaRE 

bloquent à la fois l’action du calcium et du 1,25(OH)2D, alors qu’une mutation du 

VDRE bloque uniquement la réponse au 1,25(OH)2D (Ng et al. 2000; Bikle et al. 

2002).

L’ensemble de ces résultats souligne la capacité du 1,25(OH)2D à renforcer 

l’action du calcium au cours de la différenciation, bien que la vitamine D3 ne soit pas 

strictement requise pour la différenciation épidermique. En effet, des souris 

déficientes pour le VDR présentent un rachitisme et une alopécie, mais pas de défaut 

majeur de la différenciation épidermique, malgré une diminution des niveaux 

d’expression de l’INV, FLG, LOR, ainsi qu’une disparition des granules de 

kératohyaline (Xie et al. 2002). Ce phénotype rappelle celui, chez l’homme, du 

rachitisme dépendant de la vitamine D de type II (OMIM #277440), lui aussi 

Figure 51. Synergie entre l’action du calcium et de la vitamine D3 
(Bikle et al. 2004). 
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généralement associé à une alopécie, sans autre manifestation épidermique. 

Toutefois, certains allèles du gène VDR semblent être plus rarement trouvés chez les 

personnes atteintes de psoriasis, et être associés à une meilleure réponse au 

calcipotriol, un dérivé de la vitamine D3 (Halsall et al. 2005). 

2.2.3.1.3. Voie de l’acide arachidonique 

L’acide arachidonique est un acide gras naturellement présent à la membrane 

plasmique sous la forme de phospholipide, et libéré sous l’action des phospholipases 

exprimée dans la couche granuleuse de l’épiderme. L’acide arachidonique est 

progressivement transformé en divers produits de la voie de la 12(R)lipoxygénase 

(figure 52). Plusieurs enzymes-clés de cette voie sont exprimées dans l’épiderme et 

requises pour la fonction barrière (voir aussi Table 3, dans le paragraphe 2.3.1) : les 

gènes ALOX12B et ALOXE3, responsables de la transformation de l’acide 

arachidonique en hepoxylin A3 (HXA3), sont fréquemment mutés dans des cas 

d’érythrodermie ichtyosiforme congénitale sèche (Jobard et al. 2002), le lien de cause 

à effet étant notamment confirmé par un modèle de souris mutantes pour Alox12b 

(Moran et al. 2007) ou délétées pour ce même gène (de Juanes et al. 2009). De plus, 

la transformation du TXA3 en 20-COOH-TXA3 est catalysée par plusieurs enzymes, 
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Figure 52. Voie de l’acide arachidonique. 
D’après le modèle proposé dans (Lefevre et al. 2006). 
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notamment une protéine apparentée à la famille des cytochromes P450 

(FLJ39501/CYP4F22) et une aldéhyde déshydrogénase (ALDH3A2), dont les gènes 

sont respectivement mutés dans l’ichtyose lamellaire de type III (Lefevre et al. 2006) 

et le syndrome de Sjögren-Larsson (De Laurenzi et al. 1996). Toutes ces données 

suggèrent que le produit final de cette voie métabolique (probablement la 20-COOH-

TXA3) est requis pour la fonction barrière de l’épiderme. L’ichthyin, une protéine à 

plusieurs domaines transmembranaires codée par le gène NIPAL4, pourrait être le 

récepteur du 20-COOH-TXA3, ce gène étant notamment muté dans un sous-type 

d’ichtyose congénitale autosomique récessive (ARCII, OMIM#612281) (Lefevre et al. 

2004). Les protéines responsables de la transduction du signal de l’ichthyin, 

potentiellement des protéines G, restent encore à identifier. 

2.2.3.2. Facteurs de transcription 

2.2.3.2.1. Facteurs ubiquistes 

Pendant de nombreuses années, les études menées sur la régulation de 

l’expression des gènes de la différenciation épidermique n’ont pas conduit à 

l’identification de facteurs spécifiques, et ont conduit à imaginer un modèle général 

où l’expression différentielle de facteurs ubiquistes suffirait à expliquer toute la 

régulation de la différenciation épidermique. De nombreuses études, dont quelques 

résultats sont cités à titre d’exemple dans la table 2, ont mis en évidence l’implication 

de plusieurs familles telles que AP-1, AP-2, Sp1, Sp3, CREB-1, etc, ainsi que d’autres 

facteurs d’expression plus restreinte, tels que les facteurs POU/Oct et ETS, dans la 

régulation de nombreux gènes spécifiques de la différenciation. 

La famille AP-1, composée des facteurs Fos (c-Fos, FosB, Fra-1 et Fra-2), Jun 

(c-Jun, JunB et JunD) et des cofacteurs Maf et ATF, est impliquée dans la régulation 

d’un grand nombre de gènes de la différenciation : FLG (Jang et al. 2000), INV

(LaPres and Hudson 1996), LOR (Jang and Steinert 2002), DSG1 (Adams et al. 

1998), TGM1 (Lu et al. 1995), KRT10 (Maytin et al. 1999)... Son site consensus est 

cependant présent dans 32,6% des promoteurs de vertébrés, ce qui met en évidence 

son caractère hautement ubiquiste. Les différents membres de cette famille sont 

exprimés à des niveaux variables selon les couches de l’épiderme (figure 53). L’étude 

de la fonction des facteurs AP-1 dans l’épiderme par inactivation chez la souris est 

limitée par la redondance partielle entre les différents membres de la famille : 
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l’inactivation de c-Jun par KO au niveau de l’épiderme murin a mis en évidence son 

rôle dans la réponse à l’EGF, mais sans phénotype spontané (Zenz et al. 2003). 

Figure 53. Expression des protéines AP-1 dans l’épiderme (Mehic et al. 2005). 

La famille AP-2 comprend cinq membres : AP-2�, AP-2�, AP-2�, AP-2� et 

AP2� (seule isoforme spécifique de l’épiderme) (Tummala et al. 2003). Des sites de 

fixation pour ces facteurs, fonctionnant en hétéro ou homodimères, ont été mis en 

évidence aussi bien pour des gènes exprimés dans la couche basale que dans les 

couches suprabasales (notamment les promoteurs des gènes KRT14 et KRT1), et in 

vitro selon le facteur AP-2, la construction et le type cellulaire, ces facteurs sont 

décrits comme activateurs ou comme répresseurs. Les ablations conditionnelles d’AP-

2� (Wang et al. 2006) ou AP-2� (Guttormsen et al. 2008) ont essentiellement 

souligné la redondance entre les facteurs AP-2 ; seule une légère perturbation dans la 

signalisation de l’EGF et un retard dans l’établissement de la fonction barrière ont été 

mis en évidence respectivement par ces deux modèles. L’inactivation simultanée de 

ces deux gènes a livré plus d’information sur leur rôle dans l’épiderme, révélant la 

fonction des facteurs AP-2 et de la voie Notch dans la transition entre prolifération et 

différenciation, via la régulation des facteurs CCAAT/enhancer binding protein 

(Wang et al. 2008). 

Ce modèle impliquant divers facteurs ubiquistes a été progressivement 

complété par la découverte de facteurs plus spécifiques qui pourraient agir en 

synergie avec les facteurs ubiquistes. 
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Table 2 : FT impliqués dans la régulation de l’expression de protéines 

fondamentales de la différenciation épidermique. (thèse V. Adoue 2008) 
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2.2.3.2.2. Facteurs d’expression tissulaire restreinte 

A ce jour, seul un petit nombre de facteurs de transcription non-ubiquistes ont 

été identifiés pour leur rôle dans les étapes tardives de la différenciation et/ou la mise 

en place de la fonction barrière de l’épiderme. Il s’agit des facteurs DLX3 (Distal-less 

homeobox 3), KLF4 (Krüppel-like factor 4), GRHL3 (Grainyhead-like 3), GATA3 

(GATA binding protein 3) et BLIMP1/PRDM1 (PR domain containing 1, with ZNF 

domain).

2.2.3.2.2.1. DLX3

Le facteur DLX3 appartient à la famille des facteurs de transcription à 

homéodomaine apparentés au gène distal-less (dll) identifié chez D. melanogaster.

Cette famille comporte six membres chez les mammifères, répartis en tandem sur 

trois loci distincts (DLX1 et DLX2 en 2q31.1, DLX3 et DLX4 en 17q21.33, DLX5 et 

DLX6 en 7q21.3). 

Le rôle du facteur de transcription DLX3 dans la morphogenèse et la 

physiologie de l’épiderme et de ses annexes a été mis en évidence grâce à plusieurs 

modèles murins. Dans l’épiderme murin, l’expression de Dlx3 est restreinte aux 

couches différenciées de l’épiderme, essentiellement la couche granuleuse, ainsi que 

dans le follicule pileux (figure 54). De fait, des souris exprimant ce facteur de façon 

ectopique dans la couche basale (souris transgéniques K5-XDlx3) présentent un 

trouble létal de la fonction barrière (Morasso et al. 1996), avec un épiderme 

atrophique et parakératosique, une diminution du nombre de granules de 

kératohyaline dans la couche granuleuse, et une expression de plusieurs marqueurs 

tardifs de la différenciation dans la couche basale (notamment Flg dont les auteurs 

montrent qu’il est une cible directe de Dlx3). 

Toutefois, en raison de son rôle crucial dans le développement du placenta au 

cours de l’embryogenèse (Morasso et al. 1999), l’exploration directe du rôle de Dlx3 

par inactivation chez la souris a longtemps été impossible à réaliser. Récemment, la 

Figure 54. Expression de Dlx3 dans l’épiderme murin (Morasso et al. 1996).
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génération de souris invalidées spécifiquement au niveau de l’épiderme pour Dlx3 a 

amené à reconsidérer l’importance de ce facteur dans l’établissement de la fonction 

barrière (Hwang et al. 2008). En effet, ces souris ne présentent aucun phénotype 

cutané, mais présentent une alopécie totale démontrant le rôle de Dlx3 dans la 

formation et le cycle des follicules pileux. L’absence de phénotype cutané est en 

accord avec le syndrome tricho-dento-osseux (OMIM #190320) observé chez 

l’homme, qui est causé par des mutations dominantes situées dans l’exon 3 du gène 

Dlx3 (délétions entraînant un décalage du cadre de lecture) et se caractérise par des 

cheveux cassants, une amélogenèse imparfaite et des malformations des os du crâne, 

mais aucune anomalie au niveau de l’épiderme. Cette observation suggère une 

redondance (bien qu’aucun autre facteur DLX n’ait été décrit dans l’épiderme), ou 

plus probablement une compensation par 

d’autres facteurs exprimés dans les 

kératinocytes différenciés de l’épiderme 

interfolliculaire.

2.2.3.2.2.2. KLF4

KLF4 est le premier facteur de 

transcription à avoir été identifié comme 

spécifiquement requis pour les étapes tardives 

de la différentiation et jouant un rôle essentiel 

dans la mise en place de la fonction barrière. 

Initialement identifié au niveau du colon 

(Shields et al. 1996), d’où son appellation de 

« gut-enriched Krüppel-like factor (GKLF) », 

il est également fortement détecté dans les 

noyaux des kératinocytes suprabasaux de 

l’épiderme (figure 55A). Son inactivation par 

KO chez des souris conduit à une mort rapide 

Figure 55. Inactivation de Klf4 dans 
l’épiderme murin (Segre et al. 1999).
(A) Immunodétection de Klf4 dans l’épiderme 
de souris sauvages. (B) Coupes d’épiderme et 
préparations d’enveloppes cornées de souris 
sauvages ou klf4-/-. (C) Défauts dans la 
formation des lamellae lipidiques. 

A

B

C
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dans les heures suivant la naissance, la fonction barrière de l’épiderme étant 

fortement altérée (Segre et al. 1999). Le tissu présente des anomalies morphologiques 

strictement limitées aux couches granuleuses et cornées, avec notamment un nombre 

fortement réduit de granules de kératohyaline, des kératinocytes granuleux moins 

aplatis que ceux des souris sauvages, et une parakératose (figure 55B). Les 

enveloppes cornées préparées à partir de peau de souris KO présentent également un 

aspect irrégulier, fripé et rugueux, alors qu’elles sont normalement polygonales, 

rigides et lisses. Les auteurs proposent que les anomalies structurales suggérées par 

l’aspect de ces enveloppes cornées soient à l’origine des altérations observées au 

niveau des lamellae lipidiques (lamellae désorganisées voire discontinues, ondulées 

et d’épaisseur variable), les kératinosomes ayant une apparence et un contenu qui 

semblent normaux (figure 55C). La recherche des cibles potentielles de Klf4 par 

hybridation soustractive entre les ARNm de ces souris et ceux de souris sauvages a 

permis de mettre en évidence une surexpression, en absence de Klf4, de trois 

protéines intégrées à l’enveloppe cornée : SPRR2A, PAI2 (Plasminogen Activator 

Inhibitor 2, aussi nommé SERPINB2, SERine Protease INhibitor B2) et la répétine. 

SPRR2A ayant un site de fixation pour Klf4 dans son promoteur, les auteurs 

suggèrent que Klf4, à l’image de certains autres membres des Klf, pourrait avoir une 

action de répresseur transcriptionnel. Lorsque Klf4 est exprimé de façon ectopique 

dans la couche basale de souris transgéniques (Krt5-tTA : TRE-Klf4), la mise en place 

de la fonction barrière in utero est accélérée, passant de E16.5-E17.5 à E15.5-E16.5 

(Jaubert et al. 2003) (voir l’Annexe 1 pour les différents stades de la formation de 

l’épiderme au cours du développement murin). L’expression des marqueurs 

principaux de la différenciation (K1, Lor, Flg) est  également plus précoce. 

Un second travail d’identification des gènes régulés directement ou non par 

Klf4, par comparaison des profils d’expression entre épiderme Klf4+/+ et Klf4-/- sur 

puce à ADN, a permis d’identifier non seulement Sprr1b et Sprr2a comme cibles 

réprimées par Klf4, mais aussi les connexines 26 et 30 (Djalilian et al. 2006) (figure 

56). De plus, la régulation de la connexine 26 par Klf4 semble directe, celui-ci liant sa 

région promotrice et réprimant son activité in vitro. Les auteurs suggèrent que la 

répression de Cx26 par Klf4 pourrait avoir un rôle physiologique afin d’éviter un 

relargage trop important d’ATP dans l’espace extracellulaire via les connexons non-

appariés des kératinocytes, ce qui entraînerait l’activation de récepteurs 
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purinergiques et la perturbation de la régulation du calcium intracellulaire, 

hypothèse corroborée par un modèle murin surexprimant Cx26 sous dépendance du 

promoteur humain de l’involucrine. Une autre étude, comparant sur puces à ADN et 

par PCR quantitative les profils d’expression génique d’épiderme de souris sauvages 

ou Klf4-/-, a permis également d’identifier plusieurs cibles potentielles de Klf4 (Patel 

et al. 2006), notamment des gènes connus pour leur fonction cruciale dans 

Figure 56. (A) Gènes surexprimés dans 
l’épiderme de souris Klf4-/- ou dans l’épiderme 
humain psoriasique, comparé à un épiderme 
normal. (B) Immunofluorescence contre la 
connexine 26 sur coupe d’épiderme de souris 
sauvage ou mutée. (Djalilian et al. 2006) 

Figure 57. Régulation de l’activité du promoteur proximal de plusieurs gènes 
d’expression tardive par Klf4 (Patel et al. 2006). (A) Gènes sous-exprimés dans 
l’épiderme des souris klf4-/-. Le test de transactivation in vitro indique une activation 
directe du promoteur proximal de 12 gènes sur 19. (B) Gènes surexprimés dans l’épiderme 
des souris klf4-/-. Pour les gènes clca1 et clca2, la répression par Klf4 semble directe.
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l’épiderme tels que Cdsn, Klk7, Serpina12 et Spink5, ainsi que Alox12b et Far2, tous 

deux impliqués dans le métabolisme des lipides, la transcription de la plupart de ces 

cibles semblant être directement activée par la fixation de Klf4 sur leur promoteur 

proximal (figure 57), contrairement aux travaux précédents qui attribuaient un rôle 

de répresseur à Klf4. 

Au final, KLF4 semble donc réguler plusieurs gènes impliqués dans divers 

aspects de la différenciation kératinocytaire (signalisation, métabolisme lipidique, 

enveloppe cornée, desquamation...). De plus, son rôle d’activateur ou de répresseur 

transcriptionnel suivant les cibles suggère que son action est probablement modulée 

par d’autres facteurs de transcription, comme cela a été démontré pour GRHL3 et 

LMO4 par exemple. 

2.2.3.2.2.3. GRHL3

Grainyhead-like 3, aussi nommé Get-1, est membre d’une famille de trois 

gènes, orthologues de grainyhead identifié chez D. melanogaster. Initialement décrit 

chez les mammifères comme un gène essentiel pour la fermeture du tube neural 

pendant l’embryogenèse (Ting et al. 2003), Grhl3 joue aussi un rôle essentiel dans la 

mise en place de la fonction barrière de l’épiderme. Le gène est majoritairement 

exprimé au cours du développement murin dans l’ectoderme de surface dès E10.5, 

puis persiste dans l’épiderme en formation, dans les follicules pileux et vibrisses 

(cortex) ainsi que plusieurs autres épithélia de recouvrement tels que l’épithélium 

buccal ou nasal (Kudryavtseva et al. 2003) ; à partir de E15.5 ainsi que chez le 

nouveau-né et l’adulte, l’expression est limitée aux couches suprabasales de 

l’épiderme interfolliculaire. Des souris dont le gène Ghrl3 a été constitutivement 

inactivé meurent en période périnatale, avec un phénotype caractéristique (spina

bifida et curly tail) dû aux anomalies du tube neural, et ne présentent pas de barrière 

fonctionnelle (Ting et al. 2005). L’épiderme montre une hyperacanthose, une 

hyperkératose ainsi qu’une parakératose (figure 58A). Au niveau ultrastructural, les 

enveloppes cornées sont plus fines, et les lamellae lipidiques sont quasi absents, ce 

qui s’expliquerait par le fait que les kératinosomes de la couche granuleuse semblent 

dépourvus de contenu (figure 58B). Certaines de ces altérations ressemblant au 

phénotype observé pour des souris invalidées pour Klf4 ou Tgm1, l’expression de ces 

deux marqueurs a été quantifiée, et si le niveau d’expression de Klf4 est inchangé,  

l’ARNm codant pour la tranglutaminase 1 est cinq fois moins abondant 
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Figure 58. Inactivation du gène Grhl3 (Yu et al. 2006). (A) Coupe 
histologique d’épiderme de souris sauvage ou grhl3-/-. (B) Observation des défauts 
structurels des kératinosomes en microscopie électronique. (C) Gènes 
différentiellement exprimés dans l’épiderme entre souris sauvage et grhl3-/-. (D) 
Gènes régulés appartenant au Complexe de Différenciation Epidermique. 
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dans l’épiderme des souris Grhl3 -/-. Les auteurs ont caractérisé le site consensus lié 

par Grhl3 (A/T A A A C C G G T T T/A T/A T/A), et pu montrer qu’un site de liaison 

est présent dans le promoteur proximal du gène Tgm1. Une étude ultérieure avec une 

nouvelle lignée de souris invalidées pour Grhl3 a confirmé le phénotype cutané, et, 

par comparaison d’épiderme de souris sauvages ou KO sur puce Affymetrix, permis 

d’identifier de nombreuses cibles directes ou indirectes de Grhl3, et en particulier un 

grand nombre de gènes du locus de différenciation épidermique (Yu et al. 2006) 

(figure 58C-D). La recherche de sites de fixation pour Grhl3 dans les promoteurs de 

ces gènes sous- ou sur-exprimés a désigné une dizaine de cibles directes, parmi 

lesquelles Tgm1, mais aussi Sult2b1 ou le gène de la répétine. Enfin, les auteurs ont 

montré une interaction physique in vitro et fonctionnelle in vivo entre Grhl3 et 

Lmo4, un facteur de transcription lui aussi exprimé dans l’épiderme à E14.5, puis 

restreint à la couche basale de l’épiderme à partir de E17.5. L’inactivation de ce gène 

n’entraîne pas à elle seule de phénotype épidermique, mais provoque un trouble 

majeur de la différenciation dans des souris déjà déficientes pour Grhl3, avec une 

quasi-absence de couche cornée à E18.5.  

Il est intéressant de noter que les deux autres facteurs de la famille, Grhl1 et 

Grhl2, sont également exprimés dans l’épiderme murin au cours du développement 

(dès E10.5 et E8.5 respectivement). L’expression de Grhl1 persiste chez l’adulte dans 

les couches suprabasales de l’épiderme interfolliculaire ainsi que dans les follicules 

pileux (particulièrement la gaine épithéliale interne). Des souris invalidées pour 

Grhl1 ne présentent aucun trouble de la barrière, mais une alopécie ainsi qu’une 

kératodermie palmoplantaire associée à une expression réduite de la desmogléine 1, 

les gènes Dsg1�, Dsg1� et Dsg1� étant apparemment des cibles directes de Grhl1 

(Wilanowski et al. 2008). Grhl2 semble réguler directement l’expression de la E-

cadhérine dans l’épiderme (Cunningham and Jane, données non publiées). De façon 

surprenante, certains de leurs gènes cibles sont conservés chez d’autres espèces, 

parfois très éloignées des mammifères. Ainsi, un membre de la famille Grainyhead 

identifié chez Caenorhabditis elegans, Grh-1, régule lui aussi plusieurs gènes de la 

famille des cadhérines, de même que GRH chez D. melanogaster. De plus, chez la 

drosophile, GRH régule aussi l’expression de deux enzymes, dont la Dopa 

décarboxylase, impliquées dans la formation de liens covalents entre les constituants 

de la cuticule qui assure les fonctions de barrière et d’exosquelette de l’insecte. Bien 

que les enzymes impliquées dans ce phénomène n’aient aucune homologie avec les 
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transglutaminases expirmées dans l’épiderme de mammifères et régulées par Grhl3, 

dans les deux systèmes, la formation d’une couche protectrice passe par la création de 

structures résistantes et hydrophobes. 

Le rôle des facteurs Grainyhead dans la régulation des jonctions cellulaires et 

l’établissement d’une fonction barrière paraît donc conservé dans le règne animal, 

bien que les cibles directes diffèrent. 

