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1.1. A propos du foie Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique

1.1 A propos du foie

1.1.1 Anatomie descriptive

Le foie est un organe plein sitte dans la cavie abdominaleC'est le plus gros
des organes humains.

1.1.1.1 Description macroscopique

Il est entoue par une capsule conjonctive (la capsule de S§on) qui S'in-
vagine dans le parenchyme lepatique permettant de cetermer des lobes (cf.
gure [[T). Pour comprendre I'organisation gererale du @mrenchyme tepatique, il
est indispensable de mettre en place d'abord la vasculatiea du foie.

capsule
veine cave de Glisson veine cave  hile

lobe caudé

vésicule
biliaire

artere
hépatique

veine porte lobe carré

face antéro-latérale i face viscérale

Fig. 1.1 { Dessin anatomique du foie humainLa capsule de Glisson partage le foie en quatre
lobes : le gauche, le caude, le droit et enn le care. Par laface viserale les sysemes de vas-
cularisation aerente constitiee de la veine porte et de I'arere repatique, et de vascularisation
eerente constittee de la veine cave, feretrent le foie au sein du hile.

Le foie recoit deux sysemes vasculaireaerents : d'une part la veine porte
(70% de la vascularisation) qui draine le sang veineux prowent de la cavie
abdominale et particulerement de la veine nmesenerige (intestinale); d'autre
part I'arere repatique (30% de la vascularisation). Cesdeux voies peretrent le
foie au niveau du hile repatique et se rami ent pour atteinde lesespaces portes
Ainsi, les espaces portes ont une signi cation univoque guotea la nature des
vaisseaux qui les composent : ce sont des vaisseaux aereulu foie.
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Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique 1.1.A propos du foie

Les veines sus-hepatiques sont les voiegrentes du foie et se jettent dans la
veine cave inkrieure.

veine centrolobulaire

A B

canalicule biliaire
veine portale

artere hépatique

espace

espaces portal

périportaux
triangulaires

veine centrolobulaire

A espace sinusoidal
espace hépatocyte
de Disse\/".- bl cellule
A\ - de Kiipffer
lymphocyte/@/‘ e S
intrahépatique ¢ g A; 2 ® cellule

stellaire
(de Ito)

Fig. 1.2 { Lobules et acinus tepatiques Traditionnellement c& ni comme unie fonction-
nelle, le lobule repatique est surtout tes pratique pour decrire I'anatomie du foie. Il est parti-
culerement mieux dessire chez le porc (A) que chez I'hnumin et a une forme hexagonale centee
sur la veine centrolobulaire (B). D'un point de vue physiologique, c'est cependant lacinus qui
est eellement I'unie fonctionnelle du foie (losange vert en A et B). Il est cente sur I'espace
portal et termire par les veines centrolobulaires. Les eches rouges repesentent I'orientation
de la vascularisation d'abord aerente des espaces periprtaux triangulaires puis eerente vers
la veine centrolobulaire. Le sang provenant des espaces pes circule le long des sinusodes
(C). L'architecture de ces sinusodes avantage particuirement lesechanges entre les dierentes
cellules repatiques et les objets (cellules et mokculésparcourant lI'organisme par le syseme
vasculaire.

1.1.1.2 Description microscopique

Du point de vue microscopique, le foie consiste en une myread'unies physi-
guement bien individualisees qui facilitent la descripton anatomique. Ce sont les
lobules(cf. gure CLZ+A). Chacun est limie par des espaces porte@rrigles par la
veinule porte et l'areriole repatique) et possede une einule fepatique terminale
centrale (veine centrale du lobule Fepatique ou veine ceniobulaire).
Cependant, sur le plan physiologique, la notion d'unie factionnelle est attriblee
a I' acinus (cf. gure [2-B) [I]. En son centre se trouve I'espace porteandis que
les veinules repatiques terminales occupent la peripie.

Le sang provenant des espaces portes circule ensuite dasspillaires sinusodes
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1.1. A propos du foie Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique

(cf. gure C2ZC), limies par les trawes d'repatocytes. Ces capillaires sinusodes
ont une disposition radiaire et convergent vers la veine deolobulaire. Leur archi-
tecture avantage lesechanges entre les cellules hepaiies et les dierents objets
(cellules et mokcules) circulant dans le sang.

1.1.2 Cellules repatiques

Les cellules de la paroi des capillaires sinusodes sontaieatre types [2] : les
hepatocytes (cellules endotleliales); cellules de Kuper; cellules perisinuso-dales
stellaires (cellules de Ito); et cellulesa granulation.

1.1.2.1 Hepatocytes

Cellules polyedriques dispoes en traees £paedss unes des autres par les
capillaires sinuso«des, les hepatocytes repesente®0% de la masse du foie et 60%
de la population cellulaire. Chaque hepatocyte est baignpar du sang sur deux
de ses faces. Leur richesse en organites cytoplasmiquesoigne de leur grande
activie nmetabolique puisqu'en e et ils ont en charge la pupart des fonctions
hepatiques.

1.1.2.2 Cellules de Kup er

Les cellules de Kup er, fusiformes, sont des macrophagesdulaires. Elles
constituent une partie importante du syseme eticulo-endottelial. Parmi leurs
principales fonctions se trouvent la phagocytose de partilesetrangeres, lelimi-
nation d'endotoxines et d'autres substances nocives, la odation de la eponse
immunitaire par la likeration de nediateurs et d'agents c¢ytotoxiques et le pesen-
tation de l'antigene [3].

1.1.2.3 Cellules prisinusodales stellaires

Les cellules perisinusodales stellaires riches en gsaes (cellules d'lto) sont
des eserves de ceries etinodes tels que la vitamire A [4]. Elles se transforment
en broblastes en eaction aux esions repatiques apes activation des cellules de
Kup er et jouent ainsi un réle important dans la brose re patique [5].

1.1.2.4 Cellulesa granulation

Les cellulesa granulation, qui repesentent les cellukeles moins nombreuses de
la paroi sinusodale, sont des lymphocytes granuleux qugessent comme cellules
tueuses naturelles’]6].

12



Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique 1.1.A propos du foie

1.1.3 Rodles essentiels
1.1.3.1 Metabolismes

Le foie est impligie dans le nmetabolisme des glucides. Ene#, sensible au
glucose mais egalementa d'autrestimuli comme [l'insuline, les glucocorticodes
et le syseme parasympathique, il est le principal capteude la glyemie. De
plus, grace a des iso-enzymes speci ques§l[7], il egulau besoin les voies de la
glucogerese (et/ou reoglucogerese) et de la glucogaolyse pour respectivement
emmagasiner et redistribuer le glucose.

Paralelement mais dans une moindre mesure si 'on compaga tissu adipeux,
le foie intervient sur le netabolisme lipidique dans l'oxgation des acides gras
et les syntleses des lipoproeines et du cholesero[][8t notamment grace aux
fonctions biliaires du foie.

Par ailleurs, le foie estegalement en charge de I'emmagaage de certaines vita-
mines et particulerement des composes etinodes[[4]

En n, le foie intervient dans le metabolisme de cetoxicaion des composes toxiques
[9] notamment grace au cytochrome P450, et permet leur sbilisation et leur
elimination dans les urines.

1.1.3.2 Fonctions immunitaires

Le foie recoit le sang en provenance des intestins par la reinesenerique. De
ce fait, il est particulerement expos aux antigenes, € qui impose des contraintes
immunitaires importantes. Celles-ci sont levees princi@lement d'une part grace
a une micro-architecture fondee sur les sinusoded TLQui facilite les echanges
entre le syseme immunitaire et les cellules hepatiquesgt d'autre part grace a
des nmecanismes de contrble an de determiner par exemplsi I'antigene ren-
conte recessite I'amorce d'une eponse immunitaire oude la tokrance [I1]. Le
foie possde en e et la facule de pesenter I'antiggnenotamment grace aux cel-
lules de Kup er [8].

Le foie joue en n un rble majeur lors de la eaction in ammadoire dans la me-
sure aJ les hepatocytes sont responsables des modulat®ule la syntrese des
proeines de la phase aigue Acute Phase Proteins APP) [LZ] et des prokines
intracellulaires leesa la phase aigue Acute-Phase-Related Intracellular Protein
APRIP) [L3]. La egulation de la production des protinesde I'in ammation par
les repatocytes est sous la cependance singulere destakines et autres hormones
et facteurs de croissancé& L4, ]15].

13



1.2. In ammation sysemique Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique

1.2 Inammation sysemique

1.2.1 Gereralies

L'in ammationetait cep connue des Egyptiens et des Suneriens mais elle fOt
eellement decrite par Celsus au premier secle de notrere en ces termes rubor
et tumor cum calor et dolore (rougeur et gon ement avec chaleur et douleur). R.
Virchow compktera cetepigraphe au 19" secle par les mots et functio laesa
(et pertes des fonctions), syndrome apparaissant suite a&taines complications
(cf. gure L3).

Bien plus tard, Bone [I6] a nera cette description dans sa #orie en proposant

Fig. 1.3 { Signes cardinaux de I'n ammation. Ce dessin qui cecrit cing personnages grecs
repesentant les cing signes cardinaux de I'in ammation (chaleur, rougeur, gon ement, souf-
france et pertes des fonction), s'inspire ainsi des obsertians de Celsus e ectiees 2000 ans
auparavant. (P. Cull, Medical lllustration Department, St Bartholomew's medica college)

cingetapes dans levolution maligne du syndrome in ammaoire. Cesetapes sont
leesa des dissonances croissantes des eseaux des iaelurs de I'in ammation
et sont perceptibles cliniguement par des symptdbmes comr@evre ou la ta-
chycardie lorsque les necanismes de egulation ne parvieent pasa provoquer
un retoura I'honeostasie

14



Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique 1.2. In ammation sysemique

C'est E. Metchniko qui pour la premere fois a cemonte en 1905 le réle ma
jeur de I'in ammation dans la esistance aux agents pathames [17]. La eaction
in ammatoire est une composante de l'immunit inree et cest la premere forme
de cefense de I'organisme qui doit epondrea une perturation de I'honeostasie
tissulaire [13].

Cette eponsea une agression de l'organisme est segygee et omnipesente,
c'esta dire qu'elle est cecrite aussi bien chez les mammaiés que chez les netazo-
aires les plus simples. Chez les insectes par exemple, éastions de nelanisation
et I'a ux des lemocytes sur le lieu de la perturbation honeostasique, peuvent
etre consicces comme desekments d'une eaction pimitive qui permet alors de
s'opposer e cacementa de nombreux agents pathogene5 L9
La eaction in ammatoire se ceccompose classiquement emais eponses ordonrees
et complexes :

{ une eponse localeinitiatrice d'une cascade d'e ecteurs primaires et locaux
dont les objectifs sont lelimination rapide de I'agent peturbant ainsi qu'un
retour aussi rapidea I'honeostasie ;

{ si les e ecteurs locaux peinenta apporter le retour a I'honeostasie, I'in-
ammation entre alors dans une dimension sysemique et anticatrice,
c'est la eponse de la phase aiguéAcute Phase Respons@&PR) [12Z, [20].
Une cascade d'e ecteurs est ainsi amoree et, empruntana Icirculation
sysemique, ces e ecteurs orchestrent les eactions desrganes protago-
nistes de cette eponse par l'intermediaire de leurs eepteurs membranaires
speci ques. On observe alors d'une part un ensemble de moghtions phy-
siologiques, biochimiques et nutritionnelles et d'autregrt des modi cations
des concentrations de certaines proeines plasmatiquesrt la cause princi-
pale est une aleration de la transcription des genes coespondants au sein
de I'repatocyte;

{ la dernere eponse est la esolution qui permet un retoura I'honeostasie
tissulaire.

Cependant, il arrive que la eponse de la phase aigue sogdquilibee et qu'en

congequence la esolution vers unetat honmeostasique & soit jamais atteint. Dans
de telles circonstances, la eaction in ammatoire peut gheerer en syndrome

de eponse in ammatoire sysemique (SIRS) accompagre 'dn syndrome de dys-
fonctionnement multi-viserale (SDMV) [1€,[21] et ainsi emer le doute quant au
pronostic vital du patient.
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1.2. In ammation sysemique Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique

1.2.2 Reponse locale

Suitea une rupture de I'honeostasie tissulaire (cf. gue[l3), les macrophage
tissulaires sittes a proximie de la esion sont stimules par diverses substances
comme par exemple des lipopolysaccharides (LPS) des baess pesentes ou des
particules opsonisees.

Fig. 1.4 { Reponse locale de I'in ammation. Apes la rupture honeostasique, deux voies
paraleles sont emprunees par I'organisme pour epondre localementa I'agression. La premere
(2a-6a) fait suitea la eponse des macrophages tissulaies acties, \eritables chefs d'orchestre de
la eponse, qui likerent dans le foyer in ammatoire des radicaux libres ceeeres pour les agents
pathogenes et des cytokines dont les cibles imnediates st les cellules endotteliales et les
broblastes. Ces derniers sonta leur tour actives autori sant ainsi le recrutement, la margination
puis la diapecese des neutrophiles circulants qui migren alors au coeur du foyer in ammatoire.
La seconde voie (2b-6b) est initee par la degranulation des mastocytes lesquels cetent alors
notamment de I'histamine, responsable de la vasodilatatio des capillaires sanguins. Celle-ci
facilite la diapedese des neutrophiles et permet I'exsudation des prokines plasmatiques, ce qui
initie la voie extringeque qui active les mastocytes. Ces érniers literent alors les trois principales
cytokines de I'in ammation : I'lL-1, le TNF et I'lL-6.

16



Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique 1.2. In ammation sysemique

Les macrophages literent alors principalement d'une pades composes oxyge-
res tels que des radicaux libres et le monoxyde d'azote (N@ui sont ceeeres
pour les tissus locaux et les agents pathogenes [22], et utee part deux nmedia-
teurs, l'interleukine-1 (IL-1) et le Tumor Necrosis Factor (TNF ) [15].

Les broblastes ainsi que les cellules endotleliales, sshiliees par I'lL-1 et le
TNF eagissent d'une part en ®cetant des mokcules chinvattractantes (chi-
miokines) dont notamment le Transforming Growth Factor (TGF ) dans la
voie sysemique [12, 23], et d'autre part en exposanta lausurface membranaire
des adlesines (®kctines) compementaires d'inegines exprinees a la surface
des neutrophiles. Ces ptenonenes permettent respectivent le recrutement des
neutrophiles puis leurmargination a proximie du lieu de I'in ammation. Les
neutrophiles peretrent alors le milieu extravasculairepar diagedese et atteignent
le foyer in ammatoire.

Paralelement, les mastocytes degranuks par la pertupation honeostasique
likerent notamment de I'histamine qui est responsable deal vasodilatation des
capillaires sanguins. Ce ptenonene facilite la diapeese des neutrophiles et en-
tra'e l'exsudation des prokines plasmatiques suitedaquelle la voie extringeque
est active. En conequence de l'activation de cette voieun eseau de brine
est cee et une nouvelle vague de cegranulation de mastgtes est initee. Enn
I'activation de mastocytes permet la likeration dans les @ies sysemiques de trois
cytokines pro-in ammatoires [24] essentielles dans lap@nse de la phase aigue de
I'in ammation : I'lL-1, le TNF et I'IL-6.

1.2.3 Phase aigwe
1.2.3.1 Modi cations symptomatiques

Les cytokines likeees dans la voie sysemique agissergar l'internediaire
de ecepteurs sur les dierents organes protagonistes dia eponse de la phase
aigue de I'in ammation. La moelle osseuse par exemple, soliaction du granulo-
cyte-macrophage colony stimulating factofGM-CSF) induit la dierenciation
des neutrophiles et leur remise en circulation. Par aillesy I'hypothalamus sous
l'action de I'lL-1 et du TNF induit la evre recessairea la syntrese des proeines
de choc thermique, protectrices endogenes contre les redux libres. Mais c'est le
foie, et notamment par l'internediaire des hepatocytes,qui sous l'action princi-
pale de I'lL-6, est le chef de le des acteurs de la eponsegPorsqu'il biosyntletise
les APP [12] ainsi que les APPRIP [13] qui sont recessaire®yr neutraliser les
sysemes acties.
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1.2. In ammation sysemique Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique

1.2.3.2 Transduction du signal dans I'tepatocyte

Ambivalence des cytokines Les cytokines de I'in ammation sont classique-
ment organiees en deux cakgories; les pro- et les anti-ammatoires (cf -

gure 1.5-A) [26, 27, 28, 29]. Malge la commodie de cetterganisation, cette
dichotomie n'est pas franche et les cytokines sont parfoisaivalentes. Ainsi, les

Fig. 1.5 { Ambivalence des cytokines|l est classique d'organiser les cytokines en deux
cakegories : les pro- et les anti-in ammatoires (A). De plus, deux familles de cytokines pro-
in ammatoires sont e nies en fonction de leur ecepteur membranaire speci que : le famille
IL-1 et la famille IL-6. Cependant, comme une pipe peut parfas ne pas etre une pipe (B) (R.
Magritte , La Trahison des Images 1929), une cytokine pro-in ammatoire peut aussi avoir
une activie anti-in ammatoire,a l'image de I'IlL-6 (A).

cytokines sont comme certains mots. Seules, elles sont madces d'une action
particulere, mais places dans un contexte (concentran des cytokines, nature
de la cellule cible, temps) et/ou assoceesa d'autres cgkines soit de facon syner-
gique, soit de facon antagoniste, elles sont alors nediates d'une autre action
[30]. C'est ainsi que I'lL-6 repesente l'archetype des ytokines in ammatoires.
En e et ses activies sonta la fois pro- et anti-in ammato ires [31, 27, 32], comme
si une pipe pouvaita la fois etre et ne pas etre une pipe (cfgure 1.5-B). Re-
prenant pourtant ces deux categories de cytokines, il estgssible de diviser les
cytokines pro-in ammatoires en deux familles (cf. gure 1.5-A) en fonction
du ecepteur membranaire auquel elles se lient :

{ la famille de I'lL-1, comprenant les ligands des eceptens IL-1R et TNF R;

{ la famille de I'lL-6, comprenant les ligands du ecepteurL-6R.
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Recepteurs cytokiniques Il existe deux familles de ecepteurs membranaires
sensibles aux cytokines de I'in ammation.

IL-1R et TNF R Les IL-1R et TNF R appartiennent tous a la super-
famille des immunoglobulines mais ne sont pas homologues.
Il existe deux types de ecepteurs pour les cytokines de larhille IL-1. Le premier
(type-l, 80 kDa) esta faible a nie. Cependant la xation de I'lL-1a I'lL-1R
forme un complexe qui assoce a une proeine accessoiréL{1RAcP) rend la
liaison hautement a ne. Le second ecepteur (type-1l, 6068 kDa) est consicee
comme un ecepteur factice car son domaine cytosolique esbp court pour
transduire le signal [33].
Il existe egalement deux types de ecepteurs pour le TNF : le type | de 55
kDa et le type Il de 75 kDa. Leur a nie envers leurs ligands et comparable
et leur niveau basal d'expression dans I'repatocyte est ghiologiquement faible
mais s'accrot durant I'in ammation hepatique [34]. En n, c'est probablement
par l'intermediaire du ecepteur de type | que la synthese des prokines de la
phase aigue est engagee [35].

IL-6R  Les IL-6R sont composes de deux sous-unies de 80 kDa (IL-6R )
qui lorsqu'ils lient I'lL-6, complexe deux sous-unies gp130 qui dineriees, trans-
duisent le signal [36]. Les ecepteurs des autres membres aktte famille ont tous
en commun au moins une sous-unies gp130. Ainsi une cytokine peut se liera
dierents ecepteurs et un ecepteur peut lier dieren tes cytokines. Ceci peut ex-
pliquer la pleiotropie et la bivalence des cytokines de larfalle IL-6, car en e et,
les cellules n'expriment pas toutes les m&éme sous-unieset en congequence cela
permet des modulations dans la speci cie des actions desytokines.

En n ces ecepteurs n'ont pas d'activie enzymatique au nveau de leurs domaines
cytoplasmiques.

Voies de transduction Dierentes voies de transduction sont emprunees pour
gue le signal appore par les cytokines in ammatoires pamaure le cytosol et
peretre le noyau hepatocytaire (cf. gure 1.6).

Ainsi les signaux celives par les IL-1 et TNF amorcent la voie duNuclear Fac-
tor B (NF B), ce qui active le facteur de transcription du m&éme nom [33
Par ailleurs la xation de I'lL-6 sur son ecepteur amorce & voie desJanus Ki-
nases - Signal transducers and Activators of TranscriptioJAK-STAT), laquelle
se conclue par l'activation du facteur de transcription STA3 [37, 38].
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Fig. 1.6 { Voies de transduction des signaux induits par les cytokines ammatoires dans
I'repatocyte La xation des cytokines sur leurs ecepteurs respectifs,localises dans la membrane
hepatocytaire notamment, active dierentes voies intra cellulaires. Ces voies de transduction du
signal des cytokines nenenta l'activation des facteurs de transcription NF B, AP-1, C/EBP
et/ou STAT. Une fois actiwes, ces facteurs se teplacent dans le noyau cellulaire et se xenta
leursekements de eponses localies au niveau des prorateurs des genes codant pour les APP
et les APRIP.
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Cependant ces voies ne sont pas cloisonrees et les signaag dytokines in am-
matoires ont egalement la possibilie d'emprunter la voe desMitogen Activa-
ting protein Kinases (MAPK), laquelle se conclue en activant deux facteurs de
transcription : Activating protein (AP-1) et CAAT/Enhancer-Binding Protein
(C/EBP) [28].

Voie NF B Le NF B joue un rble majeur dans le contrble de I'immu-
nie tant inree qu'adaptative. La famille des facteurs detranscription NF B est
compose de plusieurs membres dont RELA (p65), NB1 (p50,p105), NF B2
(p52,p100), c-REL et RELB. L'architecture de la protine @mprend dans la
egion N-terminal des domaines de dinerisation, de loc&ation nuckaire et de
xationa I'ADN. RELA possde en outre dans sa egion C-terminale un domaine
de transactivation. C'est I'reerodinere p50-p65 qui est la forme NF B la plus
active [39].

Elles sont pesentes dans le cytoplasme et assocees asdprotines inhibitrices
(I B ,I B ). Les deuxewnements germinaux de l'activation du NFB sont la
phosphorylation et I'ubiquitylation des | B qui permettent la degradation de ces
derniers par le proeosome et la levee de l'inhibition poee sur NF B (cf. gure
1.7). Celui-ci traverse alors la membrane nuckaire et seeh son site de xation
aupes des genes dont il egule la transcription [40].

Lorsque I'lL-1 se xe sur son ecepteur de type |, la proene stabilisatrice IL-
1RACP vient s'associer au complexe. Ce processus permet éerutement du
MYelod Di erentiation primary response gene 88 (MYD88) sur une interaction
homophilique des domaineJoll/IL-1-receptor (TIR) de I'lL-1R et du MYD88

[41], cependant que le domaine N-termin&eath Domain (DD) du MYD88 s'as-
socie aulL-1-receptor-associated kinase(IRAK) [42]. Subsquent a cette ac-
tivation, IRAK s'associe au TNF-receptor-associated factor 6 (TRAF6) nou-

vellement phosphoryke. Ce dernier complexe alors IMitogen-activated protein
kinase (MAPK)/Extracellular signal-Regulated protein Knase Kinase (ERKK)
(MEKK3) [43].

Lorsque le TNF xe son ecepteur de type |, ce dernier se trinerise et re-
crute la proeine TNF Receptor Associated vai Death Domain(TRADD) qui
a son tour s'associe aux protinesReceptor-Interacting Protein (RIP), Fas-as-
Associated Death DomainFADD) et TRAF2. Ce dernier intervient alors aupes
de MEKK3 [44].

MEKKS est donc une protine cardinale dans la voie NFB car elle est d'une

part le point de convergence des signaux issus du IL-1R et dNF R, et d'autre
part une porte vers la voie des MAKP [43]. MEKK3 poursuit la tansduction du
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Fig. 1.7 { Voies du NF B Deux voies permettent d'activer la transcription des APP et des
APRIP par le NF B. La premere concerne le TNF qui lorsqu'il xe son ecepteur de type
I (TNFR1), ce dernier se trinerise et recrute les proeines TRADD, RIP et TRAF2. Cette
dernere intervienta son tour aupes de MEKKS3. Parale lementa la pe@dente voie, la seconde
concerne le signal induit lors de la xation de I'lL-1 sur son ecepteur de type | (IL-1R). Celle-
ci provoque la stabilisation du complexe par la protine IL-1RAcCP et permet le recrutement
des proeines MYD88 et IRAK. Cette dernere s'associe au TRAF-6 nouvellement phosphoryk
qui complexe le MEKK3. MEKK3 activeee, acquere ainsi la capacie de complexe IKK qui
phosphoryle | B . Ce processus permet la xation d'ubiquitine [45] et la cegradation de | B
par le proeasome 26S. NF B (p65-p50) ainsi likee, il se ceplace dans le noyau a n d'initier la
transcription de ses genes cibles.

signal par la phosphorylation et I'activation du complexd B Kinase (IKK) qui
se compose de deux sous-unies catalytiques (IKKet IKK ) et d'une sous-unie
egulatrice NF B Essentiel MOdulator (NEMO ou IKK ) [46]. IKK induit la
phosphorylation de | B puis son ubiquitylation, ce qui permet sa degradation
par le proeasome 26S. Ainsi likee de sa proktine inhibtrice, NK B peut se lier

22



Chapitre 1. Foie et in ammation sysemique 1.2. In ammation sysemique

a I'ADN sur son motif de xation et activer la transcription de ses gnes cibles
(APP et/ou APPRIP).

Voie JAK/STAT La famille des nediateurs JAK est compose de quatre
membres : JAK(1-3) et la tyrosine kinase 2 (TYK2). Chacune m®de un domaine
kinase et un domaine pseudo-kinase egulateur de l'actlvikinase de JAK [47].
La famille des facteurs de transcription STAT est composéde sept membres :
STAT(1-4, 5A, 5B, 6). La egion N-terminale est impligee dans la egulation de
l'activie de STAT et la egion C-terminale inclue un domaine SRC homology 2
(SH2) implige dans l'activation et la dinerisation de STAT [48].

Lorsque I'lL-6 xe son ecepteur (cf. gure 1.8), ce dernie se lie de facon covalente
a un homodinere de deux sous-unie gpl30 [36]. La dinerisation des gp130

Fig. 1.8 { Voies de JAK-STAT La liaison de I'lL-6a son ecepteur induit la ceation d' une liai-
son covalente entre celui-ci et un homodinere de deux sousnies  gpl130. Cette dinerisation
active les JAK assoces au ecepteur et recrutent puis phesphorylent les STAT. Ces derniers
s'homodinerisent alors grace au domaine SH2. Ces dinere migrent alors vers le noyau an
d'activer la transcription des APP et APRIP.
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est essentiellea I'activation du ecepteur mais elle n'st pas su sante pour initier
la cascade de transduction du signal [49] (cf. gure 1.8). Csont les JAK qui
assurent la phosphorylation des esidus tyrosines (Tyr) &s ecepteurs et initient
ainsi le recrutement des facteurs STAT puis les phosphoryle Les STAT quittent
le ecepteur et se complexent en keero- ou homodineregrace a leur domaine
SH2 [50, 51]. Ces dineres de STAT migrent vers le noyau et e’ ADN sur leur
motif de xation a n d'activer la transcription de leur gen es cibles, par exemple
des APP et/ou APRIP telles que C/EBP et C/EBP .

Voie MAPK La voie des MAPK est une cascade de phosphorylations ma-
jeure dans la transduction du signal chez les eucaryotes.(gure 1.9). En fait,
plus de douze MAPK ont cepet clores et il est importan t de comprendre que
les cellules possdent plusieurs voies MAPK, chacune aeg pekrentiellement
en fonction desstimuli. Cependant quelgue soit la voie MAPK emprunte, on
distingue le leitmotiv suivant [52]. Toutes les voies MAPK 'articulent sur trois
points :

{ Les MAKP sont activees par la phosphorylation concomitarte de la Tyr et

de la theonine (Thr). Cette eaction est catalyee par les MEK.

{ Les MEK sont activees par la posphorylation des Serine (8r) et Thr. Cette
eaction est catalyse par les MAP3-kinases (MAP3K).

{ Les MAP3K telle que Raf-1 sont activees par des proeinexomme celles
de la super-famille des Ras et/ou par des oligonerisatioret/ou des phos-
phorylations.

Trois cascades de phosphorylations des MAPK ontet degtes et se concluent sur
I'activation des trois MAPK; Epidermal growth factor-Regulated Kinas€éERK),
c-Jun NH,-terminal Kinase (JNK) et p38. Les ERK sont activees par les facteurs
de croissance et autres mitogenes alors que les JNK et p3&simduites par des
cytokines in ammatoires et le stress cellulaire [53, 54, h3.a voie des MAPK se
conclue sur l'activation des facteurs de transcription AP: et C/EBP.

AP-1 est un hkeero-dinmere compo des proeines c-FOSet c-JUN. La transacti-
vation des genes de ces derniers et leur synttegke novosont controkes par les
MAPK lorsque celles-ci phosphorylent et activent des faates de transcription
comme leMyocyte Enhancer Factor 2C(MEF2C) et le EIK1.

La famille C/EBP comprend six membres (- ) dont certains sous plusieurs iso-
formes [56]. Certainesa l'instar de la prokine tronquee LIP ne pesentent pas
de domaine d'activation mais toutes sont constittee d'un dmaineleucine zipper
de dinerisation et d'un domaine de xationa I'ADN. L'homo - ou I'reerodineri-
sation entre isoforme est recessaire a la xation de I'ADNet ce domaineleu-
cine zipper est fortement consene. Au contraire le domaine d'activabn est
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Fig. 1.9 { voies des MAPK La voie des MAPK ets une cascade de phosphorylations dont les
MAP3K telle que Raf-1, le MEK et les MAPK sont les proeines essentielles. La ras-GDP est la
porte d'entee principale de cette voie. Elle est activee par les signaux tant en provenance de la
famille de I'lL-6R qu'en provenance de la famille de I'lL-1R. Dans le premier cas, la proeine Shc
est activee par les JAK du ecepteur, ce qui lui permeta son tour d'activer la protine Grb2.
Cette dernéere est ainsi capable de s'associera la protne Sos quia son tour active la protine
Ras-GDP. Dans le second cas, c'est la transformation des syplgomyelines membranaires en
eramides qui active la Ras-GDP. Le signal emprunte alors & voie des MAPK, lesquelles se
teplacent dans le noyau et contrélent la transactivation ainsi que la syntresede novode c-JUN
et c-FOS par les facteurs Elk1 et MEF2C. Par ailleurs les MAPK activentegalement les facteurs
C/EBP. AP-1 et C/EBP initient alors la transcription des APP  ET APRIP.

lui faiblement consene ce qui est la source d'une egulan de l'action des
C/EBP [57, 58]. Dans I'repatocyte quiescent, la majoriedes complexes proeines-
ADN contiennent des formes varees d'homodineres c/EBP et d'leerodineres

C/EBP - . Lors de la eponse de la phase aigue, I'activie transdptionnelle des
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genes C/EBPB et C/EBPD est augmenee alors que celle du gae C/EBPA est
diminee. Ainsi la participation de C/EBP dans la dinerisation s'a aiblit au
prot des C/EBP et C/EBP [59].

Dans le cadre de I'in ammation et de I'action des cytokinesniammatoires, l'ac-
tivation du ecepteur de I'IL-6 est capable d'initier la cascade des MAPK par
I'intermediaire des deux prokines assoceessrowth factor receptor-bound protein
2 (Grb2) et Son of sevenleséSos) (cf. gure 1.9). Ce complexe forme par l'inter-
vention des proeinesSrc homology 2 domain-containingShc), elle-méme actiee
par les JAK du ecepteur, activea son tour la proeine RasGDP.

Paralelement, I'activation des ecepteurs de I'lL-1 etdu TNF entrame la conver-
sion des sphyngomyelines membranaires en eramides, aé gctiveegalement la
proeine Ras-GDP [60].

La voie des MAPK est alors initee et les MAPK actiwes trarsitent vers le
noyau. Elles acquerent la facule d'activer la transcription de genes cibles par
I'intermediaire de facteurs de transcription phosphorgs et en congquence ac-
tives. C'est ainsi que c-Fos et c-Jun sont synthetiees ieque AP-1 assocea C/EBP
initient la transcription de leurs APP et APRIP cibles.

La transduction du signal dans I'repatocyte emprunte dondrois voies ma-
jeures qui forment en ealie un eseau extremement corplexe et permet ainsi une
eponse ne et adapee de la cellule aux stimuli. Cette corplexie vient d'une part
du grand nombre de prokines protagonistes qui peuvent ®lcertains facteurs de
transcription agir par synergie ou par antagonisme [61].

D'autre part les trois voies cecrites peedemment comnaniguent entre elles.
Ainsi par exemple un grand nombre de facteurs de transcripi interagissent
avec les C/EBP et notamment C/EBP [62, 63].

Enn la transduction du signal n'est pas lireaire mais suitun mocele squen-
tiel. En e et l'induction des transcriptions des C/EBP et C/EBP intervient

relativement tardivement apes le stimulus in ammatoire. Par ailleurs les trans-
criptions des facteurs NFB et STAT3, dont l'activation est plus rapide mais
transitoire, sont responsables d'une induction primitivede la eponse puis sont
remplaces dans les heures suivantes par les C/EBP [64].
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1.2.3.3 Protines de la phase aigue

La commission proeomique clinigue de la Socee Frarcaise de Biologie
Cliniqgue (SFBC) ! propose cing crieres an de choisir le meilleur marqueur
clinique de I'in ammation :

{ une ciretique rapide devolution;

{ une augmentation signi cative du taux plasmatique de la pokine par rap-

porta son taux basal;

{ une variation incependante de letiologie du syndrome n ammatoire ;

{ une cependance stricte de la eaction in ammatoire ;

{ la possibilie d'un dosage pecis et rapide.

Fig. 1.10 { Ciretiques caraceristiques des concentrations plasmaiques de quelques APP
apes le stimulus in ammatoire. Les deux premiers jours (cegrace rouge croissant) sont magqles
par un pic (+30000%) de la concentration plasmatique des APPpositives CRP et SAA. Dans un
deuxeme temps (cegrace rouge cecroissant) d'autres APP positives telles que I'haptoglobine,
le brinogene et le C3 accroissent leur concentration plagnatique (+100%) tandis que des APP
regatives telles que I'albumine et la transferrine voientleur concentration plasmatique diminuer
(-50%). En n vers le 14°™€ jour (fond blanc), I'organisme recouvre une honeostasie.