2.2.3.2.2.4. GATA3

GATA3 appartient à la famille des GATA-binding factors qui comprend  6 

membres chez l’homme et est impliquée notamment dans l’hématopoïèse. GATA3 est 
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Figure 59. Inactivation du gène Gata3 (de Guzman Strong et al. 2006).
(A) Coupe histologique d’épiderme de souris sauvages ou mutantes (nouveaux-nés). 
(B) Défaut structurels des kératinosomes. (C) Greffe d’épiderme sur souris nude.
(D) Gènes d’expression épidermique différentiellement exprimés chez les souris mutantes 
[vert : sous-expression (R<0,5), rouge : surexpression (R>2)]. 
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fortement exprimé dès les premières couches suprabasales de l’épiderme 

interfolliculaire, mais aussi au niveau des follicules pileux. Des souris homozygotes 

Gata3 -/- présentent un trouble majeur de la barrière et meurent de déshydratation 

quelques heures après la naissance (de Guzman Strong et al. 2006). L’analyse 

histologique montre un défaut de différenciation, notamment des lamellae lipidiques 

moins nombreux et désorganisés dans l’espace intercornéocytaire. Ces manifestations 

s’accompagnent d’une hyperprolifération compensatoire lorsque la peau des 

nouveaux nés est greffée sur des souris nude (figure 59). La comparaison par puce à 

ADN des profils d’expression génique entre peau de souris inactivées pour gata3 ou 

sauvages met en évidence une sous-expression de nombreux marqueurs connus de la 

différenciation, mais également de plusieurs gènes impliqués dans le métabolisme 

lipidique. Il apparaît en particulier que le gène agpat5, codant pour une enzyme clé 

de la synthèse des glycérolipides, est une cible directe de Gata3, avec quatre sites de 

fixation prédits dans le promoteur proximal et confirmés par immunoprécipitation de 

chromatine. Il est intéressant de noter que le niveau d’expression de Klf4 n’est pas 

altéré dans l’épiderme Gata3 -/-, et vice versa, suggérant que ces deux facteurs 

régulent deux ensembles indépendants du programme de différenciation. 

2.2.3.2.2.5. PRDM1 (BLIMP-1) 

Le facteur de transcription BLIMP-1 (B Lymphocyte-Induced Maturation 

Protein-1), produit du gène PRDM1 (PR domain containing 1) et initialement décrit 

comme nécessaire et suffisant pour la différenciation des cellules B en plasmocytes, 

est également exprimé dans d’autres tissus au cours du développement comme chez 

l’adulte. Il est notamment exprimé, dans l’épiderme murin, au niveau des 

progéniteurs des glandes sébacées (puis les sébocytes matures), de la papille 

dermique et de la GEI des follicules pileux en développement (puis dans la GEI le 

cortex et la medulla des poils matures), et dans les couches les plus différenciées de 

l’épiderme interfolliculaire (Horsley et al. 2006). Ainsi, il représente à ce jour le 

facteur le plus tardivement exprimé au cours de la différenciation : son expression, 

qui débute entre E15.5 et E17 (formation du stratum granulosum), est restreinte aux 

dernières cellules vivantes de la couche granuleuse, y compris chez l’adulte (figure 

60). Bien qu’il ne soit pas strictement requis pour la fonction barrière, il s’agit 

pourtant d’un régulateur de la cornification (Magnusdottir et al. 2007).
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Des souris déficientes en Blimp-1 dans l’épiderme ont un retard dans 

l’apparition de la fonction barrière (quelques heures post partum, au lieu de E17.5), 

mais survivent à la naissance et ne développent qu’un phénotype modéré et 

transitoire (épiderme fripé et écailleux quatre à huit jours post partum, léger retard 

dans l’apparition du pelage). En histologie, des glandes sébacées anormalement 

larges et une hyperkératose des infudibula (« hyperkeratinization » ou keratosis

pilaris) entraînant la formation de kystes sont visibles entre J+15 et J+29. 

L’épiderme est hyperplasique et hyperkératosique dès la première semaine, la couche 

granuleuse comportant un nombre plus important d’assises cellulaires et les 

cornéocytes apparaissant anormalement épais. Dans l’épiderme de nouveau-né 
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Figure 60. Inactivation du gène Prdm1 (Magnusdottir et al. 2007).
(A) Expression du gène Prdm1 dans la couche granuleuse de l’épiderme murin. 
(B) Coupes histologiques d’épiderme de souris sauvages ou mutées. 
(C) Ultrastructure de l’épiderme : couche granuleuse épaissie, grains de profilaggrine plus 
gros, kératinosomes et lamellae lipidiques normaux et augmentation du volume cellulaire. 
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Prdm1-/- observé en microscopie électronique, les kératinocytes granuleux 

apparaissent moins aplatis que dans un épiderme normal, et le nombre ainsi que le 

volume des grains de kératohyaline est augmenté, mais aucune anomalie dans la 

sécrétion des kératinosomes et la formation des lamellae lipidiques n’est visible. 

La recherche des cibles Blimp-1 a permis d’identifier 250 gènes 

différentiellement régulés, pour la plupart surexprimés dans l’épiderme des souris 

KO, suggérant que Blimp-1 agit plutôt comme un répresseur transcriptionnel. Parmi 

ces cibles, il est intéressant de noter que plusieurs gènes, codant notamment pour le 

transporteur d’osmolytes SLC6A12, l’aquaporine AQP9, ou encore le facteur de 

transcription NFAT5 (cible directe confirmée par ChIP), sont normalement impliqués 

dans la régulation de l’osmolarité cellulaire. Les auteurs suggèrent que le retard dans 

l’établissement de la barrière, l’hyperkératose des infundibula et surtout 

l’accumulation de kératinocytes granuleux et de cornéocytes d’un volume 

anormalement élevés, soient liés à l’absence de répression de ces gènes de l’équilibre 

osmotique. Cette répression favoriserait dans un épiderme normal la perte très 

importante de volume cellulaire constatée entre les couches épineuses et cornées. 

Parmi les autres cibles directement inhibées par Blimp-1, les auteurs ont identifié 

plusieurs gènes codant pour des facteurs de transcription, notamment Fosl1 (Fra1) et 

Prdm1 lui-même, ainsi qu’une phosphatase régulant la voie des MAPK, Dusp16.

Au final, il apparaît que la grande majorité des gènes identifiés à ce jour sont 

des effecteurs de la différenciation kératinocytaire, qu’il s’agisse de protéines 

structurales, d’enzymes ou d’inhibiteurs. Au contraire, les voies de signalisation et le 

« pool » de facteurs de transcription ne sont que très partiellement décrits, en 

particulier pour les étapes les plus tardives pourtant cruciales pour la mise en place et 

le maintien de la fonction barrière. Ils constituent pourtant des éléments essentiels 

pour comprendre comment un programme aussi complexe peut être exécuté 

correctement, donc également pour comprendre certaines pathologies liées à des 

altérations de ce programme. 
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2.3. Pathologies associées au programme de différenciation épidermique 

2.3.1. Les génodermatoses 
De nombreuses maladies monogéniques sont causées par des mutations des 

gènes exprimés au cours de la différenciation épidermique. Une grande partie des 

génodermatoses sont caractérisées par un trouble de la cornification associé à une 

perturbation de la différenciation kératinocytaire, et conduisent à des pathologies 

ichtyosiformes généralisées (sécheresse cutanée importante et formation de larges 

squames) ou localisées (kératodermies palmoplantaires). Voici un tableau 

récapitulatif des principales génodermatoses liées à des mutations de gènes exprimés 

au niveau des couches suprabasales de l’épiderme. Les gènes et la plupart de ces 

pathologies étant cités dans les chapitres précédents, le mécanisme moléculaire 

(quand il est connu) n’est pas indiqué. 

Légende : A transmission autosomique ; X transmission liée au chromosome X ; R 

récessive ; D/SD dominante/semidominante 

Pathologie Transmission Gène affecté 

Manifestations 

cliniques/

anatomopathologiques

Ichtyose lamellaire de 

type I 

OMIM #242300 

A R 
TGM1

Bébé collodion, grandes squames 

brunes et adhérentes, prurit, 

ectropion / eclabium ; 

Hyperkératose massive 

Ichtyose lamellaire de 

type II 

OMIM #601277 

A R 
ABCA12 (perte de 

fonction partielle) 
Cf. IL type I. 

Ichtyose arlequin 

OMIM #242500 
A R 

ABCA12 (perte de 

fonction totale) 

Généralement létale, fissures 

cutanées profondes, ectropion / 

eclabium ; 

Hyperkératose, compaction de la 

couche cornée 

Ichtyose lamellaire de 

type III 

OMIM #604777 

A R 
FLJ39501/

CYP4F22
Cf. IL type I. 
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Ichtyose congénitale 

autosomique récessive 

liée à l’ichthyin 

(ARCII)

OMIM #612281 

A R NIPAL4 (Ichthyin) 

Bébé collodion, kératodermie 

palmoplantaire, signes cliniques 

proches de l’IL ou NCIE (trouble 

massif et généralisé de la 

desquamation, érythème) 

Erythrodermie

ichtyosiforme 

congénitale sèche 

(NCIE)

OMIM #242100 

A R ALOXE3, ALOX12B

Bébé collodion, érythème, 

ectropion / eclabium ; 

Kératose hyperproliférative 

Erythrodermie

ichtyosiforme 

congénitale bulleuse 

(BCIE) OMIM #113800

A R 
KRT1, KRT10 

Hyperkératose, fragilité cutanée ; 

bulles intraépidermiques et 

vacuolisation des couches 

suprabasales

Maladie de Naxos 

OMIM #601214 
A R JUP (plakoglobine) 

Cardiomyopathie, kératodermie 

palmoplantaire, cheveux laineux 

Acral peeling skin 

syndrome

OMIM #609796 

A R TGM5 

Atteinte acrale, érythème 

indolore, détachement de 

l’épiderme au niveau de la 

couche cornée 

Ichtyose autosomique 

récessive avec 

hypotrichose (ARIH) 

OMIM #610765 

A R ST14 (Matriptase) 

Hyperkératose diffuse, 

hypotrichose généralisée et 

diffuse, prurit. 

Syndrome similaire (OMIM 

#602400), avec également une 

atrophodermie folliculaire et une 

hypohidrose, dû à des mutations 

du même gène (Alef et al. 2009). 

Syndrome de Papillon-

Lefèvre

OMIM #245000 

A R CTSC  

Hyperkératose palmoplantaire, 

périodontite conduisant à la 

perte de la dentition 

Syndrome de 

Netherton 

OMIM #256500 

A R SPINK5 

Erythrodermie ichtyosiforme, 

cheveux bambous, atopie dans ¾ 

des cas 
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Maladie de Gaucher 

OMIM #230800 
A R 

GBA (gluco-

cérébrosidase) 

Déficit de la fonction barrière 

(TEWL augmenté), ichtyose, 

mort à l’âge de 18 mois due à des 

troubles neurologiques 

Syndrome de 

Chanarin-Dorfman 

OMIM #275630 

A R 
CGI-58/ABHD5 

Erythrodermie ichtyosiforme, 

hépatosplénomégalie, 

accumulation de gouttelettes 

lipidiques (nbx tissus) 

Syndrome de Sjögren-

Larsson

OMIM #270200 

A R 
ALDH3A2

Ichtyose, troubles moteurs et 

retard mental, dégénérescence 

rétinienne

Ichtyose liée à l’X 

OMIM +308100 

X R 
STS

Hyperkératose, opacification 

asymptomatique de la cornée 

Ichtyose vulgaire 

OMIM #146700 
A SD FLG

Peau sèche ; 

Hyperkératose modérée, déficit 

de la fonction barrière 

Kératodermie

palmoplantaire striée 

de type I 

OMIM #148700 

A D DSG1 Hyperkératose palmoplantaire 

Kératodermie

palmoplantaire striée 

de type II 

OMIM +125647 

A D DSP

Hyperkératose palmoplantaire, 

cheveux laineux, 

cardiomyopathie

Ichtyose bulleuse de 

Siemens 

OMIM #146800 

A D KRT2A 

Hyperkératose et érosion 

superficielle de l’épiderme avec 

acantholyse. 

Syndrome de 

Vohwinkel

OMIM #124500 

A D GJB2 (Cx26) 

Ichtyose, kératodermie 

palmoplantaire, pseudoainhum, 

surdité

Variant du syndrome 

de Vohwinkel 

OMIM #604117 

A D 
LOR Ichtyose, kératodermie 

palmoplantaire, pseudoainhum 

Maladie de Darier 

OMIM #124200 

A D 
ATP2A2

Défaut de cohésion 

kératinocytaire, acantholyse 

Maladie de Hailey-

Hailey

OMIM #169600 

A D ATP2C1 

Phénotype proche de celui de la 

maladie de Darier, atteinte des 

ongles

Table 3 : principales génodermatoses liées à des mutations de gènes exprimés 
au niveau des couches suprabasales de l’épiderme. 
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Il est important de noter qu’à ce jour la nature causative de certaines 

mutations n’est pas parfaitement établie et que les mécanismes moléculaires 

impliqués sont parfois peu décrits. De plus, même lorsque des mutations sont 

identifiées, la corrélation entre génotype et phénotype reste parfois difficile à établir, 

avec parfois une hétérogénéité phénotypique au sein d’une même famille, voire d’un 

même individu. C’est notamment le cas des ichtyoses congénitales autosomiques 

récessives (ARCI), un groupe à la fois génétiquement et phénotypiquement 

hétérogène constitué des ichtyoses lamellaires, de l’ARCI liée à l’ichthyin et de 

l’érythrodermie ichtyosiforme congénitale sèche (Fischer 2009). Le manque de 

précision dans la définition des signes cliniques, ainsi que les difficultés pour établir 

la nature causative des mutations identifiées dans les gènes TGM1, ABCA12,

CYP4F22, NIPAL4, ALOXE3 et ALOX12B (sans oublier que dans 22% des cas aucune 

mutation n’est identifiée), compliquent également l’étude de ces maladies. 

2.3.2. Le psoriasis 
Cette dermatose inflammatoire qui touche environ 2% de la population 

caucasienne, est caractérisée par l’apparition de plaques érythémato-squameuses de 

forme, de taille et de localisation très variables. Au niveau des lésions, l’épiderme est 

hyperplasique. Cette hyperprolifération kératinocytaire est associée à une disparition 

de la couche granuleuse, une hyperkératose et une parakératose. Les papilles 

dermiques sont plus allongées et des micro-abcès à polynucléaires sont souvent 

présents. L’infiltration de l’épiderme et du derme respectivement par des 

lymphocytes T CD8+ et CD4+ aboutit à la production de nombreuses cytokines 

proinflammatoires, telles que l’IL1, l’IL8, l’interféron-	 et le TNF� (figure 61). 

L’origine de cette pathologie, kératinocytaire ou immunitaire, n’a pas été 

définitivement tranchée. Concernant les kératinocytes, des mesures du TEWL (pertes 

en eau trans-épidermiques) montrent que la fonction barrière est défectueuse au 

niveau des lésions psoriasiques (Serup and Blichmann 1987). L’absence de couche 

granuleuse est liée à une forte diminution de l’expression de la profilaggrine et de la 

loricrine, en plus de la diminution d’autres marqueurs (transglutaminase 3, caspase 

14, DNase1L2...). A l’inverse, d’autres marqueurs de la différenciation, tels que 

l’involucrine, la cystatine A, SLPI, SKALP, la transglutaminase 1, ou encore de 

nombreuses protéines à activité antimicrobienne faiblement exprimées dans 

l’épiderme normal (hBD2, hBD3, LL-37, S100A7), sont surexprimés ou exprimés plus 

précocement dans cette pathologie – pour revue (Iizuka et al. 2004; Tschachler 
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2007). D’autres éléments sont plutôt en faveur d’une origine immunologique de la 

maladie. L'amélioration spectaculaire des lésions psoriasiques après traitement par la 

cyclosporine, une molécule immunosuppressive spécifique des lymphocytes T, 

suggère qu’ils ont un rôle important dans la maladie. De plus, l’injection de 

lymphocytes de patients dans le derme de souris nude porteuses de greffes 

d’épiderme humain normal induit l’apparition de lésions de type psoriasiques 

(Wrone-Smith and Nickoloff 1996). Que l’altération de la barrière au niveau des 

lésions soit à l’origine de la pathologie ou une conséquence de l’inflammation, les 

anomalies de la différenciation jouent probablement un rôle important dans le 

maintien de la maladie et sa chronicité, comme en attestent la disparition de 

l’inflammation et le rétablissement d’une différenciation normale lorsque les plaques 

psoriasiques sont recouvertes d’une protection inerte (Hwang et al. 2001). 

Selon la classification proposée en 1985, on distingue le psoriasis de type I, 

dit familial, d’apparition précoce (habituellement avant l’âge de 40 ans) et qui 

constitue 30% des cas, et le psoriasis de type II, sporadique et d’apparition plus 

tardive (Henseler and Christophers 1985). Le psoriasis de type I est une maladie 

multigénique et multifactorielle, de grandes disparités étant constatées selon les 

différentes populations considérées. De nombreuses études de liaison ont défini une 

Figure 61. Comparaison entre peau normale et psoriasique (Lowes et al. 2007). 
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vingtaine de loci de susceptibilité pour le psoriasis familial, dont les plus documentés 

sont nommés PSORS : PSORS1 (6p21.3), PSORS2 (17q25), PSORS3 (4q), PSORS4

(1q21), PSORS5 (3q21), PSORS6 (19p13), PSORS7 (1p), PSORS8 (16q), PSORS9

(4q31-q34), PSORS10 (18p11.23), et PSORS11 (5q31.1-q33.1). 

PSORS1 contribuerait jusqu’à 65% dans la forme familiale du psoriasis 

(Gudjonsson et al. 2006), et contient les gènes codant pour le HLA-C et la CDSN. Si 

des travaux génétiques ont initialement suggéré une liaison entre certains allèles du 

gène CDSN et la susceptibilité à cette maladie (Capon et al. 2003; Capon et al. 2004), 

la contribution de ce gène a été écartée par deux études plus récentes dans des 

populations différentes, faisant du gène HLA-Cw6 (allèle Cw*0602) le candidat le 

plus probable au sein du locus PSORS1 (Helms et al. 2005; Nair et al. 2006). 

La possible contribution du locus PSORS4 est plus évidente : situé en 1q21, il 

correspond à une partie de l’EDC, le complexe de différenciation épidermique 

comportant un grand nombre de gènes spécifiques du kératinocyte granuleux. Dans 

une récente étude, plusieurs gènes faisant partie du locus de susceptibilité au 

psoriasis PSORS4, et notamment les gènes de la famille SPRR, sont ainsi apparus 

associés au psoriasis dans une population finlandaise (Kainu et al. 2009). De façon 

surprenante, trois études récentes menées sur des populations différentes ont 

également montré une association entre les gènes codant pour les LCE et le psoriasis 

(Liu et al. 2008; de Cid et al. 2009; Zhang et al. 2009), alors que ces gènes, bien que 

situés dans l’EDC, se trouvent en dehors des bornes du locus PSORS4 tel qu’il a été 

redéfini (Capon et al. 2001). 

Peu d’études de liaison avec les gènes des autres loci de susceptibilité ont été 

publiées, et se heurtent souvent au problème des contributions faibles et variables 

d’une population à l’autre. Les données sur les différents loci identifiés, gènes 

candidats et populations d’étude sont résumées dans la Table 4 (Jullien & Barker 

2006). En outre, les évolutions récentes des techniques de recherche d’associations à 

l’échelle du génome ont permis d’obtenir des résultats plus précis qu’avec des études 

« classiques » de liaison et d’agrandir le nombre de gènes susceptibles de contribuer à 

la physiopathologie du psoriasis. Elles ont notamment souligné le rôle potentiel de 

plusieurs interleukines (IL-4, IL-12B, IL-13, IL-15 et IL-23A dont les gènes sont situés 

en dehors des loci de susceptibilité décrits auparavant, mais aussi le récepteur IL23R 

situé dans le locus PSORS7 – pour revue : (Duffin and Krueger 2009)), la voie de 
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signalisation TNFalpha/NF-kB (Nair et al. 2009) ou encore la protéase 

transmembranaire ADAM33 (Lesueur et al. 2007). 

Table 4. Liste des loci putatifs de susceptibilité au psoriasis famillial et de 

quelques gènes candidats (Jullien and Barker 2006). 

Afin d’étudier plus facilement les mécanismes impliqués dans le psoriasis, un 

grand nombre de modèles murins ont été développés, qu’il s’agisse de modèles 

spontanés, de xéno- ou allogreffes, de modèles transgéniques ou inactivés pour un 

gène. Toutefois, certaines observations sont limitées par la densité très élevée de 

follicules pileux dans l’épiderme murin, sans compter que la plupart des modèles 

présentent d’autres signes phénotypiques non observés dans le psoriasis humain ; 

pour un résumé des principaux modèles, voir l’excellente revue publiée récemment 

(Gudjonsson et al. 2007). 
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3. Etudes à grande échelle du transcriptome épidermique 
Le nombre d’EST produits à partir d’épiderme humain et/ou de kératinocytes 

en culture, est environ 300 fois plus faible que le nombre de ceux obtenus à partir 

d’organes tels que le cerveau (environ 1 600 contre 510 500 avant les premiers 

travaux à grande échelle de notre équipe, pour un total de 8,2 millions d’EST 

humains), ce qui montre le retard pris dans l’étude de ce tissu. Grâce à la 

miniaturisation des outils et au changement d’échelle opéré par les techniques les 

plus récentes, l’annotation du génome et la compréhension de mécanismes cellulaires 

complexes s’appuient de plus en plus sur des données obtenues à partir de 

prélèvements humains plutôt que de cellules en culture, et à partir de populations 

homogènes de cellules plutôt que d'organes entiers. Malgré cela, seul un petit nombre 

d’études se sont intéressées à l’étude du transcriptome de l’épiderme. De nombreuses 

études ont été menées dans un contexte pathologique, et les études menées dans un 

contexte physiologique ont principalement eu pour but d’évaluer l’intérêt des 

équivalents cutanés, donc in vitro. Seuls quelques rares travaux ont été menés à 

partir d’épiderme (murin ou humain) ex vivo.

3.1. Etudes du transcriptome lors de pathologies épidermiques 

3.1.1. Transcriptome et psoriasis 
Une des premières études à grande échelle consacrée au psoriasis a été menée 

au moyen de puces Affymetrix U95A (12 000 gènes humains) afin d’analyser des 

échantillons de peau de 15 patients (peau lésionnelle et non-lésionnelle pour 11 

d’entre eux) et 6 individus témoins (Bowcock et al. 2001). 7129 transcrits ont été 

détectés et un clustering hiérarchique a permis de mettre en évidence 177 gènes 

spécifiquement régulés dans la peau lésionnelle, dont seulement 16 réprimés. Parmi 

les gènes surexprimés, plusieurs sont connus pour leur rôle dans la différenciation 

épidermique, dont certains situés sur l’EDC (IVL, SPRRs, plusieurs protéines de la 

famille S100A). On trouve également les gènes TGM1 et 3, SKALP, ALOX12B, les 

SERPINB3 et B4, le marqueur membranaire CD24, les facteurs de transcription 

STAT1 et 3, et les kératines spécifiques des kératinocytes hyperprolifératifs, K6a, K16 

et K17. Ces résultats semblent bien corrélés avec ceux obtenus ultérieurement par 

Haider et collaborateurs sur des lésions psoriasiques et des carcinomes 

spinocellulaires (Haider et al. 2006), ceux-ci ayant identifiés dans les deux 
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pathologies des gènes impliqués dans la protéolyse et sa régulation (ADAM23, KLK6, 

10, 13, SERPINB3, B4 et B8), l’inflammation (interleukines, S100A, CD24), et dans la 

différenciation kératinocytaire (SPRR, DSG3, TGM1, IVL, ALOX12B...). L’étude de 

Bowcock et collaborateurs a également mis en évidence de nombreux gènes 

surexprimés codant pour des protéines du protéasome, qui pourraient intervenir 

dans la présentation antigénique via le CMH. Cette donnée est à rapprocher avec 

l’association entre susceptibilité au psoriasis familial et certains haplotypes du 

complexe HLA. Le transcrit présentant la plus forte induction (93 fois) code pour la 

transcobalamine I, une protéine de liaison à la vitamine B12 spécifique des cellules 

inflammatoires. 5 gènes ont montré une surexpression à la fois dans la peau 

lésionnelle et non-lésionnelle par rapport aux individus contrôle : CD47, 

l’interleukine 8, SPRR2C, ECGF1 (Endothelial Cell Growth Factor 1) et STAF50 

(Stimulated Trans-Acting Factor 50kDa). Une étude récente employant des puces 

Affymetrix contre environ 14 500 gènes a permis d’établir le profil d’expression 

génique de kératinocytes traités à l’interleukine-1, et de mettre en évidence de 

nombreux points communs avec l’expression génique dans le psoriasis, soulignant le 

rôle important de l’IL-1 et de l’inflammation dans les altérations de la différenciation 

kératinocytaire observées dans cette maladie (Yano et al. 2008). 

Malgré ces résultats, l’infiltrat de nombreuses cellules immunitaires au niveau 

des lésions psoriasiques, ainsi que l’activation de nombreux gènes impliqués dans 

l’inflammation mais non spécifiques de la maladie, rendent les données de 

transcriptome « global » particulièrement difficile à décrypter dans le cas du 

psoriasis, celles-ci n’ayant livré que peu d’information sur les mécanismes impliqués. 

3.1.2. Transcriptome et inflammation 
Le TNF� étant un des principaux médiateurs de l’inflammation dans 

l’épiderme (avec l’IL-1), le traitement de kératinocytes en culture par cette cytokine 

est susceptible d’induire une différenciation aberrante qui ressemble à celle observée 

dans un contexte d’inflammation cutanée. La technique du SAGE a permis 

d’identifier environ 10 000 gènes exprimés par les kératinocytes différenciés in vitro,

parmi lesquels 90 subissent une régulation (surexpression pour 47 d’entre eux, 

sousexpression pour les 43 autres) en réponse au traitement par le TNF� (Jansen et 

al. 2001). Les auteurs relèvent notamment un niveau d’expression relativement stable 

pour les gènes impliqués dans la formation de plusieurs structures essentielles de 

l’épiderme (KRTs, SPRRs, IVL, TGMs), même si certains gènes suprabasaux tendent 
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à être légèrement réprimés tandis que K14 est surexprimé. Parmi les gènes fortement 

exprimés figurent également des gènes codant pour des protéines sécrétées à activité 

antimicrobienne, avec notamment une surexpression de S100A8 et S100A9 codants 

pour les calgranulines A et B. De façon intéressante, ces deux protéines sont 

surexprimées dans l’épiderme hyperprolifératif ou psoriasique, et il a récemment été 

montré qu’elles favorisent la production de nombreuses cytokines proinflammatoires 

(dont le TNF�) et sont induites en retour, la boucle favorisant le maintien de 

l’inflammation et une augmentation de la prolifération kératinocytaire (Nukui et al. 

2008). Enfin, malgré l’effet pro-apoptotique du TNF� dans certains contextes, 

aucune différence significative dans l’expression de gènes pro- ou anti-apoptotiques 

n’est relevée. Il est important de noter que plusieurs des marqueurs de la 

différenciation (LOR, FLG, KRT2) ne sont pas détectés par cette étude dans les 

kératinocytes différenciés in vitro non traités, suggérant un problème de 

différenciation très incomplète (en accord avec la morphologie des cultures 

obtenues), plutôt qu’un problème d’exhaustivité. 

3.1.3. Transcriptome et carcinogenèse 
La même équipe a également cherché à mettre en évidence par la technique du 

SAGE des gènes spécifiquement surexprimés dans des lésions épidermiques 

précancéreuses (kératose actinique) par rapport à la peau non-lésionnelle du même 

individu (van Ruissen et al. 2002a). Parmi les 12000 gènes identifiés, un ensemble de 

gènes spécifiques de l’épiderme précancéreux (donc de potentiels marqueurs 

moléculaires de la cancérogenèse) a été mis en évidence, dont POLQ codant pour 

l’ADN polymérase 	, S100A7, S100A8 et S100A9, CSTA (cystatine A), SFN (stratifine) 

ou encore TRAF5 codant pour un récepteur au TNF�. Certains gènes étant également 

surexprimés dans le psoriasis, les auteurs proposent que la progression vers le cancer 

passe par une activation non réversible des gènes impliqués dans la prolifération, là 

où celle-ci est réversible dans le psoriasis. La technique utilisée pose cependant un 

problème de sensibilité, puisque de nombreux gènes représentés par une seule 

étiquette SAGE n’ont pas pu être inclus dans une analyse statistique quantitative. 

De nombreuses autres études se sont ciblées sur l’expression génique des 

carcinomes épidermoïdes. Les carcinomes épidermoïdes (ou carcinomes 

malpighiens) sont des tumeurs malignes qui reproduisent de façon plus ou moins 

élaborée la structure d’un épithélium pluristratifié cornifié. La différenciation au sein 

de la tumeur se fait généralement de la périphérie vers le centre pouvant aboutir à la 
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formation de « perles cornées ». On parle de carcinome spinocellulaire pour les 

carcinomes épidermoïdes d’origine épidermique. Les carcinomes épidermoïdes 

développés aux dépens d’un épithélium non malpighien prennent le nom de 

carcinomes épidermoïdes métaplasiques. Les plus fréquents siègent au niveau des 

bronches, de la sphère ORL, de l’oesophage (HNSCC, head and neck squamous cell 

carcinoma) ou du col utérin. Les carcinomes épidermoïdes ayant fait l’objet de 

nombreux séquençages systématiques à partir de biopsies, ils sont fortement 

représentés dans les banques de données. De ce fait, la majorité des EST 

correspondant à des gènes de la différenciation épidermique proviennent de 

carcinomes épidermoïdes. Ceux-ci expriment de nombreux marqueurs de la 

différenciation épidermique (Haider et al. 2006), même si à ce jour aucun n’a été 

identifié comme constituant un facteur pronostique. De plus, très peu de données 

sont disponibles sur les facteurs de transcription et autres régulateurs impliqués dans 

la différenciation observable dans ces carcinomes, malgré l’intérêt de comparer ce 

programme avec la différenciation kératinocytaire normale. A ce jour, les rares 

données disponibles suggèrent l’implication de gènes par ailleurs connus pour leur 

rôle dans d’autres types de cancer, tels que p53, Bcl2, la TERT ou plusieurs cyclines. 

Plusieurs travaux démontrent également l’activation constitutive de STAT3 dans la 

plupart des HNSCC (Sriuranpong et al. 2003; Neiva et al. 2009). NF
B, AP1, c-Myc 

et la �-caténine semblent également impliqués, notamment dans les carcinomes du 

nasopharynx – pour revue : (Allen et al. 2007; Chou et al. 2008). 

Dans le but de mieux comprendre les gènes impliqués dans l’invasivité des 

cellules tumorales, des carcinomes spinocellulaires ont été comparés à des lésions 

psoriasiques, ces deux pathologies étant notamment caractérisées par une 

hyperprolifération kératinocytaire mais seul le carcinome présentant un pouvoir 

invasif (Haider et al. 2006). Des puces Affymetrix U95 contenant des sondes pour 

environ 12 000 gènes ont été utilisées pour comparer chaque échantillon 

pathologique (8 carcinomes et 8 lésions psoriasiques) à de la peau saine provenant du 

même individu. Dans un premier temps, 1048 gènes ont été identifiés comme étant 

surexprimés et 870 sous-exprimés dans les carcinomes par rapport à la peau saine. 

Pour faire la part des gènes dérégulés dans le cadre de l’hyperprolifération bénigne et 

celle des gènes réellement impliqués dans la cancérogenèse, cette liste a été 

confrontée à celle des gènes surexprimés dans les lésions psoriasiques par rapport à 

la peau non lésionnelle. Parmi les gènes spécifiquement surexprimés dans les 
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carcinomes et pas dans le psoriasis, plusieurs membres de la famille des 

métalloprotéases (MMP1, 10, 13) sont présents, ainsi que des gènes impliqués dans la 

prolifération, mais aussi la KLK7 (SCCE), la cathepsine L2, le facteur de transcription 

STAT3, des récepteurs de la voie de signalisation WNT. Au contraire, les facteurs 

JUNB, JUND et FOS, ainsi que les marqueurs membranaires CD8 (lymphocytes T) et 

CD83 (cellules dendritiques), sont moins fortement exprimés dans les SCC que dans 

la peau normale ou le psoriasis, respectivement. Pour une partie de ces gènes, les 

résultats ont été confirmés par PCR quantitative en temps réel, et en 

immunohistochimie pour les MMP, CD8 et CD83. La principale limite de cette étude, 

probablement liée à l’étude directe de maladies complexes impliquant de nombreux 

types cellulaires, est le très grand nombre de gènes identifiés comme dérégulés dans 

les tumeurs (582 gènes surexprimés dans les tumeurs et non régulés dans le 

psoriasis ; 2520 gènes au total sont différentiellement régulés dans les 2 pathologies). 

Parmi les autres études à grande échelle menées sur les carcinomes 

épidermoïdes, on peut citer par exemple les travaux de Roepman et al. qui ont 

cherché à améliorer le diagnostic clinique en recherchant des marqueurs spécifiques 

exprimés par les tumeurs primaires et susceptibles d’indiquer la présence de 

métastases non détectées (Roepman et al. 2005). Des échantillons provenant de 82 

patients atteints de tumeurs de la sphère ORL, parmi lesquels 45 présentaient des 

métastases ganglionnaires, les autres n’ayant pas développé de métastases 3 ans 

après le traitement chirurgical, ont été utilisés. L’analyse par puces pangénomiques à 

oligonucléotides (Qiagen, 21 329 gènes humains) montre que 1986 gènes présentent 

une surexpression dans au moins 30 des 82 échantillons tumoraux. Une classification 

des profils d’expression des tumeurs ayant formé des métastases ou non a permis la 

mise en évidence de 102 gènes prédictifs de leur potentiel invasif. Il est intéressant de 

noter que 2/3 d’entre eux sont sous-exprimés dans les tumeurs à l’origine de 

métastases. On retrouve en particulier des gènes intervenant au niveau de 

l’adhérence cellulaire (plakines, desmogléine 3), la différenciation épidermique 

(transglutaminase 3, involucrine, loricrine, dermokine, SLPI, SKALP, SPINK5, 

ALOX12B, ABCA12) et la mort cellulaire. De nombreux gènes codant pour des 

protéines de la matrice extracellulaire et de son remodelage (métalloprotéases et 

inhibiteurs) sont présents, certains étant surexprimés et d’autres sous-exprimés. 

L’analyse de ces 102 gènes prédictifs du potentiel métastatique dans 22 nouveaux 

échantillons a montré une bonne corrélation pour 19 échantillons, sans aucun faux 
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négatif. La mise en place de ces nouvelles méthodes d’analyse des tumeurs primaires 

devrait permettre de mieux adapter les traitements aux patients. 

3.2. Etudes du transcriptome dans un contexte physiologique 

3.2.1. Transcriptome et cicatrisation 
Dans le but d’étudier les modifications précoces de l’expression génique en 

réponse à une blessure, Cole et collaborateurs ont mis au point un protocole original 

pour l’étude de la cicatrisation in vivo chez l’homme. Dans le cadre d’une 

mammoplastie, 4 blessures adjacentes sont réalisées par biopsie « punch » de 8mm 

dans une région destinée à l’exérèse. Le chirurgien commence par l’autre sein, et 

organise l’opération de telle sorte que la moitié de la région blessée soit excisée au 

bout de 30 min, et l’autre 1h après la blessure (Cole et al. 2001). Le transcriptome de 

ces échantillons de peau est comparé à celui de peau non blessée du même individu à 

l’aide de filtres de nylon contenant des sondes pour 4400 gènes. Au bout de 30 min, 

124 gènes sont surexprimés au niveau de la blessure et aucun n’est sous-exprimé. Il 

s’agit notamment d’activateurs de transcription (BCL3, TCF3, RFXAP, MLL...) et de 

gènes impliqués dans la signalisation et l’inflammation (SOCS-1, codant pour une 

protéine capable d’inhiber les voies de signalisation de plusieurs cytokines ; MS-1,

codant pour une protéine sécrétée pro-inflammatoire...). Après 1h, 46 gènes sont 

surexprimés et 264 sont sous-exprimés. L’ensemble de ces résultats suggère que la 

première phase de réponse à une blessure est caractérisée uniquement par 

l’activation transcriptionnelle de certains gènes, alors qu’après 1h une importante 

proportion de ces gènes est réprimée. On peut toutefois reprocher à cette étude la 

trop petite proportion de gènes étudiés (4000), probablement assez peu 

représentatifs du transcriptome, ainsi que les prélèvements utilisés, composés de 

nombreux types cellulaires qui pourraient se trouver en proportions variables dans 

les différents prélèvements.

Dans le but de définir les gènes impliqués dans la cicatrisation 

indépendamment de l’inflammation induite par la blessure, des souris dont le gène 

PU.1 (spi1) a été inactivé ont été comparées à des souris sauvages (Cooper et al. 

2005). Le facteur de transcription PU.1 est en effet impliqué dans la différenciation 

de plusieurs lignées hématopoïétiques, et les souris invalidées pour ce gène sont 

dépourvues de macrophages et de neutrophiles fonctionnels. La peau de souriceaux 

P2 (2 jours) est incisée au niveau dorsal et les animaux sont traités avec un 



129

antibiotique jusqu’au sacrifice. Une réépithélialisation complète des lésions des 

souris sauvages comme des souris mutées est généralement observée au bout de 24h. 

Les prélèvements de peau sont effectués 30 min, 6h, 12h et 24h après la blessure. Les 

échantillons ont été analysés avec des puces Affymetrix ciblant environ 12 000 gènes, 

en comparaison à la peau non blessée provenant du même animal. 1001 gènes sont 

régulés au cours de la cicatrisation avec un ratio supérieur ou égal à 2 par rapport à la 

peau saine. Ces gènes ont ensuite été regroupés selon leur cinétique d’expression 

(taux d’ARNm en unités arbitraires ; figure 62) : 

Figure 62. Cinétique d’expression des gènes régulés pendant la cicatrisation 
(Cooper et al. 2005). Les données obtenues avec des souris sauvages sont 
représentées en bleu, celles des souris PU1-/- en rose. 

Environ 450 gènes, considérés comme des gènes impliqués dans la réparation 

tissulaire, présentent une régulation au cours de la cicatrisation identique chez les 

souris sauvages et mutées, et donc indépendante de la présence de cellules de 

l’immunité innée (groupes a, b, c et d). Au contraire, 200 gènes voient leur expression 
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modulée par la présence de macrophages (groupes e, f et g). Le groupe a, contenant 

les gènes de réponse précoce, est principalement constitué de facteurs de 

transcription (Egr1, Fosb, Fra1, Junb, Klf9, Klf10, Myc...). Parmi les « effecteurs » 

(groupes b et c) sont largement représentés des gènes codant pour des protéines de la 

matrice extracellulaire, des protéines de structure ou de signalisation. La kératine 6, 

connue pour être induite au cours de la cicatrisation, fait partie comme attendu des 

effecteurs d’expression tardive. Enfin, les gènes du groupe d pourraient être 

impliqués dans l’inhibition de contact qui intervient lors de la fermeture de la 

blessure comme les éphrines et leurs récepteurs, le récepteur NOTCH ou DSC3. 

3.2.2. Etudes de la différenciation épidermique in vitro 
Plusieurs équipes ont décrit le transcriptome de différents modèles d’épiderme 

reconstruit in vitro et de kératinocytes cultivés en monocouche (Bernard et al. 2002; 

Gazel et al. 2003; Lemaitre et al. 2004; Mehul et al. 2004). Ces études s’appuient 

toutes sur la technologie des puces ou filtres à ADN pour la comparaison du 

transcriptome dans les différents modèles étudiés. 

L’étude de Bernard et collaborateurs a comparé des échantillons d’épiderme 

humain normal (détachement à froid à partir de peau de sein), d’épiderme 

reconstitué produit par le laboratoire ‘‘SkinEthic’’ (kératinocytes pluristratifiés à 

l’interface air-liquide) et de kératinocytes primaires en culture monocouche. Les ARN 

radiomarqués ont été hybridés sur filtres de nylon contenants 475 sondes 

correspondant à 5 groupes de gènes : matrice extracellulaire/ 

différenciation/adhésion, signalisation/cytokines/facteurs de croissance, apoptose et 

radicaux libres, structure, et enfin, métabolisme. 25 à 30% des gènes du filtre sont 

détectés. Les ARNm de la kératine K6b et des intégrines alpha-3, alpha-6 et beta-1 

sont détectés dans les kératinocytes in vitro (épiderme reconstitué et culture 

monocouche), mais de manière surprenante pas dans l’épiderme normal, ce qui 

suggère une faible sensibilité de la méthode utilisée. Au contraire, des marqueurs de 

la différenciation épidermique tels que K1 et K10, la filaggrine, la loricrine et la 

cornéodesmosine sont détectés dans l’épiderme normal et reconstitué, et pas dans les 

cultures monocouche. Les auteurs ont de ce fait choisi l’épiderme reconstitué pour 

analyser les effets de l’acide rétinoïque sur l’expression génique. Même si ce travail a 

le mérite de tenter d’analyser à grande échelle la différence d’expression génique 

entre l’épiderme in vivo et les modèles in vitro, le faible nombre de gènes testés et le 

manque de sensibilité de la méthode en diminuent la portée. 
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L’étude de Gazel et collaborateurs utilise des puces Affymetrix capables de 

détecter 12000 gènes pour comparer le même type d’échantillons (épiderme humain 

normal disséqué, épiderme reconstitué ‘‘SkinEthic’’, et kératinocytes primaires 

prélevés 24h après confluence). Au total, 3240 gènes présentent une différence 

d’expression avec un ratio supérieur ou égal à 2 entre au moins deux des échantillons. 

Ce travail montre là aussi, mais cette fois-ci réellement à grande échelle, que les 

modèles d’épiderme reconstruit expriment un programme génique plus proche de 

l’épiderme normal que les kératinocytes en culture monocouche. On peut noter que 

l’épiderme reconstitué, bien qu’ayant une expression génique plus proche de celle de 

l’épiderme ex vivo, exprime plus faiblement certains gènes codant pour des protéines 

de signalisation sécrétées et leurs récepteurs. Les auteurs proposent que cette 

différence soit largement due à l’absence des types cellulaires autres que les 

kératinocytes. De façon étonnante, plusieurs gènes mitochondriaux sont sous-

exprimés dans l’épiderme normal par rapport à l’épiderme reconstitué, ce qui 

pourrait refléter une activité métabolique moins intense in vivo.

L’étude de Mehul et collaborateurs est basée sur l’utilisation de puces dédiées, 

obtenues par dépôt de produits PCR sur membrane de nylon. Les 504 gènes étudiés 

ont été choisis pour leur rôle connu ou supposé dans la biologie cutanée. Trois 

modèles d’épiderme 

reconstitué à partir de 

kératinocytes primaires 

différenciés à l’interface 

air-liquide, différant par 

le support utilisé, matrice 

de derme irradié, mélange 

de collagène bovin et de 

fibroblastes humains, ou 

membrane recouverte de 

collagène I et IV 

(‘‘Episkin’’), ont été 

analysés. La grande 

majorité des gènes (86%) 

est détectée dans les 3 

modèles et leurs profils 

Figure 63. Gènes différentiellement exprimés 
selon les modéles d’épiderme reconstitué (Mehul 
et al. 2004) 
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d’expression sont globalement proches. Chacun des modèles a été comparé à des 

kératinocytes primaires cultivés en monocouche. Tous les épidermes reconstitués 

reproduisent l’expression de plusieurs gènes associés à la différenciation terminale 

comme la cornéodesmosine, la loricrine, la caspase 14 ou la filaggrine, même si 

chacun montre quelques spécificités (figure 63). 

Afin d’identifier plus directement les gènes spécifiquement exprimés au cours 

de la stratification, des kératinocytes primaires ont été mis en culture sur du derme 

irradié et maintenus submergés ou ont été différenciés à l’interface air/liquide (Koria 

and Andreadis 2006). Les ARNm sont extraits à partir des cultures submergées ou à 

l’interface air/liquide après 3 ou 7 jours. Leur transcriptome, analysé à l’aide de puces 

pangénomiques Affymetrix, montre que la plupart des gènes surexprimés dans les 

cultures à l’interface air/liquide interviennent dans le métabolisme des 

carbohydrates, la biosynthèse des lipides ou la phosphorylation oxydative. De façon 

étonnante, très peu de gènes tardifs de la différenciation épidermique apparaissent 

exprimés de manière différentielle entre des cultures submergées et des cultures 

différenciées à l’interface air/liquide. D’autre part, l’analyse morphologique des 

cultures submergées montre un épiderme beaucoup plus fin avec une à deux assises 

cellulaires, mais qui développe une couche cornée. Les auteurs proposent que le 

manque de nutriments, en particulier de glycogène, dans le milieu de culture pourrait 

affecter la stratification. Malgré le manque de couches suprabasales intermédiaires, 

un programme transcriptionnel conduisant à la cornification des cellules est mis en 

place.

Une étude menée la même année sur des kératinocytes humains immortalisés 

(HaCaT), cultivés en conditions prolifératives (J3 après mise en culture) ou 

différenciantes (post-confluence, à J10), combine une approche de transcriptomique 

utilisant des puces à ADN contre 2500 gènes et une approche protéomique par 

électrophorèse 2D suivie de spectrométrie de masse (Lemaitre et al. 2004). Cette 

double approche a permis d’identifier 15 protéines différentiellement détectées sur 

gel, 4 surexprimées et 11 sousexprimées lors de la différenciation, et 171 gènes régulés 

parmi 1370 détectés (89 positivement et 82 négativement). L’analyse des transcrits et 

protéines différentiellement exprimés souligne l’implication de plusieurs fonctions 

cellulaires au cours de la différenciation, telles que le contrôle du cycle, le 

métabolisme des carbohydrates, la présentation antigénique, l’adhérence cellulaire ou 

encore les voies de signalisations liées au cytokines ou le contrôle de la transcription. 
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Au  delà de ces processus, l’étude a surtout permis d’identifier de nouveaux gènes 

candidats dans la régulation de la différenciation, avec 7 protéines et 33 transcrits 

jamais décrits comme étant régulés dans l’épiderme. Parmi les nouveaux gènes dont 

la régulation a été confirmée par immunohistochimie sur coupe de peau, la stratifine 

apparaît surexprimée, tandis que la stathmine est réprimée. La stratifine (SFN ou 14-

3-3
) est une protéine de liaison impliquée dans le contrôle du cycle cellulaire via la 

séquestration du complexe MPF (Chan et al. 1999) ; une mutation dominante 

identifiée dans ce gène est responsable des défauts de l’épiderme et des follicules 

pileux chez les souris de la lignée Er et favorise également l’apparition de carcinomes 

épidermoïdes (Li et al. 2005). La stathmine, une phosphoprotéine impliquée dans la 

formation du fuseau mitotique, est surexprimée dans plusieurs types de cancers, 

notamment les cancers spinocellulaires de la cavité orale (Kouzu et al. 2006). 