Cependant selon Kishner [65] (cf. gure 1.10), les APP se ¢k nissent comme
des prokines dont la concentration plasmatique varie dlia moins 25% dans les
cinga sept premiers jours suivant le cebut du processus iammatoire aigue.

thttp ://lwww.sfbc.asso.fr/
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Cette ¢k nition permet une classi cation bipolaire des APP :
{ les APP positivesdont la concentration plasmatique est augmentee de 2a
5 fois (C3) voire 100a 1000 fois pour certaines (CRP, SAA);
{ les APP regatives dont la concentration plasmatique est diminiee de 2a 5
fois (albumine, transferrine).

Une seconde classi cation paralele estegalement utdee. Elle permet de classer
les APP en deux types selon les cytokines messageres du algn
{ les APP de type |. Leur gene est transcrit apes xation des cytokines de
la famille de I'lL-1 sur leur ecepteur speci que;
{ les APP de type Il. Leur gene est transcrit apes xation des cytokines de
la famille de I'lL-6 sur leur ecepteur speci que.
En e et des egulations croises interviennent dans lesrbis voies de transduction
peedemmentetudees, et une classi cation plus ancenne base uniquement sur
la nature sites de xation de facteurs de transcription en awnt des genes est
a proscrire. L'IL-6 par exemple peut dans certaines condins d'APR, moduler
l'activie des C/EBP et C/EBP . En dautre termes, I'lL-6 qui normalement
initie la voie des JAK-STAT estegalement capable d'initi¢ la transcription de
genes d'APP | dont le promoteur est cepourvu de site de xaton pour STAT3
[66, 64].

Les APP comprennent d'une part des proeines plasmatiqugsarmi lesquelles des
proeines de transport, des inhibiteurs de prokeases etk facteurs de coagulation
mais d'autre part des APRIP (cf. tableau 1.1) [13, 67].
La fonction et le rble des APP au sein du syseme in ammatae peuvent étre
regroupes en trois grands axes :

{ epuration et adrerence cellulaire;

{ contrble enzymatique;

{ coagulation et brinolyse.

Epuration  Lepuration des composes toxiques ou devenus nuisiblesopr I'or-
ganisme suite a une lyse cellulaire est un processus quientient pecocement
et de facon importante apes le stimulus in ammatoire. Sa but est de limiter la
ceerioration et de peparer la reconstruction tissulaire.

La CRP et le C3 sont par exemple impligies dans les prenomees d'opsoni-
sation pour faciliter lelimination des agents pathogeres par les phagocytes. La
CRP sous la ependance des ionSa?* est capable de xer la chromatine, les
histones et d'autres ribonuckoprotines. Elle particpbe ainsia la solubilisation
des ADN eta leurelimination du foyer in ammatoire. La CRP servirait en n
aeliminer les cebris cellulaires etaeviter lemerg ence d'antigenes nuckaires a
I'origine de maladies auto-immunes [68]. De plus, les endgines lipopolysaccha-
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Syseme du compément gi
Syseme de coagulation et Fibrinogene

brinolytique

Plasminogne

Antiproeases

-1 protease inhibitor
-1 antichimotrypsine

Haptoglobuline
Hemoexine
Crueoplasmine
Orosomucode
Transferrine
alpha fetoproeine
C-reactive protein
Serum amyloid A
Autres -1 acid glycoproeine
Fibronectine
Ferritine
Albumine
Transthyretine
Fetuine A (-2 HS glycoprogine)
Seenoprotine P
Insulin-like growth factor |

APP positives

Proeines de transport

Proeines de transport
APP regatives

Cytokines et facteurs de

croissance IL-4
NF B
I B ,I B
C/EBP , C/IEBP
Facteurs de transcription STAT3-5a-b
cfos
cmyc

Glycocorticode receptor
Metallothionine 1 et 2
tubuline
Proeines cytoplasmiques actine
cytochrome P450
cRas protooncogene
(SH2)-containing protein Y phosphatase

APRIP positives

Proeines membranaires ”‘.'GR .
CD14/LPS Binding protein
C/EBP
Facteurs de transcription HNF 1 ,HNF 3 , HNF 4
cJun

APRIP regatives

Growth hormone receptor
Glucogen receptor
Hepatic LDL receptor

Proeines membranaires

Tab. 1.1 { Protines humaines de la phase aigueLa grande majorie de ces proeines sont
des prokines plasmatiques (APP) reanmoins quelques ung sont des proeines intracellulaires
(APRIP). Apes un stimulus inlammatoires la concentratio n de ces proeines dans leur milieu
(plasma ou cytoplasme) peut soit augmenter (positives) saidiminuer(regatives) [13, 67]

ridiques backriennes sont captuees par la SAA [69] quidive de fait le syseme

du compement.

Le foyer in ammatoire est par ailleurs un lieu de fquestrdon et de lyse des
Fematies. Il en esulte une likeration de mokcules d'lemoglobine dans le mi-

lieu extra-vasculaire. L'haptoglobine complexe alors asitdt ces lemoglobines
libres et initie en association avec I'remopexine leur cabolisme au niveau des
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hepatocytes et des macrophages. Ce processus contribuevaintien de la siceemie
[70].

En n, le stress oxydatif geree par le stimulus in ammat oire est la conequence
d'une likeration d'ions superoxydes O, ) dont la neutralisation est sous la cepen-
dance de la erukoplasmine.

Contréle enzymatique Une premere fonction de contrble enzymatique consiste
en l'inhibition des proeases liteees par la recrose itssulaire ce qui permet de li-
miter les dommages subsquents a une activie proeasgjue e eree [71]. Ainsi
par exemple, l'inhibiteur 1de la trypsine agit sur lelastase et l'inhibiteur de la
chymotrypsine inactive la catrepsine G.

Une seconde fonction de contrble enzymatique consiste &ctivation du syseme

du compement. Ce syseme est rendu actif soit par lavoie classiqueet eaction
antigene-anticorps, soit par la voie alterne et des composs issus des micro-
organismes. Le complexe CRP-chromatine estegalement edgbe d'activer la voie
alterne.

Coagulation et brinolyse La coagulation sanguine active par l'internediaire
du facteur XllI, la cascade des kinines dont la conequencsteine intensi cation

de la eaction in ammatoire. Les kinines ont une action d'we part chimiotactile

aupes des neutrophiles et d'autre part vaso-dilatatricgoour faciliter la diapecese

entre autre.

Au cours de la coagulation, le brinogene initie une cascag proeolytique dont le

produit est la brine. Son accumulation au sein du foyer in anmatoire constitue
un lit sur lequel les cellules de I'in ammation peuvent se eplacer. Il est en-
n responsable de l'augmentation de la vitesse de sdimeation erythrocytaire,

marqueur diagnostique important de la eponse de la phasegae.

Les APP regatives La fonction des APP regatives est fortement orienee vers
le transport des mokcules. Bien que l'utilie de cette dminution de la concentra-
tion plasmatique ne soit pas competement comprise, ellegpmet au moins d'une
part d'atenuer la pression oncotique du plasma duea la acetion des APP po-
sitives [72] et d'autre part d'augmenter la quantie libre de leur ligand. Or ces
ligands (acides gras, hormones, vitamines, oligoeemts) jouent un réle impor-
tant lors de la eponse de la phase aigue et dans la phase dsstauration cellulaire
[12].

Enn la diminution de la concentration plasmatique est une ertu pro-in am-
matoires pour certaines APP. Ainsi par exemple la £tuine rmet d'augmenter
le captage cellulaire d'inhibiteurs cationiques de cytokes pro-in ammatoires [73]
et d'initier des mecanismes de desactivation des macrogyes [74], sa raefaction
au sein du plasma lui conkre une action pro-in ammatoire.
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1.2.4 Resolution ad integrum

Le retour ad integrum circonscrit dans le temps, est la conequence heureuse
de nmecanismes de contrbles dont les protagonistes majsigont :

{ des glucocorticodes;

{ des nediateurs lipidiques;

{ des cytokines;

{ des antagonistes naturels et ecepteurs solubles;

{ des suppresseurs du signal cytokinique;

{ des facteurs qui in uent sur la stabilie du messager.

Glucocorticodes La stimulation de I'axe hypothalamo-hypophysaire par I'll=

6 et la production d'ACTH induit une likeration de glucocorticodes. Ces derniers
inhibent la syntrese et la ®cetion de la plupart des cybkines pro-in ammatoires
et des cellules stromales [75].

Mediateurs lipidiques Les nmediateurs lipidiques anti-in ammatoires peuvent
se classer en deux cakgories : les lipoxines et les prosaglines cyclopentonones
(cyPG) [29].

Les lipoxines sont gereees par une biosyntrese tranglulaire [76]. Elles bloquent
le chimiotactisme permettant aux neutrophiles d'approchde foyer in ammatoire
et sont paralelement pourvues d'un chimiotactisme aupgs des mononuckaires
likerateurs de cytokines anti-in ammatoires telles que ¢ TGF- 1.

Les cyPG sont les produits de la cyclooxygnase 2 (COX2). & que cette en-
zyme ait une action pro-in ammatoire lorsqu'elle syntretise la prostaglandineE,
(P GE,), elle a la facule de modi er sont processus de biosyntlse a n de pro-
duire lors de la phase de esolution des prostaglandinestaim ammatoires et
notamment la 15-cesoxy- 2 “PGJ, [77]

Antagonistes naturels et ecepteurs solubles Les cytokines ont des anta-
gonistes naturels et des ecepteurs solubles dont la fomm est de eguler leur
biosyntrese. L'antagoniste du ecepteur de I'lL-1 (IL-1IRa) xe I'lL-1 et entre en
competition avec le ecepteur de type | mais est cepourvude necanisme de trans-
duction du signal [78]. L'induction par I'lL-1 des APP de type | est ainsi inhitee
par I'lL-1Ra dans les cellules d'repatomes, ce qui n'‘est pae cas des APP de
type 1l [79, 80].

D'autres ecepteurs solubles agissent au contraire comnagonistesa l'image de
ceux des IL-6 et CNTF lorsqu'ils recrutent les sous-unies gp130 [81].

Cytokines  Les principales cytokines anti-in ammatoires (cf. gure 15-A) ont
comme caraceristique fondamentale d'inhiber la biosytiese des cytokines pro-
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in ammatoires comme par exemple I'lL-1, le TNF .

C'est ainsi que, malge son activie pro-in ammatoire aeee [31], I'lL-6 entre
dans la cakgorie des cytokines anti-in ammatoires tantliaet monte son ac-
tion inhibitrice sur la syntlese des IL-1 et TNF [82]. L'IL-4 notamment cete
par les lymphocytes Thelper 2 (Th2), egule regativement la synttese des IL-1,
IL-8 et TNF mais positivement celle de I'lL-1Ra [27].

En n, anciennement cecnomnee facteur d'inhibition de la synthese des cyto-
kines , I'lL-10 est la plus importante cytokine anti-in ammatoire connue chez
I'numain. Elle possede entre autres les capacies d'unegpt de cesactiver la bio-
syntrese macrophagique des cytokines pro-in ammatoiresl'autre part d'inhiber
I'expression du CD14 qui permet la reconnaissance du LPS etre promeut la
cegradation des ARMm des cytokines pro-in ammatoires [8]3

Suppresseur du signal cytokinique Trois familles de prokines constituent
la super-famille des suppresseurs du signal cytokinique.

La premere regroupe les deux protinesSH2 containing phosphatasetSHP-1,
SHP-2). La SHP-1 egule regativement le signal de transdttion par cephospho-
rylation. Elle agit grace au domaine SH2 sur I'lL4-R et les AK. SH-2 parat
plutdt moduler positivement le signal bien qu'il puisse ihiber sa transduction
via le ecepteur gpl30 [84]. La seconde famille est celle d@sotein Inhibitors
of Activated STATs (PIAS). Quatre membres composent actuellement cette fa-
mille. PIAS1, PIASx inhibent le facteur STAT1 alors que PIAS et PIASy in-
hibent respectivement les facteurs STAT3 et STAT4. Les deupremiers agissent
en empéchant la xation des facteurs sur leur site alors quiéaction des deux
autres n'est pas clairement caraceriee [84].

La dernere famille est celle desSuppressors Of Cytokine SignalingSOCS). Sept
membres composent cette famille (SOCS 1-7) et toutes podsat une boite
SOCS et un domaine SH2. Ce dernier permet une liaison avec lesigéiss pho-
photyrosine des JAKs assoces aux kecepteurs cytokinigs et en consquence
atenue la transduction du signal par competition entre les SOCS et les STAT
[85].

Stabilie du messager Il est cesormais bienetabli que les changements quan-
titatifs des APP obsenes au cours de la phase aigue ont pogause majeure des
modi cations de l'activie peri-transcriptionnelle de s genes correspondant [86].
Cependant depuis longtemps pese le soupcon d'une egtian egalement post-
transcriptionelle et notamment une egulation au niveau @ la stabilie des ARN
messagers (ARNm) [87].

La egulation de la stabilie des ARNm est en e et un facteu important dans
la modulation de I'expression des gnes. Ainsi TARNmM de mabreuses cytokines
et facteurs de croissance est de courte demi-vie. Cette azgastique implique la
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pesence dans leur quence deements de stabilie dnt la nature est tes proba-
blement en corelation avec la fonction biologique de la piine correspondante
[88].

Parmi ceseements de stabilie, lesAdenylate/urylate (AU)-Rich Elements (ARE)
[89] sont actuellement consiceles comme particulererant ineressants. lls sont
constittes de une ou plusieurs copies du mothUUUA sitte en egion 3' non
traduite (3'-UTR). Cesekments sont des sites de xationreconnus par des com-
plexes ribonuckoprokiques organies en eseaux (MRP) telle que la famille de
proeines Hu. Ces complexes in uencent le devenir et en piaculier la degradation
des ARNm [90]. Ainsi l'insertion acequat dans un gene d'ue £quence 3-UTR
riche en ARE, induit une diminution de lI'abondance des ARNm d gene [91]
eversible par mutagerese. En n la egulation de I'expression des mRNP pour-
rait €tre contrbler par des voies de transduction du sigmat notamment par la
voie p38 MAPK permettanta la cellule un n eglage du controle de la stabilie
des ARNm [92].

1.2.5 Transcriptome et in ammation

Au niveau du foie, la eponse de la phase aigue est un phkenene controk
pour l'essentiel par la biosyntrese d'APP et d'APRIP et quiimplique de nom-
breux acteurs. Ceux-ci ont souvent la capacie d'inegre plusieurs rbles parfois
antagonistes en fonction du contexte biologique.

L'ensemble de ces acteurs formea levidence un eseau moplexe deements di-
vers et intercependants. Les eactions de ce eseau auxiswli in ammatoires se
projettent sur deux dimensions :

{ une dimension spatiale dans laguelle est mise en valeur lzatne deseements

qui interagissent pour epondre au stimulus;

{ une dimension temporelle dans laquelle sont mises en valdes vagues de

eponses au stimuli.
Ainsi pour appehender dans leur globalie les changemés de I'expression hfepa-
tique des genes au cours de la eponse de la phase aiguegst recessaire delever
le niveau de letudea lechelle du genome, ie detudier le transcriptome repatique.
Les pucesa ADN [93] repesentent une famille d'outils qui autorisent cde ap-
proche.
Somme toute, peu de travaux sont ekrences qui utilisehcette technologie et qui
ont pour objet I'in ammation aigue sysemique (cf. tableau 1.2). Qui plus est,
trois obstacles apparaissent fequemment dans la nethadogie.

La premier obstacle concerne le faible nombre de gnes (85€n moyenne).
Ce paranetre est en e et une limitea ce type d'approche donla vocation est
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Reérence Mocle Speci cie Cardinalie
(e&nes)
[96] Rat non 7398
[95] Humain Foie 4043
97 Souris (c57BL/6) Non 600
94 Souris (c57BL/6) Cytokines 352
98 Chien Non 1000
99 Rat Non 1176
[100] Rat Non 8700

Tab. 1.2 { Pucesa ADN pouretudes de transcriptomes in ammatoires.

de proposer une vue icealement exhaustive du transcriptosn ora levidence une
puce qui corresponda un faible nombre de ggnes ne peut refitfpcet o ce.

Le second obstacle qui apparat dans cesetudes est cel@l ld sgeci cie des
enes repesenes. Ainsi seules deuxetudes utilisenties puces dont les genes sont
glectionres en fonction de leur tissu d'expression ou d&ctivie biologique des
proteines correspondantes. La premere etude, celle d®ong [94], propose une
puce dont la slection des genes est orienee vers les ofines, chimiokines et
leurs ecepteurs. De méme la seconde etude, celle d&ano [95], propose une
puce dont la ®lection des genes est orienee vers I'expssion epatique.

Enn, parmi ces etudes, seule celle derano [95] porte sur I'hnomme. Ce-
pendant, cette etude est foncee sur desechantillons deofe dont les paranetres
anatomopathologiques sont mal connus et qui conequemnienduisent des in-
certitudes dans l'interpetation des esultats. C'est ansi un point important que
de pouvoir ceterminer le plus peciement possible les granetres physiopatho-
logiques desechantillons analyses

Letude du transcriptome repatique lors d'une APR peut donc etre abordee
grace a la technologie des pucesa ADN. D'une part le puceoit étre pourvu
d'un nombre de genes su samment consequent pour couvrir'ensemble du trans-
criptome. D'autre part, la lection des genes poss sule puce doit tre orienee
vers les genes dont I'expression est au moins repatique.nm|, la qualie des
echantillons et l'acesa leurs paranetres anatomopahologiques sont les fonda-
mentaux d'une analyse ne des esultats. Cependant, en sudes pucesa ADN,
cette etude doit reposer egalement sur deux autres soclesl'une part sur un
syseme d'information permettant d'organiser les donres expgerimentales et d'autre
part des outils d'analyses utilisant des nethodes matteratiques standardiees
pour aidera l'interpetation des esultats.
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2.1 Mocklisation orienee objet

2.1.1 Niveaux d'abstraction

L'appehension d'un probeme complexe est faciliee sion le conceptualise et
gu'il se pesente sous la forme d'ummoctle. Un moctle est une vue abstraite
du monde eel. Il en exprime l'essence gracea un langag®mt la syntaxe est
e nie et compehensible. La ealisation d'un moctle passe recessairement par
trois niveaux successifs d'abstraction e nis en 1975 pde American National
Standard Institute (ANSI) [101] mais dont la terminologie peut dierer suivart
la methodologie en usage :

{ le niveau physiqueou interne est une repesentation abstraite des compo-

sants physiques du monde eel;
{ le niveau d'analyseou logique est une repesentation internediaire entre
le niveau peedent et le suivant. C'est au cours de cettetape que seront
k nies les enties ou classeset leur dynamique qui composeront le mocele;

{ Le niveau de conceptiorou externe est la traduction du schtema d'analyse
a l'aide du langage de programmation.

Fig. 2.1 { Le processus d'instanciation La classesquence est assoceea la classegne par
l'association repesente. L'instanciation de la classe quence permet de ceer l'objet ATG-
CACTCAAG . De meéme, linstanciation de la classegene permet de ceer l'objet ADH1B.
L'instanciation est donc le passage d'une vue gereraleaune vue speci que du mockle.

2.1.2 Du paradigme objet

La mocklisation orienee objet est une approche modulaé de I'algorithmique
qui permet de repesenter le monde eel sous la forme d'un ockle qui a la
particularie d'etre constitte d'une collection de concepts uniques [102]. Il est
possible de cecrire ces concepts selon deux vues, uneagte et une speci que :

{ la vue gererale les cecrit en termes de classes et de rd¢lans. Ces derneres

forment les abstractions gererales;
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{ la vue speci que les cecrit en termes d'objets et de liens. Un objet est une
instance de classe obtenu grace au processus d'instarniomtcf. gure 2.1).
Ces derniers forment les abstractions speci ques.
Des qu'il est instance, un objet entame un cycle de vie dwant lequel il kere cie
de connaissances, d'aptitudes et des faculesa communigr avec d'autres objets
par des messages et des stimuli [103]. A la n de sa vie, I'objge sera plus et
likerera en conequence l'espace memoire informatiqugui luietait allote.
Deux ickes fondatrices e nissent la mocklisation obje. Il s'agit des caraceris-
tiques et desprincipes primordiaux De ces icees fondatrices sont rees des lan-
gages de programmation orienee objet et un groupe intertianal pour ce nir
les standards de cette mocktlisation.

2.1.2.1 Caractristiques

On ¢k nit d'une part les caraceristiques structurelles et d'autre part les ca-
raceristigues comportementales.

Caraceristiques structurelles Les caraceristiques structurelles
sont constitlees des associations et des attributs.

Les associations ceterminent la facon dont les objets camuniquent entre eux.
Nous verrons plus tard que des notions compementaires ke$ la multiplicie et
l'orientation peuvent accompagner les associations.

Un objet possde une valeur spgeci que pour chacun de sestabuts. Il esta noter
gue, bien que des objets d'une classe puissent avoir deswedegales pour chacun
de leurs attributs, chaque objet reste unique et garde sa gme identie. De fait
chacun de ces objets bien qu'apparemment identiques, auraeuadresse unique
dans la memoire de l'ordinateur.

Caraceristiques comportementales Les caraceristiques comportementales
sont constittees des operations et des nethodes.

Une action qu'un objet peut entreprendre s'appelle une opation et la facon dont

il ealise cette operation s'appelle la nethode ou impkementation de I'ogeration.

2.1.2.2 Principes primordiaux

La dynamique des classes dans un moctle oriene objet esgie par trois
principes primordiaux :

{ l'encapsulation;;

{ la gereralisation ou ['reritage ;

{ le polymorphisme.
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Encapsulation  C'est le rassemblement des donrees et des nethodes au sein
d'une méme structure ; la classe. En paralele I'encapsation masque l'impemen-
tation des operationsa l'utilisateur. Ceci facilite la gestion des modi cations et
proege les nethodes.

Gereralisation C'est la transmission d'attributs et d'operations d'une dasse
parent vers une classe lle. C'est une facule du paradigmebjet que de pou-
voir utiliser a nouveau des abstractions existantes a n dek nir de nouvelles
abstractions.

Polymorphisme  C'est la possibilie de & nir plusieurs nethodes
dierentes pour une méme operation. Deux objets de classs dierentes sont donc
susceptibles de possder une operation en commun tout ersant de nethodes
dierentes. Par exemple, on corcoit ai'sment que 'operation validation d'un objet
de la classéAccepter n'use pas de la méme nethode que celui de la clag®efuser

2.1.2.3 Langages de programmation orienee objet

SIMULA fut le premier langage de programmation impementat le concept
de classes en 1967. D'autres ont suivi tel SMALLTALK en 1976ugapporta les
principes d'encapsulation et de gereralisation. Par la gite des langages native-
ment orienes objets tels JAVA ou C++ sont apparus et ont impos des langages
non-objet dans leur conceptiona prendre une orientationlget. PERL et PHP
par exemple simulent les concepts de la mocklisation objet

2.1.2.4 A propos de I'Objet Managment Group

Dans le but de standardiser la mocklisation objet pour liegration d'ap-
plications heerogenes, le Object Management GrouplOMG)! fut cee en 1997.
Ce consortium international regroupe plus de 850 acteurs duonde informa-
tique tels des constructeurs (IBM, Sun), des producteurs degiciels (Netscape,
Inprise) et des institutionnels (NASA, INRIA). Les conceps gereraux mis en
avant sont la eutilisabilie, l'inerogerabilie, la portabilie de composants logi-
ciels et l'inckependance face aux sysemes utiliss.

Leement clef de la vision de 'OMG est le Common Object Request Broker
Architecture (CORBA)? qui autorise la communication de donrees distribees

Lhttp ://www.omg.org
2http ://www.corba.org
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incependamment des types de syseme d'exploitation, deahgage de program-
mation et des protocoles de eseau. Dans le domaine de la Ibgie, CORBA

est par exemple utilee par EBI-EMBL an de faciliter I'acces aux donrees de
leurs serveurs [104]. A noteregalement le devleppemenud’' sysme analogue, le
Distributed Annotation System(DAS) qui permeta plusieurs groupes de travail
repartis sur le globe d'annoter des donrees centralieesir un serveur [105].

2.1.3 A propos du Langage de Moctlisation Uniee
2.1.3.1 Historique

Si la nethode MERISE [106] fut la premere grande nmethodede mocklisation
ceveloppee par les nmethodologistes des anrees 1980 scgerniers se sont confrones
durant cette méme periode a la naissance d'une nouvelleoaception de la pro-
grammation informatique ; la programmation orienee objé
En e et, bien qu'ayantevole vers la moctlisation objet dans sa deuxeme ver-
sion, MERISE a lentement lais® sa place a de nouvelles tigodes nativement
objet. Entre 1989 et 1994, une cinquantaine de nethodes deonklisation ont vu
le jour, dont notamment les deux nethodes des co-fondateside I'Uni ed Mo-
deling Language(UML) [107] : I'Object-Oriented Software Engineerind OOSE)
de Booch et deJacobson ; et I'Object Modeling Technique$OMT-2) de Rum-
baugh . La description de cette syntaxe me permettra ulerieurerant de decrire
mes travaux.

En 1994, I'e ort autour du langage de moctlisation UML est aciellement cee.
Certaines entreprises aussi importantes que Hewlett-Packl, IBM, Rational ou
encore Texas Instrument comprennent alors l'inerét deUML et ceent un consor-
tium. En 1997 d'autres versions sont propogesa I'OMG etre novembre de la
méme anree la version 1.1 des egles syntaxiques de cedage fut accepee.
Aujourd'hui la version 2.0 d'UML estedite et maintenue par I'OMG Task Force.

2.1.3.2 Syntaxe

Alors que la £mantique de 'UML est base sur le paradigmebjet (cf. page
36), sa syntaxe base sur lediagrammes[103, 107, 108] est su samment souple
pour traduire egalement des mockles relationnels commed schema de base de
donrees relationnelles. Un diagramme repesente un donme, c'esta-dire un en-
semble de classes et ses associations. L'UML ¢ nit deuxagrds types de dia-
grammes :

{ les diagrammes structurels;

{ les diagrammes comportementaux.
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Diagrammes structurels Les diagrammes structurels facilitent la compehen-
sion de l'agencement des ekments physiques d'un systmainsi que de leur
fonctionnalie. Parmi I'ensemble des diagrammes structels e nis proposs par
UML, je n'insisterai que sur lesdiagrammes de ceploiement®t les diagrammes
de classes

Diagrammes de eploiement Les diagrammes de ceploiement ou dia-
grammes d'impementation cecrivent I'environnement dimpementation d'un sys-
eme et donc le niveau physique de son abstraction. La gur@.2 illustre un tel
diagramme. Ceux-ci possdent deux types deements :

{ les nuds;

{ les associations de communications.

Les nuds sont la repesentation des ressources disponid durant I'execution.
lls sont repesenes par un paraleepipede. Un composant esidant dans un n ud
est repesene comme emboe dans ce n ud.

Les associations de communication sont repesentes pane ligne continue.

Fig. 2.2 { Repesentation d'une association de communication en UML Cette association
repesente un ordinateur compos d'un serveur d'impres$on relea une imprimante.

Diagrammes de classes Les diagrammes de classes tepeignent la structure
cererale du syseme et donc le niveau d'analyse de son aiaction. On y retrouve
les associations ainsi que les classes, leurs attributs ptrations. Les classes sont
repesenees en rectangles composs de trois zones (gjure 2.3) :

{ une zone de titre et de seeotype de classe, ce dernietant facultatif;

{ une zone dans laquelle sont plaes les attributs;

{ une zone dans laquelle sont places les operations. Cetizone ne sera pas

repesenee dans les classes de seeotyptable de base de donrees relation-
nelle [109].
Les noms des attributs et des operations peuvent étre pecdes par le signe +
s'ils sont accessibles par les autres classes, le signe s'ils sont aucunement
accessibles et par le signe# s'ils ne sont accessibles par les classes lles. Par
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ailleurs les noms des attributs sont suivis de leur type etdenoms des operations
sont suivis du type d'arguments entre parentheses et du tygde retour. Les classes
partageant la m&éme utilie peuvent étre regroupees sosiforme de paguetages qui
se repesentent par un rectangle surmone d'un onglet sula gauche.

De plus UML reconnat la multiplicie dans I'association indiquant ainsi combien

Fig. 2.3 { Repesentation d'une classe en UML Dans un diagramme de classe, une classe
est repesenee par un rectangle lui-méme compos de tois zones. La premere pesente le type
et le titre de la classe. La seconde et la troiseme pesergnt respectivement les attributs et les
orerations leesa cette classe.

d'objets d'une classe sont potentiellement lesa une aue classe. Les associations
peuventegalement s'adjoindre un paranetre d'orientaton. En n 'UML reconna’t
guatre types d'associations :

{ l'association simple;

{ l'agegation;

{ la composition;

{ la gereralisation.

Une association est binaire si elle associe deux classes @ir@ si elle asso-
cie au moins trois classes. Elle est repesenee par ungiie continue entre les
classes, a laguelle on adjoint un losange vide central dales associations n-aires
(cf. gure 2.4).

L'agegation est la caraceristique d'une association gi se traduit par la
phrase possde un . Elle est repesente par une ligne continue termiree pa
un losange vide (cf. gure 2.5).

La composition est la caraceristique d'une associationuj se traduit par la
phrase se compose de. Elle est repesenee par une ligne continue termiree
par un losange plein (cf. gure 2.5).

Une cereralisation entre des classes lles et leur clasgmrent est repesente
par une eche vide continue pointant la classe parent (cf. gure 2.6).
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Fig. 2.4 { Repesentation d'une association n-aire en UML. Les trois classes ont un seeotype
table signi ant qu'il s'agit de tables de base de donrees relatiomnelle. Les objetsOrganism et
Optionallnformation sont lees a aucun ou plusieurs objets Sample D'autre part, un objet

Sample est lea un seul objet Enzyme eta, au plus, un objet Optionallnformation .

Fig. 2.5 { Repesentation d'une agegation en UML Ce diagramme ckcrit une agegation
ainsi qu'une composition. La premere associe le spot commappartenanta l'image nuneriee.
La seconde met en lumere le fait qu'une image est composde zones. Si I'image devait ne plus
exister, de fait les zones assocees n'existeraient plus.

Diagrammes comportementaux Gréacea la mocklisation comportementale,
il devient plus facile de comprendre et d'exprimer commenes$ eements inter-
agissent. Plusieurs types de diagrammes comportementaux

existent, pour autant je ne discuterai ici que desliagrammes de collaboration
De plus jinsisterai peu sur ce type de diagramme. En e et danle cadre d'une
mocklisation de bases de donrees relationnelles ces diagmes sont de moindre
importance.

Diagrammes de collaboration Les diagrammes de collaboration expliquent
comment les eements interagissent dans le temps et commteils sont les. lls
permettent ainsi de visualiser I'impact d'une interactiondans le temps sur les
divers eements. Les classes, objets et associations soltustes a la manere
d'un diagramme de classes. La notion deommunication est apporee grace a
ces diagrammes. Une communication est illustee sous foendle eche attachee
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Fig. 2.6 { Repesentation d'une greralie en UML . Les classes llesEnzyme et Recepteur
keritent des attributs et des operations de la classe nere Protine .

a la relation, de lemetteur vers le ecepteur. Elle estetigueee d'un nunero de
gquence indiquant l'ordre dans lequel elle est envoyeéa gure 2.7 illustre un
diagramme de collaboration.

Fig. 2.7 { Repesentation d'un diagramme de collaborations en UML L'utilisateur saisit les
donrees puis les paranetres et enn les soumet. L'interface utilisateur traite la requéte, le
gestionnaire de requétes ck nit I'analyse et en n I'anal yseur retourne les esultats. De facon
oppose, le gestionnaire de requétes c nit les esultats, l'interface utilisateur traite les esultats

que l'utilisateur peut alors ecuperer.

2.1.4 eXtensible Markup Language, un langage tes ex-
tensible

Alors que leHyperText Markup LanguagéHTML) ne peut capturer la mantique
d'un documentelectronique et n'est par conequent pas $afaisant quanta la
transmission de l'information [110], le ceveloppement pde W3C? du eXtensible
Markup Language(XML) comble cette lacune.

En e et, version a la fois alegee etevolilee du Standard Generalized Markup

Shttp ://www.w3.0rg
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Language (SGML) qui est la ekrence internationale de descriptimm des struc-
tures et des contenus de documents electroniques, le XML ipeeta l'instar de
son pedcesseur de consigner le@mantique au sein du document grace d'une
parta la ceation de balises speci ques et d'autre part a la gestion d'espaces de
noms.

Les documents XML ont une structure arborescente qui est die soit dans
une Document Type De nition (DTD) ou soit d'une manere plus complexe par
le langage sclema XME [111, 112]. Ceux-ci sont fonces sur un mockle ob-
jet incependant du langage de programmation utilie. C'st ainsi qu'un docu-
ment XML est constitle d'eements repesentant les objets du mocele qu'il suit
(cf. gure 2.8). Chaque eement peut contenir unekment Is et des attributs
conformement a la terminologie en usage dans la moctlisen objet. Chaque
ekment de l'arbre est en fait une donree textuelle encade par une balise ou-
vrante et une balise fermante dont la nature ewele la £nantique.

Dans cet environnement, les documents sont d'embke ushbles par des appli-
cations informatiques bases sur l'algorithmique des arbs a n d'en extraire les
informations et leur sens. Ainsi le W3C a-t-il ceveloppe &€ Document Object Mo-
del (DOM) qui est une application recouvrant un ensemble de regomandations
pour cecrir un mockele objet. Il permet d'aceder aux docunents XML et de les
utiliser inegralement en tant que structure arborescerg.

XML est dores et cep bien implane au sein de la communawg scienti quea tel
point que nombre de disciplines ontelaboe leur DTD. On ekrence ainsi :

{ le Mathematical Markup LanguaggMATHML) ° pour les formules matte-
matiques;

{ le Chemical Markup Language(CML)® pour organiser les donrees ato-
miques, mokculaires, cristallographiques ou encore gtturelles;

{ le Bioinformatics Sequence Markup LanguagBSML)’ pour organiser les
donrees des fquences biologiques et leurs diverses asgmtations gra-
phiques;

{ le Otter Annotation Systemqui s'adresse aux quences biologiques a n de
parfaire leurs annotations[113];

{ le MicroArray Gene Expression Markup Languagé€MAGE-ML) pour repesenter
les donrees d'expressions des genes et que je cetailledans la section 2.14;

{ et d'autres qui sont en ceveloppement notamment autour dedisciplines
telles que la proeomique [108] et la netabolomique [114]

4http ://www.w3.0rg/XML/Schema
Shttp ://www.w3.org/Math/

Shttp ://www.xml-cml.org/

"http ://lwww.bsml.org/
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Fig. 2.8 { Du moctle objet au document. Traduction d'un moctle objet qu'elle cecrit, la
De nition Type Document (DTD) ¢ nit la structure du document XML qui doit étreec  rit
ou lu. Elle permet ainsia l'analyseur syntaxique assoce au service applicatif, de \erier la
structure du document conformementa celle c& nie dans | a DTD. Dans cet exemple, le mockele
e nit la classe Directeur comme teritant de la classelndividu. Par ailleurs, un Directeur est
lea un ou plusieurs Individus. La DTD reprend ce mockle. Chaque classe est repeseneear
une balise< IELEMENT >. Chaque ekment possde une liste d'attributs repesenee par une
balise < IATTLIST >. La balise < IATTLIST > de leement Directeur comprend un attribut
%lIndividu_attr . Il s'agit d'une entie paranetre qui se etrea la bal ise< IENTITY > et simule
ainsi I'reritage des attributs de la classe Individu par la classeDirecteur. Le document XML
edie est conforme au mockle objet. Le Directeur de lequipe_du_directeur est responsable de

deux Individus.
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XML est donc en passe de s'imposer au sein de la communau®ibformatique
et plus gereralement au sein de la communaue scienti ge tant ses qualies sont
ineressantes et sesevolutions prometteuses.
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2.2 Gestion des Bases de Donrees

2.2.1 Architecturea trois strates

Avec l'aenement dans les anrees 1990 d'Internet et deseau des eseaux
(WWW), l'architecture client-serveur aevolle vers une achitecturea trois strates
(cf. gure 2.9)[115]. La strateclients est constittee de multiples utilisateurs qui
souhaitent aceder aux donrees par l'internediaire d'un navigateur internet. Elle
se charge pour I'essentiel de I'a chage. Cette premere shte est leea la strate
applications par Internet et le HyperText Transfer Protocol (HTTP) couram-
ment utilie par les navigateurs. Les requetes de la preeme strate sont donc
eceptionrees par le serveur HTTP de la seconde strate. Lserveur du syseme ap-
plicatif se charge alors d'executer le code pour traduiret ¢ransmettre les requetes
au syseme de gestion de base de donrees (SGBD) de la stratanrees Ce dernier
collecte les informations gracea un langage de programtan tel le Structured
Query Language(SQL). Les eponses aux requetes initiales des utilisates par-
courent le chemin inverse et sont a clees sur les navigates des utilisateurs.

Cette architecture qui pesente un cesquilibre pronore en faveur du serveur

Fig. 2.9 { Architecture client-serveur en trois strates. La premere est constitiee par les clients,
la seconde par les serveurs web et d'applications, la troésne par les serveurs de donrees et les
donrees.

puisque celui-ci accueille a la fois le service applicatdt le SGBD, posede au
moins deux avantages. Elle permet premerement de centisér l'information et
en congequence de faciliter la maintenance des donrees sin de la base. Enn,
I'utilisation d'un serveur HTTP et donc de protocoles et lagages standards in-
ternationaux, permeta la fois l'accession simultaree ala meme information par
plusieurs clients et une incependance visa vis du sysem d'exploitation utilise
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par les ordinateurs clients.

Un exemple tes epandu de ce type d'architecture est cadl constittee d'un ser-
veur web Apaché&, du syseme applicatif PHP® et du syseme de gestion de base
de donrees MySQI*°.

2.2.2 Sysemes de gestion de base de donrees

A l'image de la programmation informatique, les sysemesealgestion de bases
de donrees ont subi une dichotomie avec d'un cot une optisation des sysemes
relationnels (SGBDR) et de l'autre une evolution des sygmes qui ont alors
adopt le paradigme objet (cf page 36).

2.2.2.1 Sysemes relationnels et la normalisation

Sysemes relationnels Le moctle relationnel [116] est base sur la theorie des
ensembles. La manipulation de donrees est e ectiee suinele concept matrematique
de l'algebre relationnel. Les operations fondamentalesle cet algebre telles que
l'union, l'intersection ou la dierence sont la source de uvelles relations entre
les donrees.
La treorie des ensembles met en uvre deux notions :

{ les domaines;

{ le produit caresien.
Un domaine est un ensemble ni ou in ni de valeurs. On noteraiasi I'ensemble
des bookend 0,1g et 'ensembles des acides desoxyribonuckiqud®\, C, T, Gg.
Le produit caresien permet la manipulation des donrees mre dierents do-
maines noesDy;:::;Dj;:::;D,. Leur produit noe D;: :D;: :D, est l'en-
semble des tuplesy  :vi: v, tel que v 2 D;.
La mocklisation relationnelle repesente les relationa I'aide de tables ou enties
dans lesquelles les colonnes sont des attributs reperearpun nom et un domaine,
et les lignes sont des tuples. Le nombre de tuples qui compuska relation est
appeke lacardinalie .
Ce mockele est appeemoctlea valeurs car les liens entre les tables ne sont pas
des cha™mages physiques mais sont des pointeurs logiquds [ 109]. Deux types
de pointeurs sont ¢k nis. D'une part les clefs primaires qugarantissent l'unicie
des tuples et d'autre part les clefs etrangeres qui sont & ekrences aux clefs
primaires d'une autre table. On designe parsctema d'une base de donrees rela-
tionnelle I'ensemble des relations qui la composent.

8http ://www.apache.org
Shitp ://www.php.net
Ohttp ://www.mysgl.com
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Fig. 2.10 { La base de donrees patient non normalise. Cette table de quatre lignes
(tuples) et de six colonnes (attributs) repesente la relation patient. Deux patients y sont
epertores et chacun est assocea deux tubes de pelevements sanguins identies par l'attribut
TubeldLabo. Cette relation peserve l'inegralie des donrees et l'inegrie de leurs liaisons. En
cela elle epond aux caractristiques minimales d'une bae de donrees.

La table illustee par la gure 2.10 peserve l'inegrite des donrees et permet
de recouvrir 'ensemble des donrees. Par ailleurs, chagaéribut n‘appartient
gua un seul domaine et la clef primairepk de la relation apporte l'unicie de
chaque tuple. Elle satisfait donc pleinement la ce nitiond'une base de donrees.
Pour autant cette relation n'est pas sans cefauts majeurd.e premier est la re-
dondance de l'information. Les attributsNom, Age et Sexesont epees ce qui
cerere un gaspillage d'espace nemoire.

Le second se porte sur la €mantique. L'attributTube carackrise la relation et

les attributs Nom, Age et Sexesont des caraceristiques directe ddube, ce qui

est inexact. Cela vient du fait que la relationpatient ne repesente pas un objet
unique du monde eel mais bien un nelange de plusieurs olige

En n le dernier concerne la misea jour des donrees. Si un piant est ente dans

la base sans qu'un tube ne lui soit paralelement a ece, ela gerere une valeur
null pour la clef primaire Tube ce qui est interdit par la contrainte de l'unicie de

la clef.

Toutes ces anomalies proviennent du fait que les cependascfonctionnelles et
les formes normales n'ont paset e nies pour cette tabé (cf. gure 2.11).

Bependances fonctionnelles Il existe une dependance fonctionnelle (DF)
entre des attributs Att; et Att,, noe Att ;1 ! Att, si connaissant la valeur de
Att ; il ne peut etre attribLee qu'une seule valeura Att,. Att ; et Att , sont alors
respectivement la source et le but de la dependance. De plastte cependance
est eementaire si la source ne comporte pas d'attribut sper u. Elle est enn
directe s'il n'existe aucun attribut C tel que A! CetC! B.
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Normalisation Il existe au moins trois formes normales.

1FN Une relation est sous la premere forme normale (1FN) si aun de ses
attributs n'est cecomposable.

2FN  Une relation est sous la deuxeme forme normale (2FN) si elest 1FN
et si toutes les DF entre la clef et les attributs sonteEmataires.

3FN Une relation est sous la troiseme forme normale (3FN) silelest 2FN
et si toutes les Df sont directes. La gure 2.11 illustre le denir de la table patient
de la gure 2.10a l'issu d'une normalisation.

Fig. 2.11 { La base de donrees patient normaliee. La relation patient de la gure 2.10
est cesormais scincee en deux nouvelles relationpatient et tubea l'issu du processus de nor-
malisation.

D'autres formes normales plus avanees existent mais all@ugmentent consice-
rablement la complexie du syseme et imposent |'utilisgion de nombreuses tables
de corelations et des jointures subtiles qui engendrentosvent une diminution
des performances du syseme. Le defaut d'impedance du tegage SQL est enn
une autre limitation des sysemes relationnels. En e et cgains probemes de co-
habitation entre SQL et le SGBDR rendent recessaires l'adpction des langages
proeduraux tels que C, C++, JAVA, PERL ou en n PHP.

2.2.2.2 Sysemes orienes objet

Les SGBD qui ont adopt le paradigme objet constituent deuxcaegories.
D'une part on trouve les sysemes inegralement orients objet et d'autre part les
sysemes hybrides relationnels-objets.

Sysemes objets  Le premier SGBD objet est une extension du langage objet
SMALLTALK (cf. page 38). Le syseme utilise une structure ¢ donrees plus com-
plexe que celle utilisee par les SGBDR. Ces structures ingnt en e et des poin-

50



Chapitre 2. Bases de donrees 2.2. Gestion des BD

teurs et des tables imbriqlees encore appekes collectg De ce fait, le syseme
s'a ranchit de la premere forme normale.

Le probeme majeur de ces sysemes est qu'aucun envirorment d'exploitation
n'esta ce jour aussi performant que ceux trouves pour les&BDR. Par ailleurs les
donrees d'entreprises sont toujours sous la forme relatinelle et aucun principe
formel de migration n'a encoreetetabli.

Sysemes relationnels-objets En n il existe les sysemes relationnels-objets
qui sont des sysemes hybrides. Apparus en 1992 avec les SBBNISQL et
Postgres, Informix puis IBM et en n ORACLE ont accompagre @tte evolution.
Ces sysemes sont actuellement en rapideevolution aniee par deux grands mou-
vements, d'une part une optimisation interne du moteur du S8D et d'autre part
une promotion des couches eseaux en favorisant les intermexions d‘applica-
tionsa des SGBD teerogenes.

Ces SGBD sont donc une extension du mockle relationnel dafes monde de la
mocklisation objet. Leur structure de donrees lere cie des notions de pointeurs,
de collections et de nethodes issues du paradigme objet.
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2.3 Application aux pucesa ADN

2.3.1 Des besoins nourris par l'avan@e technologique

Bien que la question de la gestion du recouvrement des doaeebiologiques au
sein des bases de donrees specialiges soit depuis loaglate un sujet d'inerét
[118], lemergence relativement ecente des technolagg a haut cebit d'analyse
telles que les pucesa ADN et la ggnomique fonctionnelle anpos le cevelop-
pement de bases de donrees capables d'inegrer des infatons dont la taille
esta la mesure de celles des genomes dont elles proviennedonsicerant par
exemple le projet detude desormais classique d'un tramsiptome de 10000 genes
sur 30echantillons dans 5 conditions exgerimentales, édnsemble des donrees is
sues de ce projet repesentera au moins quelques 2 milliafisnies d'information
a emmagasiner. Comment ne pas s'y perdre [119]?

Pour autant, les esperances et les lere ces cep acqus provenant de ces
avanees technologiques sont consicerables pour la recbhhe fondamentale et
la sane publique. Dans le cadre d'une recherche nmedicaleu pharmacologique
[120], si par exemple la forte expression de certains ernest corekea certains
cancers, d'autres conditions a ectant cette expressionomme celles tendanta
faire diminuer I'expression de ces genes, peuvent étreparees. En n desetudes
comparatives peuvent encore &tre e ectiees comme par emple la comparaison
de pro Is d'expression de certainsechantillonsa ceux @dutresechantillons, pour
ceterminer des ressemblances et dissemblances de pro tsaensi ceer un grou-
page ou classi er desechantillons [121, 122, 123, 124, 1226].

Pour ceterminer les caraceristiques essentielles rexssairesa lelaboration de
bases de donrees cedees aux etudes d'expression desngs, il faut de prime
abord s'e orcer de concevoir I'ensemble des dimensions pes par la dcesignation
donrees d'expression des gene&n e et a n de menera bien levaluation et I'in-
terpetation des esultats, il faut se pourvoir recessarement de cette cemarche
et c'est ainsi que je distingue quatre dimensions.

D'une part une dimensiontechnologiqueinkerente a la conception des pucesa
ADN. Ainsi seules des interpetations relatives,ie par comparaisons, impose
par I'impossible connaissance de la quantie de maerigbiologique cepos sur le
puce, pourront €tre merees.

D'autre part, une dimensionexgerimentale comprenant par exemple les pararne-
tres des conditions d'hybridation, de lavage ou encore dechage.

De plus, je distingue une dimensioranalytique correspondant aux nethodes
d'analyses statistiques dans les etapes de ltrage, normigation, regroupement
et classi cation.
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Je distingue en n une dimensioninformative relevant des donrees telles que les
annotations geniques et les crieres anatomopathologiges. Chacun de ces pa-
ranetres in uence la valeur des esultats et en consequace l'interpetation bio-
logique qui en esulte. S'ils ne peuvent étre matriesil convient au moins de les
evaluer voire de les conna're.
Il devient ces lorsevident que la designation donrees d'expression des genese
peut pas seulement signi er les donrees de l'intensie designauxemis, mais elle
doitegalement inegrer la notion de contexte experimenal, ie de lechantillon bio-
logique jusqua I'analyse informatisee en passant par kprotocoles exgerimentaux
de la biologie humide. En d'autre termes, dans lesetudeseXpressions de genes
le contexte esttout [127]
Il se corcoit donc que le scienti que et le clinicien portehun grand ineréta
possder un unique outil quia la fois inegre des donres d'expression des genes
et permet leur analyse et les echanges au sein de la commuiascienti que.
La conception d'un tel outil impose une ke exion sur I'adogion de certaines ca-
raceristiques pour epondre aux interrogations tellesque :

{ comment inegrer des donrees teerogenes ?

{ quels sont les cetails des donreesa enregistrer ?

{ commentechanger des donrees leerogenes au sein dalcommunaute scien-

ti que ? Faut-il pour cela e nir de nouveaux standards de brmat de do-
cuments, une ontologie ainsi qu'une £mantique ?

2.3.2 Inegration des donrees leerognes

Les donrees d'annotation des genes sont keerogenesar issues de bases de
donrees fondamentalement dierentes. Ainsi I'une telleUNIGENE [128] est une
base de donrees foncee sur un algorithme de pediction dgenes, l'autre telle
LocusLink [129] propose des annotations nettoyees et vees, l'autre encore telle
SWISSPROT [130] est une base de donrees nettoyee consaeraux proeines
et l'autre enn telle KEGG [131] est une base de donrees reegnant sur les
voies netaboliques, les signaux de transduction ainsi ques cycles cellulaires. La
guestion est donc de savoir comment regrouper ces donreegrbgenes. Trois
nmethodes d'inegration des donrees epondenta cette question :

{ les liens hypertext. lls sont simplesa impkementer maise peuvent eerencer

plusieurs sources;

{ l'inegration £ceee. Le sclema de la source doit &tre inege dans le sctema
global du syseme. Elle ne recessite pas de misea jour. Bo autant deux
contraintes sonta prendre en compte. La premere est la@endance aux
sites distants qui doit &tre accessible au moment de l'usltion de la base.
La seconde est la recessie d'un processus intermedi@rcapable de trai-
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ter instantarement l'information venant de la source pourla pesenter au
client;

{ linegration maerielle ( datawharehousg Les donrees sont dans ce cas ex-
traites de la source, transformees, epuees, inegees au syseme puis as-
socees aux donrees d'expression des genes. Pour autdatceation d'outils
permettant une actualisation automatique des donrees egtdispensable et
ainsi a ranchie de cette containte, cette nethode est la pls ineressante de
par ses capacits d'analyses.

2.3.3 Microarray Gene Expression Data Society

Des le mois de novembre 1999, IMicroarray Gene Expression Data Society
(MGED) fut ceee [127] par les plus importants acteurs et dveloppeurs de la tech-
nologie des pucesa ADN, tels A ymetrix, I'universie de Stanford et le European
Institute of Bioinformatics (EBI).

Fig. 2.12 { La Microarray Gene Expression Data Society Cette organisationa but non lucra-
tif dont I'objectif est de ceer et de promouvoir des standards autour des donrees d'expression
geniques issues des technologies a haut cebit d'analyseest constitiee de cing groupes : le
Ontology Working Group, le Data Transformation and Normalization, le Reporting Structure
for Biological Investigations, le Minimum Information About Microarray Experiment et le Mi-
croArray Gene Expression
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Depuis le mois de juin 2002, la MGED est une organisationa bmon lucratif.
Son r6le s'inscrit dans la conception et la pesentationwgpes de la communaue
scienti que de standards pour I'annotation et lechange é@s donrees issues des
etudes d'expression des genes. Ses recommandations lfgat ainsi la ceation de
bases de donrees et de logiciels impementant les standst Bien entendu cette
fabuleuse recette fOt ceveloppee davantage et ses priipes adapesa d'autres dis-
ciplines usant de technologiesa haut cebit d'analyse come la proeomique [108],
la metabolomique [114], la toxicogenomique [132] et cede facon non exhaustive
[133].

La MGED?! est constititee de cing groupes de travail (cf. gure 2.12) aht les

trois plus ecents sont :

{ le groupe Ontology Working Group(OWG) qui ¢k nit une ontologie speci -
gue desetudes d'expression de genes. Ainsi en fonction thethematique,
des organismes etudes, des technologies et des nethadd'analyses uti-
lies, chacune des donrees d'expression publee eshdeie univoque grace
a l'utilisation d'un vocabulaire standard;

{ le groupe Data Transformation and Normalization quia la foiselabore une
nmethodologie pour la description des analyses et une ngilogie de la qualie
des experiences. Il se charge egalement de promouvoir aastions au sein
de la communaug;

{ le jeune groupeReporting Structure for Biological Investigationg RSBI) qui
prend en charge I'extrapolation de I'ensemble de ces travauers les autres
technologiesa haut cebit d'analyse.

Les deux autres groupes maisegalement les fondateurs deM&ED et en conse-
qguence les plus avanes dans leur travail sont le groupdinimum Information
About Microarray Experiment (MIAME) et le groupe MicroArray Gene Expres-
sion (MAGE).

2.3.3.1 MIAME ou comment bien composer son magasin

Le groupe de travail MIAME [134] est en charge demettre desecommanda-
tions pour la conception d'un moctle de base de donrees a que celle-ci puisse
contenir le minimum d'information recessaire aux bonneseconduction et in-
terpetation des exgeriences.

Depuis le mois d'octobre 2002 [135, 136, 137] des journaubs tBciences Bioin-
formatics, The Lancet Cell ainsi que le groupe de publicatioMNature Publishing
Group [138, 139] n'acceptent pas d'autres travaux que ceux adoptdes recom-
mandations MIAME. Il est du reste fort probable que d'autresjournaux leur

http ://www.mged.org
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embotent bient6t le pas [140, 141].
MIAME propose un sclkema en six paquetages (cf. gure 2.13pacernant :
{ les projets exgerimentaux (experimental desigi;
{ les pucesa ADN (array design);
{ lesechantillons (samples;
{ les hybridations (hybridizations);
{ les mesures fheasurementy;
{ la normalisation (normalization);

source pub lications
(Taxono my) (PubMed)
| |
- ' N
projets expZ rimen taux

Zchan till ons hybridations puce s °

w

Fig. 2.13 { Le Minimal Information About Microarray Experiment . MIAME propose un
sckema de base de donrees constittle de six paquetages dbrrertains sont assoces a des
sources externes et concernant les projets experimentayxdes hybridations, les pucesa ADN,
lesechantillons, les esultats d'analyse et en n les nethodes de normalisation.

gene s
(UniGene)

Projets exgrimentaux Ce paquetage cecrit le projet experimental dans son
inegralie. 1l comprend I'ensemble des hybridations meees dans le cadre d'une
meéme question scienti que. Les informations contenues kg ce paquetage concer-
nent notamment les personnes responsables du projet, le ¢ypes experiences
comme par exemple les ciretiques ou les comparaisons ditealade versus sain
maisegalement les facteurs exgerimentaux, la liste des@anismes et des plates-
formes utilies ainsi qu'une description textuelle du mjet. Il cecrit enn les
relations entre lesechantillons, les puces et les hybridans du projet.

Pucesa ADN Ce paquetage cecrit d'une part chacune des puces utilissg@our
les projets et d'autre part chacune des sondes biologiquepaees sur la puce.
Sont donc consigres dans ce paguetage les donrees tellas ¢ type de puce, le
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type de plate-forme ainsi que les caraceristiques, l'iai ant, la nature (produits
de PCR, colonies ou oligonuckotides synthetiesn situ) et la quence de chaque
sonde de la puce.

Echantillons  Ce paquetage cecrit les echantillons utilises pour les pjets, la
peparation des extraits et protocole de marquage. Il corgnt donc d'une part des
donrees en terme clinique, de taxinomie et de stades de édappement physio-
logique. D'autre part il contient des informations concerant la peparation des
extraits hybrices telles que les ampli cations et extractons. En n sontegalement
enregistes dans ce paquetage les protocoles de marquagées caraceristique
du marqueur uorescent ou radioactif.

Hybridations Ce paquetage cecrit les hybridations merees dans le caddes
projets ainsi que leurs paranetres. On y enregistre doncdesolutions utilisees,
les agents bloquants et autres proedures de rircage aingue par exemple la
temperature et les instruments utilises.

Analyses Ce paquetage cecrit I'ensemble des esultats, de lI'imageuneriee
jusqu'aux donrees naliges. Sont donc consigrees dare paquetage les chiers
bruts issus de la nunrerisation des puces, les chiers issdss logiciels de quanti -
cation des signauxemis par la puce et en n les donrees nohses et consolickes
au besoin par des n-uplets.

Normalisation Ce paguetage ckcrit les strakgies de normalisation aingue les
algorithmes utilises. Il doitegalement contenir la nature desekments de controle,
leur position sur le puce et le protocole d'incorporation des les extraits hybridces.

2.3.3.2 MAGE ou l'art dechanger ses donrees

Recommander un mocele standard de bases de donrees aés aux pucesa
ADN est certes recessaire mais ce n'est pas l'alpha et I'ega. Il convient en
e et de proposeregalement un format standard dechange es informations. His-
toriquement, la cemarche fut initee par le ceveloppement des Gene Expression
Markup Language(GEML) [142] et MicroArray Marckup Language(MAML) res-
pectivement par la Rosetta Inpharmatics et la MGED. Ces deujangages sont
bases sur le XML. En e et ce dernier possde la facule deransmettre non seule-
ment des donrees mais egalement la mantique qui leur teassocee (cf. sec-
tion 2.1.4). C'est donc dans un e ort commun que les cevelgpeurs de ces deux
langages ontelaboe leMicroArray Gene Expression(MAGE) o ciellement ac-
cept par 'OMG en 2002 [143].
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Fig. 2.14 { Le MicroArray Gene Expression. Le groupe MAGE propose un moctle objet
(MAGE-OM), une DTD (MAGE-ML) et un ensemble d'interface ave c les PERL, JAVA et
C++ (MAGE-STK).

MAGE est en fait bien plus qu'un simple format de documents psqu'il re-
groupe trois composants (cf. gure 2.14) :

{ le MAGE-Markup Language (MAGE-ML);

{ le MAGE-Object Model (MAGE-OM);

{ le MAGE-Software Tool Kit (MAGE-STK).

MAGE-OM MAGE-OM est le esultat de la mocklisation objet des recom
mandations du MIAME pesene en UML (cf. sous-section 2.13). Les paquetages
de MAGE-OM reetent en conequence les six composants dérents du MIAME.
En moctle objet complet, il c& nit des diagrammes structurels ainsi que des dia-
grammes comportementaux.

MAGE-ML MAGE-ML est un format de chier semblable au XML, esul-
tant de la traduction du mocele MAGE-OM par respect de egks ¢ nies dans
la DTD. Chaque classe du MAGE-OM est repesente par unement dans le
document, a I'image d'un document XML classique, avec desttabuts et des
eements Is.

MAGE-STK A n de permettre aux dierents laboratoires de epondre aux
exigences du MIAME et dechanger leurs documents MAGE-MLla suite logi-
cielle MAGE-STK fut ceveloppee. Il s'agit d'une interface d'applications (une
API) qui permet d'utiliser MAGE au travers de langages de prgrammations
comme PERL, JAVA et C++. Cette interface permet donc la lectue et lecriture

de document MAGE-MLa partir d'un syseme applicatif quelconque inege par
exemple dans une base de donrees relationnelle. Cependdm’existe pas de
egles o cielles de translation de MAGE-OM vers une base delonrees relation-
nelle et il est donc recessaire d'adapter ces APIs localente
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Bien que MAGE aitet cevelopge dans le cadre de lelaboration d'un grand
conservatoire a I'image de ArrayExpressa I'EBI a n d'accueillir I'ensemble des
donrees dela communaut des pucesa ADNce mocktle reste touta fait applicable
a des structures dechelle plus petite telles qu'un labaatoire tant il est exible.

2.4 Etat de l'art

Annuellement, le journalNucleic Acid Researchpublie au mois de janvier la
collection des bases de donrees publiques jugees utilas l@ologiste mokculaire.
En 2004, 548 basesetaient ekrenees et en janvier 260a liste en comportait
858 [144, 145]. Des bases de donrees en nombre toujoursssanit et par ailleurs
tes utilisees [145].

Dans cet ensemble, certaines sont cedees aux pucesa ADMNais elles ne sont pas
toutesequivalentes en terme d'importance. Je distinguais d'une part les bases
de donrees cedeesa une tlematique et d'autre part lesconservatoires publiques.
En n, en sus de cette collection, je pesenteraiegalemerune lection deLabora-
tory Information Managment SystemgqLIMS) qui sont des logiciels cedesa une
utilisation au sein d'un laboratoire independamment de latematique ceveloppee
autour des pucesa ADN.

2.4.1 Bases de donrees adees

Ce sont des bases de donrees dont le but est de mettre a la p@sition de
la communaue les donrees d'expression gniques spegues d'une ou plusieurs
trematique du laboratoire d'accueil. Elles sont ainsi suposes permettre leur
ecuperation ainsi que leur comparaison a d'autres donees issues de diverses
sources. Les donrees contenues sont donc rendues publgjosais le cepodt est
souvent impossible. Par exemple I&tanford Microarray Database(SMD) qui est
la plus importante base de ce type [146], donne aces pullEment aux esultats
des travaux meresa l'universie de Stanford mais il est mpossible d'y ceposer des
donrees sans &tre chercheur ou collaborateur de l'unige. De plus, ceveloppee
sous licence libre, la SMD est ekechargeable gratuitenrmt. Elle est cependant
construite sur un SGBD di cilea installer au sein d'une structure de petite ou
moyenne importance.

D'autres bases de donrees sont ekrenees mais elle®rdg a la fois plus
sfecialiees et moins importantes (cf. table 2.1). Il s'git en e et de bases cedees
speci quement par exemplea des organes comme Kidney Development Data-
basepour le rein, laBrain Gene Expression DatabaséBGED) pour le cerveau,
ou les Hugelndex et GeneNote pour les tissus sains en gakrll peut encore
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Noms Tlematiques 'Outlls MIAME Format
d'analyse dechange

Donrees brutes . ) html
SMD [146] Donrees normaliees oul oul text (ftp)

Donrees \eriees . . html
SOURCE [147] Sources externes out oul text (ftp)

BodyMap ) Donrees'\enees . non non html

Tissus humains et murins

CleanEx Donrees \eriees non non html

Tissus divers text (ftp)
Donrees \eriees
GeneNote ‘Sources e)_(terne_s non non html
Tissus humains sains
A ymetrix

Tab. 2.1 { Pesentations de quelques bases de donrees cedees eelrs caraceristiques

s'agir de bases comme la BodyMap qui regroupe les donrees aveaux d'ex-
pression des genes orthologues murins et humains. En n dliaes a l'image de
la SOURCE [147] ainsi que de la CleanEx permettent de rechber des donrees
d'expression de genes a travers plusieurs sources apegle celles-ci aient ek
epuees et \eriees.

L'ensemble de ces bases se donne l'objectif de pesenterdet rendre publique
leurs donrees, pour autant aucun moyen n'est vraiment dsloppe pour facili-
ter la eecuperation et la e-analyse des donrees. Ainsiseules les SMD, SOURCE
et CleanEx proposent un serveur FTP pour ecugerer I'ensable des chiers au
format texte. Cependant chacune de ces derneres posssen propre formatage
et aucune ne s'accorde a n de proposer un format standard tsIAGE-ML pour
exporter les donrees. Ainsi inegrer automatiquement etocalement ces donrees
recessite une transformation pour laquelle il doit &treie une application adapee
speci quementa chaque base cedee.

C'est ainsi la cemonstration de la puissance des recommaatibns de la MGED
gue de proposer un conservatoire centralisant les inforniats dans un format
cereral et standard recessitant en sorte toujours la méne transformation des
donrees dans le moctle MAGE-OM [148].

2.4.2 Conservatoires publiques

Les conservatoires publiqgues sont des structures capabts recevoir I'en-
semble des donrees d'expression des genes issues noreseemt des pucesa ADN
maisegalement d'autres technologies telles le SAGE. Leobjectif est de centra-
liser les donrees et de les rendre publiquea l'image des [BIJ/EMBL/GenBank
pour quences mokculaires. lls deviendront sans nul dte uneetape incontour-
nable dans le processus de soumissions des travaux scigpies aux periodiques.
Je pesente ici les trois grands conservatoires que sonude part le Gene Expres-
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sion Omnibus(GEO), d'autre part le ArrayExpress et en n le ecent Center for
Information Biology Gene EXpression(CIBEX).

Gene Expression Omnibus Heberge au National Institute of Health ( Etats-
Unis), ce projet fut inite en 2000, avant la lettre ouvertede la MGED, an de
epondrea la demande grandissante d'un conservatoire flique capable d'em-
magasiner et de publier I'ensemble des donrees d'expressides genes. Avec ses
28000 experiences epertorees en cecembre 2004, GEQ49] est aujourd'hui le
plus important conservatoire publique. Apes modi cation, le sckema de GEO
est aujourd’hui conforme au screma MIAME. Il n'est ainsi pa interdit de penser
gue GEO adoptera bient6t le format dechange de chiers M&AE-MLa la place
de l'actuel Simple Omnibus FormaT (SOFT).

ArrayExpress  Le ArrayExpress [150] est teberge par le EBI (Royaume-Ui
et fut inite deux anrees apes le projet GEO. Il est le premier conservatoire
de donrees d'expression des genes dont le screma est éasur MIAME et le
format dechanges des chiers sur MAGE-ML. Ainsi deux voie de soumissions
des donrees au format MAGE-ML sont proposes, soit par unéterface web
nommee MIAMEXxpress qui dans un un premier temps accepte de®nrees non
formates et dans un deuxeme temps les formatent puis lekpose, soit par le
epot des chiers pe-formaes grace au LIMS du labordoireemetteur.

Center for Information Biology Gene EXpression Encore en cours de
ceveloppement, le CIBEX [151] est keberge au National Istitute of Genetics
(Japon). C'estegalement un conservatoire publique ceveppe a I'image du Ar-
rayExpress, c'esta dire conforme aux recommandations da MGED dont le but
est d'entreposer les donrees des etudes d'expression dpges mais egalement
celles issues de spectronetrie de masse venant de la zonge As

Last but not least ArrayExpress impose donc son schema de base de donrees et
son format dechange de donrees aux autres conservatasgrpubliques. Par ailleurs
un e ort de collaboration entre ces trois conservatoires eslu reste sous-tendu
par les dierents protagonistes. C'est donc avec e cacie que la MGED promeut
ses concepts et ne tardera pas, sans nul doute grace auxgdiques,a convaincre
'ensemble des communaues des technologiesa haut dtld'analyse.

2.4.3 Du Laboratory Information Managment System

Un LIMS est un logiciel ceveloppe a n d'organiser et d'enregistrer au quo-
tidien les paranetres exgerimentaux dans un laboratoire Qui plus est, il doit
egalement potentiellement aidera la decision en propoant des outils d'analyse.
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Fig. 2.15 { Agencement possible entre les dierentes bases de donreelL'ensemble des tran-
sactions entre les dierentes sources de donrees de puc@sADN est e ectiee iccalement par
l'internediaire du MAGE. Ainsi, assoces aux plate-form es de pucesa ADN des laboratoires,
les LIMS peuvent d'une part ecugerer les informations soit aupes de sources diverses telles
UniGene soit aupes de bases de donrees cedees (icca@ment grace au MAGE), et d'autre part
eposer les esultats d'experiences dans les conservaires publiques. Ces derniers permettent
alors aux auteurs de soumettre leurs travaux aux periodiqles scienti ques.

Dans le cadre des pucesa ADN, il est de plus imgeratif que IeEIMS interagisse
avec dierentes sources de donrees et les conservatoinasbliques (cf. gure 2.15).
Les ceveloppeurs de LIMS sont extrémement prolixes et lable 2.2 pesente une
listeevidemment non-exhaustive des produits de leur cativie. L'o re ainsi pro-
posee rend le choix incertaina qui souhaite les inegreau sein de son laboratoire.
Aussi est-il essentiel de ce nir des crieres de lectn.

Interface et architecture L'extréme majorie des LIMS disponibles est foncees
sur une architecture a trois strates avec une API client tes souvent web eta
'occasion JAVA, un service applicatif PHP ou JAVA et un SGBDtes souvent
relationnel ou moins fequemment relationnel-objeta linstar de GeneX qui uti-
lise PostgresSQL. Cette architecture esta mon sens la plaglapeea la vie d'un
laboratoire. En e et, centralises au sein d'un serveurds donrees sont accessibles
de plusieurs postes et n'ont pas besoin d'&tre synchroees lorsque les travaux
sont e ectes sur plusieurs clients et peuvent kere cig d'un syseme de sauve-
garde performant. Les 2Hapi et RAD proposent une alternaté/ en evitant une
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- Outils Format Annotations
Noms Utilisation \ .

d'analyse déchange actuallies

2HAPI en ligne oui html non

BASE [152] locale oui MAGE-ML non

RAD en ligne/locale oui MAGE-ML non

GeneX [153] locale oui MAGE-ML non

MChips REFERENCE locale oui XML A voir

Tab. 2.2 { Pesentation de quelques LIMS et leurs caraceristiques

installation locale car ils permettent le cep6t des donees sur leur propre serveur.
Cependant cette solution rend l'utilisateur cependant de akas interentsa une
connexion au serveur distant.