Un point commun aux différentes études concernant les modèles in vitro est la 

différence importante entre les modèles en monocouche et les épidermes reconstruit, 

ces derniers exprimant un plus grand nombre de gènes associés aux étapes tardives 

de la différenciation épidermique. Malgré cela, les épidermes reconstruits restent des 

systèmes simplifiés peu adaptés pour l’identification de gènes critiques pour la 

différenciation épidermique in vivo. 

3.2.3. Etudes de la différenciation épidermique in vivo 
Une étude menée en 2006 sur des souris sauvages ou mutées pour le récepteur 

à la mélanocortine (Mc1r), un marqueur des mélanocytes, a permis d’identifier de 

nombreux gènes potentiellement impliqués dans la différenciation kératinocytaire au 

moyen de puces à ADN pangénomiques de souris (April and Barsh 2006).  

 Les auteurs ont analysé le transcriptome des fibroblastes du derme, des cellules de la 

couche basale (où sont logés les mélanocytes) ou de l’épiderme suprabasal de souris 

sauvages ou mutées. Ces 3 populations cellulaires ont été comparées 2 à 2, 

permettant de dégager une « signature » transcriptionnelle spécifique de chacune des 

fractions cellulaires (indépendante du génotype des souris ; figure 64). Au total, sur 

17267 transcrits détectés (toutes fractions confondues), 552, 2097 et 883 transcrits se 

sont avérés spécifiques du derme, de la couche basale et des couches suprabasales de 

l’épiderme, respectivement. Parmi ces 883 transcrits spécifiques des kératinocytes 

différenciés, on peut noter de nombreux marqueurs déjà décrits dans la littérature , 
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Figure 64. Signature transcriptionnelle des différentes couches de la peau 
murine (April and Barsh 2006). 

(Krt10, périplakine, Gjb5 (connexine 31.1), Pkc epsilon, Ovo-like 1, Ror alpha, 

répétine, suprabasine, corniféline, Tgm1, Sprr (1b, 2j), Lce (1a1, 1a2, 1h, 1m et 3c), 

Csta,  Aloxe3, Fabp5...). Ce travail a également mis en évidence des gènes peu ou pas 

caractérisés dans l’épiderme, impliqués dans le métabolisme lipidique (Acsbg1 

(lipidosine), Pla2 groupes IVB & VI, Pla2 activating protein, Pld2, Galc...), diverses 
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voies de signalisation (Il1b, Il4, Il1rn (antagoniste IL1R), Chrna1 (récepteur 

cholinergique à la nicotine), Stat1 & 4, Calmoduline 1, Camkk1...), le cycle cellulaire 

(Stathmin-like 3), la défense antimicrobienne (Camp, Defa22...), la régulation de la 

protéolyse (Spink2)... Toutefois, de nombreux marqueurs connus sont absents (Flg, 

Ivl, Tgm3, Padi...), tandis que Lor est détectée dans plusieurs fractions alors qu’elle 

n’est attendue que dans la fraction suprabasale, peut être à cause d’une 

contamination de la fraction basale lors de la dissociation par récurage manuel des 

cellules en bain de trypsine. 

La première étude partielle du transcriptome de l'épiderme humain entier 

obtenu par clivage enzymatique a utilisé la méthode SAGE, peu adaptée à la 

caractérisation de nouveaux gènes par manque de spécificité (van Ruissen et al. 

2002b). Au total, 15 131 étiquettes SAGE, dont 7645 uniques, ont été collectées et 

comparées aux bases de données. Parmi les 20 étiquettes les plus représentées, 6 

n’ont pu être identifiées et 10 correspondent à des protéines ribosomiques. La 

galectine 7, une lectine épidermique exprimée dans toutes les couches, et le gène 

hypothétique KIAA0375, identifié depuis comme codant pour RUSC2 (RUN and SH3 

domain containing 2, ou Iporine, un partenaire de Rab1 exprimé de façon ubiquiste), 

font partie des gènes les plus fortement détectés (Cartharius et al. 2005). Enfin, le fait 

que seulement 2 étiquettes correspondent à des gènes de la différenciation 

épidermique, KRT10 et KDAP (Keratinocyte Differentiation Associated Protein),

souligne les limites de la méthode SAGE dans l’étude de transcriptomes peu 

caractérisés. 

De récents travaux ont comparé le profil d’expression de différentes 

populations cellulaires épidermiques (Radoja et al. 2006). L’épiderme est séparé du 

derme après incubation d’une nuit à 4°C avec la dispase, puis les cellules 

épidermiques sont dissociées par traitement à la trypsine à 37°C. Les kératinocytes 

basaux sont ensuite isolés à l’aide de billes magnétiques couplées à des anticorps 

dirigés contre l’intégrine �4, spécifiquement exprimée par ces cellules. Des puces 

Affymetrix HU95 (10 000 gènes) ont été utilisées pour comparer les cellules �4+ aux 

cellules �4-, et à l’épiderme entier (à partir de 3 donneurs sains). Comme attendu, les 

gènes plus fortement exprimés dans la population de kératinocytes basaux �4+

codent pour des protéines de l’hémidesmosome, du cycle cellulaire et de la réplication 

de l’ADN. Les gènes plus fortement exprimés dans la population de cellules �4-
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correspondent aux marqueurs de la différenciation épidermique et en particulier aux 

gènes situés dans l’EDC (LOR, IVL, FLG, SPRRs...). Les 2 populations cellulaires 

expriment aussi de façon différentielle les gènes codant pour des protéines 

impliquées dans l’adhésion, la matrice extracellulaire, le métabolisme et la 

signalisation. D’autre part, 49 gènes surexprimés dans les cellules �4- sont 

spécifiques des mélanocytes. En fait, cette dernière population est très hétérogène 

puisque composée de kératinocytes suprabasaux ainsi que des autres types cellulaires 

épidermiques, mélanocytes, cellules de Langerhans et cellules de Merkel. Une autre 

limitation dans cette étude vient du fait que les kératinocytes granuleux sont plus 

résistants à la trypsine que les autres kératinocytes et demeurent accrochés à la 

couche cornée ; de ce fait, ils sont majoritairement absents de la fraction cellulaire 

�4-, ce qui limite l’identification des gènes les plus tardivement exprimés. Ceux-ci ne 

sont identifiés que par déduction, puisque détectés dans l’épiderme entier et absents 

des fractions �4+ et �4- (ratio épiderme/K. épineux > 1,7). Cette approche est donc 

moins susceptible d’identifier de nouveaux gènes d’expression tardive qu’une 

comparaison directe des kératinocytes granuleux avec une référence. 

L’état des connaissances concernant le transcriptome des différentes couches 

de l’épiderme apparait donc très fragmentaire, en particulier in vivo. Pour cette 

raison, notre équipe s’est attachée à décrire le transcriptome des kératinocytes 

granuleux à partir d’épiderme humain normal, dans le but d’identifier des gènes 

spécifiquement exprimés dans ces cellules et impliqués dans la régulation du 

programme de différenciation, dans la cornification ou dans la desquamation. 

Les résultats expérimentaux qui suivent décrivent notamment une procédure 

de purification par incubations itératives en bain de trypsine permettant un 

enrichissement progressif en kératinocytes granuleux. Cette technique a permis dans 

un premier temps d’identifier près de 3400 gènes spécifiquement exprimés dans les 

kératinocytes granuleux, par séquençage d’une banque d’ESTs produits par la 

technique des ORESTEs (Toulza et al. 2007). Cette méthode autorise la détection de 

l’expression, même très faible, d’un grand nombre de gènes, mais ne permet pas de 

distinguer lesquels sont spécifiques de la couche granuleuse, ou exprimés dans tout 

l’épiderme. Pour cette raison, plusieurs autres techniques complémentaires à grande 

échelle ont été employées pour rechercher spécifiquement des gènes d’expression 
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tardive, plus susceptibles d’être impliqués dans la fonction barrière de l’épiderme : 

exploration de la banque d’ESTs, puces à ADN pangénomiques et analyses 

bioinformatiques de promoteurs pour l’identification de candidats, PCR quantitative 

en temps réel et séquençage pour l’identification des gènes régulés (Mattiuzzo et al. 

2009).

Enfin, la technique de PCR quantitative en temps réel, utilisée pour ces deux 

études d’expression génique, a également été employée pour établir le profil 

d’expression de plusieurs marqueurs de différenciation dans un modèle de souris 

inactivées pour le gène de la cornéodesmosine (Leclerc et al. 2009). Cette étude étant 

distincte des approches à grandes échelles, l’article correspondant est donné en 

Annexes.
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Résumé

Au cours de la différenciation épidermique, les kératinocytes quittent le 

compartiment basal et cessent de proliférer. Les cellules progressant dans les couches 

suprabasales subissent des remaniements biochimiques complexes et finement 

régulés conduisant à la cornification, puis la desquamation. Ce processus de mort 

cellulaire programmée aboutit à la formation des cornéocytes qui assurent la fonction 

de barrière protectrice. Les kératinocytes granuleux, dernières cellules vivantes, 

produisent la quasi-totalité des protéines et lipides requis pour la fonction barrière ; 

pour cette raison, une meilleure compréhension des processus mis en jeu passe par 

l’étude à grande échelle de leur transcriptome. 

Dans cet objectif, des kératinocytes granuleux ont été purifiés à partir 

d’épiderme humain par incubations successives en présence de trypsine. Le niveau 

d’enrichissement en kératinocyte granuleux a été contrôlé par RT-PCR quantitative 

en temps réel (qRT-PCR). Plus de 22 500 EST ont été produits par la méthode des 

ORESTES puis séquencés. Parmi eux, 16 406 EST correspondent à 3 387 gènes 

différents, dont 14 rétrogènes et 5 gènes non-codants. Le niveau de normalisation de 

la méthode s’avère satisfaisant (4,6 EST par gène), bien que certains transcrits 

abondants soient plus représentés. Environ 330 gènes exprimés sont représentés par 

moins de 100 EST dans la banque de données UniGene, et sont donc susceptibles 

d’être spécifiques des kératinocytes granuleux. Parmi eux, 73 codant pour des 

protéines potentiellement impliquées dans la fonction barrière ont été testés par RT-

PCR quantitative (qRT-PCR) ; la moitié correspond à de nouveaux marqueurs tardifs 

de la différenciation, parmi lesquels des protéases, des inhibiteurs de protéases et des 

protéines impliquées dans le métabolisme et le transport des lipides. Deux membres 

du Complexe de Différenciation Epidermique (EDC), l’Ifapsoriasine et une nouvelle 

LCE, ainsi qu’un rétrogène de la Prosaposine, sont décrits pour la première fois. 

Au final, l’emploi couplé d’une base de données de séquençage et de la qRT-

PCR s’avère efficace pour identifier les gènes exprimés tardivement, qui pourraient 

permettre une meilleure compréhension de la physiologie et des pathologies 

épidermiques. 
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identifies 49 new players of human 

epidermal differentiation 
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Résumé

La formation de la couche cornée, élément indispensable à la barrière épidermique, 

requiert la mise en oeuvre d’un programme de différenciation extrêmement complexe et 

finement régulé, culminant au niveau de la couche granuleuse, dernière assise de cellules 

vivantes. L’étude du transcriptome du kératinocyte granuleux constitue donc une cible 

prioritaire pour une meilleure connaissance de ce tissu. Pourtant, la plupart des études 

publiées n’ont pas été menées in vivo ; de plus, seule une poignée de facteurs de transcription 

requis pour la fonction barrière a été identifiée. 

Au moyen d’une méthode de dissociation des cellules à partir d’épiderme humain, 

nous avons étudié la régulation de l’expression génique au cours de la différenciation in vivo.

Plusieurs approches à grande échelle ont été combinées pour identifier des candidats (puces 

à ADN pangénomiques, banque d’EST de kératinocytes granuleux, analyses bioinformatiques 

des promoteurs de 52 gènes exprimés au cours de la différenciation) et leur niveau 

d’expression a été quantifié dans les couches basales et granuleuses par PCR quantitative. 

Parmi 3576 candidats potentiels exprimés par les kératinocytes granuleux, 298 ont été 

sélectionnés et testés, en mettant particulièrement l’accent sur l’identification de nouveaux 

facteurs de transcription, cruciaux pour la compréhension du programme de différenciation. 

L’expression de 157 gènes, dont 94 codant pour des facteurs de transcription, a pu être mise 

en évidence pour la première fois dans l’épiderme. Au total, 49 gènes sont surexprimés au 

cours de la différenciation et 20 sous-exprimés, avec notamment plus d’un tiers des facteurs 

de transcription régulé (20 positivement et 17 négativement). Parmi les gènes les plus 

notables figurent FOXL1, susceptible de réguler négativement l’expression des héparan 

sulfate protéoglycans, GATA4, dont le paralogue GATA3 joue un rôle majeur dans la fonction 

barrière, et HOPX, exprimé au cours de la différenciation terminale des cellules du cristallin. 

L’étude a également permis de mettre en évidence l’expression d’autres gènes codant pour 

des protéines structurales, telle la nouvelle kératine acide K23, ou encore des protéines 

potentiellement impliqués dans diverses fonctions telles que la signalisation, le métabolisme 

lipidique, la polarité cellulaire et le trafic vésiculaire, etc.

L’identification d’un grand nombre de facteurs de transcription, régulés ou non, ouvre 

de nouvelles voies à explorer pour décrypter la régulation génique complexe mise en jeu dans 

la différenciation terminale de l’épiderme. Elle permettra également de mieux comprendre 

certaines pathologies complexes caractérisées par des anomalies du programme de 

différenciation, telles que le psoriasis, la dermatite atopique ou les ichtyoses. 
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Table 1. Genes upregulated in the granular layer: GK/BK expression ratios determined 

by qRT-PCR.

Gene symbol Full name (alias / previous name) no. of UniGene 
ESTs

Technique(s) of 
identification 

GK/BK
ratio

ABHD11 abhydrolase domain containing 11 (WBSCR21) 150 ORESTES, microarrays 4.9 

ANKRD1 ankyrin repeat domain 1 (cardiac muscle) 162 Microarrays* 41 

APOF apolipoprotein F (lipid transfer inhibitor protein, LTIP) 14 Microarrays* 41

ARL11 ADP-ribosylation factor-like protein 11 (ARLTS1) 20 Microarrays 9

ATF6 activating transcription factor 6 452 Literature 2.1

ATP6V0A1 ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit a1 1352 ORESTES, microarrays 2.7 

BBOX1 butyrobetaine (gamma), 2-oxoglutarate dioxygenase (gamma-butyrobetaine hydroxylase) 1 134 Genomatix (pt) 5.2

BHLHB2 basic helix-loop-helix domain containing, class B, 2 556 ORESTES 3.2

CCIN calicin 189 Microarrays 5.6 

CLCA4 chloride channel, calcium activated, family member 4 95 Microarrays 2.1

CRELD1 cysteine-rich with EGF-like domains 1 (AVSD2) 262 Microarrays* 6.9

CTNNBIP1 catenin, beta interacting protein 1 (ICAT) 321 ORESTES 9.1

D4S234E DNA segment on chromosome 4 (unique) 234 expressed sequence (NEEP21) 997 ORESTES 2.4

EHD4 EH-domain containing 4 (PAST4) 186 ORESTES 2.7

FBXO38 F-box protein 38 (MoKA) 265 Microarrays* 2.8 

FGFR1OP2 FGFR1 oncogene partner 2 290 Microarrays 2.2

FOXC1 forkhead box C1 115 ORESTES, Genomatix 22.7 

FOXL1 forkhead box L1 17 Microarrays 24 

GATA4 GATA binding protein 4 129 Microarrays* 43 

GMIP GEM interacting protein 160 Microarrays 2.1 

HOPX HOP homeobox 482 ORESTES, microarrays 23.1 

HSPC159 hematopoietic stem cell precursor (galectin-related protein GRP) 190 ORESTES, microarrays 15.6 

HYAL2 hyaluronoglucosaminidase 2 424 Microarrays* 2.6

INSM1 insulinoma-associated 1 (IA-1) 105 Genomatix 59.9

ITPKC inositol 1,4,5-trisphosphate 3-kinase C 205 Microarrays 3.4

KLF14 Kruppel-like factor 14 (BTEB5) 5 Genomatix 41.3

KRT23 keratin 23 (histone deacetylase inducible) 320 ORESTES 745

LOC57228 small trans-membrane and glycosylated protein (SMAGP) 168 Microarrays* 10.4

LRBA LPS-responsive vesicle trafficking, beach and anchor containing (CDC4L) 306 ORESTES, Genomatix (pt) 3.1 

MAP3K7IP1 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7-interacting protein 1 (TAB1) 421 Microarrays* 2.1

MAPT microtubule-associated protein tau 475 Microarrays* 6.1

MAX MYC-associated factor X (splicing variant 4) 434 ORESTES, Genomatix 5.4 

MBD1 methyl-CpG binding domain protein 1 551 ORESTES 3.6

MVD mevalonate (diphospho) decarboxylase 358 Microarrays 4.8

NFE2 nuclear factor (erythroid-derived 2), 45kDa 112 ORESTES, Genomatix 76.9 

NMI N-myc and STAT interactor 176 ORESTES 2.3

NR2C1 nuclear receptor subfamily 2, group C, member 1 303 Genomatix 7.7

OTX1 orthodenticle homeobox 1 45 ORESTES 4.3

PHF2 PHD finger protein 2 178 Microarrays* 7.5 

PLEKHA2 pleckstrin homology domain containing, family A (phosphoinositide binding specific) member 2 257 ORESTES, microarrays 8.1 

RASGRP1 RAS guanyl releasing protein 1 (calcium and DAG-regulated) 134 Microarrays* 31.8

RCAN1 regulator of calcineurin 1 (DSCR1) 595 ORESTES 5.5

RFX5 regulatory factor X subunit 5 485 ORESTES, Genomatix 4.5 

SH3KBP1 SH3-domain kinase binding protein 1 397 ORESTES, microarrays 64 

SIM1 single-minded homolog 1 (Drosophila) 18 Genomatix 46.8

SLC39A6 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 6 392 ORESTES, microarrays 4 

SLC8A1 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 179 ORESTES, Genomatix (pt) 16.2 

TMEM45A transmembrane protein 45A 257 ORESTES, microarrays 26.4 

ZNF239 Zinc finger protein 239 (homologous to mouse MOK-2) 79 Genomatix 66,9

* based on preliminary microarrays analysis; FDR > 0.05. (pt) putative target gene. Names of genes 
encoding transcription factors are written in bold. 
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Table 2. Genes expressed equally in the basal and granular layers: GK/BK expression 
ratios determined by qRT-PCR 
Gene symbol Full name (alias / previous name) no. of UniGene 

ESTs
Technique(s) of 
identification 

GK/BK
ratio

AATF apoptosis antagonizing transcription factor 605 ORESTES 1 

ACBD6 acyl-Coenzyme A binding domain containing 6 200 Microarrays 1 

ACSL4 acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 (FACL4, MRX63, MRX68) 392 Microarrays 0.9

AQR aquarius homolog (mouse) 288 ORESTES 1.5

ARID2 AT rich interactive domain 2 (ARID, RFX-like) 206 ORESTES, Genomatix 1.1 

ARID5B AT rich interactive domain 5B (MRF1-like) 285 ORESTES, Genomatix 0.6 

ARSD arylsulfatase D 323 Microarrays* 1.4

ATF5 activating transcription factor 5 479 Genomatix 0.5

ATF6B activating transcription factor 6 beta 217 ORESTES 1.1

AVEN apoptosis, caspase activation inhibitor 77 ORESTES 1.3

BCL6 B-cell CLL/lymphoma 6 (zinc finger protein 51) 398 Genomatix 0.9

BPTF bromodomain PHD finger transcription factor (FALZ) 455 ORESTES 1.3

BRF1 BRF1 homolog, subunit of RNA polymerase III TIFIIIB 322 Microarrays* 1

BTBD11 BTB (POZ) domain containing 11 95 Microarrays* 0.6

CBFA2T2 core-binding factor, runt domain, alpha subunit 2; translocated to, 2 439 ORESTES, Genomatix 0.6 

CEBPZ CCAAT/enhancer binding protein zeta 349 ORESTES, Genomatix 1.2 

CHD2 chromodomain helicase DNA binding protein 2 923 ORESTES, microarrays 1.5 

CNOT2 CCR4-NOT transcription complex, subunit 2 632 ORESTES 1.6 

CST7 cystatin F (leukocystatin) 63 Microarrays 0.8

DDIT3 DNA damage-inducible transcript 3 312 Genomatix 0.6

DDX41 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 41 1416 Microarrays 1.6

EBP emopamil binding protein (sterol isomerase) (CDPX2) 561 Microarrays 1.5

EGR1 early growth response 1 451 ORESTES, Genomatix 0.9 

EXT2 exostosin 2 (N-acetylglucosaminyl-proteoglycan 4-beta-glucuronosyltransferase) 538 Microarrays* 0.8

FAM179B family with sequence similarity 179, member B 140 Microarrays 0.7

FAR1 fatty acyl-CoA reductase 1 (MLSTD2) 363 Microarrays* 0.9

FLVCR1 feline leukemia virus subgroup C cellular receptor 1 (heme transporter) 73 Microarrays* 0.8

FOXJ3 forkhead box J3 314 ORESTES, Genomatix 0.7 

FOXP1 forkhead box P1 458 ORESTES, Genomatix 0.7 

HDAC8 histone deacetylase 8 223 Microarrays* 1.4

HLTF helicase-like transcription factor 348 Genomatix 1

HOXA9 homeobox A9 62 Genomatix 0.6

ING4 inhibitor of growth family, member 4 280 ORESTES, Genomatix 1.6 

IRF2 interferon regulatory factor 2 317 Genomatix 1

IRF7 interferon regulatory factor 7 304 Genomatix 1.7

ISL1 ISL LIM homeobox 1 79 Genomatix 0.7

KLF10 Kruppel-like factor 10 (TIEG1) 324 ORESTES 1.7

KLF13 Kruppel-like factor 13 (BTEB3) 253 ORESTES 1

LDB1 LIM domain binding 1 204 ORESTES 0.8

LLGL1 lethal giant larvae homolog 1 (DLG4, HUGL) 333 Microarrays* 0.9

PLA2G15 phospholipase A2, group XV (lysosomal phospholipase A2) 389 Microarrays* 1

MAFK v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog K 256 Literature 0.6

MAGED1 melanoma antigen family D. 1 (NRAGE) 1293 ORESTES 1 

MAX MYC-associated factor X (splicing variants 1-3 & 5) 434 ORESTES, Genomatix 1.7 

MBD2 methyl-CpG binding domain protein 2 284 ORESTES 1.8

MBTPS1 membrane-bound transcription factor peptidase, site 1 804 ORESTES 0.9

MED4 mediator complex subunit 4 (VDRIP) 496 Microarrays* 1.9

NCOA6 nuclear receptor coactivator 6 362 Literature 1.6

NIPBL Nipped-B homolog (Drosophila) 360 ORESTES 1.3

NR1D1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 196 ORESTES, Genomatix 1.2 

NR4A1 nuclear receptor subfamily 4 group A member 1 677 ORESTES 1.9

NRBP1 nuclear receptor binding protein 1 931 ORESTES 1.6

ODZ1 odz, odd Oz/ten-m homolog 1(Drosophila) 37 Microarrays 0.6

OTUD7B OTU domain-containing protein 7B (deubiquitinating cysteine protease, ZA20D1) 159 ORESTES 0.54

OXER1 oxoeicosanoid (OXE) receptor 1 12 Microarrays* 1.6 

PAPOLG poly(A) polymerase gamma 202 Microarrays* 1.8

PHF7 PHD finger protein 7 684 Genomatix 1.1
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POU6F1 POU class 6 homeobox 1 (BRN5) 83 Genomatix 0.5 

PRDM15 PR domain containing 15 (ZNF298) 170 ORESTES, microarrays 0.6 

SCLY selenocysteine lyase 470 Microarrays* 0.7

SCP2 sterol carrier protein 2 (SCP2 isoform) 1173 ORESTES 1.8

SCP2 sterol carrier protein 2 (SCPx isoform) 1173 ORESTES 1.2

SEZ6L2 seizure related 6 homolog (mouse)-like 2 380 Microarrays* 1.1

SKIV2L superkiller viralicidic activity 2-like 286 Microarrays* 1.9

SLC30A6 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 6 286 Microarrays 1.2

SLC35B2 solute carrier family 35, member B2 (3 -phosphoadenosine 5 -phosphosulfate transporter) 496 Microarrays 0.55

SLTM SAFB-like transcription modulator 490 ORESTES 1.5

SSRP1 structure-specific recognition protein 1 696 ORESTES 0.8

TCFL5 transcription factor-like 5 (basic helix-loop-helix) [medial last exon] 121 ORESTES 1.5

TCFL5 transcription factor-like 5 (basic helix-loop-helix) [distal last exon] 121 ORESTES 1

TFAP2E activating enhancer-binding protein 2 epsilon 3 Literature 1

TFCP2L1 transcription factor CP2-like protein 1 130 Genomatix 0.6

TLE1 transducin-like enhancer of split 1 (E(sp1) homolog, Drosophila) 546 Microarrays* 1.3

TRIM29 tripartite motif-containing 29 (ATDC) 772 ORESTES 0.8

TSPYL5 testis-specific Y-encoded-like protein 5 134 Microarrays* 1.2

UBP1 upstream binding protein 1 (LBP-1a) 298 ORESTES, Genomatix 1.3 

VWA1 von Willebrand factor A domain containing 1 (WARP) 631 Microarrays* 1.6 

ZBTB7B zinc finger and BTB domain containing 7B (c-Krox) 105 ORESTES, Genomatix 0.6 

ZEB2 zinc finger E-box binding homeobox 2 (ZFHX1B) 411 Microarrays* 1.1

ZFHX3 zinc finger homeobox 3 (ATBF1) 176 ORESTES, Genomatix 0.7 

ZFPM1 zinc finger protein multitype 1 (FOG1) 40 Genomatix 0.9

ZHX2 zinc fingers and homeoboxes protein 2 151 ORESTES 1.3

ZNF143 zinc finger protein 143 (STAF) 204 Genomatix 1.2

ZNF230 zinc finger protein 230 76 Microarrays 1.3

ZNF335 zinc finger protein 335 (NIF-1) 187 ORESTES, microarrays 1.2 

ZNF396 zinc finger protein 396 (ZSCAN14) 27 ORESTES 1.1

* based on preliminary microarrays analysis; FDR > 0.05. Names of genes encoding transcription 
factors are written in bold. 
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Table 3. Genes downregulated in the granular layer: GK/BK expression ratios 
determined by qRT-PCR. 
Gene symbol Full name (alias / previous name) no. of UniGene 

ESTs
Technique(s) of 
identification 

GK/BK
ratio

BCL11A B-cell CLL/lymphoma 11A (EVI9) 203 ORESTES, Genomatix 0.32 

DKFZP586H2123 regeneration associated muscle protease (RAMP) 245 ORESTES 0.3 

ETV5 ets variant gene 5 (ets-related molecule) 359 ORESTES 0.29 

FOXK2 forkhead box protein K2 (ILF1) 508 Genomatix 0.37 

GRLF1 glucocorticoid receptor DNA binding factor 1 490 ORESTES 0.47 

HIVEP3 human immunodeficiency virus type I enhancer-binding protein 3 41 ORESTES 0.27 

IQGAP3 IQ motif containing GTPase activating protein 3 77 ORESTES 0.18 

MAML1 Mastermind-like protein 1 325 ORESTES 0.36 

MAZ MYC-associated zinc finger protein (purine-binding transcription factor) 746 Genomatix 0.36 

MBD3 methyl-CpG binding domain protein 3 550 Microarrays 0.15 

NCOR2 nuclear receptor corepressor 2 (SMRT) 544 ORESTES 0.38 

NDOR1 NADPH dependent diflavin oxidoreductase 1 107 ORESTES, microarrays 0.42 

NFE2L1 nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 1 1022 ORESTES, Genomatix 0.14 

PELP1 proline, glutamic acid and leucine rich protein 1 492 ORESTES 0.3 

PKNOX1 PBX/knotted 1 homeobox 1 316 ORESTES, Genomatix 0.35 

RREB1 ras responsive element binding protein 1 207 ORESTES, Genomatix 0.29 

SOX12 SRY (sex determining region Y)-box 12 171 Microarrays 0.29 

SUV39H1 suppressor of variegation 3-9 homolog 1 (histone H3-K9 methyltransferase 1) 241 Microarrays* 0.4 

TCIRG1 T-cell, immune regulator 1, ATPase, H+ transporting, lysosomal V0 subunit A3 268 Microarrays 0.49 

TEF thyrotrophic embryonic factor 348 ORESTES, Genomatix 0.17 

ZFPM2 zinc finger protein multitype 2 (FOG2, modulator of GATA4) 55 Literature 0.33 

ZNF76 zinc finger protein 76 232 Genomatix 0.24 

* based on preliminary microarrays analysis; FDR > 0.05. Names of genes encoding transcription 
factors are written in bold. 
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Table 4.  Previously described markers of suprabasal layers: GK/BK expression ratios 
determined by qRT-PCR 
Gene symbol Full name (alias / previous name) no. of UniGene 

ESTs
GK/BK ratio 
(qRT-PCR) 

A2ML1 alpha-2-macroglobulin-like 1 70 43

CDSN corneodesmosin 134 3,225 

CNFN cornifelin 29 775 

CSTA cystatin A (stefin A) 179 16

DLX3 distal-less homeobox 3 93 3.7

DMKN dermokine (ZD52F10) 446 390 

DSG1 desmoglein 1 89 4.5

FLG filaggrin 114 2,155 

FLG2 filaggrin family member 2 (Ifapsoriasin, IFPS) 61 5,795 

GJB5 gap junction protein, beta 5 (connexin 31.1, Cx31.1) 49 3.8 

IVL involucrin 73 204

KLF4 Kruppel-like factor 4 (Gut-enriched kruppel-like factor) 218 1.7 (ns)

KLK5 kallikrein-related peptidase 5 (Stratum corneum tryptic enzyme, SCTE) 53 23 

KLK7 kallikrein-related peptidase 7 (Stratum corneum chymotryptic enzyme, SCCE) 91 80 

LOR loricrin 17 3,735 

RORA RAR-related orphan receptor A 62 7.2

SCEL sciellin 134 34 

SERPINB5 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 5 (maspin) 213 6.9

SERPINB8 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 8 105 4.9

SPINK5 serine peptidase inhibitor, Kazal type 5 138 44

ns: not significant (ratio < 2). Names of genes encoding transcription factors are written in bold. 
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FIGURE 1

FIGURE 2
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Figure Legends

Fig 1. Design of the large-scale multi-technique approach. Data from several sources 

were compiled and filtered to specifically target genes most relevant for barrier function. 

Expression levels during differentiation were determined by qRT-PCR. 

Fig 2. Validation of new differentiation-associated genes by immunohistochemistry on 

normal human skin sections. MAPT protein (a) is mainly detected in suprabasal layers, 

and the staining is moderately reinforced in the granular layer. SH3KBP1 protein (b) is 

restricted to the granular layer. Negative controls (c-d) consisted in incubations in the 

absence of the primary antibody on corresponding serial sections. Bar = 50 μm. 

Supporting information

Supplementary Results and Material & Methods (microarrays). 

Fig S1. Microarray results from six independent samples. 

Table S1. Differentially expressed genes listed according to Significance Analysis of 

Microarrays (SAM). 

Supplementary Material & Methods (in silico promoter analyses). 

Fig S2. Example of promoter analysis for DMKN-�/-� orthologs using Genomatix tools. 

Table S2. Sequences of primers used for qRT-PCR essays. 
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Technique des ORESTEs

La technique des ORESTEs repose sur l’utilisation d’amorces non spécifiques, 

arbitrairement choisies afin d’amplifier une sous-population d’ARN 

indépendamment de leur abondance relative. La stratégie employée vise à produire 

un ensemble de minibanques afin d’aboutir à une couverture maximale du 

transcriptome. Au cours de l’étude, plus de 150 minibanques ont été produites au 

total, correspondant à 22 585 clones, chaque amorce produisant entre 100 et 200 

clones.

Dans un premier temps, 2200 clones ont été produits afin d’optimiser la 

procédure. Les premiers clonages produisant 10% de vecteurs vides, une stratégie de 

criblage LacZ/X-gal a été employée afin de réduire le nombre de clones vides à moins 

de 5%. 

Une première série d’ADNc clonés dans des vecteurs pCRII-TOPO par clonage 

A/T a été séquencée par le service commun de l’IFR30, puis les 2200 séquences ont 

été annotées manuellement. Une des stratégies employées a été de cartographier les 

séquences en les implémentant sur le Genome Browser, un outil extrêmement utile 

pour visualiser l’organisation du génome et la structure des gènes, développé par 

l’Université de Santa Cruz, Californie (UCSC). L’intégration des séquences dans ce 

navigateur permet ainsi d’identifier aisément les gènes correspondants s’ils sont déjà 

décrits, les éventuels variants d’épissage tissu-spécifiques, les séquences générées 

dans d’autres tissus, etc. L’ajout de cette piste personnalisée (« custom track ») dans 

ce navigateur est rapidement devenu un moyen aisé de consulter les résultats de 

façon ciblée (famille de gènes, région génomique, séquence particulière) et a été mis à 

disposition de la communauté (http://genome.ucsc.edu/cgi-

bin/hgTracks?org=human&hgt.custom

Text=http://udear.cnrs.free.fr/orestes.txt).

Par la suite, 22 000 clones supplémentaires ont été produits et séquencés à 

grande échelle grâce à un financement en réponse à un appel d’offre du Génoscope 

d’Evry. Le volume des données imposant une analyse informatique, une collaboration 

avec le Centre de BioInformatique de Bordeaux (CBiB) a permis de réaliser 

l’assemblage des séquences (contigs), ainsi qu’une première annotation et une 

conversion des séquences en coordonnées génomiques pour l’intégration au Genome 

Browser.
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Afin de réduire le nombre de clones correspondant à des ARN ribosomiques, 

deux cycles successifs de purification des ARN totaux sur billes magnétiques couplées 

à des amorces oligo(dT) ont été effectués. La proportion finale de séquences 

correspondant à des ARNr est de 8%, contre 7,8% pour les données produites par le 

consortium brésilien à l’origine de la méthode (Camargo et al. 2001). Les ARN 

d’origine mitochondriale représentaient quant à eux près de 10% du total. 

Au total, les 24 200 séquences produites ont permis d’identifier, après 

élimination des séquences contaminantes (ADN génomique, ARN ribosomique, 

vecteur…), 3387 gènes différents, avec une moyenne de 4,6 séquences par gène, soit 

une redondance assez faible, montrant bien le pouvoir normalisateur intrinsèque de 

cette méthode. Cette redondance est encore plus faible (3 séquences par gène) pour 

les 2200 premières séquences produites à petite échelle. En effet, les clones étaient 

systématiquement criblés par PCR et électrophorèse, afin que les clonages générant 

un grand nombre de fragments de même taille, potentiellement redondants, soient 

écartés. De plus, le séquençage progressif des minibanques permettait de ne pas 

analyser en totalité les plus redondantes. Toutefois, la faible redondance indique 

probablement que cette description du transcriptome n’est pas exhaustive, suggérant 

un nombre total de gènes exprimés plus important (cf. conclusion de la discussion). 

Malgré la normalisation intrinsèque de la technique des ORESTEs et 

l’élimination avant le clonage des produits d’amplification préférentielle (par 

l’excision des éventuelles bandes visibles après migration sur gel), quelques rares 

gènes sont représentés plus fortement, 9 d’entre eux dépassant les 100 séquences. 

C’est le cas notamment de trois gènes connus pour être fortement exprimés par le 

kératinocyte granuleux (la kératine 1, la filaggrine, et la protéine d’enveloppe LEP7), 

de deux gènes codant pour des protéines ubiquistes (la protéine ribosomique RPS8 et 

le facteur d’élongation EEF1A1), mais aussi de gènes peu caractérisés tels que 

l’ifapsoriasine (filaggrine 2), l’inhibiteur de protéases à sérine SERPINA12 ou la 

tétraspanine 5. 

Parmi les gènes découverts et jamais caractérisés auparavant dans l’épiderme, 

deux ont fait l’objet d’une étude plus poussée. Ainsi, le gène DMKN codant pour la 

dermokine, représenté par 217 ORESTEs, a été identifié chez la souris en tant que 

membre d’un locus de trois gènes (KDAP, DMKN et SBSN) codant pour des protéines 

sécrétées dans les couches suprabasales de l’épiderme, le SSC (Stratified epithelium-
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Secreted protein gene Complex) (Matsui et al. 2004). Le gène DMKN possède trois 

promoteurs distincts, deux exons terminaux différents, et les messagers subissent un 

épissage alternatif complexe (Toulza et al. 2006). Parmi les quatre classes de 

transcrits identifiées (DMKN �, �, � et �), les isoformes � et 	 sont spécifiques du 

kératinocyte granuleux, alors que l’isoforme � est exprimée dans toutes les couches 

de l’épiderme et dans le placenta, tandis que l’isoforme � est ubiquiste. 

Un autre gène, A2ML1, a fait l’objet d’une caractérisation au sein de notre 

équipe. Identifié à partir de six séquences d’ORESTE, le gène code un inhibiteur de 

protéase de la famille des �2-macroglobulines, dont l’expression dans l’épiderme est 

restreinte à la couche granuleuse (Galliano et al. 2006). Des transcrits ont été 

détectés par PCR sur des ADNc commerciaux préparés à partir de placenta, de 

thymus et de testicule, bien que la protéine soit en dessous du seuil de détection dans 

des extraits protéiques commerciaux de placenta et de testicule. D’autre part, parmi 

les 70 EST présents dans les banques de données, 5 proviennent de placenta, 7 de 

testicule, et les autres ont été clonés en grande majorité à partir de tissus exprimant 

un programme de différenciation proche de celui de l’épiderme comme la langue, 

l’oesophage, l’hypopharynx ou des carcinomes épidermoïdes. 
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Puces à ADN

Pour poursuivre le travail de description du transcriptome des kératinocytes 

granuleux et de sa régulation, une approche par puces à ADN a été choisie, 

principalement pour deux raisons. Premièrement, aucune méthode à grande échelle 

n’est réellement exhaustive, et la méthode des ORESTEs, bien que capable 

d’identifier des gènes très faiblement transcrits, n’a certainement pas couvert la 

totalité du transcriptome de la couche granuleuse de l’épiderme. De plus, cette 

approche n’est ni quantitative ni comparative, et ne discrimine donc pas les gènes 

spécifiques du kératinocyte granuleux, de ceux exprimés plus précocement, voire 

dans toutes les couches. 

Il a donc été décidé d’employer des puces à ADN dites pangénomiques, afin de 

pousser plus loin la description du transcriptome des kératinocytes granuleux, et 

d’identifier de nouveaux gènes spécifiquement exprimés dans cette couche. La 

stratégie choisie a été de comparer uniquement deux des quatre fractions récupérées 

au moyen du procédé d’enrichissement décrit auparavant (Toulza et al. 2007). Les 

fractions cellulaires T1 (correspondant aux cellules de la couche basale) et T4 

(constituée de la couche granuleuse et cornée) ont été choisies pour être comparées 

sur puces. Ainsi, la fraction T4 sert d’échantillon test, tandis que la fraction T1 du 

même individu sert d’échantillon de référence afin de discriminer les gènes présents 

dans toutes les couches de ceux surexprimés au cours de la différenciation, voire 

spécifiques de la couche granuleuse. Pour les besoins de l’étude, six échantillons 

indépendants ont été utilisés, soit six couples T1-T4. Le marquage en fluorescence des 

ADNc, même indirect (après la réaction de transcription inverse), est susceptible 

d’introduire des biais selon le fluorochrome employé (cyanines Cy3 ou Cy5) ; il est 

donc nécessaire, autant que possible, d’équilibrer les marquages, c’est à dire d’avoir 

un nombre équivalent de marquages « Cy3 vs Cy5 » et « Cy5 vs Cy3 ». Le plan 

expérimental choisi est le « dye-switch », qui consiste à inverser le « sens » du 

marquage pour chaque nouvel individu (soit pour notre étude, trois lames « T1-

Cy3/T4-Cy5 » et trois « T1-Cy5/T4-Cy3 »). Toutefois, pour trois des six couples T1-

T4, des lames « swap » ont été réalisées. Le dye-swap consiste à réaliser 

systématiquement, à partir des mêmes ADNc, les deux marquages possibles. Leur 

cohybridation en parallèle permet ainsi d’obtenir deux lames « miroir » ou lames 

« swappées », soit « T1-Cy3/T4-Cy5 » et « T1-Cy5/T4-Cy3 » pour le même couple T1-

T4. Si le dye-swap permet en toute rigueur d’équilibrer les marquages pour chaque 
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échantillon, il requiert une quantité d’ARN 

deux fois plus importante ; de plus, les 

échantillons étant non-indépendants deux 

à deux, l’approche est moins performante 

que le dye-switch d’un point de vue 

statistique (à nombre de lames égal). Au 

final, notre étude a donc été réalisée à 

partir de six individus et neuf lames (dont 

trois couples de lames swappées – voir 

figure ci-contre). Pour cette raison, les 

marquages ne sont pas tout à fait équilibrés 

(quatre T1-Cy3/T4-Cy5 contre cinq T1-Cy5/T4-Cy3) ; toutefois, une comparaison 

entre les résultats incluant ou excluant la lame non équilibrée montre qu’il n’y a pas 

de déséquilibre majeur lié à la prise en compte de cette lame. Les analyses finales ont 

donc été réalisées à partir de neuf lames. Le plan expérimental final étant donc un 

mélange de dye-switch pour trois lames, et de dye-swap pour les six autres. Les lames 

swappées ont été fusionnées deux à deux afin d’être analysées comme trois lames 

virtuelles indépendantes. L’analyse finale repose donc sur six mesures indépendantes 

correspondant aux six échantillons. 

Le choix des puces pangénomiques employées s’est porté sur des lames à 

oligonucléotides produites pour le programme Resogen. Soutenu par un consortium 

franco-britannique RNG (Réseau National des Génopoles) – MRC (Medical Research 

Council), le programme a été lancé pour permettre le développement et la 

commercialisation à prix coûtant de puces pangénomiques (humain et souris), afin 

que la communauté scientifique puisse disposer d’un outil d’analyse à grande échelle 

à un prix bien plus abordable que les offres commerciales disponibles auparavant. 

Les lames humaines, produites en France par trois plateformes (Nice/Sophia 

Antipolis, Evry et Strasbourg) comprennent 25 248 oligonucléotides (50mères) 

différents (pour un total de 26 496 dépôts/lame), ciblant 22 458 gènes connus, 

prédits ou ESTs du génome humain (Le Brigand et al. 2006; Le Brigand and Barbry 

2007). Les quantités d’ARN de qualité optimale se sont avérées suffisantes pour ne 

pas avoir recours à une étape supplémentaire d’amplification in vitro, alternative 

intéressante lorsque les ARN sont limitants mais susceptible d’introduire des biais 
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supplémentaires. Les lames ont été hybridées manuellement en chambre 

d’incubation et bain-marie à 50°C. 

L’analyse des neuf lames réalisées a permis une détection significative 

(supérieure au niveau moyen du bruit de fond + 2 fois l’écart-type, sur au moins 4 des 

6 échantillons) pour 11 520 sondes, soit 10 824 gènes différents. La première analyse 

statistique réalisée sur ces données (test t de Student) a révélé que 624 gènes étaient 

surexprimés dans la fraction T4 (ratio > 1,5) avec une p-value inférieure à 0,05, 

contre 141 sous-exprimés (ratio < 0,66 ; p < 0,05). Le biais clairement visible entre le 

nombre de gènes surexprimés et sousexprimés peut s’expliquer par le fait qu’au cours 

du processus de dissociation et d’enrichissement en kératinocytes granuleux, une 

partie des kératinocytes basaux et épineux restent accrochés aux lambeaux 

épidermiques, ceux-ci se repliant parfois sur eux-mêmes et devenant inaccessibles à 

la trypsine. Pour cette raison, la fraction T4 (~KG) est partiellement contaminée par 

des kératinocytes basaux, alors que la fraction T1 (~KB) n’est pas contaminée par des 

kératinocytes granuleux, ce qui explique que les ratios des gènes surexprimés dans les 

KG sont généralement plus élevés que ceux des gènes sous-exprimés (cf. fig S1 in

Mattiuzzo et al. 2009). 