Outils d'analyse  Tous les LIMS disponibles proposent des outils d'analyseast
tistique ineges permettant d'agir directement sur lesdonrees qu'ils contiennent.
Ces outils sont soit des logicielsa part entere soit desgrkages du langage statis-
tique R tels que BioConductor. Ces outils sont indispensad® et doivent proposer
des nethodes de lItration, de normalisation et de comparaon. En sus, il est
ineressant de proposeregalement des outils de regroumpent et de classi cation.

Inegration des donrees leerogenes Aucun des LIMS ne propose une ac-
tualisation des annotations des donrees. Ainsi, les anretions entees dans la
base sont gees. Il est pourtant ineressant de toujours &oir des donreesa jour,
tant les annotations sont des donreeseplreneres.

Format dechange des donrees La quasi totalie des LIMS propose mainte-
nant le format dechange MAGE-ML. C'est aujourd’'hui indispensable pour qui
veut communiquer avec les autres bases de donrees.

Un e ort tri-polaire etats-unien, europeen, asiatique) est donc mere an de
permettre a chacun d'utiliser les donrees issues des temblogies a haut debit
d'analyse. Cet e ort apporte des eponses quant aux moyend'inegration des
donrees eta la pertinence des cetailsa enregistrer. Delus il propose des stan-
dards en terme d'ontologie et de format dechange de dones.

Cependant en aval de ces contraintes contourrees se dregsesormais d'autres
interrogations concernant I'analyse statistique de ces drees.
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3.1 Source et segmentation du signal

La quanti cation du signala partir des images issues du seaer et I'attention
poreea leur qualie sont les points clefs qui permettent de limiter lesetapes de
transformations ( Itration, normalisation) et de rester au plus pes de levenement
biologique.

3.1.1 Fluorescence et radioactivie

Les pucesa ADN quiemettent en uorescence recessitentdtilisation d'un
instrument qui apporte une energie excitatrice tel un laseet d'un syseme de
cetection tel le microscope confocal. Dans la pratique lesorochromes, la cya-
nine 3-deoxyuridine triphosphate (Cy3) et la cyanine 5-deguridine triphosphate
(Cy5)! sont incorpoes dans lesechantillons par conjugaisonan uracile ou une
cytosine. Il est important de notera ce sujet que I'e cacie de l'incorporation
des uorochromes est iregale et que cette iregalie impse certaines particula-
ries notamment lors de la ¢k nition du sclema experime ntal (permutation des
uorochromes) et de la transformation des donrees (cf. pag87).

L'utilisation de la radioactivie est une autre nethode de marquage des acides
nuckiques. Largementeprouwee dans les laboratoiresedbiologie mokculaire, elle
est base sur I'utilisation de l'isotope®*P plae en position ou du triphosphate
nuckotidique. Les rayons Xemis par les sondes cepossesur les puces de nylon
impriment sur lecran sensible une image. Bien que pour desisons de risques
sanitaires - cependant maitries - le marquage non-radioif soit souvent pekte,
le marquage radioactif o re l'avantage d'une plus grande ssibilie compaee a
celle obtenue en uorescence. Par ailleurs, les mesurestess lireaires sur un
intervalle bien plus grand en radioactivie qu'en uores@nce. En n, l'utilisation
des puces de nylon ont un co0t moinselewe car il aee mote qu'ils pouvaient
étre utilisesa plusieurs reprises sans ceerioratin signi cative du signal [154].

3.1.2 Segmentation du signal

La quanti cation du signalemis par lechantillon hybrid e peut &tre a ecee
par une grande varee d'e ets perturbateurs et gererateurs de bruit-de-fond. Les
sources de ces e ets sont par exemple des alerations surpgasition des spots,
des formes et des contours ireguliers, une distributionegale des sondes ADN
au sein du spot, une qualie d'hybridation keerogene ou encore plus simplement

1Cy3 est orange. Sa fequence d'absorption maximale est 550n et sa fequence demission
maximale est de 581nm. Les m&mes caraceristiques pour Gysont respectivement vert, 649nm
et 670nm.
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Fig. 3.1 { Methodes de segmentationl| existe plusieurs nethodes de segmentations du signal
chacune foncee sur un principe dierent. (A) Une premer e est foncee sur la repesentation en
histogramme de la totalie des pixels des points (3). La ¢ nition d'une valeur limite permet
de caractriser les sous-populations de pixels, a savoibruit-de-fond (1) et signal propre (2).
(B,C) Une seconde nethode repose sur I'application sur le pint d'un cercle ou d'un ovale de
diaretre xe ou variable. Celui-ci delimite ainsi la front ere entre le bruit-de-fond et le signal.
(D) La dernere nethode consicerea la fois les valeurs des pixels et leur emplacement au sein
des points.

des pousseres et des pecipies. La segmentation du gigl, ie la determination
de la proportion de bruit de fond au sein du signal, permet danicealement de
distinguer la part du signal d0e aux e ets pertubateurs et elle doea l'informa-
tion biologique.

Plusieurs logiciels tant acacemiques que commerciaux @ cevelopges pour
guanti er et segmenter les signaux issus de la nunerisatiodes pucesa ADN.
Trois nmethodes sont actuellement utilisees [155] (cf. gre 3.1) :

{ une segmentation basee sur l'intensit des pixels [156Un histogramme est
calcuk avec les intensies des pixels contenus dans un stue pealablement
pos autour de chaque spot. Les valeurs d'intensies en aed'une valeur
limite cé nie sont attribtees au bruit de fond. Le logiciel Quantarray [157]
par exemple utilise cette nethode;

{ une segmentation spatiale. Un disque est pos sur chaquead et les pixels
sittes hors du disque ceterminent le bruit de fond. Des logiels tels Scan-
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Alyse [158], XDotsReader [159], GenePix et BlueFuse ut#ist cet algo-
rithme;

{ une segmentation mixte. Par exemple le module spotSegmatibn [160] de
la suite logicielle BioConductor [161] classe les pixelsmpas en fonction
d'un seule valeurs d'intensie limite mais par un algoritme de regroupement

prenant en compte a la fois l'intensie des pixels et leur mplacement au
sein du spot.
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3.2 Sclema exgrimental

A linstar d'une cemarche scienti que gererale, avant d'engager une etude
d'expression genique sur puces, il est important de cecet d'une part quels ggnes
seront repesenes sur la puce et d'autre part comment et@mbien dechantillons
seront ceposes sur combien de puces. Prendre le temps demdr un bon sclema
experimental permet de quanti er les risques d'erreurs etes sources de varia-
bilies, d'optimiser l'utilisation dechantillons par fois pecieux, de limiter ainsi
les cepenses nanceres d'une technologie qui reste ctaluse et de pouvoir en n
s'assurer que les eponses obtenues epondront peeisient en n d'analyse aux
interrogations initiatrices du projet [162].

3.2.1 [®nitions

Le stema experimental des etudes d'expression sur pucesst une structure
a trois couches [163] (cf. gure 3.2) qui repesente l'ermmble des sources de
variations des mesures :

{ La premere repesente les unies expgerimentales comprenant d'une part
les eplicats biologiqueset les facteurs,i.e. les patients, animaux ou ligrees
cellulaires et leur traitement assoce. Cette couche reggente la variabilie
inter-individus et repesentea ce titre la plus importante source de variation
experimentale ;

{ La seconde repesente legplicats techniques Ce sont lesechantillons issus
des eplicats biologiques;

{ La troiseme repesente la variation au niveau des pucesconequence d'une
part des combinaisons de puces lors des hybridations et die part des
diverses caraceristiques des sondes.

De nir un bon sclkema exgerimental signi e donc cetermi ner la meilleure es-
timation des sources de variation qui contribuent eellerant aux uctuations des
donrees a n de favoriser les e ets biologiques au cetrimet des e ets exgerimentaux.
L'erreur quadratigue moyenne Klean Square Errot MSE) est un bon indice de
la qualie d'un schema experimental. Reprenant la strudure gererale c nie
peecdemment (cf. gure 3.2), le MSE se compose de trois tmes de variance
correspondant aux trois couches

q
— 2 2 2
MSE = ( exper + techn + sondes)

Le calcul du dege de libere du sctema experimental pemet une bonne estima-
tion du MSE et la qualie d'un sclema experimental peut &tre exprimee par son
dege de libere. Icealement le nombre de dege de libee ne doit pas &tre inkrieur
a 5 [163]. An d'augmenter ce nombre et de diminuer le MSE, ua solution est
'augmentation de la taille de lechantillon par des nethodes des eplicats.
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Unit Zs exp Zrimentales

Facteurs

RZplicats
Biologiques

f chantillons

RZplicats
Techniques

Filtres

Filtres

Sondes

Fig. 3.2 { Structure d'un screma exgerimental. Le srema experimental d'uneetude d'expres-
sion genique est une struturea trois couches qui cecrit I'ensemble des variations des mesures.
La premere repesente lesunies exgerimentales comprenant d'une part leseplicats biologiques
et les facteurs,i.e. les patients, animaux ou ligrees cellulaires et leur traiement assoce. La se-
conde repesente leseplicats techniques. Ce sont lesechantillons issus des eplicats biologiqus.
La troiseme repesente les arrangements au niveau des pees. Elle cecrit 'utilisation des puces
et la nature et la position des sondes.

3.2.2 Replications

A n de diminuer I'in uence des sources de variation non cegees, une solution
est la moyennisation de celles-ci; la moyenne uctue moinsig| les variables qui
la composent. Pour cette raison, la eplication tient une face importante dans
le sctema experimental car suivie d'une moyennisation,lie permet souvent une
diminution du MSE.

Cependant le prix d'une augmentation de la pecision des rsares estekye. En
e et la pecision de I'estimation d'une variable augmente la vitesse de” n, n
etant le nombre de eplications.

3.2.2.1 Inependance des mesures

Bien que certains admettent que trois eplications sont éiquemment su -
santes [164], ¢k nir la nature et le nombre de eplicatiors dans sctema experimental
est fonction du dege d'incependance des mesures epliges. Cette notion est par-
ticulerement importante car elle est la cé d'une optimisation des eplications qui
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s'awerent parfois etre mal-approprees et inutilementcolteuses. En e et si les me-
sures sont non-incependantes, tout e et intrineeque du @ranetre seraegalement
dupligee. Aussi la moyennisation de ces mesures epliges ne saurait eduire
I'impact de cet e et sur la moyenne. La duplication de tels paanetres n'est donc

pas ineressante [165]. Dierentes techniques de eptiation sont pesenees.

3.2.2.2 Duplications des sondes

Tes utile pour mesurer la qualie de I'hybridation, la duplication des sondes
sur les puces est une nethode de eplication courante [1p@Gl est cependant
important de mockrer ces propos dans la mesure aJ les sorsdpositionrees de
manere adjacente sur la puce ne sont pas de eels duplicatEn e et leurs condi-
tions experimentales extrément similaires et partages rompent leur independance.
Aussi a n de pro ter des kere ces de la moyennisation, il est pekrable de disper-
ser akatoirement des eplicats sur I'ensemble de la g de positions des sondes
ce qui augmente leur dege d'incependance.

3.2.2.3 Replicats techniques

Les eplicats techniques sont issus d'une origine commuipar un méme pro-
cessus d'extraction. Ainsi de fait, ces paranetres repgentant les eplicats tech-
niques sont des variables cependantes qui ont une variaiglfaible (moinsekwee
gue la vraibilie biologique inter-individus). L'utilis ation de eplicats techniques
est donc utile pour corriger des biais technologiques maisrtainement pas pour
epondrea une question de biologie [167].

3.2.2.4 Unies experimentales

La eplication des unies experimentales est la source d variation la plus
importante qui appara lors d'une etude d'expression gnique. Il s'agit dans ce
contexte dechantillons d'organes ou de ligrees celluilees, extraits dans des condi-
tions experiementales dierentes et subissant un marquge dans des conditions
egalement dierentes. L'ensemble de ces consiceration permet d'admettre que
ces eplicats sont incependants. Cette forme de eplicaon est en fait la plus
appropree et la moyennisation de ces mesures epliguseest particulerement
e cace [168].

3.2.3 Slection des sondes

Particulerement dans le cadre d'uneetude sur I'humain,le grand nombre de
genes, l'existence d'introns et lI'absence d'un queage complet et de qualie
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rendaient I'ampli cation directe impossible. La solutionetait alors de s'orien-
ter vers des petites portions de fquences exprime&xpressed Sequence Tags
EST) regroupees dans les bases de donrees publiques. LESTE sont ainsi la
repesentation de la portion transcrite du genome et les lones ADNc dont les
ESTs sont cerivves sont devenues les premiers produiteedoses sur les puces.
Plusieurs outils de regroupements et d'annotation des ESBont disponibles tels
UniGene [169], TIGR Gene [170]. Assoceea une investigah bibliographique et
a une recherche degrimers, |'utilisation de ces outils permet delaborer une liste
de clones ADNc qui seront ceposes sur le puce.

A n de faciliter la recherche des genes interessants pouetlude, il est pratique
d'utiliser des outils informatiques de lection, de rap@iement et de misea jour
automatique des annotations de sondes correspondantsasagnes.

3.2.4 Repesentation graphique

L'utilisation de graphes orienes est propose paryang&Speed [165] pour
repesenter les schemas experimentaux des exgeriensed’'expression geniques sur
puces (cf. gure 3.3). Chacune des eches repesente uneodybridation dans
le cadre des pucesa deux canaux demission et deux hybrit@ns simples ap-
parees (pour lesquelles I'experimentateur s'appliquea a utiliser des conditions
experimentales les plus similaires possibles) dans le a#ss pucesa un seul signal
demission. Il est alors possible de ¢ nir les e etsa esimer par des chemins dont
le nombre de noeuds rencontes est inversement leea lageision des estimations
gu'ils repesentent (cf. gure 3.3-2).

1]

s SN

A « C

Fig. 3.3 { Repesentation graphique. Chaque care regesente un parametreaetudier. Chaque
eche reesente une comparaison. (1) La comparaison direte de A et B est e ectiee par
trois eplications techniques. (2) A et B sont comparables suivants deux chemins : I'un direct
de longueur 1 (og(%)) et l'autre indirect de longueur 2 mais en consquence mais pecis

(log(g) log(g)).

72



Chapitre 3. Analyses des donrees d'expression 3.2. Sclerexerimental

3.2.5 Types de sclema

Sclema avec eérence Il s'agit du sclema experimental le plus utilie ; toutes
les comparaisons directes sont e ectiees facea unechalfon de ekrence (cf. -
gure 3.4-1). L'e cacie de ce scltema cepend beaucoup ded technologie employee.
En e et dans le cadre des pucesa deux canaux demission, sefema est enalie
car la moite des mesures est dissipee dans l'analyse deederence [171, 163]; ce
qui n'est pas le cas pour les pucesa un seul canal demissio

Par ailleurs le schema avec ekrence est une approchetgdaisante du fait que le
chemin sparant deuxechantillons ne contient jamais pla qu'un noeud.

Enn la & nition de lechantillon de egrence est un p oint important dans
lelaboration du schema experimental. Une premere approche consiste a utiliser
un nrelange d’ARNm dont la qualie requise est d'assurer ga chaque sonde four-
nira un signal biologique. Une seconde approche consistaidiser un nelange des
echantillonsetudes, ce qui diminue les dierences absolues d'expression mais per-
met d'aneliorer la normalisation dechantillons qui sort parfois tes dierents [172].

/ P Al—>B
£ f N
R E - c

LN v

E «— D

Fig. 3.4 { Types de sclema exrimentaux(1) Screma avec etrence. Toutes les comparaisons
directes sont e ectiees facea unechantillon de e&r ence. (2) Scremaa comparaison directe.
Lesechantillons sontetudes en comparaison directe limitant ainsi les sources de variations. (3)
Schema circulaire. Lesechantillons sont compakes les us aux autres dans une chame ordonree
circulaire

Sclemaa comparaison directe Ce type de comparaison permet de limiter
les sources de variation du signal does au puce (et ce d'anttplus lorsque la tech-
nologie utili’ee permet une double hybridation simultaee) (cf. gure 3.4-2). La
comparaison deuxa-deux desechantillons n'est cependpas toujours ealisable
et il est alors important de regrouper sur un méme puce lesraparaisons de plus
grand inerét.
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Sclema en boucle Le scltema en boucle (cf. gure 3.4-3) dans lequel les
echantillons sont compaes les uns aux autres dans une ¢ha ordonree circu-
laire [171] est une alternative au schema avec etrencdl est cependant mal
adape aux experiences merees sur un grand nombre deentillons.

La recherche sur le tteme des schemas exgerimentaux optiges est tes ac-
tive. En e et, fortes d'une reproductibilie des esulta ts toujours accrue (bien que
souvent issus de plateformes technologiques dierente§) 73], la compexie des
etudes comparatives est grandissante et les neta-analys inegratives utilisants
les donrees de plusieurs centaines d'experiences emmnergprogressivement [174].
Ainsi les nouveaux schemas experimentaux ont-ils obligaon de reeter cette
compexie et de mettrea disposition de I'experimentateur des outils mathema-
tiqgues pour apporter les eponses aux questions initialgssees.
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3.3 Moclisation des donrees

3.3.1 Regression lireaire multiple

Le principal inerét de la egression lireaire multipl e est de estimer la relation
entre plusieurs variables incependantesfécteurs) et une variable cependante,
notamment la relation entre des traitements ou des patholags et le niveau d'ex-
pression d'un gene. Cette estimation est rendu par la minimeation de la dierence
entre les valeurs estinees et les valeurs obsenees ggguar exemplea la nethode
des moindres cares (cf. gure 3.5-A) :

min i
i=1
Supposons par exemple la relation a deux facteurs entre $&mation du ni-
veau d'expression y}*d'un gene au cours de deux traitements. Celle-ci peut égr
repesenee par lequation de regression suivante :

= o+ i Traitement;+ ,:Traitement,

1 et , sont les coe cients et repesentent respectivement la cdribution des
facteurstraitements 1 et 2 dans I'estimation de la valeur du signal (cf. gure 3.5-
B).

intensitZ
y *

VN * n .

I N
1
* *
mn
1 1
0 | 1 1 >
P X traitements controle

Fig. 3.5 { Regression lineaire A. Regression lireaire simple. En bleu sont repesentees les
distances ; entres les valeursy obsenees et les valeurg/ “estinees par la nethode des moindre
cares. La droite en brun est la repesentation de lequation ¥ = o+ x ,dont estle coe cient
directeur et o est le terme d'intersection. B. Regression lireaire multiple. Les points en vert
et brun repesentent les valeurs experimentales de deux taitementsa comparer aux valeurs
experimentales d'un contréle. Pour chaque traitement le coe cient directeur de la droite de
kegression lireaire peut-etre estine par la nethode d es moindre cares.
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Cette notation est extensibleak facteurs :
Y= ot 11X+ 2Xot+ it (X

3.3.1.1 Sources de variations

Dans la pratigue nombre de sources de variations intervieant et in uent sur
la valeur du signal d'intensie. Ces sources sont par exergle temps au cours
d'un processus biologique, les dierents types de tissusuoencore les dierents
traitements appores auxechantillons.

Il a par ailleursee monte que la £quence des sondesaposees sur la puce et en
congquence l'a nie de la sonde envers sa cible, etaitegalement une source de
variabilie du signal.

Enn comme une experience repose souvent sur l'utilisatio de plusieurs puces
a ADN et utilise parfois plusieurs types de marqueurs, lesyzes utiliees et les

marqueurs utilises sont alorsegalement des sources deriabilie du signal.

La valeur d'intensie mesuee est donc la resultante d'ue relation complexe de

I'ensemble de ces sources ou facteurs.

Ainsi quatre facteurs majeurs sont identies :

{ les variations biologiques sujets de letude;

{ les genes;

{ les pucesa ADN;

{ le marquage.

De ces quatre facteurs, 2= 16 e ets expgerimentaux sont ceduits. Expli-
citement il y a d'abord quatre e ets de base : les variationsiblogiques (), les
marquages (), les puces () et les genes (). Il existe de plus des interactions entre
ces sources; six interactions binaires, quatre tertiairets une quaternaire [175].
Parmi les interactions binaires, l'interaction repesente la dierence d'ex-
pression des combinaisorfacteur genenon expligues par les e ets moyens des
facteurs et des genes. En congquence, identi er les ges dont I'expression varie
en fonction des dierents facteurs revienta identi er les dierences non-nulles de

3.3.1.2 Mockle lircaire

La mocklisation lireaire des donrees est une extensionadla egression lireaire
multiple grace a laquelle il est alors possible d'utilisenon plus n observations
d'une seule variabley;.., mais n observations dem variablesy..n.1::m.

Le mocktle lireaire le plus simple est un mockle globalj.e. que ses paranetres
sont cetermires sur I'ensemble des genes. Il repose paillaurs sur I'hypotrese
gue les quatres principaux facteurs de variabilie e nis pe@demment sont des
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constantes uniformement appliguees aux donrees.

Il est important de noter alors que parcequ'elles sont di ciement explicables
par un processus physique particulier et par souci de simphtion, certaines
interactions dont notamment celles de haut niveau tellesdanteractions tertiaires
et quaternaires sont volontairement omies dans lesequatis suivantes [176] :

Yijkd =+ i+ 5+t 0+ i D)+HC k)t ik
avec: Vi - Mmesure ;:effetdu puce

i :puce j . effet du marquage

] :marquage  : effet du traitement

Kk : traitement | . effet du gene

| : gene ( )i :effetgene puce(spotl)

s ratio globa ( )y : effet gene traitement
ikl - €erreur

L'attractive simplicie de ce mockle en estegalement lepoint faible. En ef-
fet, lorsque le nombre de genes devient consicerable comniequemment pour
les etudes d'expression genique, l'estimation pecisales paramnetres du moctle
fondee sur un ensemble de donrees dont la variabilie pduparfois &tre impor-
tante peut s'awrer dicile. Il a cependant l'inerét de poser les fondements pour
lelaboration de mockles plus complexes mieux adapes.

Aussi comme la solution repose dans la complexi cation du rage lireaire ini-
tial, Kerr propose le mocele ditANOVA qui est une cecomposition du mocele
peedent [175, 177] :

{ le premier, global regroupant les paranetres appligiesiniforrementa I'en-

semble des donrees;

{ le second, regroupant les paranetres particulier de chag gne.

el =+ i+ + W
Yol = 1 1T I

terme global terme particulier
pour chaque gne

Cette moctlisation lireaire des donrees d'expression & petend pas etre ex-
haustive tant le concept est adaptatif. Il est ainsi envisapble d'inegrer au
mockle des paranetres de variabilie biologique, de glicats techniques ou encore
de eplicats biologiques [178].

A levidence l'inerét n'est pas de complexi er le mocele au maximum. En e et
la complexi cation maximale conduiraita un mocele dont le nombre de termes
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correspond au nombre de donrees. Un tel mockle repesentertes le mieux pos-
sible le comportement des donrees mais n'apporte aucundrét tant sa com-
plexie devient encombrante lors de sa manipulation avees outils matrematiques.
La solution est donc un moctle de niveau de complexie interediaire qui permet
de pedire sans trop d'erreur le comportement des donrees

3.3.2 Repesentation matricielle
3.3.2.1 Matrice d'expression

Il est possible de replesenter I'expression des genesagea une matrice d'ex-
pressionY de dimensionn

1
Y11 Y12 Y13 Yim

0
Yy = %Wl y22 y23 . y%mg

Yn1 yn2 yn3 Ynm

matrice des
matrices de  niveaux d'expression
donnZes brutes quantification des gnes

AT T
G IEEEEEEEEEE

conditions

Fig. 3.6 { Matrice d'expression. La lecture des images par lescanner permet I'obtention

de matrices de quanti cation dont les valeurs correspondenta chacune des sondes sur leiqe
pour une hybridation donree. Le regroupement de ces matries conduita la composition d'une
matrice d'expression pour laquelle les colonnes repesentent les hybridationst les lignes les
sondes.

Ainsi chacune desn conditions experimentales (ouechantillons) est une co-
lonne dans la matrice des niveaux d'expression et chacun deggnes est une
ligne de cette matrice (cf. gure 3.6).
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3.3.2.2 Matrice du sclema exgrimental

Consicerons cesormais une exgerience suivant un scheanexpgerimental avec 3
traitements A; B; C chacun compaea une etrenceR. Pour chaque genée, seuls
les trois coe cients correspondants aux trois traitementssont alors consicerer

par souci de simplici cation :

iA iA iR
B — iB iR
icC = ic iR

Le moctle lireaire d'une telle experience peut etre fomuke de la manere

suivante :
Yia =1: ja +0: g +0: ic + €
Yig =0: ja +1: g +0: ic + €8
Yic =0: ja +0: g +1: ic + &c

L'ensemble de ces troisequations est similairea lequi#on suivante :

0 10 1 0 1
100 iA A
Yy=0o10k:B® g k+B &
0 01 ic C
Soit pour I'ensemble des genes,
Y = S:b+

Y les estimations des valeurs dexpression
S matrice du schema experimental
b vecteur des coefficients

vecteur des residus:

Les coe cients repesentent la contribution des facteura la variabilie du si-
gnal d'intensie. Cependant I'exgerimentateur est souent ineresse dans la com-
paraison de deux facteurs. Pour cela il faut ce nir desontrastes Par exemple an
de ceterminer la di erence entre les traitementsA et B, on c nit le contraste

iA B = A is , repesene par la matrice c :
1

0
iA
iA g = 1 1 01% mg
ic

=cb

Et de ceterminer ainsi la contribution de ce contraste danga variation du signal
de chacun des genes
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Parmi les logiciels qui fondent leur analyse des donreesedpression sur la
mocklisation lirearisation des donrees d'expressionl.IMMA (LInear Models for
MicroArray) [179] assoce a la suite logicielle BioConduator est l'un des plus
utilises [180].
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3.4 Transformation des donrees

3.4.1 Filtration

La variabilie accrue des intensies faibles proches dutuit de fond impose une
ltration de ces valeurs potentiellement faussement posite. Une nethode simple
et fequente consiste a n'utiliser pour I'analyse que lewvaleurs signi cativement
dierentes du bruit de fond.

La segmentation du signal permet de mesurer le bruit de fondopal ou local
pour chaque spots sur la puce. Consicerant que le bruit de fond est distrible
selon une loi Normale, il est possible de calculer alors saigace a n de ¢ nir
guels sont les spots qui apportent un eel signal biologiguet quels sont ceux
dont le signal est trop faible et sont confondus alors dans buit de fond. Une
valeur limite permet alors la paration des deux catgoes de spots au risque
d'erreur [181].

|§ignal > 2 [| i)n;lt de fond ] > | gruit de fond ©o= 0 : 05
Bien que dierentes approches existent?, cette simple nethode permet d'aug-
menter consicerablement la qualie des analyses ulegures [172].

3.4.2 Normalisation

L'objet de la normalisation est de diminuer I'apport au sigal de chaque
e et induit par la technologie an de mettre en lumere les eets biologiques
etudes. Ces e ets interents a la technologie qui parastent I'information biolo-
gique proviennent du robot-spotteur, de l'iregale e cace d'incorporation des
uorochromes (pour les technologies a deux couleurs), dur@cessus d'hybrida-
tion et plus gereralement des conditions environnementas. Plus les e ets tech-
nologiques seront reduits et plus la comparaison des nivead'expression entre
lechantillon et la ekrence sera proche de la ealite biologique.

3.4.2.1 Hypotleses

L'hypothese primordiale consicere que les cellules ontigbalement toutes une
méme capacie de production ARNm. En d'autre termes, I'agmentation du ni-
veau d'expression de certains genes est compense par lanshution de celui
d'autres genes. Ainsi globalement, I'expression de la gnde majorie des genes
repesenes sur la puce ne varie pas entre lechantilloret la egrence.

2http ://www.bioconductor.org/packages/bioc/1.7/src/c  ontrib/ntml/gene Iter.html
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Ce postulat se traduit matlematiquement par le fait que la noyenne des ra-
tios echantillon vs etrence tend vers 1. A cette n, dierentes nethodes ont
et cecrites pour ceterminer le facteur de normalisation compensateur des e ets
technologiques a n de re-centrer les quotients des inteisi sur 1.

3.4.2.2 Transformations logarithmiques

La transformation logarithmique des quotients des intenss (log-ratios) ap-
porte au moins trois avantages. Elle permet d'abord de pass#un mockle mul-
tiplicatifa un mocele additif. Ainsi, equations expone ntielles et autres facteurs
deviennent droites et constantesa additionner.

De plus, alors que dans une repesentation lireaire les tias sont comprinmes dans
l'intervalle [0; 1], la repesentation logarithmique lesepartit de facon synetrique
autour d'une valeur centrale qui n'est plus 1 mais 0. Ainsi un diminution du
niveau de I'expression est repesente par un valeur regive et une augmenta-
tion du niveau de l'expression par une valeur positive (cf.gure 3.7). Enn, la
transformation logarithmique des ratios permet l'utiliséion de tests statistiques
paranetriqgues dans la mesure al la variance est stabik® et la distribution des
log-ratios peut-etre apparentea une distribution de bi Normale.

QQ plot normal

QQ plot normal

densitZ

ratios Log (ratios)

Fig. 3.7 { Transformation logarithmique. La transformation logarithmique des donrees per-
met d'une part le centrage des valeurs sur O et d'autre part @&tablir une epartition symetrique
autour de la valeur centrale. Le grapheQQ plot normal repesente la projection des quan-
tiles obsenes contre les quantiles d'une distribution deloi normale. La diagonale (droite de
Henry ) indique que les donrees obsenees suivent une distribuibn de loi Normale. Ainsi apes
transformation logarithmique, la distribution des donre es d'intensies suit une loi Normale.
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3.4.2.3 Misea kchelle

Une speci cie des technologiesa un seul canal demis®n est le fait que les
echantillons et les eerences ne sont pas analyses enéme temps et qu'ils sont de
plus souvent ceposes sur des puces dierentes. En congeience il peut exister une
dierence dechelle dans les distributions des intensés (cf. gure 3.8) a ectant
alors le calculs des ratios. Des nethodes de normalisat®notamment celle fondee
sur la repesentation quantile-quantile des donrees etalle fondee sur une analyse
de la variance ont alorsee ceveloppees et peseneeci-apes.

DensitZ

Log (IntensitZ)

Fig. 3.8 { Distribution des intensie. Les distributions des valeurs des intensies sont
fequemment dierentes notamment en ce qui concerne leur variance. Une misea lechelle des
valeurs permet alors de rendre les variances des distribudhs plus semblables. Apes transfor-
mation les distributions sont cesormais comparables.

Quantiles-Quantiles Le principe de la normalisation par quantiles [182] est de
rendre les distributions des intensies identiques pour@aqgue sonde sur I'ensemble
des puces. La cemarche est motiee par l'icce que sur un gphique quantile-
quantile (Q-Q)3, la projection P des quantiles de deux distributions identiques
a che une diagonale d de coe cient 1 et d'interception 0, dite droite de Henry .
Lorsque les distributions sont dierentes (cf. gure 3.9) la projection skloigne
sensiblement de cette diagonale. La normalisation Q-Q etd le concepta N
distributions projeees dans N dimensions. La diagonale d'identie est alors le
vecteur de coordonreesly = (plﬁ; n plﬁ). La normalisation Q-Q consiste donc

3Un graphique QQ est un graphique des quantiles d'un premiergu de donrees contre ceux
d'une second jeux de donrees. Un quantile est la fraction dgoints inkrieursa une valeur seuille
donree.
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en l'estimation et la modi cation des paranetres desN distributions an de

rendre ces derneres identiques.

La limite de cette nmethode est sa rigidie. En e et elle impose legalie aux valeurs
des quantiles. Ainsi arrive-t-il parfois qu'aux valeurs dgueue de distribution leur
soient assigree une méme valeur sur I'ensemble des puces.

Sans normalisation normalisation Q-Q

P (P)

(d)

Quantiles (Zchantill on)

(d)

Quantiles (rZfZrence)

Fig. 3.9 { Normalisation Quantile-Quantile. La normalisation Quantile-Quantile consiste a
transformer les donrees a n de rendre les quantiles de chagg distribution identiques. Un graphe
Quantile-Quantile permet la repesentation de deux distributions. Lorsque les distributions sont
identiques, les quantiles sont identiques et les valeurs s@ojettent ( P) alors sur la diagonaled
(droite de Henry ). La normalisation Q-Qetend le concepta N distributions dans N dimensions.

Analyse de la variance Reprenant le concept de mocklisation lireaire des va-
leurs d'expression (cf. page 77), 'ensemble des sources\@#iations qui a ectent
les signaux sont matlematiquement traduits dans lequaion suivante

Vi = | + i'{"Z it IF + YY{EE}
facteur de parametres
normalisation globale (c) dint eraction
pour chaque gne
avec: W= +( )i+( Ju+ i

Cetteequation est constittee de deux termes : le premierse un ensemble de pa-
ranetres repesentant le facteur de normalisation globi c et le second repesente
les paranetres d'interactions propres a chaque gene. llest possible d'estimer
la valeur de la constantec par une analyse de la varianceafova) des inten-
sies [176, 183],i.e. estimer quelle est la part de responsabilie de chaque teem
dans la variation des donrees.
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3.4.2.4 Facteur de normalisation comme constante

Moyenne et nediane La plus simple des normalisations consicere le facteur
de normalisation comme une constante. Apes transformain dans uneechelle lo-
garithmique, la constantec est soustraite de chacun des log-ratios (cf. gure 3.10).
Les log-ratios sont ainsi en moyenne centes sur 0. La moyen et la nediane
des log-ratios sont deux estimations simples de cette comste. La nediane
posede l'avantage sur la moyenne d'étre moins sensiblexavaleurs extrémes
et en conequence de mieux repesenter la distribution ddog-ratios.

N
‘0 Soustraction des constantes
c
@) R
°
| Log (ratios)
5 0 | 5 10 5 0 5
ClL cC2 C1=C2=0

Fig. 3.10 { Normalisation globale Le centrage des distributions par soustraction d'une
constante ¢ est une nethode courament utilise lors des transformatons des donrees avant
d'entamer une analyse statistique.c peut étre par exemple soit la moyenne soit la nmediane de
la distribution. Apees soustractions des constantes (; et ¢;)a chacune des valeurs des distri-
butions respectives, les deux distributions sont centes sur O.

Regression lireaire Reprenant I'icee que pour chaque gene, son niveau d'ex-
pression dans lechantillon est une fonction lireaire decelui dans la egrence, il
est possible de normaliser les donrees en estimant les pagtries de la droite de
egression par la methode des moindres cares et d'en duire la valeur decan
de dceplacer cette droite vers une pente de valeur 1 et une @rception de valeur
0 [184, 121].