Les résultats de puces se sont avérés relativement cohérents en ce qui concerne 

des marqueurs déjà décrits de la différenciation, avec 31 gènes ayant un ratio 

supérieur à 1.5, dont 19 supérieurs à 4 (CDSN, KDAP, LCE2B, SCEL, CALML5,

LCE5A, LOR, FLG, SBSN, LCE3C, KRT2, FABP5, SPINK5, LCE4A, NICE-1, DMKN,

SPRR1B, KLK7 et KLK5). Toutefois, de nombreux autres marqueurs sont non 

détectés par les sondes correspondantes (A2ML1, GJB5, IVL, KLF4, KRT10, TGM1, 3

& 5...), non différentiellement détectés (KRT1, RORA...) ou n’ont pas de sonde 

correspondante (ex : FLG2/IFPS). A l’exception de KLF4, ces marqueurs sont 

parfaitement quantifiables en PCR quantitative, avec des ratios parfois bien plus 

importants (ex : LOR affiche un ratio de 7,3 sur puces et de 3735 en PCRq) (Mattiuzzo 

et al. 2009). De plus, le test en PCR quantitative de 103 des 624 gènes 

potentiellement surexprimés n’a permis de confirmer les résultats que pour une 

faible proportion des candidats (17 sur 54 gènes quantifiables, soit 31%), le reste se 

répartissant entre gènes non-régulés (26 sur 54, 48%) voire sous-exprimés (11 sur 54, 

20%). Dans le même temps, une approche purement bioinformatique (voir plus loin) 

a conduit au choix de 88 gènes codant pour des facteurs de transcription. Cette 



211

approche a permis de quantifier 43 de ces gènes par PCRq, avec 9 surexprimés (21%) 

et 8 sous-exprimés (19%), soit des proportions assez proches de celles obtenues avec 

les 103 gènes précédents. Ce résultat est surprenant, les candidats sélectionnés à 

partir de données de puces étant supposés surexprimés dans leur grande majorité, 

alors que l’approche bioinformatique n’est que prédictive. Certaines contradictions 

peuvent provenir de biais dans la quantification par PCRq (ce point est discuté dans 

la section suivante). Toutefois, le degré de validation des données de PCRq (avec 

notamment 19 marqueurs de la différenciation confirmés par cette approche, sur 20 

testés) va plutôt dans le sens de faux positifs dus à la technique de puces, plutôt que 

d’une quantification erronée par PCRq. 

Plusieurs démarches ont été testées pour tenter de s’affranchir de ces faux 

positifs. Ainsi, le seuil de p-value a été abaissé de 0,05 à 0,01, améliorant la 

proportion de vrais positifs dans une faible mesure (passant de 31% de gènes 

confirmés à 47%), mais augmentant considérablement le nombre de faux négatifs 

(parmis les 624 gènes considérés comme surexprimés (p<0,05) seuls 238 gènes ont 

une p-value inférieure à 0,01). Pour tenter d’améliorer la discrimination entre vrais et 

faux positifs, une approche alternative par clustering hiérarchique a été employée, le 

but étant ici d’identifier des gènes qui auraient un profil proche de celui des 

marqueurs connus de la différenciation. L’analyse par clustering hiérarchique ou par 

Self-Organizing Tree Algorithm a permis de montrer qu’un grand nombre de 

marqueurs connus étaient regroupés dans les mêmes branches du graphe (voir ci-

contre le détail d’un des deux 

principaux clusters, 

regroupant à lui seul 19 

marqueurs de la 

différenciation – flèches 

rouges). Toutefois, là encore 

cette approche permet 

d’augmenter la proportion de 

vrais positifs (44%), mais 

augmente considérablement le 

nombre de faux négatifs. 

L’approche finalement choisie 

est celle du tri des gènes en 
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fonction du FDR (taux de fausse découverte), qui a pour avantage d’être plus 

stringent que le test de Student sans écarter de l’analyse un nombre trop important 

de gènes. Toutefois, le problème ne se situe pas dans la méthode d’analyse des 

données, mais dans les mesures elles-mêmes, et aucune des approches n’a permis de 

discriminer avec efficacité les vrais des faux positifs. 

Si les données issues de PCR quantitative sont considérées comme des 

références, les ratios de puces non confirmés peuvent trouver plusieurs explications 

propres à la technique et au matériel biologique employé. La fiabilité des données de 

puces a pu être diminuée par la variabilité inter-échantillons liée à la fois aux 

différences inter-individuelles et aux fluctuations des niveaux d’enrichissement des 

fractions T1 et T4 en kératinocytes basaux et granuleux respectivement. Toutefois, 

cette variabilité concerne essentiellement des gènes qui ont une p-value très élevée au 

test t de Student ; or plusieurs ratios de gènes avec une p-value largement inférieure 

au seuil de 0,05, ou même 0,01, n’ont pu être validés par la PCRq. L’explication la 

plus plausible reste donc celle de quantifications biaisées (de façon reproductible) par 

des hybridations croisées. La spécificité in silico de certaines des sondes concernées 

semblant correcte, il est probable que le problème vienne en partie d’une stringence 

trop faible lors de l’hybridation. A ce jour, seuls quelques articles présentent des 

données issues des puces du RNG (Moreilhon et al. 2005; Chalabi et al. 2007; Lyons 

et al. 2007), ce qui est faible comparé aux 3500 puces et 100 projets concernés selon 

les seuls chiffres de 2006 (Le Brigand et al. 2006). Plusieurs publications ne 

concernent des versions « à façon » ne contenant que 1700 sondes (Hofman et al. 

2007; Puissegur et al. 2007) ; de plus, les résultats ne sont parfois pas présentés 

(Colell et al. 2007). Une seule étude présente des résultats validés par une autre 

méthode (PCR quantitative) (Doghman et al. 2007). Ceci rend globalement difficile 

l’évaluation de la qualité de ces puces pangénomiques. 

Au vu de ces résultats, l’emploi de puces pangénomiques s’est avéré certes 

décevant en tant que méthode présentée initialement comme semi-quantitative, mais 

malgré tout intéressante dans une approche de criblage en association avec d’autres 

méthodes, 27 des 49 nouveaux marqueurs de différenciation identifiés au cours de 

cette étude apparaissent surexprimés d’après les données de puces, dont 19 identifiés 

uniquement d’après cette méthode. Il n’est d’ailleurs pas rare depuis quelques années 

de voir la technique des puces à ADN présentée comme méthode de criblage pour 

rechercher des candidats plutôt que comme méthode de quantification de 
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l’expression génique, comme par exemple pour l’analyse du triple KO 

involucrine/envoplakine/périplakine (Sevilla et al. 2007). 

Analyse in silico des promoteurs de gènes coexprimés

L’approche bioinformatique par recherche de TFBS a permis de sélectionner 

un grand nombre de candidats non identifiés par les autres méthodes, mais n’a pas 

rendu possible la reconstitution, même partielle, des réseaux de régulation mis en 

jeu. Les raisons potentielles sont multiples. Premièrement, la découverte d’un site de 

fixation pour un facteur de transcription dans une séquence régulatrice (ou 

supposées telle) ne constitue pas une preuve de l’implication du facteur en question, 

mais seulement une prédiction, un moyen d’augmenter la probabilité d’identifier un 

candidat potentiel pouvant expliquer la régulation du gène étudié. Inversement, 

l’absence de modèles (combinaisons de TFBS) nouveaux ou connus dans les 

promoteurs de gènes coexprimés n’implique pas nécessairement une absence de 

corégulation. Les gènes corégulés peuvent être notamment sous la dépendance d’une 

région régulant un locus ou LCR (Locus Controling Region) pouvant agir sur de 

grandes étendues (ex : le locus des �-globines) ou simplement de régions régulatrices 

distantes (« enhancers » ou « silencers »). De plus, certaines combinaisons de TFBS 

peuvent être jugées non significatives par le logiciel si l’agencement des sites varie 

trop. L’outil FrameWorker de Genomatix, par exemple, ne considère que les modèles 

où l’espacement et surtout l’ordre et l’orientation des sites restent relativement 

conservés, alors qu’un agencement différent peut aboutir à une même régulation. Il 

est enfin possible que les gènes coexprimés ne soient pas réellement corégulés, mais 

soumis à des combinaisons différentes de facteurs de transcription présents dans le 

même type cellulaire. Au final, la prédiction de sites de fixation peut donc se heurter à 

la faible spécificité de certains facteurs de transcription, à la complexité de leurs 

interactions, et à la difficulté d’élaborer des logiciels tenant compte de l’ensemble des 

cas décrits en matière de régulation génique. 

Pour pousser plus loin la caractérisation des réseaux de régulation impliqués 

dans le programme de différenciation kératinocytaire, il semble donc nécessaire de 

compléter cette première description par une approche expérimentale, par exemple 

en identifiant les cibles directes des FT par ChIP-on-chip ou ChIP-Seq. Aucune 

technique à grande échelle n’étant exhaustive ou exempte de faux positifs, de 

nombreux allers-retours entre approches à grande échelle et approches ciblées 
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restent nécessaires pour dresser un portrait aussi complet que possible. De plus, les 

approches par ChIP sont également susceptibles d’apporter des informations sur les 

liens complexes entre les facteurs de transcription, les réseaux d’une grande 

complexité impliquant généralement que des FT se régulent les uns les autres. Ainsi, 

des travaux menés sur S. cerevisiae (le modèle eucaryote le mieux décrit au niveau 

transcriptionnel) montrent que les gènes codant pour des FT sont régulés de manière 

plus fine que d’autres gènes au niveau transcriptionnel (Balaji et al. 2006). Ils 

présentent notamment un degré de corégulation plus important et un nombre de FT 

par gène régulé supérieur, ce qui n’est pas surprenant au vu de leur rôle crucial de 

« chefs d’orchestre » de la différenciation. 
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PCR quantitative

Plusieurs gènes mis en évidence par la technique des puces à ADN n’ont pu 

être confirmés en PCR quantitative. Il convient de distinguer ceux qui n’ont pu être 

quantifiés de façon fiable, et ceux qui affichent des ratios contradictoires. Pour les 

gènes non quantifiables, il peut s’agir d’un problème de sensibilité de la PCR 

quantitative et/ou d’amorces peu adaptées. Même si la qRT-PCR est théoriquement 

très sensible, certains gènes identifiés formellement par la méthode des ORESTEs 

n’ont jamais pu être quantifiés, même en choisissant différents couples d’amorces. Il 

est probable que plusieurs candidats sélectionnés à partir des données de puces 

n’aient pu être quantifiés pour la même raison. D’une façon globale, sur 298 

candidats sélectionnés (toutes sources confondues), 216 (72,5%) ont pu être amplifiés 

par PCR classique, et 157 par qRT-PCR (+ confirmation par séquençage), la 

spécificité et/ou la sensibilité étant insuffisante pour les autres gènes. 

Il est également possible que certains gènes « détectés » sur puces ne soient 

pas réellement exprimés : afin de ne pas analyser les dépôts dont la fluorescence n’est 

pas significative, un seuil a été arbitrairement fixé pour chaque lame, à une valeur qui 

est égale au bruit de fond + 2 x écart-type. La distribution des intensités pour le bruit 

de fond obéissant à une loi normale, près de 98% des dépôts négatifs sont ainsi 

théoriquement éliminés de l’analyse, avec un risque limité d’écarter des dépôts 

réellement positifs. Il est cependant possible que les signaux les plus faibles, bien 

qu’étant significativement supérieurs au seuil fixé, correspondent à des hybridations 

croisées, et que les gènes ciblés ne soient donc pas exprimés. 

Le cas des ratios contradictoires est plus complexe. Il est évidemment possible 

d’évoquer pour partie des erreurs de PCR quantitative. Il convient toutefois de noter 

plusieurs éléments. 

Premièrement, pour la totalité des gènes quantifiés de façon fiable en PCRq 

(157 gènes « nouveaux » dans l’épiderme, plus 20 marqueurs connus), les amplicons 

issus de la PCRq ont été systématiquement validés par séquençage, afin de s’assurer 

de la spécificité de l’amplification. Pour tous, l’amplicon séquencé correspondait à 

l’amplicon prédit par PCR in silico.

Deux autres paramètres peuvent venir fausser les ratios de PCR 

quantitative dans des proportions variables : le choix du gène de ménage, et 

l’efficacité des amorces. Les valeurs de PCRq devant être normalisées par rapport aux 

concentrations des ADNc, il convient de choisir un (voire plusieurs) gène(s) « de 
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ménage » dont l’expression est la plus stable possible. Dans un premier temps l’ARN 

ribosomique 18S et l’ARNm de la galectine 7 (LGALS7) ont été utilisés comme gènes 

de normalisation. Toutefois, ils ont rapidement été abandonnés, le 18S étant exprimé 

trop fortement par rapport aux gènes à quantifier (d’où des problèmes de dilution), 

tandis que LGALS7, initialement décrit comme exprimé dans toutes les couches, s’est 

avéré légèrement surexprimé au cours de la différenciation. Sept autres gènes de 

ménage ont été testés par PCRq sur l’ensemble des fractions T1 à T4, et les résultats 

obtenus ont été analysés avec l’outil geNorm (Vandesompele et al. 2002) afin de 

déterminer quel gène possède l’expression la plus stable. Il ressort que le gène B2M,

codant la �2-microglobuline du CMH de classe I, est le gène de référence le plus 

adapté. Les biais de normalisation ne sont réellement gênants que pour les ratios très 

proches de 1, or la plupart des nouveaux marqueurs de la différenciation que nous 

avons identifiés ont des ratios supérieurs à 4, voire bien plus pour certains gènes 

comme KRT23 (R=745). Ces éventuels biais sont donc négligeables et ne remettent 

pas en cause la surexpression des gènes identifiés. 

L’efficacité des amorces est également importante pour toute quantification 

relative, la formule employée (2��Ct) n’étant qu’une version simplifiée de la formule 

exacte (1+E)��Ct, où E est l’efficacité de la PCRq. La formule simplifiée nécessite que 

l’efficacité des amorces du gène testé et du gène de référence soient toutes deux 

proches de 1 (100%). Dans le cas contraire, plus l’efficacité E est faible et l’écart de Ct 

élevé, plus le ratio calculé est surestimé, parfois de façon très importante. La table ci-

dessous donne le pourcentage d’erreur suivant la valeur de E et du ��Ct, donné par la 

formule
� �

� � Ct

CtCt

E
E











�
��

�
1

12100 .

99% 95% 90% 85% 80% 75% 70%
1 1% 3% 5% 8% 11% 14% 18%
2 1% 5% 11% 17% 23% 31% 38%
3 2% 8% 17% 26% 37% 49% 63%

3,32 (R  = 10) 2% 9% 19% 30% 42% 56% 72%
4 2% 11% 23% 37% 52% 71% 92%
5 3% 13% 29% 48% 69% 95% 125%
6 3% 16% 36% 60% 88% 123% 165%
7 4% 19% 43% 73% 109% 155% 212%
8 4% 22% 51% 87% 132% 191% 267%
9 5% 26% 59% 102% 158% 233% 332%

10 (R~1000) 5% 29% 67% 118% 187% 280% 408%

<10% 10-25% 25-50% 50-100% >100%

Efficacité

�
�

C
t

Erreur Rcalculé :
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Ainsi, dans le cas d’une efficacité faible (70%) et d’un écart de Ct élevé (10 cycles), le 

ratio calculé selon la formule simplifiée est de 1024, alors qu’en prennant en compte 

l’efficacité il n’est que de 201, soit une erreur de 408%. Au contraire, pour une 

efficacité correcte (95%) et un écart de Ct similaire, l’erreur reste inférieure à 30% 

(formule simplifiée : R=1024, f. exacte : R= 795). 

Des expériences de dilutions limites ont montré que l’efficacité moyenne de 

nos amorces pour les gènes B2M, KRT14 et KLK7 est de 96 %. Pour des raisons 

pratiques, l’efficacité des amorces des autres gènes n’a pas été évaluée, même si le 

parallélisme des courbes d’amplifications permet de supposer qu’elles ont une 

efficacité similaire (90-95%). Généralement, les amorces ayant une efficacité plus 

faible correspondent également à des amorces peu spécifiques ou dont les courbes 

d’amplification ne sont pas dans la gamme de cycle voulue (17-30 cycles), donc 

écartés de l’analyse. Au vu de l’efficacité moyenne de nos amorces, l’erreur liée à 

l’efficacité reste relativement faible pour les gènes que nous avons quantifiés, et ne 

remet pas en cause leur surexpression, même si le ratio peut être surévalué. 

Au final, les quantifications en PCRq ont été réalisées en prenant en compte 

tous les biais possibles et paraissent d’un niveau de fiabilité satisfaisant. Toutefois, 

bien que la plupart des gènes impliqués dans la fonction barrière soient surexprimés 

à la fois au niveau de l’ARNm et de la protéine, une régulation post-transcriptionnelle 

est envisageable pour certains gènes.  De plus, l’expression de ces nouveaux gènes 

peut débuter plus ou moins tardivement au cours de la différenciation. Ainsi, deux 

protéines testées en immunohistochimie ont montré des profils différents, avec 

MAPT (protéine Tau associée aux microtubules ; R=6.1) progressivement 

surexprimée au cours de la différenciation, et SH3KBP1 (une protéine adaptatrice 

potentiellement impliquée dans le trafic vésiculaire et/ou la signalisation ; R=64) 

restreinte à la couche granuleuse (Mattiuzzo et al. 2007). Chaque candidat identifié 

appelle donc à une validation du profil au niveau protéique, par exemple par 

immunohistochimie ou immunofluorescence. 
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Nouveaux acteurs de la différenciation

Les différentes approches discutées précédamment ont permis d’identifier un 

nombre important de gènes jamais décrits dans l’épiderme et surexprimés au cours 

de la différenciation. L’expression de chacun de ces gènes n’étant décrite qu’au niveau 

transcriptionnel, ces données appellent dans un premier temps une validation au 

niveau protéique, par immunohistochimie ou immunofluorescence, voire par 

microscopie électronique pour une localisation subcellulaire. Selon la fonction 

putative de ces gènes, plusieurs approches sont ensuite envisageables pour la 

caractérisation fonctionnelle de ces protéines. Des expériences de gain ou de perte de 

fonction, soit dans des modèles in vitro – kératinocytes en condition différenciantes 

ou épiderme reconstitué + siRNA ou transfections – soit in vivo, préférables pour 

étudier la fonction barrière – souris transgéniques, knock out... – sont possibles pour 

les gènes d’intérêt. Dans le cas de facteurs de transcription, les expériences de gain ou 

de perte de fonction ne permettent pas de distinguer les cibles directes des cibles 

indirectes lorsque l’on identifie des gènes différentiellement exprimés. Or 

l’identification des cibles directes, si possible in vivo, est d’un intérêt élevé pour 

comprendre leur fonction qui peut être différente d’un tissu à un autre. Pour cette 

raison, les expériences d’immunoprécipitation de chromatine suivie de puces à ADN 

ou de séquençage pour identifier les séquences génomiques fixées sont de plus en 

plus employées systématiquement, et constitue une approche de choix pour une 

partie des facteurs peu décrits que nous avons identifié. 

Nous avons choisi de discuter le rôle potentiel dans l’épiderme de certaines des 

protéines correspondant aux gènes identifiés dans nos deux études de transcriptome 

(Toulza et al. 2007 ; Mattiuzzo et al. 2009). Certains des gènes déjà présents dans la 

discussion du second article ne sont pas discutés ici. Dans tous les cas, le ratio R 

correspond au ratio KG/KB en qRT-PCR. 

- Protéines de la matrice extracellulaire 

Bien que la plupart des protéines de la matrice extracellulaire soient localisées 

au niveau de la membrane basale, la matrice extracellulaire est également impliquée 

dans la stratification, la différenciation kératinocytaire ainsi que la cicatrisation. Le 

protéoglycan membranaire  Syndecan-1 et la glycoprotéine sécrétée ECM1b sont des 

exemples de protéines de la matrice surexprimées au cours de la différenciation 

(Sanderson et al. 1992; Smits et al. 2000). En plus du gène EXT2 (non régulé) jouant 
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un rôle dans la synthèse des protéoglycans, nous avons également identifié HYAL2

(R=2.6), un gène codant une enzyme capable d’hydrolyser l’acide hyaluronique. 

L’acide hyaluronique est un constituant majeur de la matrice extracellulaire, mais est 

absent de la couche granuleuse (Tammi et al. 1988). De plus, le gène HAS1

(hyaluronan synthase 1) est surexprimé dans la couche basale de l’épiderme (Radoja 

et al. 2006). Ces données suggèrent un gradient opposé de synthèse et de dégradation 

de l’acide hyaluronique dans les couches de l’épiderme. La protéine HYAL2 est 

généralement localisée au niveau des lysosomes et/ou de la membrane plasmique 

(selon le type cellulaire), et possède un pH optimal acide (pour revue : (Lepperdinger 

et al. 2001)), suggérant que l’enzyme pourrait être sécrétée par les kératinosomes 

(souvent comparés à des lysosomes sécrétoires) et dégrader l’acide hyaluronique 

présent dans la matrice de la couche granuleuse. Bien que le rôle de l’acide 

hyaluronique dans l’épiderme reste peu défini, sa capacité à retenir l’eau, médier des 

interactions intercellulaires ou encore lier des protéines extracellulaires tels que les 

facteurs de croissance, suggère un rôle dans la formation d’un environnement 

favorable pour la différenciation kératinocytaire (http://www.glycoforum.gr.jp// 

science/hyaluronan/HA04/HA04E.html). De plus, les produits de faible poids 

moléculaire issus de la dégradation de l’acide hyaluronique possèdent une large 

gamme d’effets, notamment l’induction de l’expression de hBD2 (�2-defensine), un 

peptide antimicrobien naturellement présent dans la couche granuleuse (Ali et al. 

2001; Gariboldi et al. 2008). Ces données suggèrent que de nouveaux composants ou 

modificateurs de la matrice extracellulaire restent à découvrir dans les couches 

suprabasales de l’épiderme. De part leurs multiples fonctions, notamment dans la 

séquestration et/ou la présentation de nombreux facteurs diffusibles, leur 

identification est primordiale pour comprendre le rôle joué non seulement dans la 

différenciation épidermique, mais également dans le cadre de processus tels que la 

cicatrisation et l’inflammation. 

- Jonctions cellulaires et protéolyse 

En raison de leur implication dans la cohésion tissulaire, les protéines de 

jonctions ainsi que les protéases et inhibiteurs de protéases, susceptibles de moduler 

leur durée de vie, jouent un rôle crucial dans la fonction barrière de l’épiderme. 

Le séquençage des ORESTEs a permis d’identifier une nouvelle claudine, 

CLDN23, fortement surexprimée au cours de la différenciation (R = 25). Cette 



220

claudine a également été identifiée comme spécifique des couches suprabasales de 

l’épiderme murin (April and Barsh 2006). Toutefois, son importance dans la 

formation des jonctions serrées épidermiques est inconnue. 

La protéine placentaire P11, initialement décrite comme une protéase à sérine 

sécrétée, est fortement surexprimée dans les kératinocytes granuleux (R = 35) 

(Toulza et al. 2007). Si la protéine possède effectivement un peptide signal suggérant 

qu’elle est bien sécrétée, elle a été récemment décrite comme une endoribonucléase 

(Laneve et al. 2008), en accord avec la présence d’un domaine conservé pfam09412 

(endoribonuclease XendoU). La protéine possède également un domaine 

somatomédine B semblable à celui de la vitronectine impliqué dans la liaison de 

l’inhibiteur de protéase PAI-1/SERPINE1. Une implication de la protéine P11 dans la 

desquamation ou dans un autre processus reste donc indéterminée. Une seconde 

protéase à sérine sécrétée, PAMR1, impliquée dans la régénération musculaire 

(Nakayama et al. 2004), s’est avérée sous-exprimée au cours de la différenciation 

(R = 0,3 ; Mattiuzzo et al. 2009), suggérant un rôle dans un processus autre que la 

desquamation.