Reprenant donc lequation (1) (cf. page 76), la meilleure stimation de

A P SRR

1:

(pour chaque gne )

; |n:1 (RI ﬁ)z
Puis l'estimation de o peut se calculer ainsi
Ao =S Al:ﬁ
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En n la mesure normaliee des intensies vaut donc pour caque genel
RO= M et SO: S
1

Statistiques des ratios Une autre approche de normalisation est la nethode
e nie par Chen [156] et base sur les statistiques des log-ratios. Comsaht que
bien que pour certains genes le niveau d'expression puisgeier, dans des cellules
semblables, la quantie totale d’ARNm est la m&me dans tasi les echantillons.
En conequence il est admis I'hypothlese que ces genes &mt une distribution
normale de méme moyenne et de m&me variance incependamnéesechantillons.
Foncee sur un algoritme E-M# d'estimation du maximum de vraissemblance, la
nmethode ierative ainsi cevelopee permet l'estimation des paranetres de cette
distribution, de la constantec ainsi que l'identi cation de genes dont la variation
du niveau d'expression est signi cative. Par la suite la n#hode fut anelioee
notamment du point de vue de la prise en compte des valeurs phes du bruit
de fond [185]

3.4.2.5 Facteur de normalisation comme fonction

Non normalisZ NormalisZ

M=c(A) Miormaisz= M - c(A)

A

Fig. 3.11 { Fonction de normalisation. Les log-ratios (M) sont cependants des log-intensies
moyennes (A) et cette cependance n'est pas lireaire. Austles valeurs desvl de recessitent-elles
pas toutes le méme facteur de normalisation. La fonction cf) est la fonction de normalisation
qui permet de determiner les log-ratios normali®es (M normaiis e) €n fonction des A.

4Algorithme ieratif d'estimation de variables par I'estimation du maximum de vraisemblance
. L'estimation du maximum de vraisemblance (EMV) est une nethode statistique dont l'objet
est de ceterminer un ensemble d'estimations de paranetre telle que la probabilie d'obtenir
lechantillon est maximale. L'EMV est recalcuke a chaq ue ieration jusqua l'obtention des
meilleures probabilies
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Il est cemonte par ailleurs que les log-ratios sont cepedants des intensies et
qgue de plus, cette cependance n'est pas lireaire en partiber pour les intensies
faibles [186]. En d'autres termes, les log-ratios des intats faibles ne necessitent
pas les mémes facteurs de normalisation que ceux des iniegsleees.

La conequence d'une telle observation est quen'est plus une constante mais
une fonction de l'intensie (cf. gure 3.11). Notons les paanetres suivants :

M =log 2 le log ratio
A= %:Iog(S:R) lalog intensit e moyenne

alors M = %(A)
M normalis e — M

Plusieurs nmethodes ontek proposes pour estimer la foction de normalisation
c(A).

Methode Lowess Les nmethodes pour ceterminer la fonctioncfA) sont notam-
ment foncees sur des regressions lireaires, certainebustes mais stringentes [187]
et d'autres plus souples telle Lowes$.¢cally WEighted Scatterplot Smoothing[188].
Cette nmethode est une nethode de lissage des donrees feadsur une egression
lireaire ponceee localement®.

Fequemment appligiee aux donrees d'expression [18990, 191] et particulerement
e cace sur les fortes sources de variations telle la dierace d'incorporation des
uorochromes, cette nethode ierative fonctionne sur lesclema suivant. Centee
sur chaque valeur deM a corriger noe M, une fenétre d'analyse est c nie.
Les coe cients d'une regression lireaire ponceee sontalors calcues pour cette
fenétre. La ponckration des coe cients est cetermiree pour chacun desM Vvoi-
sins en fonction de sa distance croissante 8. LesM sitiesa I'exerieur de la
fenétre ont un poids nul. La proedure termiree, la fene se teplace le long des
axes desA et chacune des valeurs d®l subita son tour une regression lireaire
ponceee (cf. gure 3.12 A).

3.4.2.6 Normalisation globale et locale

Beaucoup des nethodes ciees peedemment peuvent g¢ appligiees soit
globalement soit localement. En e et, en particulier l'utlisation d'aiguilles lors du
epobt des sondes maisegalement les conditions d'hyb@dion parfois dierentes

SLoess est une extension de la nmethode Lowess. Leur diereoe eside dans le moctle de
lirearisation utiliee. Alors que Lowess est fondee sur un mockle polynomial lireaire , Loess est
fonde sur un mockle polynomial quadratique
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Fig. 3.12 { Methode Lowess (A) Lowess est une nethode de lissage des donrees foncee
sur une egression lireare ponceee localement. Centee sur chaque valeur deM a corriger
noe Mg, une fenétre d'analyse est e nie. ChaqueM. est estine de nouveau par calcul de
kegression lireaire ponceee. Le poids est atenwe p our chacun desM voisins en fonction de sa
distance croissante auM .. (B) Cette nethode peutegalement etre appligee lorsque les point
regroupes par exemple en fonction de l'aiguille de dep6t Pour chaque groupeg une fonction
C(A)q est estinee. L'estimation des fonctionsc(A)1.2;3 montrent nettement un e et imputable
aux aiguilles de cepbts 1; 2et3.

a la surface du puce font que I'emplacement de la sonde surdace est une source
importante de variabilie du signal [191].

Fequemment utilie dans lesetudes utilisant les pucea ADN, une adaptation
particulere de Lowess intituee printtips Lowess tient compte de la localisation
des points sur le puce et de l'e et physique de l'aiguille quies a cepos. Les
points sont ainsi regrouges eng groupes. Une fonctionc(A)q est alors estinmee
pour chacun des groupeg de points (cf. gure 3.12 B).
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3.5 Analyse des donrees

3.5.1 Dierences d'expression

L'inerét d'une etude sur le niveau d'expression des gmes esta levidence
de cecouvrir les genes dont le niveau d'expression varienge letat de ekrence
et celui tese. Deux types d'approches sont gereralemdnproposes bien que la
seconde deviennent peponcerante. La premere regroup des nethodes dont
la cetermination de la dierence d'expression de chaqueeme est foncee sur
I'inegration des donrees de I'ensemble des genes. Lasande regroupe les nmethodes
dont I'analyse est e ectiee de facon particulere sur cltacun des genes.

3.5.1.1 Methodes inegrales

Seuil global Les premeresetudes d'expression genique porees paes puces
d'expression des genes triaient les genes gracea un taar seuil de changement de
niveau d'expression > pour I'ensemble des gnes. lletit empiriquement admis
gu'une valeur de 2etait su sante. Ainsi un niveau d'expression qui variait de
plus de deux fois entre lechantillon et la ekrence etait signi catif.

Cependant cette approche ne consicere aucunement le faiie)la variabilie des
intensies faibles est plus importante que celle des intsies elevees [186]. Elle
induit alors des faux-positifs aux faibles intensies et ds faux-regatifs aux fortes
intensies. Une approche plus appropree est l'utilisaton de seuils non constants
adapesa la fonction de variabilie des intensies.

Z-score Une seconde approche consiste a calcluler un Z-score s@nsemble
des log-ratios (cf. gure 3.13 A) et de ceterminer ainsi lesatios anormaux avec
un niveau de risque d'erreur ce ni.

A n de tenir compte de la fonction de variabilie des intenses, il est possible
de e nir une fenétre glissant le long des donrees au seitle laquelle est calcue
le Z-score pour les valeurs de cette fenetre [192]. Ainsidescore calcuk est une
fonction de la variabilie des intensies.

Notant Ifogz(Ti) lecart-type des log-ratios de la fenétref pour le genei
log(T;
Zif _ ng( i)
logz2(Ti)

cela nous permet de consicerer que la dierence d'express pour le genei est
signi cative au risque = 0:05 sijZ/j > 2.

Une nethode cerivee du calcul du Z-score local propose laktermination
d'une fonction de lissage des Z-scores. Cette fonction pdealors en compte la
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Fig. 3.13{ Dierence d'expression. (A) Il est possible de ceterminer avec un risque d'erreur
donre ( < 0:05) les valeurs de ratios anormales en calculant un Z-scoreopr chacune des
valeurs. Ainsia tout jZj > 2 correspondent des variations signi catives du signal. (B Une
extension de cette approche consistea c nir des fenétes au sein desquelles sont calcuks des
Z-scores. Dans un second temps, chaque valeur de Z-score agisee en fonction des autres
gracea la cetermination d'une fonction de lissage.

variabilie locale des intensies tout en lissant les vaturs de Z-score sur I'ensemble
de donrees (cf. gure 3.13 B) [193].

La limite principale des approches par Z-score est leur cakxisique canonique.
En e et ces nethodes cetermineront syematiquement desgnes dierentiellement
exprimes notamment lorsqu'aucune dierence d'expressin est attendue lors par
exemple de compararisons dechantillons identiques s#sien conditions exgerimen-
tales identiques.

3.5.1.2 Methodes partielles

Statistiques t Il est possible pour chaque gene de calculer une statistigti sur
'ensemble des eplicats dechantillons et de etrerce.

lg

1
@

Q
2|

L'hypotlese HO est alors que le niveau d'expression moyen entre lesectibons
et la ekrence n'est pas dierent. La principale limite de cette approche est poree
sur l'estimation de T qui devient douteuse lorsque le nombide eplicats est faible.

Statistiques t modees  La statistiquet mockee - parfoisegalement appeke
statistique B - d'un gene est un bien meilleur estimateur dda dierence d'ex-
pression [194]. Elle estequivalentea une statistiqué cependant qu'un facteur de
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penalie A est a ece au terme de variance.

L'estimation de la valeur de A est le sujet de plusieurs trav [195, 196, 180]
dont les nethodes sont essentiellement fonces des eseabayesiens.

Ajustements  Consicerant m tests statistiques incependants au risque , la
probabilie p de ne pas rejeter I'hypottese nulle sur I'ensemble de cesste est
simplement le produit des probabilies individuellesp = (1 ™). Par exemple
pour =0:5 m =10 alorsp=0:6. En d'autres termes, il existe 40% de risque
gu'un test rejette I'hypotrese nulle par hasard alors qu'e n'est que de 5% au
niveau individuel. Ces esultats errores sont appeks meurs de type I.

Bonferroni  Une premere approche pour corriger les erreurs de type ltes
celle dite de Bonferroni [197]. Elle cetermine le seuil de ejection des hy-
potheses ; par un simple rapport ;| < =m . Cependant, dans le contexte des
donrees d'expression par pucea ADNm est trop important et la correction ainsi
apporee est trop stringente.

Taux de Fausses [ecouvertes Le taux de fausses cecouverteg-@lse De-
covery Rate- FDR) [198] est une nethode moins stringente que celle pedemment
enonee. Elle corresponda ceterminer la probabilie d'hypotteses nulles injuste-
ment rejeees dans une liste d'’hypotreses nulles rejess.

Ceci signi e que dans une liste d'hypotheses nulles reje¢s au risque , une pro-
portion de ces hypotleses est rejeee au hasard.

3.5.2 Regroupements

Le fondement du regroupement des genes, desechantillons des conditions
exerimentales est de ceer des ensembles homogenes d® les d'expression.
L'inerét est multiple et vare tant il permet de cenir des proles types ou
classes[199, 122], de diminuer la compexie des donrees pour @liter leur vi-
sualisation ou encore de cetecter des valeurs extrémesliassables. Fonces sur la
notion de dissimilarie, un grand nombre d'algorithmes deegroupements ontet
appores de la phylogenie auxetudes d'expression.

3.5.2.1 Distances et Dissimilaries

La repesentation vectorielle dans kspace d'expressiode la matrice d'expres-
sion (cf page 79) permet l'usage de l'algebre lireaire etgr consequent de calculer
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condition 1

wone A

: Eg-ne B .
espace condition 2

d'expression

AAAAA
Lt

condition 3

Fig. 3.14 { Espace d'expression L'espace d'expressionest l'espace dans lequel sont
repesenes les vecteurs d'expression. Chaque vecteur'expression repesente les valeurs d'un
gene dans les dierentes conditions exgerimentales. Ainsi les ¢ggenes A et B ont une variation
similaire de leur expression dans les trois conditions exgimentales alors que le gene C semble
se comporter de facon dierente.

la distance sparant deux vecteurs (ggnes). Deux genesodt les pro les d'expres-
sion sont similaires seront proches dans I'espace d'exmies (cf. gure 3.14).

La distance de similarie des pro les d'expression est auentre des nethodes de
regroupement. Nombre de nethodes ontee cecrites an e parvenira une es-
timation de cette distance [200]. Les plus couramment utéies dans le contexte
des pucesa ADN sont pesenkes.

Distances netriques Une distance netrique respecte les trois loisine qua
none suivantes :

{ Elle doit &tre positive : dij O
{ Elle doit etre synetrique : dj = d;; ;
{ Elle doit etre triangulaire : dix  dij + dix .

gene A

condition 2

condition 1

Fig. 3.15{ Distances netriques. La distance euclidienne entre les genes A et B est repeseze
par les pointiles verts (dqyc) et la distance de Manhattan est repesenee par pointilles rouges
(dman ).

92



Chapitre 3. Analyses des donrees d'expression 3.5. Anadydes donrees

Distance Euclidienne La distance euclidienne est la plus usuelle des dis-
tances netriques. Elle corresponda la racine care de laomme des cares des
dierences des coordonrees dans chacune dés dimensions (cf. gure 3.15)

Vv
u

B ac)=t N (A cy

i=1

Manhattan La distance de Manhattan corresponda la somme des distarsce
absolues entre les coordonrees des vecteurs d'expressiams chacune dedN
dimensions (cf. gure 3.15)

. X |
dman (A; C) = JAi CiJ
i=1

Bien que les distances netriques soient tes intuitivesdans le contexte de I'ex-
pression des genes leur utilisation est parfois injustee. C'est par exemple le
cas dans les etudes comparatives dont l'inerét porte deantage sur le change-
ment des niveaux d'expression que sur les niveaux absolusl@spression; les
distances non-netriques sont alors l'alternative (cf. gire 3.16).

niveau
d'expression

_EA :/'
B \. —_ 5

® L ] A

distances

mariques conditions (Zchantillons)

1 2 3 4 distances
non-mi#riques

Fig. 3.16 { Choix des distancesDu choix de la distance utilie cependent les regroupemats

des genes. Ainsi l'utilisation de distances netriques pemettra de regrouper les genes A et B
dont les niveaux absolus d'expression sont proches, cepesnat que l'utilisation de distances

non-nretriques permettra de regrouper les genes A et C dontles variations d'expressions sont
identiques.

Distances non-netriques Les distances non-netriques sont des distances qui
ne respectent pas au moins une loi des distances netriques.
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Coe cients de corelation lireaire de Pearson Fonce sur le calcul des
distances angulaires entre les vecteurs, le coe cient der&dation de Pearson
cente est en fait la covariance normalises des coord@es des vecteurs. En
d'autres termes, deux vecteurs qui ont une variation d'exgsssion similaire dans
chacune des dimensions seront consicees en tant que vas et seront alors tes
probablement a ecesa un méme ensemble par les proedes de regroupement
(cf. gure 3.16).

Il est cependant parfoisegalement ineressant de regrqer les vecteurs qui non
seulement corelent maisegalement anti-corelent. Unfacteur de transcription qui

peuta la fois eprimer I'expression d'un gene mais actier celle d'un autre en est
I'exemple. Dans ce cas l'utilisation du coe cient de corgation de Pearson au

care est une solution qui permettra de regrouper deux ges certes anti-coreks
mais quia levidence participenta un mémeewenement biologique.

Coe cients de corelation des rangs de Spearman La distance entre
deux vecteurs peutegalement etre evallee par le coe cent de corelation des
rangs deSpearman . L'avantage de cette nmethode de calcul est qu'elle est inva
riante aux changement monotones,e. elle ignore la magnitude des changements
ces lors que les rangs sont consenes. Ainsi apes avoirdonre les valeurs de
chacune des coordonrees des vecteurs dans chaque dimensid'ordre des rangs
est le m&me pour chacun des vecteurs, le coe cient de colaion est 1.

| Gene | Cond. 1] Cond. 2| Cond. 3| Cond. 4| Cond. 5] Cond. 6 |

A 0 0 1 1 0 0
B -1 -1 0 0 1 1
C 1 1 0 0 -1 -1

Tab. 3.1 { Entropie d'information dans un espace disceti®. La notion d'entropie d'informa-
tion est une mesure de l'incertitude de l'information obtenuea partir d'un vecteur d'expression
a n de pedire le comportement des autres vecteurs. Cette natrice pesente ci-dessus comporte
les vecteurs d'expression de trois genes (A,B,C) dans sixanditions. Les valeurs d'expression
des genes B et C se ceterminent compktement I'une de l'aure. En e et lorsque B vaut -1 C
vaut toujours 1, lorsque B vaut 0 C vaut toujours 0 et lorsque Bvaut -1 C vaut toujours 1. Ainsi
la connaissance des valeurs discetiees de I'un eduitcompktement l'incertitude des valeurs
discetiees de l'autre. Ces deux genes sont donc extrénement les et leur entropie d'information
est nulle.

Distances en espace disceti® Il est parfois avantageux d'utiliser une
matrice de donrees d'expression discetiees [201, Z0Dour laquelle les valeurs
sontegalesa 1;0;1 si le niveau d'expression corrrespondant decrot, eshva-
riant ou cra't respectivement.
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Une mesure de cette distance est base sur la notion d'infoation mutuelle ou

entropie d'information. La notion d'entropie d'information est une mesure de
l'incertitude de l'information obtenue a partir d'un vect eur d'expression an de
pedire le comportement des autres vecteurs. Ainsi si un eend vecteur peut étre
compktement pedita partir des coordonrees d'un premier vecteur, ces deux
vecteurs seront alors tes probablement a ecesa un méne ensemble par les
proedures de regroupement (cf. table 3.1).

3.5.2.2 Algorithmes

Les algorithmes de regroupement sont organies en plusielwcaegories non
exclusives (cf. table 3.2). Parmi les tes nombreux algdimes de regroupements
existants, seuls sont pesenes les plus fequemment dies en analyse d'expres-
sion par pucesa ADN.

| Algorithme | Supervision| Methode | Repesentation |
ACP non agglonerative plate
RHA non agglonerative | herarchique
RHD non divisive herarchique
K-centrodes oui divisive plate
CAO oui divisive plate

Tab. 3.2 { Caegories des algorithmes de regroupement.es algorithmes de regroupement
sont clases en fonctions de plusieurs crieres. Le prenair est la supervision de Il'algorithme
par des connaissances ante-analytique. Le K-centrodek{means) et les cartes auto-organisees
(CAO, SOM) par exemple recessitent de e nir avant I'analyse le nhombre d'ensembles dans
les quels les genes seront plaes. Ce nombre peut étre ése au regard des classes de tumeurs
des eechantillons par exemple mais egalement par une angbe statistique exploratoire (ana-
lyses factorielles) ou analytique par eechantillonage [203]. Le second concerne la nethode
de ceation des ensembles. Si la nmethode est divisive, I'gorithme consicere I'ensemble des
donrees comme un seul ensemble puis le divise jusqua I'dention de groupes distincts. La
nethode agglonerative est son antagoniste. En n le troiseme criere est la repesentation. Elle
peut &tre herarchisee ou plate. Dans le premier cas comne pour les regroupements herarchises
agglonreratifs (RHA) ou divisifs (RHD), les ensembles sontherarchises les uns par rapport aux
autres. Le diagramme deVenn est un exemple de repesentation non herarchise des esembles.

Analyses factorielles

Analyse en composante principale L'analyse en composante principale
(ACP, CPA) est une nethode des statistiques exploratives dont 'olef est de
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diminuer le nombre des dimensions de I'espace d'expresssams perte d'informa-
tion signi cative.

La eduction des dimensions est foncee sur la ceterminabn de nouvelles direc-
tions ou vecteurs-propredans I'espace d'expression (cf. gure 3.17). Les termes
genes-propre ou conditions-propre sont parfois employes dans le contexte des
etudes d'expression genique.

Les vecteurs-propre et la valeur-propre assocee sont caks sur la matrice de co-
variances des donrees et repesentent en congequenceviiabilies des donrees.
Ainsi le vecteur-propre possdant la valeur-propre maxiade est le vecteur qui
repesente le mieux la variabilie des donrees. Les valgs dont la variabilie est
minimale sont regligees au pro t de celles dont la variabie est maximale. Il est
fequent que quasi-totalie de la variabilie des donnees soit repesentee sur trois
directions, ce qui permet alors de projeter les donrees damun espace a trois
dimensions.

Souvent utiliee dans lesetudes de donrees d'expressiq204, 205] et propose

Al e, ¢, (%)
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Fig. 3.17 { Analyse des Composante PrincipaldA) Cing genes sont projees dans l'espace
d'expression d'axesc; et ¢, repesentants les conditions experimentales gchantillons). (B) Apes
recentrement des coordonrees des gnes, ces derniers sanaintenant projees dans l'espace
d'expression dont les axes sontdy ©Cp) et (c; T) traes en pointiles. (C) Les genes sont
projees sur les vecteurs-propre | et Il calcukes sur la matrice de covariance des donrees. (D)
Les deux sysemes d'axes peuvent alors &tre superpoesap rotation du second.

dans la quasi-totalie des logiciels d'analyse, il impogdnt de relewe certaines ca-
raceristigues notables concernant I'ACP.

Les vecteurs-propre sont orthogonaux et cela a au moins deconsquences sur
les esultats de l'analyse : d'abord une ine cacie dans @rtaines compositions
de donrees. En e et la transformation e ectwee lors du chagement du syseme
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de coordonrees par rapport au syseme initial est une rotsoon des axes d'ori-
gines, eux-méme orthogonaux. Or il arrive pour certainesodrees que cette so-
lution ne soit pas optimale [206] (cf. gure 3.18).Deux geas proches de deux
vecteur-propre dierents ont une corelation nulle et deux genes projees aux
deux extemies d'un méme vecteur-propre sont anti-coees. Ces interpetations
sont par ailleurs assujettiesa une ponceration tenant compte de la valeur-propre
assocee au vecteur-propre.

Les directions des nouveaux axes sont cetermirees sur lanance des donrees et
ne tiennent par exemple pas compte de leur classe. Ainsi deskes de méme
variance mais de classe dierentes auront les mémes coordees sur les vecteurs-
propre.

Analyse factorielle des correspondances A linstar de I'ACP, l'analyse
factorielle des correspondances (AFC) est une techniquesdstatistiques des-
criptives dont l'objectif estegalement de diminuer le norbre de dimensions des
donrees pour faciliter leur interpetation. Cependant lorsque I'ACP permet uni-
guement la projection exclusive des variables (genes odeantillons) dans I'espace
e nit par les vecteurs-propre, I'AFC permet la repesertation simultaree des va-
riables eelant ainsi les associations intra- et intervariables [207, 208].

»
|

Fig. 3.18 { Analyse en Composante IncependantelLes facteurs (1; 1) determires par I''CA
sont une meilleure repesentation des donrees que cellerppose par les facteurs P;p; P,) de
I'ACP tenusa I'orthogonalie.

Analyse des composantes in&pendantes L'analyse en composante ince-
pendante (CA) est une technique capable de consicerer des cependancstatis-
tiques telles que linclinaison des projections et la formée la distribution (cf.
gure 3.18) [205, 209, 210] parfois mieux adapte que I'ACBu I'AFP foncees
uniquement sur la variance des donrees et dont les directi® sont toujours or-
thogonales.
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Regroupements herarchiques Issus desetudes de taxinomie [211], les re-
groupements herarchiques sont fequemment utiliees dns lesetudes d'expression
genique. Cette nethode de regroupement propose une orgaation herarchiee
des ensembles de genes souvent repesenes par un arbof. (gure 3.19 B).

Dans sa forme agglonerative, I'algorithme est inite parla composition d'une ma-
trice des distancesa partir des vecteurs d'expression. @que vecteur forme un
ensemble singleton. Les deux ensembles les plus prochesaons assembe pour
former un nouel ensemble. Les nouvelles distances entre@esemble et les autres
alors est alors de nouveau calcuke. Cette etape est ete jusqu'a I'obtention
d'un ensemble comprenant la totalie des vecteurs.

Les cesavantages de ces nethodes sont multiples. Le pramiest la faible qua-
lie de la repesentation desekments. En e et plus la taille de I'ensemble aug-
mente moins il repesente lesekments qui le constituemn Le second est I'impos-
sibilie de correction des erreurs d'assignation. En n ledernier est la multipli-
cie des repesentations. Ainsi les dendogrammes qui rgsentent les ensembles
cetermires ne sont pas uniques et une méme discriminatiopeut &tre repesentee
par plusieurs arbres [212].

A B

Fig. 3.19 { Regroupement herarchique. Le regroupement herachique des donrees peut étre
pesene par un syseme d'ensembles et de sous-ensemtdgA) ou par un arbre dont la longueur
des branches est fonction de la distance d'une feuillea unautre (B).

Aggloneratifs [204] ou divisifs [213, 199] ces algorithrees'organisent en au
moins cing nethodes de cetermination des ensembles.

Liaison simple  La frontere entre deux ensembles est foncee sur la distae
entre les deux vecteurs les plus proches de chacun des engesrief. gure 3.19(1).
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Liaison compéte La frontere entre deux ensembles est foncee sur la dis-
tance entre les deux vecteurs les plus eloigres de chacueslensembles (cf. -
gure 3.19(1)).

Liaison moyenne La frontere entre deux ensembles est fondee sur une
distance moyenne nweighted paired-group methgdMPGA) correspondanta la
moyenne de la totalie des vecteurs de chacun des ensembles gure 3.19(2)).
Une variante consistea remplacer la moyenne par la valeurediane.

Centrodes La frontere entre deux ensembles est foncee sur la distae
entre les centres de gravie de chacun des ensembles (cfurg 3.19(3)).

Moyenne ponctee Il s'agit d'une variation ponceee de 'UMPGA. Cette
nmethode tient compte de la taille des ensembles.e. le nombre de vecteurs.

Ward Determiner si un vecteur appartienta un ensemble par la nethode
de Ward [214] consistea calculer un score pour chaque ensembledosur les
ecart-types des ensembles et donc repesentatif de la vabilie de I'ensemble. Un
vecteur est autorieea inegrer un ensemble s'il est celuqui augmente le moins le
score de cet ensemble.

A ® Bl1A ° BlA ° B
b '

———
l. () 2. () 3. o

Fig. 3.20 { Algorithmes de regroupement herarchique.Dierents algorithmes de regroupe-

ment permettent de ce nir la frontere entre les ensembles A et B. (1) Le single linkage est

fonce sur la distance entre les vecteurs les plus proches@is que lecomplete linkageest fonce

sur la distance netre les vecteurs les plus eloigres. (2) h frontere entre les deux ensembles
est foncee sur une distance moyenneunweighted paired-group methodUMPGA) correspondant

a la moyenne de la totalie des vecteurs de chacun des ensetes. (3) La frontere entre deux

ensembles est foncee sur la distance entre les centres deagie (centrodes) de chacun des
ensembles.
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Regroupement par partitions

K-means Le k-meansun algorithme de partitionnement des donrees. La
cetermination des partitions constitue la phase d'initigion de l'algorithme et
consiste en I'a ectation akatoire d'un nombre cetermire a priori de centres. Ini-
tialement decrits dans les premeres versions de l'algghme comme les centrodes
des partitions [215], ces centres sont parfois des nmedeslii.e. le meilleur objet
repesentatif de chaque partition [216].
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Fig. 3.21 { Regroupement par K-means(1) Les vecteurs sont ici pesenes dans une espacea
deux dimensions. (2) La phase d'initiation de I'algorithme consiste en I'a ectation akatoire d'un
nombre cetermire a priori de centres (points rouges). (3) Cette phase est suivie par unphase
d'a ectation et de cetermination des partitions. Chaque o bjet voit alors sa distance aux centres
calcuke an de linegrera la partition dont il est le pl us proche. Les partitions sont ainsi
une premere fois & nies (lignes rouges). (4) Cependantles nouveaux centres des nouvelles
partitions sont calcuks ierativement et les partition s sont de nouveau c nies. Lorsque les
centres ne se teplacent plus de manere signi cative les prtitions sont stabiliees.

Apes la phase d'initiation chaque objet voit alors sa dishince aux centres
calcuke an de linegrera la partition dont il est le pl us proche. Les nouveaux
centres des nouvelles partitions sont calcuks ieratiement jusqua ce qu'ils ne se
ceplacent plus de manere signi cative (cf. gure 3.21).

Bien que simple d'utilisation et tes flequemment utilise, le partitionnement par
k-means posede quelques points faibles consequences partends de la phase
d'initiation et de la cetermination akatoire des centres. En e et si les centres
sont dans une zone peu peupke, ils conduironta la formain de partitions vides.
Par ailleurs, un méme jeu de donrees traie pak-meansconduit fequemmenta
plusieurs partionnements dierents. Une solutiona ce denier probeme est I'uti-
lisation d'outils de validation statistiques tel que lebootstrap [217] qui donne
un indice de con ance aux partition fornees. Cette technige est base sur la
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mocktlisatin des donrees obserees. De ce mockle soneiges des jeux de donrees
akatoires, lesquels subissent chacun un partitionnemeriLes partitions qui va-

rient peu entre les donrees obserees et les donrees gees sont de con ance,
les autres non.

Cartes auto-organiges, (  Self Organised Maps ) Algorithme de la fa-
mille des eseaux de neurones [218] et adapkea I'analys#es donnrees d'expres-
sion [219, 220], les cartes auto-organises sont egalernéoncees sur un parti-
tionnement des donrees. Deux notions directrices condeist le partitionnement
des donrees. La notion desoisinageet la notion gagneur absolu
Dans la phase initiale la geonetrie des partitions est pe-ce nie et un vecteur
ekrence est geree akatoirement pour chacune de s partitions. Chacun des
vecteurs ekrence est lea I'enemble des donrees.

Durant la phase d'apprentissage, I'ensemble des donreest pesenta I'ensemble
des vecteurs etrences dans un ordre akatoire et plusurs fois. Durant chacune
des ces ierations (plusieurs milliers), le vecteur edrence le plus proche de la
donrees pesenee est le gagnant absolu et est recaleubour tenir compte de
sa similarie avec la donree. Par ailleurs, la modi cation du vecteur ekrence
in uence les vecteurs eerences voisins. La phase d'apgntissage est termiree
lorsque la pesentation des donrees ne modi e plus la gretrie des partitions.

La dernere phase a ecte les donreesa chacune des pariiins dont elles sont les
plus proches.

Fig. 3.22 { Cartes auto-organiees. (1) Dans la phase initiale la geonetrie des partitions est

pe-ck nie et un vecteur ekrence est geree aka  toirement pour chacune de ces partitions. Cha-
cun des vecteurs etrence est lea I'ensemble des donees. (2) Durant la phase d'apprentissage,
I'ensemble des donrees est peseneea I'ensemble desacteurs ekrences dans un ordre akatoire
et plusieurs fois. Durant chacune des ces ierations (plugurs milliers), le vecteur egrence le

plus proche de la donrees pesente est le gagnant absolet est recalcuk pour tenir compte

de sa similarie avec la donree. Par ailleurs, la modi cation du vecteur eg&rence in uence les

vecteur ekrence voisins. (3) La phase d'apprentissageest termiree lorsque la pesentation des
donrees ne modi e plus la geonetrie des partitions.
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Partitions oues Le principal cesavantage des deux nmethodes determinis-
tes peedentes est le partage strict des donrees entres dierentes partitions. Il
est en e et possible que des genes appartiennent en eal# plusieurs partitions.
Une solution est d'utiliser des partitions ouees fuzzy clustering. L'icee consiste
a aecter aux donrees des indices ou probabilies bayesinnes en fonction de
leur a nie avec chacune des partitions. Ainsi les donrees n'appartiennent pas
exclusivementa une partition mais appartiennent plus prbablementa certaines
partitions qua d'autres [221].

3.5.3 Discrimination

Alors que les groupes issus des nethodes de regroupemestgaentes sup-
portent di cilement I'addition de nouvelles donrees sanssubir une modi cation
de leur structure, les nethodes de discrimination, au cortire se fondent sur la
formation de groupes moctles ou discriminateurs permetta la discrimination
de nouvelles donrees [222].

3.5.3.1 D= nition des classes

Consicerant la matrice X (cf. page 78) d'expression des genes, la matrice des
classes est e nie comme suit

0 1
L1 Ly Ls Lm
X11 X12  Xi3 X1m
X21 X22 X23 Xom
Xn1 Xn2 Xn3 Xnm

Notons chacune des colonnes de cette matrice
Aq; i A avec A = (X1 5 Xna) s 55 Am = (Xam 555 Xam)

Ces colonnes sont chacune a ecee d'une etiquette owariable de classd.; 2
f1; 1gindiquant la classe d'appartenance. Le vecteulL(;:::;Ly) est le vecteur
de classes

Un algorithme de discrimination a donc la propree de predire la valeur deL;
connaissantA;. Pour cela l'algorithme est compos d'une phase d'appressage
qui lui premet d'optimiser les paranetres de pediction.Cet apprentissage est su-
pervie, i.e. qu'il est e ecte gracea des donreesa priori classes sur crieres bio-
logiques ou anatomopathologiques echantillons,typesedumeurs...). Cette phase
est suivie par une phase de test utilisant des nethodes de-echantillonnage ou
d'aggegation des clusterslfagging [223] a n de \eri er la justesse des pedictions.
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Cette etape franchie, l'algorithme est préta pedire la variable de classé. .1
correspondant au pro le A+ .

3.5.3.2 Discrimination lireaire
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Fig. 3.23 { Discriminants lireaires. Les points repesentent les pro les d'expression dans
un espacea deux dimensions. Les points marrons appartierenta la classe 1 et les bleusa la
classe 2. (A) La droite permet une sparations des donreest de classer correctement e nouveau
pro le d'expression repesenyt par une croix rouge. (B) Les donrees sont ingparables dans un
espacea deux dimensions et class avec assurance le noauepro | est impossible. (C) Plusieurs
droites permettent de e nir une sparation entre les pro les. En conequence il est impossible
de choisir la classe a laquelle appartient le nouveau prol (D) An de sparer les pro les,
I'espace discriminantD de plus large entre les points est cetermire en limitant la somme des
distances aux point plaes dans la mauvaise classe (carerouges). Ces points sont appeks
vecteurs supports

Dans un espacean dimensions, sh = 2, la discrimination lireaire partage les
donrees en classes par la cetermination d'une droite sgpatrice (cf. gure 3.23 A).
Determiner lequation de cette droite est ai® et en corsguence la discrimination
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des donrees l'est tout autant. Une solution simple et fegente pour determiner
cette droite est I'utilisation de egressions lireairegar moindre cares. Le principe
consistea rechercher la droite pour laquelle la distanae chacune des donrees est
minimale.