Trois nouveaux inhibiteurs de protéases à sérine, SERPINA12 (R = 50), 

SERPINB7 (R = 10) et SERPINB12 (R = 15), ont été identifiés à partir des ORESTEs, 

mais leur fonction dans la régulation de la desquamation est toujours inconnue. La 

serpine A12 est décrite comme une adipokine impliquée dans l’obésité et le diabète de 

type 2 (Kloting et al. 2006) ; la serpine B7 est fortement exprimée au niveau du 

glomérule par les cellules mésangiales et aurait pour cible potentielle la 

plasmine (Inagi et al. 2003) ; enfin, la fonction de la serpine B12 n’a jamais été 

explorée. Le gène CST7, codant pour la cystatine F/leucocystatine, un inhibiteur 

potentiel de la cathepsine C (Hamilton et al. 2008), est également exprimé mais ne 

semble pas régulé au cours de la différenciation (R = 0,8 ; Mattiuzzo et al. 2009). 

La découverte de ces nouvelles protéines structurales, enzymes et régulateurs  

tend à prouver que les acteurs impliqués dans la régulation de la cohésion 

intercellulaire et intercornéocytaire, pourtant essentielle à la fonction du tissu, ne 

sont que partiellement décrits à ce jour. 
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- Protéines structurales 

Parmi les protéines structurales nouvellement décrites figurent l’ifapsoriasine (IFPS). 

Situé sur le locus de l’EDC (1q21.3) entre les gènes FLG et CRNN (cornuline), le gène 

IFPS a été renommée FLG2 en raison de la composition en acides aminés de la 

protéine prédite proche de celle de la filaggrine. Comme les autres membres de la 

famille fused à laquelle il appartient (composée des gènes FLG, TCHH, RPTN, HRNR

et CRNN), le gène FLG2 est composé de trois exons, comportant un cadre ouvert de 

lecture de grande taille (>7kb) qui code pour une protéine prédite de 2391 acides 

aminés (contre 4061 pour la filaggrine), riche en sérine (22%), glycine (20%), 

histidine (10%) et glutamine (10%). La protéine prédite comporte plusieurs domaines 

caractéristiques des protéines fused : un domaine N-terminal S100, suivi d’un 

domaine EF-hand de liaison au calcium, puis un large domaine constitué de deux 

séries de répétitions de 75 à 77 acides aminés (9 répétitions de type A et 14 de type B) 

(figure 64). Si la protéine prédite comporte dans son ensemble une faible homologie 

avec les autres protéines fused, les répétions de type A sont toutefois  

Figure 64. Structure du gène FLG2/IFPS (Wu et al. 2009). 
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fortement homologues de l’hornerine (50 à 77% d’identité), tandis que les répétitions 

de type B sont plutôt apparentées à la filaggrine (28 à 39% d’identité) (Wu et al. 

2009). Enfin, l’expression et la localisation subcellulaire de l’ifapsoriasine rappelle 

fortement de celle de la filaggrine, puisqu’elle est détectée au niveau de la couche 

granuleuse dans les granules de kératohyaline, et de la couche cornée dans la matrice 

fibreuse.

La résistance mécanique est un aspect important de la fonction barrière. Nous 

avons identifé une nouvelle kératine acide épidermique, K23, fortement surexprimée 

dans les kératinocytes granuleux (R=745). Initialement décrite dans une lignée de 

cellules cancéreuses traîtées au butyrate de sodium (Zhang et al. 2001), l’expression 

de KRT23 est principalement détectable dans le placenta d’après les données de la 

banque UniGene (EST ProfileViewer Hs.9029). Des mutations des gènes KRT1, KRT2

et KRT10 étant responsables de diverses genodermatoses incluant des épidermolyses 

bulleuse et des kératodermies, ces données suggèrent une implication du gène KRT23

dans des génodermatoses d’étiologie inconnue, même si une description plus poussée 

de l’expression de K23 dans l’épiderme reste nécessaire, par exemple par 

immunohistochimie.

En plus de l’ifapsoriasine et de la kératine 23, un autre gène codant une 

protéine structurale pourrait jouer un rôle au cours de la différenciation épidermique. 

Le gène CCIN (R = 5,6) code pour la calicine, composant principal du calice post-

acrosomal de la thèque périnucléaire des spermatozoïdes (coque protéique entourant 

la région postérieure du noyau) (Lecuyer et al. 2000). En raison de sa capacité à se 

lier aux filaments d’actine et à participer à la rigidification de cette structure, il serait 

intéressant d’étudier le rôle potentiel de cette protéine au cours de la cornification. Il 

faut toutefois noter que sa composition en acides aminés (seulement 9,1% de 

glutamine ou lysine) et l’absence de séquence consensus n’en font pas un bon 

candidat pour l’action des transglutaminases. 

- Lipides impliqués dans la fonction barrière 

Les kératinocytes granuleux sont considérés comme des cellules sécrétoires en 

raison du grand nombre de corps lamellaires renfermant de nombreux lipides. 

Sécrété au pôle apical de la cellule en cours de cornification, le contenu de ces 

vésicules contribue à la formation de la barrière épidermique. Parmi les candidats 

que nous avons identifiés figurent des enzymes impliquées dans la synthèse et la 
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modification des lipides, particulièrement du cholestérol et des sphingolipides, ainsi 

que des protéines de transport. 

- Synthèse et dégradation 

Deux gènes impliqués dans la synthèse de novo du cholestérol (15-20% des 

lipides sécrétés) ont été détectés dans notre seconde étude (Mattiuzzo et al. 2009) : le 

gène codant la diphosphomevalonate decarboxylase (MVD, R=4,8) et celui codant 

l’emopamil-binding protein, une stérol isomérase (EBP, R=1,5). De nombreuses 

mutations du gène EBP sont associées à la chondrodysplasie ponctuée dominante liée 

à l'X de type 2 (CDPX2, OMIM 302960), une maladie humaine caractérisée 

notamment par une hyperkératose striée et des défauts capilaires (Derry et al. 1999). 

MVD code pour l’enzyme ultime de la voie du mévalonate (en amont d’EBP) dans la 

synthèse des stérols, et contrairement à EBP est surexprimé dans les kératinocytes 

granuleux. Bien que jamais décrit dans l’épiderme, MVD semble être un bon candidat 

pour des génodermatoses liées à un défaut de synthèse du cholestérol. Il est 

intéressant de noter que Radoja et ses collaborateurs ont décrit la surexpression dans 

les kératinocytes granuleux de plusieurs autres gènes liés à la synthèse des stérols, 

tels que SC4MOL, DHCR7 et OSBPL8, tandis que d’autres gènes (IDI1 et HMGCR)

sont surexprimés dans la fraction suprabasale, mais pas spécialement dans les 

kératinocytes granuleux. Au final, ces données montrent que les gènes impliqués 

dans le métabolisme du cholestérol ne sont pas nécessairement tous surexprimés, ou 

peuvent l’être à différents stades de la différenciation. 

En plus du cholestérol, les lipides sécrétés sont composées de 20 à 30% de 

sphingolipides, essentiellement des céramides qui sont soit néosynthétisés à partir 

d’acyl-CoA à longues chaînes et de sérine, soit issus de la dégradation d’autres 

sphingolipides. De façon intéressante, deux gènes impliqués en amont de la 

néosynthèse des céramides, ACBD6 (R=1) qui code pour une protéine liant les acyl-

CoA à longues chaînes, et ACSL4 (R=0.9) qui est responsable de la production de ces 

acyl-CoA à longues chaînes, sont détectés indifféremment des couches de l’épiderme 

(Mattiuzzo et al. 2009). Toutefois, LASS3, une des enzymes impliquées dans la 

synthèse des céramides à partir de ces acylCoA et de sérine, est surexprimée avec un 

facteur 10 au cours de la différenciation (Toulza et al. 2007). Deux études 

postérieures ont confirmé ce résultat, indiquant que LASS3 est bien la céramide 

synthase principale des kératinocytes différenciés (Mizutani et al. 2006; Mizutani et 

al. 2008). Les céramides peuvent également être produits par dégradation de la 
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sphingomyéline. Radoja et ses collaborateurs ont décrit la surexpression très faible 

dans les kératinocytes granuleux de SMPD1 (ratio épiderme total / kératinocytes 

épineux = 1,8), qui code pour une sphingomyélinase, tandis que nous avons identifié 

SMPD3 comme étant très fortement surexprimé au cours de la différenciation, avec 

un ratio KG/KB de 70 (Toulza et al. 2007), suggérant une implication de SMPD3 

(plutôt que de SMPD1) dans la production de céramides à partir de sphingomyéline. 

SMPD3 est notamment connu pour être présent dans les kératinosomes (Rassner et 

al. 1999), et son expression est diminuée dans le cas de la dermatite atopique (Jensen 

et al. 2004). Au final, nos données suggèrent que la synthèse des céramides au niveau 

de la couche granuleuse implique plusieurs des voies métaboliques connues, mais 

aussi que certaines des enzymes impliquées, telle ACSL4, ne sont pas nécessairement 

régulées au cours de la différenciation. Enfin, il est intéressant de noter que ASAH3,

un gène fortement surexprimé (R = 300; Toulza et al. 2007) codant pour la 

céramidase alkaline haCER1 qui dégrade certaines espèces de céramides à longue 

chaîne, a récemment été impliqué directement dans la différenciation épidermique, 

probablement en raison de l’activation de voies de signalisation liées à la sphingosine 

et la sphingosine-1-phosphate (Sun et al. 2008). 

De façon surprenante, nous avons également identifié deux gènes, SLC22A5

(66 ORESTEs) et BBOX1 (R = 5,2), respectivement impliqués dans le transport et la 

synthèse de carnitine. La carnitine est un composé impliqué dans le transport des 

acides gras jusqu’à la matrice mitochondriale, en vue d’une dégradation via la bêta-

oxydation. La production d’énergie dans les kératinocytes reste peu décrite, et si des 

travaux anciens indiquent que la bêta-oxydation se produit bien au sein de l’épiderme 

(Anastasia and Conley 1977), il est peu probable que ce processus joue un rôle direct 

dans la fonction barrière. 

- Transport 

Bien que n’étant pas ou très peu surexprimés, deux gènes identifiés par notre 

étude, SCP2 (R=1,8) et SCPx (R=1,2), sont susceptibles de jouer un rôle important 

dans le transfert intracellulaire de lipides, et plus particulièrement de cholestérol. 

SCP2 and SCPx sont issues de l’usage de deux promoteurs alternatifs de la même 

unité de transcription. SCP2 code pour un transporteur facilitant le transfert 

intermembranaire de stérols, augmentant notamment la sécrétion du cholestérol 

dans les sécrétions biliaires (Gallegos et al. 2001). Il est tentant de spéculer sur le rôle 

de SCP2 dans le transfert du cholesterol vers les kératinosomes, même s’il semble que 
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le transporteur est également capable de lier les céramides (Atshaves et al. 2007). Le 

rôle de SCPx, qui code pour une thiolase de la matrice des peroxisomes, semble plus 

difficile à définir.  

Plusieurs gènes semblent également impliqués dans le transport 

extracellulaire de lipides au sein de l’épiderme. La surexpression du gène APOF dans 

les kératinocytes granuleux (R=41) est particulièrement intéressante, d’autant que 

APOD et APOE ont également été décrits comme surexprimés dans les couches 

suprabasales (Radoja et al. 2006). APOD et APOE sont des apolipoprotéines 

respectivement impliquées dans les échanges de cholestérol via l’activation de 

l’enzyme responsable de la formation d’ester de cholestérol (plus hydrophobe), la 

lécitine cholestérol acyltransférase (LCAT), et dans le transport de lipides sous forme 

de chylomicrons (cholestérol et triglycérides). APOF est une apolipoprotéine mineure 

du plasma qui bloque le transfert des esters de cholestérol et des triglycérides vers les 

lipoprotéines, normalement médié par la Cholesteryl ester transfer protein (CETP; 

(Paromov and Morton 2003)). Le gène codant la LCAT est majoritairement transcrit 

dans la couche basale de l’épiderme de singe Rhésus (Smith et al. 1990), tandis que 

l’expression ou non du gène CETP reste inconnue. La fonction précise de chacune de 

ces protéines dans la biologie de l’épiderme reste à élucider. Toutefois, l’existence 

d’une machinerie probablement complexe régulant la disponibilité, la modification, le 

transport et peut être la clairance de plusieurs lipides sécrétés par les kératinocytes 

granuleux, particulièrement le cholestérol et ses dérivés, pourrait être un élément 

important de la régulation de la fonction barrière. 

- Maturation et dégradation 

Le cholestérol est partiellement sulfaté dans les couches suprabasales de 

l’épiderme, et le sulfate de cholestérol (2 à 6% des lipides intercornéocytaires) est 

ensuite converti en cholestérol par les arylsulfatases du stratum corneum. Nous 

avons confirmé l’expression du gène ARSD, codant pour une arylsulfatase, dans 

l’ensemble de l’épiderme (R=1.4). ARSD réside dans le même locus (Xp22.32) que 

deux autres gènes apparentés, ARSE et STS (ARSC1), impliqués respectivement dans 

la chondrodysplasie ponctuée dominante liée à l'X de type 1 (CDPX1, OMIM 302950) 

et l’ichtyose liée à l’X (OMIM 308100). En raison de sa proximité avec ARSE, il n’est 

pas exclu que ARSD soit également impliqué dans la CDPX1 (Franco et al. 1995). 

ARSD étant exprimé dans la plupart des territoires anatomiques alors que ARSE n’y 

est pas détectable par RT-PCR (Dooley et al. 2000), une déficience en ARSE explique 



226

difficilement les signes d’ichtyose des personnes atteintes de CDPX1, faisant de ARSD

un meilleur gène candidat en cas de défaut épidermique. Il est intéressant de noter 

que ARSF, présent sur le même locus, est également surexprimé dans les couches 

suprabasales, y compris dans les kératinocytes granuleux (ratio épiderme/kér. 

épineux = 2,4) (Radoja et al. 2006). 

Un certain nombre de gènes codant pour des lipases ont également été 

identifiée, notamment à partir des ORESTEs (Toulza et al. 2007). Les lipases 

sécrétées LIPK, LIPM et LIPN, toutes trois fortement surexprimées dans les 

kératinocytes granuleux (R > 100), ainsi que la lipase LIPJ (probablement non 

sécrétée), restent peu charactérisées. Même si le substrat et la fonction de ces lipases 

restent non décrits dans la littérature, leur homologie de séquence avec les lipases 

acides LIPA et LIPH, toutes deux codées par des gènes du même locus (10q23.31), 

suggère un rôle dans la maturation des triglycérides et/ou des esters de cholestérol, 

tous deux importants pour la fonction du stratum corneum. La fonction des 

phospholipases identifiées PNPLA1, PLA2G4E, PLA2G4F (Toulza et al. 2007) et 

PLA2G15 (Mattiuzzo et al. 2009) reste inconnue, mais le fait que seul PNPLA1 soit 

surexprimé (R = 20) suggère que ces trois autres phospholipases ne jouent peut-être 

pas de rôle direct dans la fonction barrière. 

- Signalisation cellulaire 

Même si plusieurs protéines impliquées dans diverses voies de signalisation 

sont connues pour leur fonction dans la régulation de la prolifération et de la 

différenciation dans l’épiderme, les acteurs moléculaires des voies impliquées dans 

ces cascades complexes et souvent imbriquées restent peu décrites dans les 

kératinocytes différenciés. Même si leur fonction exacte est pour le moment 

inconnue, l’identification de nouveaux gènes impliqués dans de nombreuses voies 

reste primordiale pour espérer comprendre l’intégration des nombreux signaux 

intervenant dans la régulation fine du programme de différenciation. 

Ainsi, plusieurs gènes impliqués dans les voies de signalisation des caténines, 

de Ras et de Src sont surexprimés dans les kératinocytes différenciés. CTNNBIP1 

(R=9.1) empêche l’interaction entre la caténine �-1 et les facteurs de transcription de 

la famille TCF, empêchant la transcription des gènes cibles (Tago et al. 2000). 

RASGRP1 (R=31,8) code pour une GEF (GDP/GTP exchange factor) qui active 

spécifiquement Ras au niveau de l’appareil de Golgi et régule la voie ERK/MAP 
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kinases (Caloca et al. 2003). En aval de Ras, deux autres gènes (GMIP et IQGAP3)

sont également régulés. GMIP code pour un répresseur de la voie CDC42/Rac/Rho 

(Hatzoglou et al. 2007), et est légèrement surexprimé dans les kératinocytes 

granuleux (R=2,1), tandis que IQGAP3, qui code pour un effecteur en aval de CDC42 

et Rac1, est essentiellement exprimé dans la couche basale (R=0,18). Enfin, en aval de 

Src, GRLF1 – qui code pour la RhoGAP (GTPase activating protein) p190 – est sous-

exprimé dans les kératinocytes granuleux (R=0,47). Ces gènes sont susceptibles 

d’être impliqués dans la régulation de l’adhérence et de la migration, mais aussi dans 

la survie cellulaire, Ras et Src ayant potentiellement une fonction de protection 

contre l’anoïkis (apoptose déclenchée par la perte de contact avec la lame basale) 

(Frisch and Francis 1994). 

Plusieurs régulateurs de la concentration intracellulaire de calcium ont 

également été identifiés. ITPKC (R=3,4) est responsable de la transformation de 

l’inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) en inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphate (IP4), tous

deux impliqués dans l’homéostasie calcique. Le canal sodique ENaC étant requis pour 

une fonction barrière efficace, le sodium est probablement impliqué lui aussi dans la 

différenciation kératinocytaire (Mauro et al. 2002). SLC8A1 (R=16,2) codant pour un 

échangeur membranaire sodium/calcium, son action pourrait être double. Enfin, 

RCAN1 (R=5,5) inhibe la voie de la calcineurine (Rothermel et al. 2000) et régule 

l’exocytose dans les cellules chromaffines murines (Keating et al. 2008), suggérant 

une implication de RCAN1 dans la sécrétion des kératinosomes. 

Le gène GSDMA, dont le ratio de surexpression est très élevé (R = 800 ; Toulza 

et al. 2007), code pour la gasdermine 1, une protéine ayant un rôle antitumoral (Saeki 

et al. 2000) et impliquée dans la signalisation du TGF� (Saeki2007), mais dont la 

fonction au cours de la différenciation épidermique reste inconnue. Un anticorps 

dirigé contre plusieurs gasdermines conduit à un marquage restreint à la couche 

granuleuse de l’épiderme humain, à la gaine épithéliale interne et la tige pilaire des 

follicules pileux et aux sébocytes maturs (Lunny et al. 2005). Si la GSDM3 joue un 

rôle dans la différenciation de ces annexes épidermiques, GSDM1 semble être la 

principale gasdermine exprimée dans les couches différenciées de l’épithélium de 

l’oesophage murin – dont les cellules présentent une différenciation très proche de 

celle de l’épiderme (Saeki et al. 2009). 

Les kératinocytes peuvent subir deux types de mort cellulaire programmée : la 

cornification, point culminant de la différenciation, mais également apoptose, 



228

notamment dans le cas d’une exposition important aux ultraviolets. Le résultat de ces 

deux morts est radicalement différent, l’apoptose entraînant la dégradation du corps 

cellulaire tandis que la cornification permet la formation de la couche cornée 

indispensable à la fonction barrière. Il n’est pas donc surprenant que les 

kératinocytes expriment de nombreux régulateurs (positifs ou négatifs) de la (des) 

mort(s) cellulaire(s). Si le gène antiapoptotique AVEN est détecté dans toutes les 

couches (R=1.3),  le suppresseur de tumeurs ARL11 (ADP-ribosylation factor-like 11 

or ARLTS1), qui agit sur plusieurs voies de signalisation pro-apoptotiques 

(Yendamuri et al. 2008) est surexprimé (R=9; Mattiuzzo et al. 2009). La fonction de 

PLEKHA2 (R=8,1) reste obscure : le gène code une protéine à domaine PH 

(Pleckstrin Homology) recruté à la membrane plasmique par le PI(3,4)P2 au cours de 

la signalisation de la PI3 kinase (Dowler et al. 2000; Ma et al. 2008). La voie de la 

PI3K joue un rôle important dans la protection des kératinocytes contre l’anoïkis, 

probablement via l’activation de la kinase AKT1 (Calautti et al. 2005; Thrash et al. 

2006). Cependant, le rôle potentiel de PLEKHA2 dans la voie PI3K/AKT1 reste à 

déterminer. Le gène MAP3K7IP1 (R=2,1) code pour la protéine TAB1 qui interagit 

avec la kinase TAK1/MAP3K7 requise pour l’homéostasie épidermique et la survie 

kératinocytaire (Sayama et al. 2006). Toutefois, le rôle de TAB1 dans la signalisation 

de TAK1 est peut-être accessoire (Shim et al. 2005). Le gène codant la protéine 

CARD14 (Caspase Recruitment Domain family member 14) est également surexprimé 

au cours de la différenciation kératinocytaire avec un facteur x8 (Toulza et al. 2007). 

Cette protéine est capable, en réponse à divers stimuli dont l’activation des PKC, de 

former un complexe multiprotéique avec BCL10, TRAF6, TAK1 et TAB1 ou TAB2. Ce 

complexe active ensuite l’IkappaB kinase et donc la signalisation de NF-kB (Bertin et 

al. 2001). 

- Facteurs de transcription 

Le travail initial de séquençage des ORESTEs a permis d’identifier un nombre 

important de facteurs de transcription, pour la plupart jamais décrits dans 

l’épiderme. Le but de cette première étude étant de dresser un inventaire des gènes 

exprimés dans les kératinocytes granuleux, un nombre limité de gènes a été testé par 

PCR quantitative pour évaluer le profil d’expression des gènes identifiés. La priorité a 

été donnée aux gènes les moins décrits dans les banques de séquences (donc les plus 

susceptibles d’être spécifiques de la différenciation épidermique), et surtout aux 
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gènes les plus facilement reliable à la fonction barrière : lipases et autres gènes du 

métabolisme des lipides, protéines structurales, protéases et inhibiteurs de protéases, 

etc. Un seul facteur de transcription, CASZ1, figure parmi les gènes surexprimés 

identifié dans notre première étude du transcriptome kératinocytaire (Toulza et al. 

2007). Sa fonction reste à ce jour totalement inconnue, de même que sa spécificité de 

séquence vis à vis de l’ADN. D’une façon générale, la recherche d’un rôle pour les 

facteurs de transcription identifiés se heurte à plusieurs obstacles. La majorité des 

facteurs identifiés sont très peu caractérisés, même dans d’autres types cellulaires. De 

plus, lorsqu’une fonction est connue dans un autre tissu, rien n’indique que les gènes 

cibles de ce facteur seront les mêmes dans l’épiderme : même si la spécificité de 

séquence reste la même, certains cofacteurs essentiels peuvent être absents, et la 

chromatine peut être condensée et rendre inaccessible certains sites de fixation 

décrits, ou inversement rendre accessibles de nouveaux sites. 