Cette approche estetendue dans les espacesa plus de deimensions en determi-
nant les paranetres d'un plan sin = 3 ou d'un hyperplansin > 3.

Il est pour autant des cas de gures pour lesquels une tellestihode est incapable
de discriminer les donrees; lorsque par exemple une droite parvient pas a
gparer les donrees ou au contraire lorsque plusieurs daies ont la propree de
gparer les donrees (cf. gure 3.23 B et C).

3.5.3.3 K plus proches voisins

Une alternative simple a la discrimination lireaire est la discrimination par
lesK plus proches voisinsAinsi l'algorithme designe la classe d'a ectation d'un
nouveau pro | en le comparant auxK pro les les plus proches (cetermires par
calcul de la distance Euclidienne par exemple). La classesigree est alors la
classe majoritaire parmis celles das plus proches voisins [121].

3.5.3.4 parateura Vaste Marges

K(X,Y) espace intermZdiaire
espace d'expression

fonction

noyau
)

K(X,Y)

hyperplan

Fig. 3.24 { separateura Vaste Marges. (1) La discrimination des donrees pesenees ici dans
I'espace d'expression est impossible. (2) La solution coistea les transposer dans un espace de
dimension sugerieure a n de ceterminer un hyperplan capable de discriminer e cacement ces
donrees. La transformation est c nie par une fonction noyau K .

Le principe de base des Sparateurs a Vaste Marge (SVMjupport vector
Machine) [224], revienta ramener le probeme de la discriminatia lireairea la
recherche d'un hyperplan optimal. Deux ickes permettent ‘dtteindre cet objectif :

{ La premere consiste a e nir et optimiser les paranet res de I'hyperplan

fparateur controkes par les vecteurs supports;

{ La seconde consistea ¢e nir une fonction noyau (kernel) introduite dans

le produit scalaire des vecteurs. Cette fonction est le pagge vers unespace
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intermediaire qui permet la esolution de probemes lireaire dans un gsace
non lireaire de plus grande dimension. La fonctiol (X;Y ) = (XY +1)
est un exemple fequemment utilise de fonction noyau (cf.gure 3.24).
Cet algorithme tes performant surpasse fequemment lesutres nethodes de
discrimination. Il est pour cette raison souvent utili® dns lesetudes d'expression
genique tant pour classer les genes [225] que pour classes echantillons [226].

3.5.3.5 Arbres dccisionnels

La construction d'arbres binaires a pour objectif de modier la discrimina-
tion de donrees quantitatives gracea des donrees quaditives [227]. Visuellement
simplea interpeter, ce sont des outils e caces pour l'adea la decision, d'as leur
nom d'arbres cecisionnels
Le principe consiste sclematiquement en une srie de quiess fermees (eponses
binaires) permettant de diviser les donrees. Chacune descquestions est e nie
en fonction de la eponsea la question peedente ¢ nissant ainsi une fquence
de noeuds.A chaque noeud correspond une dichotomie de la variable. Leois-
sance de l'arbre se termine lorqu'il devient homogenee. lorsqu'il n'existe plus
de division admissible.

Cette nethode est particulerement adapte aux donrees de grande taille et son
utilisation fat naturellement propose pour lesetudesd'expression genique [228].

Le grand nombre de nmethodes pour l'analyse des donrees xf@ession is-
sues des pucesa ADN esta la mesure des e orts ceveloppgsour proposer de
nouveaux outils, notamment dans le domaine des licences tgiites avec la suite
logicielle telle BioConductor [229]. Ces outils assocasineetude statistique pe-
analytigue (schema exgerimental) et post-analytique (ransformation, regroupe-
ment et discrimination) permettent d'exploiter le completpotentiel des pucesa
ADN.
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Le transcriptome lepatique de la
phase aigwe® in vivo
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L'analyse du transcriptome nous interessea trois titres :

{ Le premier vient du fait que le prole d'expression des geas et donc le
pro le d'abondance des ARNm est utili dans le contexte gaologique
comme une signature de la pathologie;

{ Le second vient du fait que les modi cations d'abondance au subissent
les ARNm ont parfois pour consequence des modi cations sles proeines
directement inpligees dans la pathologie;

{ Le dernier inerét vient en n du fait que letudea gran deechelle des modi -
cations au niveau des ARNm permet d'inegrer I'ensemble deprotagonistes
impliques dans la pathologie.

Le foie contient un grand nombre de genes transcripts. Cesanscripts permettent
la production de prokines qui participenta desewenements vitaux pour l'orga-
nisme mais egalementa des processus speci ques du foielle la egreration
kepatique.

En eponsea un abus d'alcool chronique oua une infectiorvirale kepatique, le
foie subit alors des modi cations tissulaires importanteslont les consquences
sont la cirrhose et le carcinome repatocellulaire.

Par ailleurs la phase aigue de I'in ammation modi e positvement ou regati-
vement l'expression hepatique des genes de l'immunienree qui codent par
exemple pour les proeines plasmatiques de la phase aigue

Le foie est donc un organe majeur et letude de son transctigme peut aider
a ck nir des nouveaux marqueurs, de nouvelles voies de gulations ainsi que des
nouvelles fonctions proeiques.

Puisqu'une vue globale du transcriptome Fepatique humaimn vivo au cours
de l'in ammation sysemique aigue n'a encore jamaisee propofe, nous avons
eveloppe Liverpool, une puce a ADN repesentant approximativement 10000
enes et recouvrant ainsi le transcriptome hepatique.

Assocea Liverpool, pi ceveloppe LiverTools qui est un ensemble d'outls com-
pos d'un eseau de serveurs et de clients, d'une base dentees pour emmaga-
sinner I'ensemble des informations inkerentes aux expgEnces merees grace a
Liverpool et de logiciels d'analyse statistique.
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AlteredGeneExpressionn Acute Systemic
In"ammation Detectedby CompleteCoverage
of the HumanLiver Transcriptome

CdricCoulouafrGegory efebviegiglineDerambutél hierryequerre?MicheScotte3Arnauérancofs,
Dominigugelliet Maryvoniavealandlean-PhilipBeliér

The goalof the current studywasto provide completecoveragef the liver transcriptomewith
human probescorrespondingto everygeneexpresseih embryonic,adult, and/or cancerous
liver. We developediedicatedools, namely the Liverpoolnylon arrayof complementanDNA
(cDNA) probesfor approximately10,000 nonredundantgenesand the LiverToolsdatabase.
In"ammation-induced transcriptomechangesverestudiedin liver tissuesampledrom patients
with an acutesystemidn”ammation and from control subjects.One hundred and “fty-four
messengdRNAs(mMRNA) correlatedstatisticallywith the extentof in"ammation. Of these 134
mRNA samplesverenot associate@reviouslywith anacute-phasAP) responseThe hepato-
cyteorigin and proin"ammatory cytokine responsivenessf thesemRNAswerecon“rmed by
guantitative reverse-transcriptiorpolymerasechain reaction (Q-RT-PCR) in cytokine-chal-
lengedhepatomacells. The correspondinggenepromoterswereenrichedin potential binding
sitesfor in"ammation-driven transcription factorsin the liver. Someof the correspondingpro-
teins may provide novel blood markersof clinical relevanceThe mRNAswhoselevelis most
correlatedwith the AP extent(P < .05) wereenrichedin intracellular signalingmoleculestranscrip-
tion factorsglycosylatiorenzymesandup-regulatecplasmaproteins.In conclusionthe hepatocyte
respondedo the APextentby “ne tuning somemRNAlevelscontrolling most,if not all, intracellular
eventgrom earlysignalingto the“nal secretiorof proteinsinvolvedin innateimmunity. Supplemen-
tary material for this article canbefound on the HEraToLOGYWebsitghttp://interscience.wiley.com/
jpages/0270-9139/suppmat/index.htnihleraToLocy 2004;39:353...364.)
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humantranscriptomenalysisFirst, messenger
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Addreseprintrequests: Jean-Philipp@alier)NSERMUnite 519, Faculte Ilnearlylncreasmg]umberof probe§, andthe costof a

deMédecine-Pharmacie Bvd.Gambetta/6183RoueredexsranceE-mail - Pan-genomiprobeset.Neverthelesmaintainingahigh

Jean-Philippe.Salier@univ-rouémdr; 33-235-14-85-41. probediversityfor studiesn a givencelltypeor tissue
Copyrigh® 2004bytheAmericamssociatidortheStudyofLiverDiseases. i ired . . andshould
Publishednlinein WileyinterSciengaww.interscience.wiley.com). contex SF?QUIFE Oranlntegratlvapproac nashou
DOI 10.1002/hep.20052 alsohelpdiscovemanycandidatgenesvhoséhallmark
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appearso be a tissue-restricteelxpressioh Overall,a
probeselectiotthatresultsn avirtuallycompleteover-
ageof the transcriptomén a givencelltypeor tissuds
likelyto bethebestchoicefor thetime being.Yet,sucha
tool hasseldonbeendeveloped.
Thelivercontainslargenumberof transcribedgenes
whoseproductsparticipatein a vastarrayof vital and
organ-speci“tunctionsaswellasorgan-restrictegrop-
ertiesuchasahighcapacityo regenerateln respons®
chronicalcoholabuser hepatitidB or C virusinfection,
the liver may undergomajor tissuemodi“cationsthat
resultin cirrhosiandsubsequetepatocellulazarcino-
ma?lo Thereforetheliverrankshighamonghosewhose
transcriptomeéchnesmayhelpdecipheasyetunknown
diseasmarkersegriticalgeneregulationsandnovelpro-
teinfunctionst®12|n addition,theacutephas¢AP)of a

HEPATOLOGY, February2004

detailedasa supplementamnaterialon the HEPATOLOGY

website (http://interscience.wiley.com/jpages/0270-9139/

suppmat/index.htmlgswellason our websitéwww._lille.
inserm.fr/u519/coulouarnetal03.html).

Selectionof Homo sapiensClustersand Promoter
Sequencedzrom the Unigenedatabaséftp://ftp.nchi.
nih.gov/repository/Unigeneg parsingof Homosapiens
(Hs.) data“les (build 129, June2003) wasperformed
with locallyimported”at “les. The parsingalgorithm
implementedn PERL (availableiponrequestallowed
usto selecaseriesfHs. clustersvith thesingleollowing
criterion:expressiomustoccuratleastn theliver.Else-
wheretheUnigeneLibraryBrowsealongwith thewhole
setof cDNA librarieslistedin Unigeneallowedus to
selecevenylibrarythatobeyedhefollowingsinglecrite-
rion: thelibrarymustbeconstructefomahumanliver-

systemidn”ammation up-regulate®r down-regulates relatedissuesampleEveryHs. clustercontainedn any

manyliver-expressegnesnvolvedin innateimmunity
and coding, for instancefor the positiveor negative
plasmaacute phaseproteins (APP)!3---16However, a
globalviewof the AP-inducedchange# thelivertran-
scriptomehasnot yetbeenobtainedn humansn viva
Wereportthe developmenif anarraybasedn selected
humancomplementafPNA (cDNA) probeghatcorre-
spondo approximatel§0,000nonredundangenesind
speci“callcovethelivertranscriptomeThis allowedus
to identifythelivermRNAswhoseabundancbestcorre-
lateswith theextenbfanacutesystemim”ammationin
humans.

Materialsand Methods

Human Subjectsand RNA SourcesTotal RNA
samplefrom humanfetalliver specimengl5-24week-
old fetusespr adultbrainwereobtainedrom Clontech
(PaloAlto, CA). Section®f normaltissuetakenfrom
surgicallyesectetiverswereobtainedromthedigestive
surgerynit of CharledNicolleHospital(RouenfFrance)
understrict anonymity.The diagnosisvaseithera pri-
marytumor or a hepationetastasihat wasdetectedn
the follow-up of a nonhepaticcarcinomaA matched
blood samplevasobtainedbeforesurgeryln somein-
stancesa hepatocyte-enrichddaction( 3% contami-
nation by nonparenchymakells) was immediately
preparedisdescribegreviously? Other tissuesamples
wereobtainedfrom severalnits in the samehospital.
Accordingto Frenchlaw and ethicalguidelinesno in-
formedconsenisrequestetleforeanalysisf RNA sam-
plesfrom resectetissuespecimenthat wouldotherwise
bediscardedl hecultureandstimulationof Hep3Bhep-
atomacellsand quantitativereversetranscriptiorpoly-
merasehainreaction(Q-RT-PCR)of mRNA arefully
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suchiibrarywas'rst retainedA PERLprogramwasused
toestablishlistof nonredundaritis.clusterfromallthe
abovesourcedrinally,abibliographicsearcimadewith
standaranlinetoolsstill identi“ed furtherHs. clusters.
Our “nal Hs. clusteiselectioralsoencompasséke cD-
NAs for 38 housekeepingenes? It is availableupon
request.

Promotersequencesom Hs. cluster-de“nedyenes
wereretrievedrom mRNA / genealignmentswith the
EvidenceViewer tool (http://www.ncbi.nim.nih.gov/
LocusLink/).A setof control promotersequencesere
madeof Hs. cluster-de“nedjeneghat werenot AP re-
sponsivén thecurrentstudyandwerechosermn thesole
basiof promotersequencavailabilityThis analysisvas
performedverthe“rst 5 kb of DNA sequencepstream
of the transcriptionstart site, providedthese5-kb se-
quencevereavailablePotentiatranscriptiorfactor(TF)
binding sitesweresearcheth the promotersequences
with the Matinspectoand TRANSFACtoolsi®

Probe Selection,Array Preparation, and Hybrid-
ization. The selectionampli“cation, and arrayingof
cDNAclones] 3*P]dCTPlabelingandhybridizatiorof
total RNAsandimageanalysisiredetailedasa supple-
menton the HepATOLOGYWebsiteindour website.

Data Normalization, Filtering, StatisticalAnalysis,
and Final Data Handling. To allow for comparison
betweermagesnormalizatiowashase@n themearof
the signalgprovidedby the completesetof spotsperim-
ageAll datain the currentstudywereobtainedrom at
leastthreeseparatbybridizationgper RNA sampleand
the genesvereidenti“ed asexpresseifl at leastwo hy-
bridizationgrovideda positivesignal For everyprobe,
the signal®btainedundertwo differentconditionsi.e,
A vs.B) wereexpresseaakthe differencénormalizedig-
nalin conditionA  normalizedignalin conditionB)
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and consideredo be signi“cantlyinducedor repressed

(folds)if thisdifferencevasoutsideaCl (P .05)calcu-
lated°fromtheentiredataset.To selecthelivermRNAs
that wereregulatedn patientswith anacutein"amma-
tion versusontrolsthevaluefor anygivenmRNA from
everyindividual with an in"ammation wascompared
with the meanvalueobtainedfrom the control set.All
statisticahnalysesereperformedvith the R softwaré?!
Hierarchicaklusteringvasperformedwith the Cluster
and TreeView softwareandthe uncentereaorrelation
andcompletdinkageclusteringptionswereused?
LiverToolsDatabase.ThisdatabasetilizesaMySQL
relationabatabasserveran ApachevebserverandPHP.
Accordinglyit canbequeriedsiaaninternetorowsetnder
any operatingsystemThe dataaregatheredvithin con-
straint-linkedtables A modulewritten in the PERL lan-
guageallowghesetof datacontainedn thescDNA probes
| arraydesignZectiorof LiverTool® beupdatedveekiyy
aconnectiorio NCBI (NationalCenterfor Biotechnology
Information).LiverToolsompliesvith minimuminforma-
tion aboutamicroarrayexperimen(MIAME) recommen-
dation8? andis accessiblgpon requestThe functionsof
proteinsencodedy variousmnRNAs(seehe Resultsec-
tion) wereretrievedrom the LocusLink(www.ncbi.nim.
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Figl. Liverpopaliver-orientetDNAarray(Uppeipane) Selection
of humangeneswith hepaticexpressiorA Venndiagranshowsthe
overlapgmonghreesetsof geneswithan expressiom the liverat
least,as judgedfrominformatiorncludedn Hs.data“les (Unigene

nih.gov/LocusLinkand OMIM  (www.ncbi.nIm.nih.gov/ build 129), in silicoscreeningf hepaticcDNAlibrariegthe resulting

omim/) databases.

Results

Liverpooland LiverTools:a Liver-Oriented cDNA
Array and Associatedatabase.Our goalwasto pro-
videextensiveoveragefthehumanlivertranscriptome.
We useda singlestringentcriterionto selectasmany
nonredundangenesaspossiblenamely they mustbe
expressedt leastin the humanliver undernormal or
pathologiconditions Asshownin Fig. 1, the resultsf
ourin siliccsearchgseéviaterialandMethodskeventu-
allyprovidedl2,638nonredundanitnigeneHs. clusters.
Thecorrespondingenesvenlyoverallhumanchromo-
somesstheirlocationswhenknown,stronglycorrelate
(r 0.96,n 5,765P 104 with the overallgene
frequencyerhumanchromosomévww.ncbi.nlm.nih.
gov/genome/guide/human/HsStats.hambdo not in-
dicate any preferencefor given chromosomegnot
detailed)Thisisalsdrue(datanot shown¥or asubseof

number®f nonredundamis.clusters7,402in 23 humaradultliver
libraries490 in threeinfantliver libraries;1,340 in “ve fetal liver
libraries4,082in 12 hepatocellul@arcinoméibraries1,340in two
HepGa3ibraries)and bibliographianalysesA “nal seriesof 12,638
nonredundaritls. clusterswas selected (Lowerpane) A list and
propertiesf representativeimarcDNAlone(sjoreveryselectedds.
clustelandcontroclonesarrayedverevenyLiverpoditer.

cloneghatwerepurchasedid not providea satisfactory
PCR product.Eventuallypur nylon array,dubbedLiv-
erpootypicallyharbored 3,824probesTheyincludeda
setof usableDNA probesoveringd,858nonredundant
Hs. clustergUnigenebuild 155) aswell asa largesetof
controlspotyFig. 1). Quality controlswereperformed.
First,becausmanylMAGE clonesaresuspectedf mis-
identi“cation, a limited number(n  686) of human
cDNA clonesvascontrolledby endsequencingndan
overalmisidenti“catiorratewascalculatedl hisratewas
6.9% (out of 131 resequencedones)or the subsebf
clonegertainingo alimited IMAGE populationprevi-
ously sequenceeried at NCBI (ftp://image.linl.gov/

805locatedHs. clustersvith aliver-restrictedxpression image/clones_veri‘edherea wasl1.9%(out of 555

(detailedbelow),which is in keepingwith the lack of
tissue-speci‘geneclusteringpn chromosomes.

resequenceatdonesjor thesubsebf clonepertainingo
the majorsetof non-NCBI...veri“edlonesTheserates

cDNA clonegoveringheHs. clustersverepurchased compareuitefavorablyvith earlieestimatesmaderom

fromthelMAGE consortiun{RZPD, Berlin,Germany).
However for a limited numberof Hs. clustersno IM-
AGEclonewasavailabland15.2%o0fthe12,493cDNA
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other IMAGE cloneg. Secondpur option of a global
backgroungubstractiois straightforwartut requires:
reproduciblsignato beobtainedvith multiplecopie®f
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Fig.2. DatanormalizatieendClfora signi“canvariatiorof a given
mRNAevel TotaRNAdromtwohumarliversamplesverehybridized
overnarrayandforeverynRNAhetwonormalizesignalsvereplotted
(abcissa.controlpatient;ordinate patientwith an acute, systemic
in"ammation)Thenormalizatioresultsin mostmRNAvalueswere
centerednthey xaxigcentraldottedling). TheCl(solid lines
0.05)fornonsigni“caritictuationggreysquaresis inverselselatedo
the absolutesignallevelandidenti“esthe outliergblacksquaresps
in"ammation-regulatetRNAS.

agivencDNA probespottedoverthe entirearray.This
wasveri“ed overa largerangeof hybridizationsignals
with variouprobesvhosecoef“cientof variatiorusually
wasl10% to 12% (seesupplementaryables1Aonline
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u519/coulouarnetal03.html]in addition, we veri“ed
(datanot shown)that the genesind geneclustersigh-
lightedin the currentstudywerein no wayassociated
with probesspatiallyclustere@nto the “Iters or to local
variationf the backgroundhat mayincreas¢he false
discoveryate2s Third, manyIMAGE clonesarepartial
cDNAs or expressedequenceagsrandomly located
within a full-lengthcDNA, whereasur labeledargets
primedwith ananchorealigo(dT)VN primerpreferen-
tially coveredhe 3 endof the cognateanRNA. There-
fore,weveri“edthatadifferencén agivenmRNA level
betweertargetswasconsistantlyetectedvhatevethe
locationof apartialcDNA probewithin the correspond-
ing full-lengthcDNA (seeour supplementaryables1B
online).Fourth,whencomparingwo complexargetsn
termsof induction/repressionf a givenmRNA level,
relyingon anarbitrarycutofffor asigni“cantvariationof
theratio (MRNA levelin conditionA / mRNA levelin
conditionB) hasbeerhighlycriticized® To identifysig-
ni“cantly differentmRNA levelsbetweersampleswe
useda statisticallyalid Cl that varieswith the absolute
signalevel(Fig.2).

To storeall the informationand other data,suchas
clinicaldata,wedevelopethe LiverToolglatabaséFig.
3). The dataareenterednto sixsectionshat coverthe
MIAME recommendatioris.

Tissueor Cell Type-DependeriExpressiomf Liver-

(http://interscience.wiley.com/jpages/0270-9139/supprEathressedenes.Liverpoolvasprobedwith total RNA

index.html) aswellason our website[www.lille.inserm.fr/

samplefrom varioussourceandthe presenceersusb-

Fig.3. LiverToglsa databasetailoredto liver transcriptomanalysis.Thisdatabasecomprisesix major sectionsmost of whichare
self-explanatomhecDNAprobes/arragesigrsectiocomprisetheHs.clusteandprobdistsaswellasothemdata.Someof thelatterareentirgl

storedn LiverToolg.g, chromosom#dcatiorof the cognategene tissue-dependegéneexpressioriynctionatlassi‘cationf the cognate
proteiraccordingp thegeneontologgonsortiurf, andrelatecpathologgs listedin the OMIMiatabas@www.ncbi.nlm.nih.gov/ominThese
datacanbe upgradedy directlinksto on line databasetheion line databasessuchas HomoloGenprovidenformatioto identifyrodent
orthologsThevariousectionsandavailablenformatiocomplywith MIAMEecommendatiotfsUniquedenti“ergID) areindicatedvhenever
necessanMostfeaturesare accessibleiponrequestExamplesf querieshat can be searchedn LiverToolare postedon our website
(http:/fwww.lille.inserm.fr/u519/coulouarnetal03.html).
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Fig.4. Tissue-dependespressionf liver-expressegenes.The
tissuedistedfromleft to rightareeithediverrelatedleft panel HCC,
hepatocellulararcinomadr not liverrelated(right pane). Theinfor-
mationin columnd. or BEH summarizéhe datafor the varioudiver-
relatedbrextrahepattissuesamplegespectivelfxpressiafagiven
mMRNAR a giventissuesamplés observedh an all-or-nonéashion
(black horizontalline) and a resultinchierarchicatlusterings pre-
sentedGraypars mRNAubsetshataredetectedn all tissuesamples
analyzebuttheliver(d), inalltissuegB), orinliveronly(C). Arandom
subsebf only1,000MRNASg showrfor clarity.

senceof a positivesignalwasrecordedor everygene
testedOverall the probedor 8,921Hs. cluster$90.5%
of all testedclustersprovideda positivesignalwith at
leastone humantissuesamplewhetherliver or other
organrelatedAsillustratedn Fig. 4, fewprobeqsubset
A, 1,359Hs. clustersylid not providea positivesignal
with at leastoneliver-relatedsamplea resultthat sup-
portsour liver-orientegrobeselectionMost likely, the
genen subsef areexpresseid the liver sampleo an
extenthatisbelowourdetectionthresholdAnothersub-
set(subseC, 880 Hs. clustersyvith arelativelylimited
sizecomprisegenesghatexhibitaliver-restrictedxpres-
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sion and are mostly involvedin amino acid and lipid
metabolismjnnate immunity, energytransformation,
anddetoxicationFinally,amajorgenesubsetwhoseex-
pression i®undin eventissuesampldestedsubseB)
canbede“nedasheingmostlycomposedfhousekeeping
genesln agreementvith this, subsetB contains38
knownhousekeepingenes?

We alsoinvestigateavhetherthe liver transcriptome
exhibitsany major differencavhencomparedvith the
transcriptomef a singlecelltype,namely the hepato-
cyte Whenmatchingacrudehumanliversampleersus
hepatocyte-enriché@ction( 3% nonparenchymatous
cells)puri“ed from the samesamplewe found that the
homologoumRNAsfrombothsourcesereexpressed
thesameelativeexten{r 0.92,n 12,493P 104).
Thisisconsistenwith the“nding thatthehepatocyteme
mRNA-richcellandaccountor 80%to 90%of theliver
cellmasg’

AP-Driven Genesin Human Liver In Vivo. We
usedLiverpooto gaina genomewidesightof the AP-
associateglentdn thelivertissuesamplesbtainedrom
patientexperiencingP.Basednthenumberof abnor-
malitieswithin asetof eightbiologicdatameasuredtthe
time of surgerythe patientdistedin Tablel weregiven
an AP scoreTheyweredividedinto two subsetwith a
strong (patientsl...3)or moderateAP score(patients
4 ... pandonesubsebf AP-freecontrolindividualgpa-
tients7...10)SelectingenesvhosenRNA levelwasab-
normally higtorlowin atleastwo AP patient€ompared
with its mearievelin all four controlpatientsyveidenti-
“ed 772 nonredundangenesThe overalldataarepre-
sentedsabidimensiondhierarchicatlusteringFig.5A;
the completedatasetis availableas Table s5 online).
Thesedataarereliablebasedn (1) the presencef nu-
merousHSs. clusterscorrespondingo hepaticmRNAs
whosdevelsareknownto beeitherup-regulatetyy the
AP suchasC-reactiveprotein (CRP),orosomucoidse-
rum amyloidA (SAA)1, “brinogen , ,and chains,
phospholipask2, cystathionasannexim1,the chain
of complemen€1q(Clq ), andthe chainof comple-
mentC4-bindingprotein,or down-regulateduchasal-
bumin (ALB), transferrin(TSF), transthyretinalcohol
dehydrogenasandselenoproteiR4 (alsovisitour web
site for AP genesat www.lille.inserm.fr/u519/thema-
tiques/equipel/souryetal/index.htn(B) the unequal
number®fup-regulatednddown-regulategene$59%
vs.41%),in excellenagreementith earlierstudiesn
humansandratg2 (alsovisit our websitefor AP genes);
and (3) whenapplicablethe tight clusteringof several
cDNA probescorrespondingp the sameH s. clusteras
illustratedwvith complemen€1q , SAAL, TSF,or oro-
somucoid (FighA,B).Asaqualitycontrol,Q-RT-PCR
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Fig.5. Bidimensionalerarchicalusteringf sixAPpatientanda setof AP-regulatedRNAevelsn theliver.TheAPpatientgpatientsl-6
in Tablel) areclusteretiorizontallyn everyAPpatient changéfold)in a givermRNAevelaveragefthreemeasures$ expressedithrespect
to themeanlevelin fourcontropatientsThischanges showras a coloredarof variabléntensityThecompletesetof mMRNAevelchangess
clusteredertically4) Showrare772 mRNAevelxorresponding 699 Hs.clusterand73 furthecDNAsotlistedasHs.clustergthecomplete
listalongwiththis“gureis availablenline).A givermRNAs showrwhenevéts hepatidevelwassigni“cantlyip-regulatedr down-regulated
in at leasttwoAPpatients(WindowTightlusteringf mRNAhange&enti“edby severgbrobesorrespondinig a singlegengle.g, C1gq and
SAAL). (B) Showrare56 mRNAandthe correspondiiy genenamesThesgenesarea subsebf the 772 genesselectedn A andbelong
totheanti-pathogemesponsgenecategor§? Geneshathavedongbeenknowrio be APmodulatedreitalicizedvhereasewlydenti“edargets
of the APresponsareidenti“edby blueblockletters.
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of severahRNAswhosdevelsneasurely arrayexhib-
ited extensivehangebetweerour 10 liver samplesvas
performedin allinstancesnexcellentorrelatior(P
.01) of the valuebtainedby arraysrersuf-RT-PCR
wasfound:CRP,r  0.90;haptoglobiny  0.76;ALB,
r 0.82.

Theunsupervisedusteringpasean thecompleteset
of 772 genesdenti“ed threemajor patientgroups(pa-
tient 1 vs.patient®2, 3,6 vs.patients4, 5) thatdid not
matchthemoderateersustrongAPscordFig.5A). We
then determinedvhetherone or morefunctionallyde-
“ned genesubsetsvould betterclusterpatientsl to 3.
Generallknownproteinfunctionsallowthe divisionof
theLiverpoajendistinto 42mainsubses (sealetailsn
oursupplementatyigureslonline).Excludingfromthe
772 genesdenti“ed abovethosecodingfor orphanor
putativeproteinsand next dividing the remaining314
geneinto functionallyde“nedsubseteesultedn aclear-
cutclusteringf patientsl to 3 in oneinstancenly, that
is, when consideringhe so-calleckanti-pathogerre-
sponseZ-associajede$47 gene# ourstudy;Fig.5B).
Theanti-pathogefunctionimmediatelyrguesagainsa
selectiorof this subseby chanceSomeof the genesdn
this subsefitalicizednamesn Fig. 5B) codefor proin-
"ammatorycytokinege.g.interleukin[IL]-8), TFs(e.g.
CCAAT-enhancerindingprotein[C/EBP]- ), andsev-
eralcomplementomponentand APPge.g.CRP,SAA
1, orosomucoid)hat are AP regulated#43° Someother
geneproductshavenot beenpreviouslassociatedith
AP (nameswrittenin blueblocklettersin Fig. 5B) and
extendthe numberof AP-regulatednti-pathogerre-
sponseroteins.Theseobservationsnderscor¢hat, in

the humanliver, the so-calledanti-pathogerresponse

proteindargelyoverlapvith the AP-regulategroteins.
Novel Markers of AP Extent. Cumulatedbiblio-

graphicdataindicatethat fewerthan 200 AP-regulated

genebavebeeridenti“edin theliver(se@urwebsitefor
AP genes)Thereforemanyof the 772 geneshownin
Fig.5A havenot beerpreviouslassociateslith theliver
respons® AP and providenovelpotentialmarkerdor
this condition.Howeverjt maybe arguedhat someof
the mRNA regulation®bserveith our AP patientamay
notresulfromthein"ammatorysyndromeThereforea
positiveor negativecorrelationbetweernthe extentof
changen agivenmRNA levelandthe extentof in"am-
mationbasedn the AP scorevereusedo rankthe 772
genesThe resultinglist of 154 genedor which sucha
correlationis statisticallgigni“cant(r  0.63orr
0.63,P .05)isillustratedn Table2 andisaccessibkes
supplementaryables2online.lt isnoteworthythatthe
identity of all genesdenti“ed at this stagewasfurther
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Table2. CorrelatiorBetweerthe Extentof APandVarious
HepaticmRNA_evels

MRNA IMAGEClone* re

Up-regulation
Identi“ednRNA/acknowledgedrkeof AP(total: 16)

Clq 112128 0.93
SAA4 1917449 0.90
SAAL 161456 0.88
PLA2groupllA 138064 0.80
CRP 121659 0.76
ORM 199253 0.70
MetallothioneihG 194569 0.64
Identi“edmRNA/noveharkeof AP(total: 30)
Sequestosonie 252234 0.86
Naturakillercelltranscript 341021 0.79
TNFReceptor-associatizttors 145410 0.70
CytoplasmityneinH1 122483 0.68
Insulin-likgrowttfactomindingproteir? 78100 0.67
SialyltransferaSe 781941 0.66
PutativenRNA/noveharkeof AP(total: 26)
ESTs 128768 0.90
HypotheticgroteirfMGC4840 280494 0.89
Down-regulation
Identi“edmRNA/acknowledgedrkeof AP, (total: 4)
c-Jun 321923 0.98
Glucagoreceptor 124201 0.87
Di-carbonyl/L-xylulaseluctase 758030 0.69
IL-4 homePCR§ 0.68
Identi“edmRNA/noveharkeof AP(total: 40)
Downesyndrom€AM-liké 2136882 0.96
Protectionf telomereg 52443 0.94
MAP4K4 347368 0.87
TransformirggowtHactor 3 796607 0.85
Laminin, 5 770918 0.83
Collagetv 1 109703 0.76
PutativenRNA/noveharkeof AP(total: 38)
ESTs 1841283 0.92
KIAA138protein 504494 0.91

NOTH hecompletsetof datais availabl@ssupplementafyables2 online.

Abbreviation#\P, acute phase;mRNAmessengeRNA;CRP C-reactive
proteinORMprosomucoi@NFiumomecrosigactor;L-4,interleukin-4.

*IMAGElonenumbers usedas the uniqueidenti“erof a giverprobe.

*Withn 10 (i.e., patientsl-10), the correlations statisticallgigni“cant
(P .05) whenever  0.63 (up-regulatedenes)or r 0.63 (down-
regulatedenes).

,The correspondingRNAand/orproteirpreviouslizavebeenshowrto be
regulatedn acutein"ammatioror by proin"ammatorgytokine¢30, and our
websitdor APgenes).

§AnIMAGEElonewasnotavailable.

checkedby resequencinghe correspondingMAGE
clonesusedasprobes.

Thesel54genesontainasubsedf 20geneshathave
long beenknownto be AP regulatedOf these20 mR-
NAs, 12 codefor positiveAPPs(60%) and displayan
excellentorrelatiorwith the AP scorde.g.C1lq , SAA
4,CRP;r  0.70).In contrastonly4 of thes 0OmRNAs
aredown-regulatedndonly onecodedor aplasmaro-
tein (IL-4). Strikingly, none of the mRNAs for well-
knownnegativ@PPge.g.ALB, TSF transthyretinjvas
found.
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Thesel54 genedurther containa setof 134 novel
genedAsillustratedn Table2, thissetinclude§0known
genesvhoseexpressionadnot yetbeershowrnto be AP
modulated,aswell as64 genedor putative proteins.
Many of thesel34 novelmRNAs, mostof them down
regulatedhavea correlationvaluegreaterthan 0.8.
Thereforetheyareexcellentandidateasnovelmarkers
of clinicalinterestWethendetermineavhethesomeof
the correspondingroteinsare secretecsthey would
lendthemselves quantitatiorin body”uids for diagno-
sisandprognosipurposeslo addresthis, wetook ad-
vantagef anotherstudyin whichproteinsecretiomas
suggestedom acombinatiorof ontologyandsequence-
basedinalyse¥. Matchingthesedatawith our 134 AP-
regulatedmRNAs identi“ed “ve mRNAs coding for
secretedproteins (e.g. natural killer cell transcript4
[NK4], insulin-likegrowthfactorbindingprotein2 [IG-
FBP2],transforminggrowthfactor- 3, laminin 5, and
collageniV1).

Fig.6. Proin"ammatonytokine-dependergulationf mRNAev-
elsin Hep3Bhepatomaells.Hep3B:ellswerestimulatedor 6 or 16
hourswitha cytokine-enrichemnditionechediun{CM)or a negative,
contromediun{NCM)TotaRNAsamplesvereusedfordetermination
of speci“cmRNAevelsy Q-RT-PGiReoligosequencearedetailed
online).Thevaluesverenormalizediththe levelof glyceraldehyde-3-
phosphatelehydrogenaseRNAhatis not modulatedy proin"am-
matorycytokines? CRPand ALBwereusedas controlsfor an up-
regulatedr down-regulatedRNAsample respectivelyDthermRNA

HepatocyteOrigin and Cytokine-Regulatedbun- samplesodefor NK4GFBPZRAFHR1D2protectionf telomeres
1 (POT1)MAP4K4andtheputativeproteinCGl-41Dataaremean

dance_Of thS NovelmRNAs.We "e”f‘eq that the 134 SDfromthreeindependemulturesindis expressealsa percentagef
newlyidenti*edmRNAsweresynthesizeid hepatocytes the mRNAevelin cellsstimulateaviththe NCM100%).

in a cytokine-dependemhanner.This wasprovenby

measuringomeof thesenRNAsin humanHep3Bhep-

atomacellsstimulatedn vitro with a proin”"ammatory,
cytokine-enrichecbnditionednediumversuanegative
controlmedium.Thisapproachvasproverto bereliable
by the expectedip-regulatiorof the CRP mRNA level
andthedown-regulationf the ALB mMRNA levelafteré
or 16 hoursof stimulation(Fig.6, “rst 2 panels)More-
overthelevelof thesixothermRNAsof interes{NK4,
IGFBP2,nucleareceptosubfamilyl, group2, member
2 [NR1D2], protection of telomeresl, [POT1],

liver. Theresultgletailedn our supplementaryables3
point to a signi“cantlyhighernumberof potentialsites
for NF B andactivatingprotein-1in the AP-regulated
genesomparedvith the controlgeneset.We conclude
thatthemajorityof the 154knownor orphangene¢Ta-
bles2 ands2)arelikelyto becontrolledby oneor more
AP-regulate@Fs.

The Tightly Controlled mRNA LevelsCoverFrom
Signalingto PositiveAPPs. The 154 mRNAslistedin

MAP4K4,CGl-41)wereup-regulatedrdown-regulated Tables2 and s2 codefor proteinscoveringprominent

in theconditionednedium-challengédep3BcellgFig.
6),in agreementith thedataobtainedor thepatientsn
the currentstudy.Only onemRNA (tumor necrosigac-
tor-associatddctors [TRAF5]) did not exhibitasignif-
icantmodulationin Hep3Bcellswhichmayresultfrom
thelimited time frameof the stimulationused.
In"ammation-RegulatedSitesin the Promotersof
the Novel AP-Regulated Genes.We investigated
whetherthe promotersf the 154 genesvhosenRNA
levelsstronglycorrelatewith the extentof AP exhibita
high frequencyf bindingsitesfor AP-regulate@Fs.In
the liver, theseTFs mostly comprisenuclearfactor B
(NF B), activatingprotein-1,signatransduceandacti-
vatoroftranscription-§STAT-3),andsomenembersf
the C/EBPfamily14 Theoccurrencef potentiabinding
sitedfor oneor moreof thesdactorsn the promoterof

functionsthat are detailedin Table s2. This includes
membrane/cytoskeletoorganization,protein sorting
and secretion,generalmetabolism,and detoxication.
Two down-regulatedenegarticipatén proteolysisnd
two up-regulatedearlyresponsgenesrotectagainst
proteasome-mediatg@adoteolysisOther mMRNAs code
for secretegbroteins(e.g. extracellulamatrix compo-
nents;cytokines)Most importantly,four othermRNA
subsetareof immediateelevancis an AP context.
One subsetodedor TRAF5, calpain6, MAP4K4,
andchemokine-likéactorsuperfamilg thatall playcrit-
icalfunctionsat earlystagesf AP-driversignalingSpe-
ci“cally, TRAF5 (up-regulated} anaccessomolecule
forthetumornecrosifactor- receptoandisinvolvedn
activationof the NF B pathwayln addition,both cal-
pain6 and MAP4K4 controlthe tumor necrosigactor-

someof thel54genesvascompareavith theiroccurence /IL-1...activatddAP kinasepathwayCalpaingontrol
in arandomsetof controlgenesranscribedtleasin the aproteintyrosinekinase2-mediatedtascadthat targets
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the MAP2K1 protein.MAP4K4isaserine/threoninki-
nasethat speci“callyactivates-Junkinasel. Its down-
regulationasobserveth the currentstudy limits c-Jun
activity and, thereforejs in keepingwith the lowered
c-JunmRNA abundancthatweobserved.
Anothersubsets involvedin transcriptionandindi-
catesa trend towardstranscriptionalimitation. Down-
regulatednRNAs for activatordncludec-Jun,c-Myc,
andthe structure-speci“ecognitiorproteinl thatis a
p63coactivatorOthermRNAscorrespontb factorsn-
volvedn transcriptionalepressio(prospero-relateub-

HEPATOLOGY, February2004

probesthat werespeci“callytailoredto liver transcrip-
tome analysisHowever this analysigesultedin only
30%to 67%informativeprobesgdependingnthetarget
mRNAmixture4é Thereforethecurrentstudyisthe“rst
to covermostof the liver transcriptomén humansas
judgedfrom the high rateof detectednRNAs(86% of
9,858Hs. clustersaswellasherelativelyhighnumbernof
mRNAstranscribedy subseC of liver-speci“@enes.
Subse€ comprisealimitedsizecompareavith thetotal
numberof genesranscribedh theliver,whichsupports
earlieobservation®:4147.48Howeversubse€ contains

meobox 1, RPB5-mediatingprotein, rev-Erb-related 880 Hs. clusterswhichis far morethanthe numberof
NR1D2, EtsvariantEtv3) or chromatinrearrangementliver-speci“‘@genesdenti‘edin a studyperformedvith

(MSL3-like1DNA helicastype2, structure-speci‘ec-
ognition protein 1). It is noteworthythat none of the
mRNAsfor transcriptionaéctivatorshat areknownto
be up-regulatedoy the AP in liver, namely,NF B,
C/EBP- andC/EBP- ,andSTAT-34wagoundin this
list. ThesemRNAs are up-regulatecnly after latent
NF B,C/EBP- ,andSTAT-3moleculethatpreexisin
the cytosolof quiescenhepatocytebavebeenrapidly
importedto the nucleusatthe onsef AP.Remarkably,
our list of up-regulatednRNAsincludedRAN-binding
protein16, which participaten sucha nucleamprotein
import.

Athird subseparticipatesm N-glycarmaturatiorand
processingncludingthe controlsof sialicacidaddition
by sialicacidsynthasandgangliosideynthesiby sialyl-
transferas@. Sialylation/desialylatiari glycoproteings
criticalin self-recognitioandintercellulacommunica-
tion in innateimmunity?? and the sialicacid residues
presenbn gangliosideparticipatein activationof the
AP-triggeredAK-STATpathway3

Finally, the mRNAsthat aremosttightly correlated
with the AP scorepreferentiallycodefor up-regulated
plasmaPPsThelatteramounto 15 of 30 (50%)of the
functionally identi“ed mRNAs whose correlationis
greatethanor equako 0.70.

Discussion

The liver transcriptomeén primatesor rodentshas
beenincreasinglgtudiedusingarraytechnology12 A
limited probediversity( 2,000genespreventec¢om-
pletetranscriptomeoveragie approximatel§0%ofthe
studies Current estimate®f the numberof genesex-
presseth anygivenvertebratéissuesamplejncluding
theliver,rangdrom 10,000to 15,000%2:34Otherstudies
of the liver transcriptomevereconductedisingprobes
for 4,000to 23,000geneghat werenot selectedvith
respedbo thisorganThisresultedn only2,500to 4,500
informativegene®--30r in a“gure thatis not publicly
availables-38--45Asyet, only onestudyhasusedl 1,000
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only 10,000unselectedenes* Alongwith comprehen-
sivecoveragef the liver transcriptomewing to Liver-
poolwehaveconjointlydevelopetiverTooldVebelieve
thatsuchacombinatiordedicatedo livertranscriptome
analysibasno counterpart.

We focusedn the liver responséo acute,systemic
in"ammation becaus¢his condition stronglyregulates
numerougyenesn the liver. Thereforedecipheringhe
underlyingnechanismisof interesfor our understand-
ing of liverbiologyaswellasfor clinicalpurposesThisis
the “rst studyof the AP-dependennodulationof the
livertranscriptomé humansn vivothatisamenabléo
statisticahnalysidt couldbearguedhatin somepatients
thealterecabundancef somemRNAsresultedromthe
underlyingcanceroudiseasandwasinappropriatelyas-
cribedto the AP.Howeverthisisunlikelygiventhe het-
erogeneityf the cancerivolved the presencef liver
samplegrom noncancerougatientsthe correlationof
mRNAabundancwith thein"ammationindex,andour
controlswith cytokine-challengexliculturesThe data
obtainedfor our patientsand in cytokine-challenged
Hep3B cellsand our searctor enrichmentin binding
sitesfor AP-regulatedFsin the liver indicatethat the
currentstudydealsmostly,if not exclusivelywith the
hepatocytaranscriptomeThis is in keepingwith our
observatiothatthe mRNA levelsn wholeliverandiso-
latedhepatocytearestronglycorrelatedHowever,our
probeselectionvasmadeatleaspartly,fromwholeliver
cDNA librariesand, therefore|endsitselfto transcrip-
tomeanalysigh nonparenchymatoligercellsaswell.

A major“nding of thecurrentstudyisthe selectiormf
20 knownand134novelhumanmRNAswhosehepatic
levelsigni“cantlycorrelatesvith the extentof AP. This
correlatiorvalueallowedusto ranktheresultingseriesf
134newlyidenti“edmRNAsasnovelAPmarkersand,in
this respectsomeof them outperformedsomewell-
known markers.Remarkablyhaptoglobin,ALB, and
TSFareclassicallysedasAP markers*15andtheypar-
ticipatedin theinitial assignmerdf an AP scoreto our
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patientsHaptoglobin ALB,andTSFmRNAswerealso 3

listedin our preliminaryselectiorof 772 gene$ut they
did not pasour “nal selectiorfor genesvhosemRNA

abundanceorrelatesvith the AP scoreA high levelof 4.

albuminemiaor transferrinemiabservedh patients3, 4,
and6 in Tablel supportghis “nding. We concludethat ¢
markersuchashaptoglobinALB,andT SFareofinteresin
thedetectiorof anAPbuttheypoorlyperformbeyondheir
usen anall-or-nondashior(asn Tablel). On thecontrary,
somenovel genealsocodefor secretegroteins(colla- -
genlV 1,IGFBP2 Jaminin 5,NK4, transformingyrowth

factor- 3) but with the addecbonusof anup-regulatedr &

down-regulatechRNA levelthat stronglycorrelatesvith
the AP scoreThe levelof the correspondingroteinsde-
servextensivetudiesn body"uid samplesheywill help

solvethe currentneedior novelAPPsassensitiveliagnosis 1%
11.

andprognosigools?s It will alsobeworthinvestigatingo
which extentthe mRNA versuproteinlevelorrelateln
thisrespectheplasmaroteinversusepatienRNA corre-
lation wassearchetbr all APPdistedin Table1 andwas
foundto behighlyvariabldetweePPg0.2 r 0.8),in
agreementith otherstudieg?

One could haveexpectedhat the abundancef the
mRNAsthat arecontrolledmostdirectlyby cytokine-trig-
geredeceptorandassociatethscadés.g.somanRNAs
for TFs)wouldbestcorrelatevith the AP extentHowever,
thefunctionsof the proteinscodedhy the 154mRNA sam-
plesin Table?2 indicatethat the liver is ableto adaptits
respons® theAPextenbyvirtueof a“ne-tunedchangén
abundanceffunctionallydiversenRNAs Thisiswellillus-
trated by four prominentmRNA setsthat codefor early
signalingnolecule3 Fs,N-glycosylatioenzymesr posi-
tive APPsThesdour setsummarizéheexquisit@recision
of the AP-driverhepatocyteesponselhe liver is ableto
follow the extentof AP owingto a “ne tuning of some
mRNA levelgontrollingmost,if notall,intracellulaevents
fromearlysignalingo the“nal secretionf proteinsnvolved
in innateimmunity.
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La phase aigue de la eponse in ammatoire est coordonre@ar un grand

nombre de nediateurs dont notament les cytokines pro-in emmatoires tels leTu-
mor Necrosis Factor(TNF)- et l'interleukine (IL)-1 , principalement produits
par les macrophages.
Ces deux cytokines induisent alors une seconde vague de kytes telle I'lL-6
principalement par l'intermediaire des broblastes et des macrophages. L'IL-6
ampli e la eponse de certains organes mais eprimeegament la production du
TNF et facilite de ce fait le retoura I'noneostasie.

La egulation des genes dans le foie est fondamentale lode la phase aigue de
I'in ammation. La phase aigue egule notament nombre de gnes exprines dans
le foie et impligues dans lI'immunie inree et codant pour des proeines intracel-
lulaires (Acute Phase-Regulated Intracellular ProteinsAPRIP) et plasmatiques
(Acute Phase Proteins, APP).
Ces egulations impliguent des alerations au niveau trascriptionnel et post-
transcriptionnel et notament en terme d'abondance des ARNnde leur stabilie
ainsi que de leur traduction.
Pour autant I'importance de chacun de ces leviers de egulans restea ceterminer.

Bien que notre peedent travail ait permis de mettre en lunere de nouvelles
APP et APRIP dont les modi cations d'abondance sontetroitement corekesin
vivo au niveau d'in ammation syemique aigue, il ne permet cegndant pas de
ceterminer les vagues ciretiques de egulations qui penettrait de mieux com-
prendre les interactions entre ces dierents leviers.

Nous avons pour cela propos un protocole experimental paettant une ana-
lyse ciretique des alerations du transcriptome repatque in vitro. A cette n,
des repatocytes humains ontet stimukeesa dierent s temps par des cytokines
pro-in ammatoires, nous ouvrant ainsi une fenétre sur laietique de la phase
aigue de I'in ammation.
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Genome-WidResponsef the HumanHep3B
HepatomeCellto Proin"ammatoryCytokinesfFrom
Transcriptionto Translation

GdricCoulouar@egory efebvrRomaibavea&rancketellieMartinélironaurerrouot,
Maryvonizaveaandlean-PhilipBalier

Giventhe unknown timing of the onsetof an acutesystemian’ammation in humans,the
“ne tuning of cascadeand pathwaysnvolvedin the associatethepatocytaesponseannot
beappraisedn vivo. Therefore the authorsusedagenome-widandkinetic analysisn the
human Hep3B hepatomacell line challengedwith a conditioned medium from bacterial
lipopolysaccharide-stimulatethacrophagesA completecoverag®f the liver transcriptome
disclosed648 mRNAswhosechangein abundanceallowedfor their clusteringin mRNA
subsetswvith an early, intermediate,or late regulation. The contribution of transcription,
stability, or translationwasappraisedwith genome-widestudiesof the changesn nuclear
primary transcripts, mMRNA decay,or polysome-associatechRNAs. A predominanceof
mRNAswith decreasedtability and the fact that translation alone controls a signi“cant
number of acutephase...associafteinsare prominent “ndings. Transcription and sta-
bility actindependentlyor, more rarely, cooperateor evencounteractin a gene-by-gene
manner,whichresultsin aunidirectionalchangean mRNAabundanceWaveof mRNAsfor
groupsof functionally relatedproteinsareup- or downregulatedn anorderedfashion.This
includesan earlyregulationof transcription-associategdroteins,anintermediaterepression
of detoxicationand metabolismproteins,and“nally anenhancedranslationandtransport
of anumberof membranousor secretegroteinsalongwith an enhancedrotein degrada-
tion. In_conclusion, this study providesa comprehensiveand simultaneousoverviewof
eventsn the humanhepatocyteduring the in"ammatory acutephase Supplementaryna-
terial for this article can be found on the HerATOLOGY website(http://www.interscience.
wiley.com/jpages/0270-9139/suppmat/index.htigiepAaToLocy 2005;42:946-955.)

is coordinatedy a largenumberof mediators, mote a secondvaveof cytokinessuchaslL-6, mostly
suchasthe pro-in"ammatorycytokinestumor releaseldy macrophagemd“broblastst21L-6 isadual,
necrosifactor(TNF)- andinterleukin(IL)-1 , mainly pro-andanti-in"ammatorycytokinelt ampli“esthere-
sponsefvariouorganso APwhileit downregulatebe
Abbreviation#P, acutephaseTNF, tumornecrosifctor;IL, interleukin; produc_tlonof TNF- therebyfacmtatlngthe so-called
APRIPacute@hase-regulatettacellulaproteinAPP acutghasproteinCM, reSOIUUOmhasandaretumto homeostasis'
conditionedhediumNCM, nonconditionetiediumyg-RT-PCRquantitative Alteredgeneregulationin the liver is a hallmarkof
reversganscriptiopolymerashainreactionARE ,AU-richelement/AO-B, AP12 Speci"callytheAP reguIatemanyliver-expressed
monoaminexidas8; NF- B, nucleafactor B; POLR-2FpolymeragBNA) C P . . .
polypeptics; CAM-1, calmodulid. genesmvolvv_ed in_innate immunity and coding for
FromINSERMU519andIFRMP,Rouerkrance. AP-regulatethtracellulaproteing APRIPsandplasma

Receivedarchl, 2005;acceptetiilyl3, 2005. h r indAPP hicharetransientl -or
C.C.andG.L. aretherecipientsf a fellowshifromthe FrenctMinistryfor acutephaserote S( S)W charetransientiyup- o

ResearemdC.C.istherecipienofafellowshifromAssociatiateRecherckbar downr_egulatedndconsequentlylassr‘c_achspos!tlveor
leCancerSupporteld partbygrantsromAssociatiateRechercsarleCancer negativéAPRIPs/APP%8 Theseregulationgntailtran-

andLiguecontrde Cance(J.-P.S.). _ scriptionabr post-transcriptionatep(s)vhichresultén
Addresprintrequests: J.P.SalierINSERMU519, Facultele Medecine-

Pharmacie22 Bvd Gambetta,76183 Rouencedexfrance.E-mail: Jean- aIteredn_RNA abundancestability,ortranslatiqrﬁ,vg but
Philippe. Salier@univ-rouefesk;(33) 235-14-85-41. the relativeimportanceof thesecontrolsremaingo be

Copyrigh® 2005bytheAmericamssociatidortheStudyofLiverDiseases. assesse‘ﬂanscriptometudiesi;n rodents'lavqoartlydis-
Publishednlinein WileyinterSciende/ww.interscience.wiley.com).

DOI 10.1002/hep.20848 _secteqihet_alaboratanddynamiqarocesmattakesplace
Potentiaton”ictofinterestNothingtoreport. in theliverin thecoursef AP 10.11|n contrastagenome-
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wideandkineticviewof the AP-inducedchangem the
humanliveris not availableOwing to a coveragef the
wholehumanliver transcriptomenith a dedicatedni-
croarray,we recentlyidenti“ed the APRIP and APP
mRNAswhoselterecabundancbestorrelatewith the
extenbfanacutesystemim”ammationin vival2 How-
everdecipheringhe completeegulatorstepof signal-
ing cascadesdpathway&volvedn theresponsef the
humanlivertoin"ammationcannobegainedromstud-
iesin vivothat lackessentiahformationsuchasthetime
of APonsetThereforeananalysisfthekineticsof tran-
scriptomelteratiorin thehumanhepatocytehallenged
thepro-in"ammatorycytokinesn vitroshouldprovidea
privilegedvindowon theliverresponst AP.With this
approachwe havenow observedhat severalvaveof
mRNAsfor groupoffunctionallyrelategroteinsareup-
or downregulatedn an orderedfashion.Analysisof
mRNAtranscriptionstability andtranslatiorfurtherin-
dicatedthat in mostinstancethesecontrolstepsactin-
dependentlgr, morerarelycooperater evercounteract
in agene-by-gemaannerwhichstill resultsn aunidi-
rectionachangen mRNA abundance.

Materialsand Methods

Stimulation of a HepatomaCell Line With Pro-
in"ammatory Cytokines.The humanHep3B hepa-
tomacellfATCC HB-8064)platedat33%con”uence
wereculturedfor 48 hours,andthe culturemedium
wasnextchangedor a mixture madeof a serum-free
medium addedwith 20% (vol/vol) stimulated-mac-
rophage conditioned medium (CM) enriched in
TNF- ,IL-1 ,IL-6,andIL-8 or nonconditioneane-
dium (NCM) usedasacontrol12 Pairedculturesvere
challengedith CM versu®NCM for agivenlengthof
timein 3 (time-courseyr 2 (stability transcriptionpr
translationjndependenéxperiments.

Determination of mMRNAAbundancedy Microar-
ray or PolymeraseChain Reaction.Total RNAs
werelabeledand hybridizedto our eLiverpoolZmi-
croarraywhichprovidecompletecoveragef the hu-
man liver transcriptome (approximately 10,000
genes)}2Quantitativeeversaanscriptiorpolymerase
chainreaction(g-RT-PCR)of mRNAswith the prim-
erslistedin our Supplementaryable1 wasdoneas
described?

Analysisof mMRNA Stability by ActinomycinD and
Microarray. The cells were stimulatedwith CM or
NCM for a “xed time. The mediumwasreplacedy
serum-fremediumcontainindgl0 g/mLactinomycid
(SigmasSt.Louis,MO), thedishesverekeptat37°Cfor
0,15, 60,0r 240minuteg1 dishpertime)andtheresult-
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ing RNAswerelabelecdindhybridizedo ourmicroarray.
EverymRNA 3 untranslatedegion(3 UTR) wasre-
trievedromtheENSEMBLdatalibrary,andasearcliior
AU-rich element$ARESs)wasmadewith a serieof 30
publishedARESs!3-14owingto alocallydevelope®ERL
script.

Analysisof RNA Transcription by Run-on and
Microarray. Nucleamprimarytranscript$abeledvith
[ -32P]JUTP by run-on assaywere preparedas de-
scribedby in Daveauet al15 and hybridizedto our
microarrayfor 64 hoursfollowedby autoradiography
for 1 week.

Analysisof mRNA Translation by Polysomdsola-
tion and Microarray. Polysomefractionation was
doneessentiallgsdescribe@lsewher&:18 The poly-
some-freer polysome-enrichdtactionsverepooled
separatelgndthenlabeledandhybridizedo our mi-
croarray.

Microarray Data Handling and Mining. Our gen-
eralprocedurefor datahandlingweredetailedorevi-
ously??2 For everydetectedmRNA, the normalized
pairedvaluesobtainedunderNCM versusCM at a
giventime wereconsideretb besigni“cantlyinduced
orrepressedolds)whentheirdifferencevasoutsidea
funnel-shapedon“dencenterval(P  .05)calculated
from everymRNA detectedvithin the experiment?
In time-coursexperimentanmRNA abundanceas
consideredo be CM-regulatedat a giventime point
whenevera signi“cant induction or repressioroc-
curredin atleas® of 3 independenéxperimentd-or
MRNA stability,run-on, or polysome-relateexperi-
ments the meanvaluesneasuredtagiventime were
usedfor determinatiorof con“denceintervalsfrom
whichoutliertranscriptasvereconsideretb besignif-
icantlyregulatedfurtherspeci“ccalculationsrepro-
videdin thelegendsfthetablesand“gures) K-means
clusteringvasdonewith the Genesisoftwaré? Pro-
tein functionsandgroupsof functionallyrelatednR-
NAswerebasen the GeneOntologyConsortiumge

Protein Electrophoresisand Immunodetection.
SDS-PAGEndimmunodetectiomereperformedsde-
scribed! Goatantibodieggainsmonoaminexidasd
(MAO-B) (catalogueef. sc-18401)or calmodulin1
(CAM-1) (sc-1989pndmouseantibodiesagainsRNA
polymerask (DNA-directedpolypeptidé- (POLR-2F)
(sc-21752werefrom SantaCruz BiotechnologySanta
Cruz,CA). AlexaFluor 680...labele@bbitanti-goator
anti-mouségGsusedasasecondargntibodywerefrom
Molecular Probes(Eugene,OR). Fluorescenprotein
bandswverequanti“edwith the OdysseymagingSystem
from Li-Cor (Lincoln,NE).
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Figl. ClusteringndfunctionefHep3BnRNAwhosabundances regulatetlya pro-in"ammatocytokinehallengeAtotalof 648 mRNAs

whosebundancevasfoundto be changednh CM-versusNCM-challengedllswereseparateth 11 cluster1to C11byk-meanglustering.
(A)Wwithireachclusterthetotalnumbenf MRNA& notedontop, thetimepointsarenotedontheabcissaandthelogratioof mRNAbundance
foundin CM-versus?NCM-challengeelisis depictedn the ordinateTheplot(solidline)is the mearratioof abundancéorallmRNA#cluded
inthisclusteandtheverticabaratanytimepointis thestandare@rroiofthemeanUppesolidframe3 clustersfdownregulatedRNAsnedium
solidframe? clustersf upregulatechRNA&notethat C10exhibita changef the meanratioat 3 consecutiviémepoints)jowersolidframe:
a clusteof CM-regulatedRNARcking prominenthangeat a givertime(C11) anda clusteof non-regulatedRNAasedasnegativeontrols
(C12).(B) Prominerfunction®f proteinencodedy mRNAubsetsTheclustersC1to C10aboveweregatheredh broadeclustersvhenever
necessangigni“‘cancef underorover-representatmmRNA#fora functionajroupby chi-squareest:8P  .05;*P  .01.CMconditioned
mediumiNCMnonconditionedediumT CtranscriptioffL franslatioAPFapoptosiandproliferatio T XdetoxicatioM TBmetabolisn€MB,

cellmembrane?D ,proteinrdegradatior8P,secretegbroteinsT SP{ransport.

Results

Kinetics of Cytokine-InducedChangesn mRNA
Abundance.Atime-cours€), 15,30minutes], 3, 6,0r
16 hours)of mRNA abundancehangesvasstudiedin
the humanHep3Bhepatomaellline challengedvith a
pro-in"ammatorycytokine-enriche@M versusontrol
NCM. Our sLiverpoolZmicroarrayvasusedo identify

NAs within eachclusteris providedasSupplementary
Table2. C1to C10 correspondo adown-(C1-C3)or
upregulatecabundancgC4-C10). Moreover,an early
(' 1 hour) changen C1, C4, andC5, an intermediate
(2-3 hours)changén C2, C6,andC7, andalate( 6
hours)changen C3 andC8-C10point to earlyor late
CM-responsivgienesThe mRNAswith an increased
abundancpredominatedithin theentiresubseof early

everymRNA whoseabundancexhibiteda statistically gene€1,4, 5(1490f202mRNAs,73.8%).Thisfeature

signi“cantdifferenceinderCM challengatoneor more
giventime points,whichresultedn a selectiorof 648
suchmRNAs referredo astheHep3B/CMmRNAs.To

identify subsetef mMRNAswith asimilartimewiseegu-
lation of abundancetheseHep3B/CM mRNAs were
nextseparatethto clusterdy k-meanslusteringThe
latterisanunsupervisgarocedur¢hatrequireshenum-
berof clusterso bechoserbeforehand? Wefoundthat
11cluster€1to Cllconveyedppropriaténformation;
allbut 1 (C11)presentedtypicalup or downandtime-
dependenpattern(Fig. 1A). The completdist of mR-
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wasalsdound,albeitto alowerextentjn thetwo subsets
ofintermediater lategene€2, 6, 7 (64.6%)andC3, 8,
9,10(57.2%)(earlys lategenes? 102 bychi-square
test).C11 containednRNAswhoseabundancg@oorly
correlatedvith time. Asanegativeontrol,aclusteiC12
madewith 50mRNAsrandomlytakenfromallthosehat
did not exhibitanychangen this studyprovideda "at
curve.

As an externalcontrol for the aboveselectionpne
mRNAtakenfromeveryclusteC1lto Cl0wagandomly
testedby g-RT-PCR.In all instancesthe kineticsof
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Fig.2. Timecourseof abundancéor se-
lectedmRNAss controlledy g-RT-PCRhe
clustersC1to C1l0andthe generapresenta-
tionareasin Fig1A.ForeverynRNAdenti“ed
ontop, therelativeabundancen CM-versus
NCM-challengedllswasdetermineih tripli-
cate (microarrayyr duplicatg(q-RT-PCRX-
perimentandshowrasa logratio.In C9,the
2 scalesusedfor microarragleft ordinatepr
g-RT-PQRghtordinategredifferentACADM,
acyl-coenzynfedehydrogenasg;4to C-12
straighthain, AGPAT1-acylglycerol-3-phos-
phateOG-acyltransferade MAP4K4mitogen-
activatecproteinkinase kinase kinase kinase
4; ANTXR2nthraxoxinrecepto2; C4BPA,
complemerdomponert bindingproteinal-
pha;JUNBunB proto-oncogerie6STmem-
braneglycoproteigp130;ZNF364zinc‘nger
protein364; HP, haptoglobinNK4, natural
killercell transcripd; q-RT-PCRuantitative
reverseranscriptiopolymerasehain reac-
tion; CM,conditionethediumNCMnoncon-
ditionedmedium.

abundancasfound by microarrayor q-RT-PCRwere
quite similar(Fig. 2). Moreoverfor mostof thesemR-
NAs, the directionandkineticsof changen abundance
werequite similarin CM-challengedHep3Bor HepG2
hepatomaells(Supplementariig. 1), which makesa
cellline...speci&ffectunlikely.

Abundanceof Functionally Identi“ed mRNA Sub-
populationsand Their Kinetics. We “rst veri“edthat
our seriedf 648 Hep3B/CM mRNAs*t apro-in"am-
matory cytokine-inducedegulation.In Fig. 3, many
Hep3B/CMmRNAsthatcodefor (1) criticalproteinsof
the majorcytokine-drivertascadas (2) otherproteins
in the hepatocytenderacutan’ammatiory-6-8.11.12,21-26
wereregulateésexpected.

ThemRNAsthatcodefor proteindnvolvedn (1) the
immuneresponsat largeor (2) the in”"ammatoryre-
sponsaerdurtheridenti“edbyanontologyapproaci?
Whencomparinghe numbersf suchmRNAsfoundin
eitherthe Hep3B/CM mRNA population(seealetailsn
Supplementaryable2) or in the entire populationof
mRNAsin the quiescenliver2 both functionalgroups
weresigni“cantlyenrichedin the former (in both in-
stances? 10 “4bychi-squartest).Againthisdemon
strateshat our selectiorof the Hep3B/CM mRNAs“ts
with amajorin”uenceof pro-in"ammatorycytokine®n
mRNA abundance.

Wesearchefbr atime-dependenegulatiorof other,
functionallyde“nedmRNA subpopulationis CM-chal-
lengedHep3Bcells By ontology weidenti“ed 13 major
subpopulation®f mMRNAs correspondindo proteins
with awell-identi“edfunction(Supplementarable2).
Amongthe clusterLC1 to C11, 7 clustersontainedat

132

COULOUARN ET AL. 949

leastl signi“cantlyunder-or over-representadRNA
subpopulatioiiSupplementaryable3). A furthercom-
prehensivanalysiss presentedh Fig. 1B and Supple-
mentaryFig. 2. Strikingobservationsclude(1) atrend
to transcriptionalipregulationlboxesC4-C5 and C6-
C7) andtranslationatepressiofC1) at the early-to-in-
termediat@hasef the cellrespons€) arepressionf
detoxicatiorandhepatianetabolisnin theintermediate
phas€C2), and(3) an upregulatedynthesiandtrans-
port of membranousr secretegroteinsaswell asin-
creasegroteindegradationn the late phasgbox C8-
C10).