Pour les facteurs les moins décrits dans la littérature, la méthode 

généralement privilégiée pour analyser leur fonction est la perte ou le gain de 

fonction (sur cellules ou animaux), et surtout l’identification des gènes cibles, 

généralement par immunoprécipitation de chromatine suivie de l’identification des 

séquences par microarray (ChIP-on-chip) ou par séquençage (ChIP-seq). Pour les 

facteurs mieux décrits dans d’autres systèmes, une stratégie susceptible de livrer 

quelques indices sur la fonction est la recherche de l’expression de cofacteurs ou de 

gènes cibles connus. Cette approche est forcément limitée, puisque basée sur la 

comparaison de types cellulaires parfois très distincts, mais a permis de montrer que 

certains des nouveaux FT surexprimés au cours de la différenciation kératinocytaire 

(et donc régulateurs probables de ce programme génétique) sont également exprimés 

au cours d’autres programmes, comme la différenciation des cardiomyocytes 

(GATA4, ZFPM2, ANKRD1 et HOPX) ou l’hématopoïèse (NFE2, de même que 

GATA3 déjà décrit). 

Si l’on se base sur le nombre de gènes codant pour des protéines contenant un 

domaine de liaison à l’ADN, le nombre estimé de facteurs de transcription chez l’être 

humain est d’environ 2600 (Babu et al. 2004). Ce chiffre exclue les nombreuses 

protéines adaptatrices susceptibles d’influer grandement sur l’action de ces facteurs 

sans se lier directement à l’ADN. Alors que cette immense diversité de facteurs 

suggère une faible redondance (il existe déjà plus de 3 millions de combinaisons de 

deux facteurs de transcription, et près de 3 milliards de combinaisons de trois 



230

facteurs), il semble qu’un même facteur de transcription non-ubiquiste soit 

fréquemment « réutilisé » dans des contextes et types cellulaires parfois très 

différents. Il serait par exemple intéressant de savoir si la différenciation des 

kératinocytes et des cardiomyocytes, deux types cellulaires soumis à des contraintes 

mécaniques importantes, partagent (en plus de l’expression des protéines 

desmosomales) un ou plusieurs modules de régulation transcriptionnelle, comme 

suggéré par nos résultats (ANKRD1 et HOPX sont ainsi régulés par des membres des 

familles GATA et ZFPM dans les cardiomyocytes). 

Seule une analyse à grande échelle (et sur de multiples tissus) des sites 

réellement fixés par chaque facteur de transcription est susceptible d’aboutir à une 

description suffisante pour pouvoir véritablement comparer entre eux plusieurs 

programmes de différenciation et évaluer leur degré de « recyclage ». Si un tel projet 

est actuellement en cours chez certains organismes modèles (C. elegans et D.

melanogaster) dans le cadre du projet modENCODE (http://www.modencode.org/), 

la tâche sera extrêmement longue et coûteuse dans le cas d’un génome aussi 

complexe que celui des mammifères, puisqu’elle nécessiterait de développer et/ou de 

valider des anticorps dirigés contre chaque facteur de transcription, puis de réaliser 

du ChIP-on-chip ou du ChIP-seq pour chaque tissu, stade développemental, etc. 
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Conclusion

D’une façon générale, les techniques discutées précédemment n’ont pas les 

mêmes sensibilités et spécificités. Ceci explique que leur emploi sur un même type 

cellulaire, loin d’être redondant, conduit plutôt à des résultats complémentaires. 

Ainsi, si l’on compare la contribution de chacune des techniques dans l’identification 

des 49 nouveaux marqueurs de la différenciation présentés dans le second article, 9 

proviennent des ORESTEs, 19 des puces pangénomiques, 6 de l’analyse 

bioinformatique et 1 de l’analyse bibliographique, tandis que seulement 8 sont issus à 

la fois des ORESTEs et des puces, et 6 des ORESTEs et de l’analyse bioinformatique. 

La redondance entre les différentes bases apparaît donc faible (28,6%), ce qui est 

également confirmé par la confrontation des données d’ORESTEs et de puces : sur les 

3387 et 10824 gènes identifiés respectivement, seuls 1930 sont en commun (en plus 

des 150 ORESTEs sans sonde correspondante sur les puces), soit une redondance de 

60% ou 18% selon la technique considérée. 

Combiner plusieurs techniques complémentaires permet également de faire 

une estimation du nombre de gènes exprimés dans l’épiderme. Toutes couches 

confondues, les différentes techniques ont permis d’identifier environ 12300 gènes 

potentiellement exprimés (dont 3466 avec certitude – ORESTEs et/ou PCRq + 

séquençage des amplicons). De nombreuses études à grande échelle ne rendent 

disponible que le nombre de gènes considérés comme différentiellement exprimés, et 

non le total des gènes détectés. Seule l’étude réalisée au moyen de puces 

pangénomiques sur de l’épiderme murin (April and Barsh 2006) cite le chiffre de 

16715 gènes détectés. On peut donc estimer que le nombre de gènes exprimés dans 

l’épiderme (humain ou murin) se situe aux alentours de 14500 gènes. Comparé aux 

25000 gènes du génome humain ce chiffre peut sembler important, surtout pour un 

tissu majoritairement composé de cellules spécialisées et engagées dans un processus 

de mort cellulaire programmée. Il reste dans le même ordre de grandeur (>10000) 

que plusieurs autres études menées à l’aide de puces pangénomiques sur divers tissus 

ou cellules – pour exemple (Akavia et al. 2008; Kobayashi et al. 2008). Toutefois, il 

est également possible que la technique des puces à ADN conduise à une 

surévaluation du nombre de gènes exprimés. 

L’étude d’April & Barsh a également permis de distinguer des gènes 

spécifiques de la couche basale (2097) ou des couches suprabasales (883) sur les 

16715 gènes détectés au total. Comme pour notre étude, la majorité des gènes ne 
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semblent donc pas régulés. Les différentes approches que nous avons employées ont 

permis d’identifier au total 82 nouveaux gènes associés à la différenciation (Toulza et 

al. 2007; Mattiuzzo et al. 2009). Si l’on se base sur la première analyse des puces 

pangénomiques (624 gènes avec R>1,5 et p<0,05) et que l’on extrapole aux 1450 

ORESTEs non détectés sur puces, on atteint un chiffre de 695 gènes environ, assez 

proche des 883 gènes de l’étude d’April & Barsh. Toutefois, en tenant compte des 

résultats de PCR quantitative (27 gènes confirmés sur 64 choisis à partir de puces), 

cette estimation chûte à 293 gènes environ. Toutefois, le nombre réel de gènes 

spécifiques du kératinocyte granuleux reste difficile à évaluer, les hybridations 

croisées biaisant le nombre de gènes exprimés tandis qu’au contraire certains 

transcrits sont probablement en-dessous du seuil de détection des puces à ADN. De 

plus, le nombre de faux-négatifs (gènes déclarés non-régulés alors qu’ils sont 

différentiellement exprimés) est quasi impossible à évaluer. Par ailleurs, l’étude 

d’April & Barsh met en évidence un plus grand nombre de gènes exprimés dans la 

couche basale que dans les couches suprabasales, ce qui est logique pour des cellules 

de type et d’état prolifératif variés, et qui confirme le biais de notre méthode 

d’enrichissement puisque nous avons plus de difficulté à identifier des gènes 

surexprimés dans la couche basale (cf. discussion sur les puces pangénomiques). 

Au final, le choix d’une approche multi-technique peut sembler paradoxal dans 

le sens où chacune présente des difficultés techniques non négligeables et nécessite 

de prendre un maximum de précautions, tant au moment de la réalisation qu’à celui 

de l’interprétation des résultats. Cependant, la plupart des techniques actuelles (à 

l’exception peut-être du séquençage nouvelle génération) ne permettant pas 

réellement de décrire un système de façon exhaustive, cette stratégie possède 

l’avantage indéniable d’être un des meilleurs moyen de dresser un inventaire aussi 

complet que possible de l’état du transcriptome d’un type cellulaire. 
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Annexe 1 : Stratification épidermique

Représentation schématique des étapes de la 
stratification épidermique au cours du 
développement murin (Koster and Roop 
2007).
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Annexe 2 : le séquençage nouvelle génération.

La technologie 454, commercialisée par 454 Life 

Sciences (Roche Applied Science), couple une méthode de 

PCR en émulsion et un pyroséquençage. Dans un premier 

temps, des fragments de 300 à 800 paires de bases sont 

générés à partir d’ADN génomique (ou autre), puis des 

adaptateurs différents sont ajoutés à chaque extrémité des 

fragments. Un des adaptateurs étant biotinylé, les 

fragments sont immobilisés en dilution limite sur des billes 

portant de la streptavidine, de sorte à ne pas avoir plus d’un 

fragment par bille. Puis, les billes sont placées dans une 

émulsion, où chaque bille est isolée dans une gouttelette qui 

va tenir lieu de « microréacteur » pour la PCR. Cette étape 

d’amplification in vitro, très performante, permet de 

générer jusqu’à 107 fragments par bille, à partir d’un seul 

fragment d’ADN initial. Pour l’étape de pyroséquençage, 

chaque bille est isolée dans un puit d’une plaque de très 

haute densité (les PicoTiter platesTM employées sont 

formées d’un très grand nombre de fibres optique formant 

un large support dans lequel sont creusés plusieurs 

centaines de milliers de puits de 44μm de large), puis des 

microbilles portant deux enzymes, une ATP sulfurylase et 

une luciférase, sont ajoutées. En effet, le pyroséquençage est 

basé non pas sur l’arrêt de la synthèse d’un brin d’ADN par 

des nucléotides « terminateurs » comme pour la technique 

de Sanger, mais par la détection en temps réel de 

l’incorporation des nucléotides. Durant un cycle, chaque 

dNTP possible (dATP, dTTP, dGTP ou dCTP) est ajoutée 

non pas simultanément, mais séquentiellement ; s’il 

correspond à la base complémentaire du brin séquencé, 

l’ADN polymérase présente dans le puit allonge le brin 

néosynthétisé en incorporant la base, ce qui entraîne la 

libération d’un pyrophosphate inorganique (PPi). L’ATP 
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sulfurylase emploie alors ce PPi pour produire de l’ATP, qui est employé par la 

luciférase pour transformer la luciférine en oxyluciférine (une apyrase dégrade les 

nucléotides en surplus). Cette réaction s’accompagne d’une émission de lumière, qui 

est proportionnelle à la quantité de PPi libéré, donc au nombre de bases incorporées 

simultanément (si deux bases successives sont identiques, deux fois plus de lumière 

sera émise, etc.). La lumière est détectée en temps réel par un capteur CCD 

directement couplé aux fibres optiques composant le support ; ainsi, à chaque ajout 

d’un dNTP, le capteur CCD produit une image qui témoigne de la lumière émise dans 

chaque puit. Ces données brutes permettent, après normalisation des images, de 

reconstruire un « pyrogramme » correspondant à l’enchaînement des bases dans la 

séquence pour chacun des puits de la machine. Ainsi, la version la plus récente de la 

plateforme 454, le Q20, permet de générer plus d’un million de séquences de 400 

bases de long par « run ». 
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La seconde approche à avoir été développée est la technologie Solexa 

(Illumina). L’étape d’amplification est ici réalisée en phase solide (bridge 

amplification) : l’ADN est fragmenté, couplé a des adaptateurs différents à chaque 

extrémité, puis déposé sous forme simple brin sur la Cluster Station, un support 

spécialement développé pour permettre l’amplification et le séquençage des brins. 

Chaque molécule se fixe aléatoirement sur le support ; or, celui-ci est recouvert 

d’oligonucléotides complémentaires des adaptateurs portés par les fragments. Ainsi, 

plusieurs cycles de dénaturation/renaturation/extension en présence d’ADN 

polymérase et de nucléotides (non marqués) permettent l’amplification locale 

(Cluster) d’une molécule d’ADN (jusqu’à 1000 copies par cluster, et 80-100 millions 

de clusters par support). L’étape de séquençage consiste à employer des amorces 

complémentaires d’un des adaptateurs, et ajouter simultanément quatre 

terminateurs réversibles marqués à des fluorochromes différents. Ainsi, après lavage, 

la base ajoutée est identifiée en fonction de sa longueur d’onde d’émission, puis le 

blocage est reversé et un nouveau cycle permet de déterminer la base suivante, etc. La 

réaction, bien qu’automatisée, s’avère toutefois lente : 2 jours pour déterminer des 

séquences de 35 pb (soit jusqu’à 3,5 Gigabases séquencées), les versions les plus 

récentes permettant de générer jusqu’à 120 millions de séquences d’une longueur de 

75 pb, voire 2 x 75 pb grâce à la technique de Paired-End diTag (initialement 

développée pour l’immunoprécipitation de chromatine – ChIP-PET, cette technique 

consiste à ne garder que les extrémités des fragments d’ADN, à les rabouter par 

ligation et à les séquencer ensemble afin d’avoir les « bornes » des fragments), pour 

un temps de réaction pouvant atteindre 8 jours pour 15 Gigabases. 
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La troisième approche, nommée SOLiD (Applied Biosystems), peut être 

rapprochée du 454 pour sa stratégie d’amplification par PCR en émulsion, mais 

l’étape de séquençage est radicalement différente, puisque effectuée en absence de 

polymérase. Après la fragmentation de l’ADN et l’ajout d’adaptateurs différents aux 

extrémités, les fragments sont capturés par des billes et amplifiés par PCR en 

émulsion. Puis, les extrémités 3’ des fragments sont modifiées afin de permettre la 

fixation covalente avec le support de verre sur lequel les billes sont déposées 

(plusieurs dizaines de millions de billes par lame de verre). Une fois immobilisés sur 

le support, les fragments sont hybridés avec une amorce universelle de longueur n,

complémentaire d’un des adaptateurs. Puis, au lieu d’employer une ADN polymérase 

comme précédemment décrit, la technique SOLiD fait appel à un mélange 

d’oligonucléotides marqués et utilise une ligase pour déterminer la séquence du brin 

d’ADN. Il est crucial de décrire la conception des oligonucléotides pour bien 

appréhender la technique SOLiD. Chaque oligo, de formule 3’ XX-NNN-YYY 5’, 

possède un des 16 dinucléotides spécifiques sur les bases 1 et 2 (XX), est dégénéré sur 

les bases 3-5 (NNN), ainsi que sur les bases 6-8 (YYY) couplées à un des quatre 

fluorochromes employés pour marquer les oligos. Seules les bases XX donnent une 

information sur la séquence d’ADN, mais seulement après plusieurs étapes (puisqu’il 

y a seulement 4 fluorochromes pour 16 dinucléotides). Dans un premier temps, après 

l’ajout de l’amorce universelle de longueur n, le mélange d’oligos fluorescents (8-

mers) est hybridé, et celui dont les deux premières bases (XX) sont complémentaires 

du brin d’ADN immédiatement à la suite de l’amorce universelle se trouve accroché à 

sa suite par une ligase ; les bases 1-2 de la séquence sont donc interrogées. Un 

scanner détecte alors les niveaux de fluorescence pour chacun des quatre 

fluorochromes, sur l’ensemble du support. Puis, un clivage chimique libère le 

fluorochrome ainsi que les bases 6-8, laissant un phosphate libre en 5’ ; les étapes 

précédentes (oligos, ligation, scan, phosphatase, clivage) sont ensuite répétées 

pendant 5 à 7 cycles, permettant d’interroger les bases 6-7, 11-12, 16-17, etc., de la 

séquence d’ADN. Puis, l’ensemble est « réinitialisé » en déshybridant l’amorce 

universelle de longueur n ainsi que les extensions, et une nouvelle amorce universelle 

de longueur n-1 est hybridée, permettant alors d’interroger les bases 1, 5-6, 10-11, 15-

16, etc. L’opération est ensuite répétée avec une amorce de longueur n-2, puis n-3 et 

n-4, la succession de cinq cycles complets d’hybridation et d’extension par ligation 

permettant de générer un lot de données qui se chevauchent et couvrent environ 35 
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bases continues. Ainsi, chaque base de la séquence est interrogée par deux 

oligonucléotides différents, ce qui permet d’une part de connaître son identité 

(puisque seuls 4 fluorochromes sont employés pour 16 dinucléotides, une seule 

lecture ne peut identifier le dinucléotide en question), et d’autre part de distinguer les 

erreurs de lectures (reconnues dans une seule des deux phases) des polymorphismes 

sur un nucléotide (détectés dans les deux phases).
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TA AC AA GA
CG CA CC TC
GC GT GG AG
AT TG TT CT
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Annexe 3 : Vers l’intégration des données d’expression : de la 

connaissance à la modélisation

Un des intérêts des approches à grande échelle est la possibilité (théorique) 

des combiner les résultats de plusieurs études ou de les comparer. En réalité, de telles 

« méta-analyses » sont généralement compliquées par l’emploi de techniques 

différentes et par l’absence d’uniformisation dans l’analyse et l’annotation des 

résultats. Ainsi, même lorsqu’il s’agit de comparer des données de diverses puces à 

ADN par exemple, l’obstacle que représente la diversité des techniques (puces à 

oligonucléotides courts, longs, ADNc… ; hybridation simple ou double…) et des 

annotations employées par les fabricants (nom de gène, symbole officiel ou alias, 

référence de la sonde propre au fabricant…) rend la comparaison complexe et 

augmente le risque d’erreur, d’où l’intérêt d’employer une ontologie précise. Bien que 

se situant à un degré supérieur, l’intégration des données, c'est-à-dire l’assimilation 

et l’assemblage de  nombreuses informations de –omique de nature souvent 

différente (transcriptomique, protéomique, métabolomique...) en un portrait 

cohérent des événements réels, se heurte également au même problème de la 

diversité de nature et d’annotation des données. 

L’intégration représente pourtant un des défis les plus cruciaux pour la 

bioinformatique et plus largement la biologie cellulaire et moléculaire, le but ultime 

étant de parvenir à une description aussi complète que possible des événements 

ayant lieu à tous les niveaux – molécules, cellules, tissus, organes, organismes entiers 

et même populations – ceci afin de pouvoir modéliser les systèmes biologiques dans 

leur ensemble en tenant compte de leur exceptionnelle complexité. Si les outils sont 

théoriquement disponibles ou à portée de développement, l’absence quasi complète 

de nomenclature commune à l’ensemble des techniques de génomique fonctionnelle 

à haut débit, ainsi que le volume et la diversité de nature des informations générées 

par ces techniques, rendent cette intégration impossible pour des équipes ou des 

laboratoires isolés. Pour faciliter cette étape d’intégration, un premier pas a été 

franchi vers un formatage universel des données grâce aux standards définis par la 

MGED Society, non seulement pour les données de puces à ADN (standard MIAME) 

mais plus largement pour toutes les données d’expression génique avec MAGE 

(MicroArray and Gene Expression), de séquençage avec MINSEQE (Minimal 

INformation about a high-throughput SEQuencing Experiment), de protéomique, 
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génomique, etc, l’ensemble des standards étant regroupé sous le projet MIBBI 

(Minimum Information for Biological and Biomedical Investigations, 

http://www.mibbi.org/). L’emploi – aujourd’hui très marginal – de LIMS 

(Laboratory Information Management System), sorte de cahier de manipulation 

numérique permettant un suivi parfait de toutes les étapes depuis la collecte des 

échantillons jusqu’aux méthodes d’analyse employées, facilitera à plus long terme 

l’élimination des données peu fiables déposées dans les banques et la comparaison 

entre études. 

A ce jour, plusieurs projets publics de grande ampleur, l’un français (SIDR, 

Standard-based Infrastructure with Distributed Resources, lancé par l’INIST – 

l’Institut de l’Information Scientifique et Technique du CNRS ; http://www.sidr-

isb.eu/), l’autre européen (ELIXIR, European Life Sciences Infrastructure for 

Biological Information lancé par l’EMBL-EBI ; http://www.elixir-europe.org/), visent 

à collecter, structurer et pérenniser les données biologiques de toute nature, et 

fournir des outils pour comparer et intégrer ces données afin de mieux comprendre 

des processus complexes qui ne sont que très partiellement décrits par des études 

isolées.

Annexe4 : Etude du rôle de la cornéodesmosine in vivo (modèles murin)

Dans le cadre de l’étude du rôle de la cornéodesmosine par inactivation du 

gène cdsn chez la souris, j’ai réalisé des comparaisons des niveaux d’expression de 

plusieurs gènes entre des peaux de souris sauvages ou KO, par PCR quantitative. Ce 

travail a fait l’objet de la publication qui suit, parue dans the Journal of Cell Science 

en 2009. 
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JOURNAL OF CELL SCIENCE 
122, 2699-2709 (2009) 

Corneodesmosin gene ablation induces 
lethal skin barrier disruption and hair 

follicle degeneration related to desmosome 
dysfunction

Emilie Leclerc, Anne Huchenq, Nicolas R. Mattiuzzo, Daniel Metzger, Pierre 
Chambon, Norbert B. Ghyselinck, Guy Serre, Nathalie Jonca and Marina Guerrin. 
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Résumé

Afin d’analyser le rôle de la CDSN in vivo, notre équipe a développé un modèle 

d’inactivation somatique basé sur le système CreLox et ciblant le gène Cdsn chez la 

souris, soit très précocement pendant le développement, soit spécifiquement dans 

l’épiderme chez l’adulte. 

Les souris hétérozygotes pour la mutation ne présentent aucun phénotype 

apparent. Au contraire, les souris homozygotes Cdsn-/- souffrent d’une extrême 

fragilité épidermique et meurent quelques heures après la naissance. Des tests 

fonctionnels montrent un trouble majeur de la perméabilité épidermique et une perte 

de la résistance mécanique de la couche cornée. Les analyses histologiques et 

ultrastructurales montrent que la cohésion épidermique est rompue à l’interface 

couche granuleuse / couche cornée. Pour évaluer à plus long terme l’évolution de 

l’épiderme des souris Cdsn-/-, des greffes de peau sur souris Nude ont été réalisées. 

Au niveau des greffons, l’épiderme présente d’abord une hyperprolifération 

compensatoire et une hyperkératose parakératosique associées à un trouble 

persistant de la barrière, avant que le greffon ne finisse par dégénérer. De plus, les 

follicules pileux, où la Cdsn est également exprimée (dans la gaine épithéliale 

interne), subissent une dégénérescence progressive qui aboutit à leur disparition 

après huit semaines. 

Chez la souris adulte, l’inactivation au niveau de l’épiderme (par traitement 

topique) du gène Cdsn conduit à des anomalies histologiques similaires et à un défaut 

finalement létal de la barrière épidermique. 

L’ensemble de ces résultats montre que la Cdsn n’est pas nécessaire pour le 

maintien de la cohésion épidermique in utero, mais qu’elle est par contre 

indispensable tout au long de la vie pour maintenir l’intégrité des desmosomes et 

donc la cohésion intercellulaire dans l’épiderme. Le renforcement des propriétés 

adhésives que cette protéine confère aux cornéodesmosomes semble également 

nécessaire au maintien de l’architecture des follicules pileux. 
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