Stability-DependenmRNAAbundance . We exam-
ined to which extentthe stability of our setof 648
Hep3B/CM mRNAswasaffectedaftera CM-versus-
NCM challengéor either30 minutesor 16 hours.The
abundancef everynRNA wasdeterminedat various
timesaftertranscriptiorarresby actinomycirD. Ge-
nome-widedeterminationsf RNA stabilitystill await
standardizednalysi$* Therefore,our speci“c cal-
culationsaresummarizedn Supplementaryable4.
After 30 minutesof CM challenge? Gaussiampopu-
lationsof mMRNAswereobservedasshownin Fig.4A,
left. One population(meanslopevalue 0) hada
narrowvariationof stabilitythat wasconsideredin-
changedy CM, andthiswasusedto calculate nor-
mal rangeof valueghorizontalthick barin Fig. 4A).
Within the otherpopulation,the mRNAshadhighly
variableslopevalueswhichsigni“cantlydepartedP
.05) from the normalrange.Quite similardatawere
obtainedaftera CM challengdor 16 hours(Fig. 4A,
right). Altogether218 Hep3B/CM mRNAsdid not
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presenanyvariatiorof stability whereatheother430
Hep3B/CM mRNAsexhibiteda CM-inducedchange
of stability (the latter mMRNAs are noted assuchin
Supplementaryable2). Asseerin Fig.4A, the mR-
NAs with a decreasedtability (negativeslope)pre-
dominated(68.4% of all 430 mRNAs)ascompared
with thosewith anenhancedtability(31.6%)after30
minutesaswellasl6 hoursof CM challengeAsshown
in Fig.4B,theproportionof mRNAswith anenhanced
or decreasestabilitywasnot signi“cantlydifferentin
boxC1-C3(decreaseabundancejomparedvith box
C4-C10 (increase@bundance)thus ruling out that
Fig.3. Appropriatehangesn mRNAabundancesonnectedo alteredstabilityaloneaccountedor an up- or down'
proin’ammatorgytokine-regulatpdthwayin CM-challengédep3B regulatedmRNA abundanceHowever,the relative
cells.Themajorproin"ammatoigytokine-regulatpdthwayandrele- - distribution of mMRNAs with alteredstabilityin the

vantiranscriptiofactoraresummarize(it) thelL-1 /NF- B pathway,
(2) the IL-1 /MAP kinase/AP-land C/EBPpathwayand (3) the  C/USEr<Cl to C10 wasnot random.The numberof

IL-6/STAT@athwayTheabundancefanmRNAora proteirdepicted MRNAS with enhancedstability was signi“cantly
in red or greenwas up- or downregulateth accordancevith the higher,andthe numberof unstablenRNAswassig-

literatureln particularthe AP-drivesynthesisf STAT-8nd C/EBP ni“cantly lower,in box C8-C10(clusterf increased
and- moleculess a relativelyate eveniin vivoandtakesplaceonly ’

afterlatentSTAT-8ndC/EBP moleculesf thequiesceniiepatocyte @bundanceps comparedwith C3 (decreasedbun-
areactivatedy phosphorylatié®.Hencethe upregulationf STAT-3 dance)starsn Fig. 4B). This stability/abundancee-

andC/EBP and- mRNAgseenin C10)stronglyuggestshatour |atjonshipis logical and validatesour experimental
kineticeoversnostoftheearlytointermediatstage®fthehepatocyte

responséo pro-in"ammatomgytokinesAlsoin keepingniththis, the approachMoreover,this relationshipncreasedme-
mitogen-activateuioteinkinasel andl B mRNAshatallowfora wisefromboxC4C5upto C8-C10,whereai wasnot
temporatontrobfNF Bactivityn AR22Swerdoundobeupregulated ghservesvhencomparingC1, C2,andC3. Takento-

(in C4andC5,respectivelypomemRNAfor otherproteinghatwere P .
notfoundto be regulatedrealsoindicatedin gray)as they“ll major gether,our dataindicatethat (1) a lossof stability

gapsin the summarizepathwaysA criticalphosphorylaticeventis - controls,at leastpartly, the abundancef many AP
indicateavit a P ayelloveircle Thenucleusnembranis symbolized mRNAs and (2) stability enhancemendccursinfre-

witha curvediottedline. Thepromoteof an APP-or APRIP-encodin
gends symbolizedt thebottom(redor greerbrokerarrowtranscrip- Ehuentlyand mostlyactson thelatemRNASs.

tion start site for an up- or downregulategene).AP-1,activating ~ Be€Caus@RNA3 UTR maybeinvolvedn stability4
protein-1(c-Jun/c-Fodimer),APPacutephaseproteinAPRIPacute - we investigateavhetherthe stability-regulatechRNAs

phase-regulatedtracellulaprotein,C/EBP CCAAT-enhanberding ; u e g -
proteinERKextracellulasignal-regulatédnase( MAPK1)Gp130; identi“ed aboveexhibitedsomecharacteristiphysical

glycoproteiof 130 kd; GRIM-19jeneassociatedithretinoid-interfer- f€atUresAs shownin _Supple_mentargr_a_ble 5, the 3
on-inducedhortalityl9; 1 B, inhibitoof NF-B;IL1-RAIL-1 receptor UTR of the mRNAswith modi“ed stabilitywassigni*“-
antagonistiL1-RACHL-1 receptoaccessorprotein]L1-R1JL-1 cantly shorterthan that of controlmRNAs, which “ts

receptotypel; IRAK2IL-1 receptor-associatedase?; JAKJanus . .
kinase;JNK,c-Junkinase;MAPKmitogen-activatgutoteinkinase; earlierobservationmadeat the levelof absolutejecay

NF- B, nucleafactoikappaB; p38,50, 65,proteirnf38,50 or65kd; ratel4 Moreoverthefrequencyf occurrencef 3 AREs
pol Il, RNApolymerasédl; STATsignaltransduceand activatof  thatareknownto be associatedith achangén mRNA

transcriptioTAB ltransformirgrowttiactor -activategroteirkinase 13,14 ik ; ;
1-bindingproteind; TRAF(S[umonecrosiiactorreceptor...associate%mb'“tyL wassigni“cantlylowerin regulatedhanin

factors. Somentherin"ammation-associate®NAgotshowngode  CONtroimRNAs Thesedatasupporuridenti“cationof

for (1) in"ammation-driveeceptorand cytokinege.g.,CD14and mRNA populationsvith amodi“ed or unchangedtabil-
TNF, peakingn C6andC4,respectively(2) associatedignatrans- ity post-CMchallenge

duction(e.g.,the TNFeceptor-associatiattor-4 peakingn C4-C5); .
(3) transcriptiofactorsandrelatecproteinge.g. HNF-3 andHNF-4 Transcriptional Control of mRNAAbundance We

decreaseth C2;the c-JuractivatoMAP4K4decreaseth C3;ATF3, alscexaminedo whatextenthevariationsn abundance
peakingn C5;JunEandSTATSand-5bpeakingn C6);(4) HLA-BC,  regyltedrom achangén transcriptiorin our setof 648
and -classll chains(upregulatecth C7 and C10),and the classl .
regulataapasirdownregulat@iC2)and(5) blood-bornaPpPge.g., HEP3B/CMmRNAsafter30 minutesor 16 hoursof CM
albuminand fetuin-Aand -B decreasedh C3; variouscomplement challengeComparingherelativeabundancef primary
component€;-reactivproteinhaptoglobirthrinogenandorosomu- transcriptsn nucleifrom CM- versuséNCM-challenged
coidpeakingn C9-C10)Thedirectiorandkineticof all thesechanges cellsidenti‘ed 191 or 66 transcriptshat P
“t manypublishedlata?6-8.11.12.21-26 . ptaha \_/vere3|g_n|
cantlyregulate@t30minutesor 16 hourswith verylittle
overlap(Fig. 5A). They aresonotedin Supplementary

Table2. Remarkablythe downregulateg@rimarytran-
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scriptgpredominatedt30 minuteg1430f191,74.8%),
but theywerea minority at 16 hours(21 of 66, 31.8%)
(P 10 “ by chi-squaréest).This indicateghat tran-
scriptionakepressiopredominateduringthe earlyAP,
whereaganscriptionactivatiorpredominateatalater
stageAsshownin Fig.5B, thefractionof primarytran-
scriptsndicativeof adecreaseat enhancettanscription
werenot signi“cantly differentin the mRNAs of de-
creasedbundancéoxC1-C3)versushoseofincreased
abundancéoxC4-C10),thusruling out thattranscrip-
tion aloneaccountefbr anup-ordownregulatechRNA
abundanceHowever,the numberof upregulatedri-
marytranscriptappearetb behigherandthenumberof
downregulatetlanscriptéowerin boxC8-C10(mRNAs
with alateincreasé abundancedscomparedvith C3
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mMRNA abundanceelationships logicaland supports
our run-on analysisTakentogetherour dataindicate
that (1) alteredranscriptiorcontrols at leasipartly,the
abundancef manyAP mRNAs,and(2) increasettan-
scriptionmostlyaffectshelateAP genes.

Within the mRNAswhosetranscriptiorandstability
both werefound to be alteredin this study,thosewith
oppositeegulationsf transcriptiorandstabilitywereas
numerousighosewvith 2up-ordownregulation® .5,
notdetailed)andtheformemweresvenigdistributedn all
clustersThereforeadditiveor subtractiveffect®f tran-
scriptionandstabilityhavesimilaroccurrencéMoreover,
within thesubsedf mRNAsundergoin@ up-or 2 down-
regulatedranscriptiorandstability,the extentof both
parameterdid correlat¢P  .05,not detailed)suggest-

(latedecreaseg)thoughthis wasnot signi“cantbecause ing cooperationOn the contrary thesgparametensere

of the smallsamplesize.This transcriptionahctivity/
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anti-correlatedithin thesubsedf mRNAswith opposite
transcriptionand stability(P .05, not detailed)and
hencetranscriptionand stability may antagonizén an
imbalancedashionwhichstill resultsn unidirectional
changen mRNA abundanceNone of the functionally
de“nedsubpopulationpreviouslynotedin Fig. 1B and
Supplementarfyig. 2 appearetb bepreferentiallpasso-
ciatedwith anytranscription/stabilitgombination(not
detailed).

Cytokine-InducedChangesn the PolysomeFrac-
tion of MRNAs.BecausehangeB mMRNA andprotein
levelslo not necessarigorrelaté; translatiorof agiven

4

Fig4. CM-associatetlangeBy mRNAtabilityTranscripti@mrest
byactinomycib wasdoneafter30 minuteor 16 hoursof CMor NCM
challengeTheabundancef everymRNAnN the setof 648 Hep3B/CM
mRNAsgvasmeasuretly microarragt variougimesafteractinomycin
D (asdetailedn Supplementaifyablet). (A) Distributioof valuesof
mRNAtabilityAbscissalopeofthecurveofrelativenRNAbundance
intheCMversudNCM-treatextllsat variousimesafteractinomycib.
A negativgor positive)slopevalueindicatesan mRNAwitha CM-
associatedecreaséor enhancementf stability Ordinateabsolute
numbeof MRNASAt either30 minutesor 16 hoursof CMchallenge,
onemRNAopulationvithan unchangestabilitypost-CMvasdistrib-
utedasa sharpGaussiapeakthatprovide@ normafangeof values
showras an horizontahickbar(mean 2 SD).Anothepopulation
witha wide Gaussiadistributiosolidline)signi“cantlgepartedrom
this normalrange(P ~ .05). Thetotal numbersof mRNAsvith un-
changedralteredstabilityvere218 and430, respectivelpteithei30
minutesor 16 hoursafter CM, the total numbersof mRNAswith
enhanced/decreassthbilitywere74/237 and 96/245, respectively.
(B) Distributiomf the 430 mRNAsvitha CM-alteredtabilityin the
clusters€C1to C10.AbscissathemRNAwverecountedn the basisof
an alteredstabilityobservednlyafter30 minutes¢30minCM)or 16
hoursCMchallengg¢16hr CM)or afterbothdurationg30min 16hr
CM) or theywereall countedogethe(All).Ordinatewithina box,the
barsdepictthe numberof mRNAsvith an enhancedsolid bar) or
decreasedtability(openbar) expresseds a percentagef the total
numberof mMRNAgn this box.In box C8-C10versushox 3, a star
indicatesa statisticalligni“cantdifferenc€P .03 by chi-square
test).
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Fig5. CM-associatetlanges primaryranscriptdheabundance
of primanytranscriptsvasdeterminedh the set of 648 Hep3B/CM
mRNAsfter 30 minutesor 16 hoursof CMor NCMchallengéoy
microarrayA) Numbeof primaryranscriptaitha signi“cantlaltered
abundancet eithertime. (B) Distributiorof the transcriptwith a
CM-alteredbundancen clustersAbscissathe mMRNAsverecounted
onthebasisof analterecabundancef the primaryranscrippbserved
onlyafter30 minutest30minCM)or 16 hours€Mchallengél6hrCM)
or aftertheywereall countedogethe(All).Ordinatewithina case the
barsdepictthe numbef primantranscriptsvithan enhancedsolid
bar)ordecreasedbundancépenbar)expresseds a percentagef
thetotalnumbeof MRNA# thiscase.

MRNA couldbe CM-modulated regardlessf whether
itsabundanceasalteredThereforeandregardlessthe
648 Hep3B/CM mRNAslisted,we searchetbr a CM-
associatethangen theratio of (polysome-bounghole-
cules/[free monosome]-boundnoleculesfor every
mRNA thatwasdetectablan theHep3Bcells Asabove,
this wascarriedout at 30 minutesor 16 hoursof CM
challengeThe identi“cation of mMRNAswhoserelative
abundance these populationsvasmostsigni“cantly
(P .05)modi“ed by aCM challengés illustratedin
Supplementarlyig.3. ThesanRNAswereconsideretb
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beengageth a CM-dependenfup- or downregulated)
changeftranslatiorextentThisresultedn a“nal selec-
tion of 34 or 40 suchmRNAsat 30 minutesor 16 hours
of CM challengerespectivelAt eithertime, approxi-
matelyhalf of the mMRNAshadundergonanincreased
translationwhereasanslatiorof theremainingnRNAs
wasdecreasethonsigni“cantdifferenceby chi-square
test) thusindicatingthatthetranslationatontrolof pro-
tein productionin APisbidirectionalThe completdist
of thesemRNAs (Supplementaryable 6) showsvery
little overlapbetweerthe mRNAswhosetranslationis
regulatecht 30 minutesor 16 hours.In fact,no correla-
tion existedetweelthe extentof translatiorobservedt
30minutesand16hoursforthe34(r  0.002,P .99)
or40 mRNAsidenti“edpreviouslyr 0.13,P  .41).
This observatiorpoints to a stronglytime-dependent
controlof translatiorfor mostAP-relevanproteins Re-
markably,the mMRNAs with an alteredtranslationin-
cluded(1) actorsof the in"ammatoryresponseat 30
minutes(RABfamilymemberspr 16 hours(e.g. metal-
lothionein1H, leukemianhibitory factor,MAP kinase
kinase-1TNF receptorsuperfamilymemberlla),(2)
prominentactorsof proteindegradatioubiquitin pro-
teinligasee3Aandproteasomsubunit 6, upregulated
at 30 minutes),and (3) actorsof translation(ribosomal
proteinsL41 and S23)whoseupregulatiorat 16 hours
suggestampositivefeedbacloopfor alateenhancement
of translation.

Asnotedin Supplementaryable6 (lastcolumn),8
mRNAsregulatedh translatiorwerepreviouslyoundto
beregulatedn abundancegndwith only oneexception
(cytokine-likenucleafactom-pac)othregulatiorevels
actedn thesamelirection Strikingly the2 mRNAswith
the mosttightly up- or downregulatettanslatiorat 30
minutesof CM challengeverealsoregulatedn abun-
dancgRNA polymerask polypeptidé=; RAB18) Like-
wise, severalmRNAs with a highly upregulated
translatiorat16 hoursof CM challengweerealsaupregu-
latedin abundancdn thesesituationsmRNAsbelong-
ing to the late clustersf upregulatecdibundancéC9,
C10) predominatedTakentogether,our datasuggest
thatin alimited numberof caseshiftsin mMRNA abun-
danceandtranslationcancooperatéor an upregulated
protein synthesigluring the late AP, notablywhena
strongtranslationatontroltakeglace.

Protein electrophoresiand immunodetectionwvere
usedasa control for translationallyegulatednRNAs.
ThreemRNAswith atime-and CM-dependenshiftin
translation,namely,POLR-2F,CAM-1, and MAO-B,
wereselectedAs shownin Supplementar¥ig. 4, the
abundancef the PolR-2Fproteinincreasedftera 30-
minute CM challenge whereasthat of CAM-1 or
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Fig.6. OveraNiewofthe CM-inducedep3BcellresponseéAftera pro-in"ammatogytokinehallengéConditionellledium)a set1 made
of 648 mMRNASs regulatedn abundancewhereasnothergessentiallyndependerset 2 of 71 mRNAss mainlyor exclusivelyegulated
translationallyn evenypanel,a contropathwayr functionalargetsare notedat the top. Anextremeaseof combinedontroinvolvesnRNA
abundancandtranslatiofdouble-headedurvedanddottedarrow)whichmostlyapplieso somemRNAwvitha strongandlate upregulation.
Up-or downregulatiai functionallidenti“edproteingroup(s)s respectiveljepictedy an ascendingrrowbelow-or an upsidedownT above
thegroumame(TFfranscriptiofactorTL translationahachinen) TXdetoxicatiod TBlivermetabolisnAPPacutephaseproteinCMBc¢el
membrane?D proteindegradatiof;SPiransport)Theplottedvalueqclosectirclesn the 4 leftmospanels)verecalculatedromdatafound
in Supplementafable (forthetranscriptioandstabilitypanels)Fig.1A(abundancpanel) andSupplementafablés (translatiopanel).Téh
«functionsganelssummarizeiatatakenfromFig.1B and SupplementaRjg.2 and Supplementafyables and6.

MAO-B decreasedfter a 30-minuteor 16-hour CM
challengesespectivelyl hesedatacannotbe accounted
forbyaconcomitanthangén mRNAabundancf@ower
diagrams$n Supplementarlyig. 4), andhenceheysup-
portouridenti“cationof themRNAswith aCM-depen-
denttranslation.

Discussion

The percentagef regulatednRNAs found in this
study(approximately%o) isquitesimilarto the number
of liver mMRNAsregulatedduring the AP in humanor
mousen vivoll12 Most importantly,the properdirec-
tion andkineticsof changetn mRNA abundancefor
cytokinesndtheirreceptorgranscriptiorfactor TFs),
andAPPsll supportour choiceof theHep3Bcells Our
furtherdata(not shown)did not indicateanysigni“cant
modulationof MRNAsfor thesuppressods IL-6 signal-
ingthatareinvolvedn theresolutiorphasefin’amma-
tion34 This is consistentwith a sustainedCM
stimulationalongthe time courseof this study,which
likelypreventethetargetHep3Bcellsfrom returningto
aquiescenstate Moreoverthe discretevave®f stimu-
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lationby TNF andIL-1 , thenIL-6, which occurin
vivol-2couldhardlybemimickedimewisén vitro, which
mayhavepreventetheresolutiorphasdérom occurring.
Finally,we preferrechot to studythe effectof a single
proin"ammatorycytokine ForinstancelL-1 isknown
to promoteanoppositeeffecton someAPPsdepending
onwhetheit actdn thecontexbf othercytokinesuchas
IL-6.1.26

The over- or under-representationf functional
groupslongthe APtimecourselisclosesnearlycontrol
of TF-encodingnRNAs,which subsequentlgesultsn
anup-or downregulateproductionof othermRNAsfor
proteins with mostly hepatocyte-speci“éunctions.
Downregulatiofenzymesmvolvedn detoxicatiomnd
metabolisnfmostlyin C2) represeni@noticeablexam-
ple, whichincludesseveraélcoholdehydrogenasasad
glutathiondransferasesswellaskeyenzymefor metab-
olism of glucose(glucose-6-phosphatastgity acids
(stearoyl-CoMesaturasej cholesterqP4-dehydrocho-
lesteroreductase)rhis downregulatiortanbe at least
partlyaccountedor by the concomitantiownregulation
of HNF-4 and upregulationof STAT-3, becausehe
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formeris an activatorof hepatocyte-specitnetabolism our setof Hep3B/CM mRNAs. Not only cansuchan
at large?® andthe latteris a repressoof the glucose-6- earlydecreasef givenTFsdirectlyaccounfor asubse-
phosphataselependentgluconeogenesis.This tran- quentlimitation of other proteins(e.g. the directrela-
siendownregulatiotekegplacen ahighlytime-sensitive tionship between HNF-4 and metabolism-related

mannerasit disappeareduringthe latephasef cyto-
kinechalleng@ thisstudy despiteéhe possibléackof a
resolutiorphas@asdiscussedn enhancegroductionof
someAPPsdn the AP couldbene“tfrom aminoacidsav-
ingresultingromadecreasexynthesisf otherproteing
We now demonstratéhat the transientdownregulation
of detoxicationand metabolisntakesplacebeforethe
increasedynthesisf abulk of APPswhicharguegor a
participatiorof someransientlgispensablietoxication

proteinsput it alsocanallowfor asubsequentpregula-
tion of other TFs. For instance GRIM-19, a STAT-3
inhibitor whosenRNA decreasesarly allowsfor (1) an
immediateipregulatiomf STAT-3activityand(2) alate
upregulationof STAT-3 targets,suchasthe C/EBP
gené

Within evenyclusteiC1to C10,somanRNAsexhib-
ited achangen eitherstabilityor transcriptiorthat was
opposedo their“nal changeén abundancelhisfeature

and metabolisnproteinsin suchan aminoacid...savind'ts with otherreportsof oppositeregulation®f mRNA

scenario.
Contraryto otherreportsn whichstabilitywasmerely
inferredfrom combinedranscriptionatateandmRNA

transcription,stability, or translationin variouscon-
texts!430:31This now underscorethat in the AP-chal-
lengedhepatocytéranscriptionand stability caneither

abundanc&’3tweactuallyneasurethe CM-associated cooperat@r antagonizend still resultin an unidirec-

changeof mRNA decayWe havenow found that two
thirdsof theHep3B/CMmRNAsareregulatedy stabil-
ity. Thisisin keepingvith the changef abundanceo-

tional changeof abundancePotentiallycon”icting data
appeareih theearlyphasefourkineticsasvefound(1)
apredominancef MRNAswith anincreasedbundance,

ticed for mRNAs coding for severalheterogeneousalongwith (2) predominanhumber®f transcriptionally

nuclearribonucleoproteinghnRNP), and particularly
hnRNP D (clusterC5), whichdirectlycontrolsmRNA
stability32 Predominancef mRNAswith alosof stabil-
ity isafurthernovel'nding of ourstudy It shouldhotbe
seerasa standardesponseo stressgiventhat a shift
towardstabilizatiomasbeernfoundin otherexamplesf
cellularstres8?:31 The currentlossof stabilitylikely re-
sultsatleastn part,fromtheearlyrepressioaftheMAP
kinase-InRNA (clusterC1) thatlimits mRNA decay3
It alsoappears$o be drivenby AREs,giventhe lower
frequencyf AREgoundin the3 UTR of regulatednR-
NAs versusontrolsin our study. AREsparticipatein
decaycontrol but they do not allow predictionof the
directionand extentthereoft4.32 Finally, the predomi-
nantlossof stabilityseenn our AP-regulatechRNAsis
consistentvith a requirementor (1) atransientdown-
regulatiorof somenRNAscontrollingnormalfunctions
in the quiescenhepatocytée.g. metabolismand(2) a
short-term limitation of some AP-induced mRNAs
whosesustainegresenceouldbedetrimental.
Analysif nucleartranscriptdy run-on hasseldom
beermadeon agenome-widscalé® We developethis
approachin the hepatocyte/ARcontext and, as ex-
pected;® weobservethattranscriptiorcontrolsanum-
berof APRIP/APRyenesTheoveraltrendofthiscontrol
stepis time-dependentstranscriptionatepressionr
activationpredominateat an earlyor late stageof AP,
respectivelyThis featurehasnot previouslypeendocu-
mented.It “ts the up- or downregulatedbundancef
manyTF-encodingnRNAs andkineticghereofwithin
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repressettRNAsandmRNAswith adecreasestability.
Thefactthattwo counteractingegulationsf transcrip-
tion andstabilityoftenoccurandstill resultin aunidirec-
tional changeof abundancelari“es,at leastpartly, this
con’ict.
Thisstudyprovidesigenome-widandkineticview
ofthehumanhepatocyteesponsm pro-in"ammatory
cytokinesfrom transcriptionto translationBecause
the data obtainedby our variousapproachesover
quite differentscalestrendsratherthan absoluté'g-
uresshouldbecomparedSuchtrendsshownin Fig.6
(left2 panels)ncludeanoveralpredominancef mR-
NAswith a CM-induceddecreasia stability,andan
increasedranscriptionand stability of the mRNAs
whoseabundances upregulatedate in the course,
alongwith reversedegulation®f the mRNAswith a
downregulatecabundanceAmong the latter, those
codingfor elementef thetranslationamachineryare
repressegarly whereatranslatiorisre-activatethter
(right 2 panels)which“ts with atimewisdncreas@
thenumberof mRNAsthatareunalteredn abundance
but translationallyupregulated(center 2 panels).
Thereforetranslatiorrepresenta critical control for
APRIP/APRroduction.In extremeasesf upregula-
tion, mRNA abundanceand translationcooperate
(curved,dotted arrow betweenpanels).Our overall
view‘ts with: (1) anengagememf latentproteinsand
translatiorof alimitednumberof latentmRNAsasthe
primaryevents@tthe onsebfthehepatocyteesponse,
thelatteralsdancludingarepressedanslatioror active
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degradatiorof other pre-existingroteins(e.g.,| B)

and(2) aregulationof geneactivityandproteinsyn-
thesisthat reachedts full extentat a later stageand
allowsor thefull cellresponst takeplaceThelatter
notablyincludesarepressionf detoxicatiorandme-
tabolism,an enhancedranslationand transportof a
numberof membranousr secretegroteinsaswellas
an enhancegbroteindegradationywhichmayin turn

limit the productionof upregulatedut potentially
harmfulproteing4 in atime-dependennanner.
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6.1. Liverpool Chapitre 6. Discussion

6.1 Liverpool

Les choix concernant la conception de Liverpool furent te tbt orienes vers
des technologies bien connues et matrisees :

{ la PCR et le cep6t de ses produits sur la puce;

{ le marquage des produits de PCR par radioactivit.

En e et celles-ci sont d'abord d'un co0t moinsek\e que celui des autres techno-
logies comme les oligonuckotides et la uorescence. Effent par ailleurs utiliees
avec suces dans d'autres travaux [230, 231] et la radioagt a cette propree
de pos=dera la fois une importante sensibilie et une enission lireaire du si-
gnal [232].

Ces choix ont permis une rapide matrise de la technologielsen qu'aujour-
d'hui encore notre laboratoire est un lieu uniqgue en Haute-ddmandie dot d'un
savoir-faire hautement speciali® dans lelaborationet I'analyse de pucesa ADN
radioactives.

Constittee d'approximativement 10000 sondes, Liverpoast une pucea ADN
qui couvre I'ensemble du transcriptome repatique humainamme aucun outil ne
le proposait jusqu'alors. A n de ¢ nir quelles allaient €tre ces sondes, nous avons
ceveloppe un outil informatique capable de retrouver lesADNc repesentants
les genes dont I'expression est au moins tepatique. Pese sous la forme d'un
programmeecrit en PERL, cet outil permet au sein des chies Hs.datamaintenus
par le NCBI !, de rechercher les squences d'ADNc epondant aux cries de
glection suivants :

{ nous nous sommes assues que la equence de la sonde estetpence
compkementaire de la squence d'ARNm sitiee le plus en ition 5' de
celui-ci. Cette contrainte nous permet d'augmenter la sg@ cie de chacun
des clones a n de limiter les hybridations croisees;

{ nous nous sommes egalement asssues de la pesence dmtiotation des
tissus d'expression pour con rmer |'expression tepatigel des clones.

Nous avons en n parfait la liste des sondes par des recherstaune part biblio-

graphiques et d'autre part au sein des banques d'’ADNc spadi®es. Les esultats
de l'utilisation de Liverpool avec desechantillons de tisus non-tepatiques puis
d'autre part avec des lepatocytes isoes montrent clainment la speci cie repatique

de notre pucea ADN.

En n pour s'assurer de la pecision de notre outil, nous avas appliqe une po-
litique rigoureuse du contrble de la qualie. Nous avonsiasi d'abord valice la

gguence et donc lI'annotation de 686 sondes slectioree akatoirement (10% de
sondes pesentes sur la puce) ce qui nous a permi de relever taux d'erreur

faible en accord avec celui annon@ par le consortium IMAGEournisseur des

INational Center for Biotechnology Information, Bethesda, Etats-Unis
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clones utilisess comme sondes. Puis nous avons verie laibde variation entre les
duplicats de sondes repartis akatoirement sur la puce a de mettre enevidence
l'abcence d'e ets spatiaux. Nous avons en n \erie que la position relative des
sondes sur I'ARNmM a une faible in uence sur le signalemis.
Nous cemontrons de cette manere que Liverpool est un oudtpecis, sensible et
speci que cedea letude du transcriptome hepatiqu e humain.

6.2 LiverTools

Paralelementa notre puce a ADN, nous avons cee au sen du laboratoire
un outil de gestion et d'analyse des donrees assocees averpool et baptie
LiverTools. La structure de LiverTools lui conkre des quies indispensables.

6.2.1 Structure

LiverTools peut etre cecrit en utilisant un diagramme de dploiement (cf. page
40) lequel e nit une repesentation de LiverTools en quare noeuds (cf. -
gure 6.1) : ordinateur client , serveur ABISS-CRIHAN® | serveurs ex-
ternes et serveur Inserm U519. Chacun de ces noeuds a une fonction cedee
et interagit avec ses noeuds voisins par l'intermediaire'd@ssociations.

Par exemple le noeud serveur Inserm U519 autour duquel s'articule I'en-
semble des autres noeuds, est celui qui coordonne toutes desnmunications
inter-noeuds. En e et qu'il s'agisse de l'aces aux donmes, de leur actualisation
ou de leur analyse, ces taches sont toutes a l'initiative & serveurs du noeud

serveur Inserm U519.
Leclatement de la structure en plusieurs noeuds accorgechacun de ceux-ci une
certaine autonomie et permet uneevolution du syeme en initant les repercus-
sions de celle-ci sur les noeuds voisins.

6.2.2 Aces aux donrees en eseau

LiverTools est un ensemble d'outils ineges organisesdans un eseau, lequel
suit un sclema classique en trois strates (cf. page 47). kiganisation en eseau
permet d'utiliser dierents protocoles de transfert des nrees adapes aux taches
demancees. Ainsi le protocole HTTP utilise pour acedera LiverTools permet
l'utilisation de logiciels standards et de se connecter awersveur d'applications

2Atelier de Biologie Informatique Statistiques et Sociolinguistique
3Centre de Ressources Informatiques de Haute-Normandie.
SHyperText Transfer Protocole
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Fig. 6.1 { Diagramme de ceploiement de LiverTools. LiverTools est constitiee de quatre
noeuds. Le premier est la voie par laquelle |'utilisateur acedea LiverTools gracea un ordinateur
ordinateur client et son navigateur internet. Le second noeud repesente le serveur ABISS-
CRIHAN . Il s'agit de l'ordinateur de ABISS dans les locaux du CRIHAN qui keberge le
SGBDR. Son but est de maintenir les donrees et de permettredur interrogation. Le troiseme
noeud est celui des serveurs externes , sources d'informations pour maintenir actualiees les
annotations des sondes. Il repesente donc les conservates publiques tel le serveur d'UniGene
keberge au NCBI. Le quatreme enn est le noeud serveur Inserm U519 qui repesente
l'ordinateur plae dans les locaux de l'unie 519 sur lequel sont base plusieurs serveurs et
modules d'inegration des donrees dont notament le serveur d'application et le module ALUM °
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depuis tous les postes informatiques du laboratoire. Paidlaurs LiverTools utilise
le protocole NFS ce qui permet de partager certains repertoires dont notamen
ceux contenant les images nuneriees de la puce a ADN. Cesiages peuvent
alors etre analyses depuis plusieurs postes informaties par l'intermediaire d'un
logiciel d'analyse externe incependament de LiverToolsl9]. Ainsi au contraire
d'un syseme leberge par un seul poste informatique, LierTools eponda un
besoin de disponibilie accrue des donrees pour I'ensetsbdes protagonistes des
projets utilisant Liverpool-LiverTools.

6.2.3 Rerennie et emmagasinnage des donrees

L'ensemble des donrees issues des experiences mereedvverpool est sau-
vegarce grace a des sysemes incependants s'appliqué chacuna un type de
donrees particulier.

D'abord pour les images nuneriges, j'ai cetermire unepolitigue de sauvegarde
qui utilise le syseme RAID® de niveau 1, grace auquel chacune des images est
dupligee simultarement sur un disque dur dierent. Ain si si un disque dur sur
lequel les images sontecrites est en panne, celles-ci netqoour autant pas per-
dues puisqu'elles restent accessibles sur le second disque Par ailleurs une
copie de chaque image estegalement e ectiee sur un supp@movible externe.
Concernant ensuite les donrees textuellese. les donrees de transcriptome, cli-
nigues et les annotations des sondes, celles-ci sont saavezps au bon soin du
CRIHAN sur un syseme a bandes magretiques. LiverTools git donc une poli-
tique de sauvegarde des donrees qui assure la perinnieed donrees issues des
experiences merees sur Liverpool.

Le respect des recommandations MIAME lors de I'emmagasireades donrees
(cf. page 55) esta mon sens aujourd'hui indispensable a yieurs titres. Le pre-
mier est d'abord pragmatique. En e et cetaines revues doné$ plus prestigieuses
imposent de soumettre les paranetres exgerimentaux auxdses de donrees o -
cielles a n de se voir attribuer un nurnrero d'identi cation qui est alors demance
par leurs critiques pour qu'ils puissentetudier ces paragires. Le second est plus
conceptuel et est une conequence d'une caraceristigneajeure des pucesa ADN
aujourdh’hui et qui se traduit en un mot : multiplicie . Multiplicie des plate-
formes et des protocoles disponibles (A ymetri®! , Nimblegen™ | lllumina™ et
nombre d'autres ceveloppees singulerement par les latratoires), multiplicie des
termes d'annotation des sondes ceposes sur les puces se&galement multipli-
cie des nethodes d'analyses. Une telle diversie des panetres impose, a n de
permettre la confrontation des esultats des nombreusextudes merees sur puces

"Network File System
8Redundant Array of Inexpensive Disks
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a ADN, I'enregistrement de I'ensemble des paranetres eggmentaux [233].
C'est la raison pour laguelle nous avons souhaie s la noeption de LiverTools
gue le sclema de la base de donrees de LiverTools soit canfie aux principales
recommandations MIAME.

6.2.4 Actualisation des annotations

Le module automatie d'actualisation de LiverTools(Automated Livert ools
Update Module) est un programmeecrit en PERL inegea L iverTools et dont
le premier rble est de \erier periodiguement le niveau dactualisation appek
egalement construction, des donrees contenues dans les serveurs d'UniGene du
NCBI. Lorsque c'est utile, ALUM entre alors dans son seconale et synchronise
les donrees d'UniGene et celles de LiverTools. L'ensemldes chiers UniGene
concernant I'humain sont ekcharges puis parcouru et eurs informations sont
en n compaeesa celles de la base de donrees de LiverTeolLorsque I'ensemble
des modi cationsa apporter est repertore, ALUM envoi un ensemble de requétes
SQL au SGBDR a n d'actualiser les donrees contenues dans bmse de donrees
de LiverTools.

Bien gue le facteur limitant essentiel soit le temps de ®ichargement des chiers,
j'ai pete cette nethode a celle utilisant des liens hypertextes inclus dans les
pages HTML car cette dernere rend LiverTools constamentependante d'une
part de la validie de liens hypertextes qui sont tes souentepteneres et d'autre
part de l'accessibilie des serveurs qui peut parfois &trinterrompue.

6.2.5 Mesure de la dierence d'expression

Outre les outil de transformations des donrees brutes, LérTools est doee
d'un outil qui assure la cetermination des genes dont I'epression est aleee par
le prenonene biologique etude. Pour cela j'ai traduit en R [234] l'algorithme
propose par Novak [193] et ses collaborateurs. Fonce sur I'observation qua |
dispersion des valeurs d'intensies est bien approximepar une fonction lireaire
des valeurs d'intensie, le programme se decompose en tsgohases :

{ la premere organise en ordre croissant chacune des vatslen fonction de
son intensie moyenne () puis calcule la dierence de ses intensies ()
entre les deux experiences compaees;

{ la seconde cee des groupes de genes congecutifs et calcule la dispersion
des dierences () n;

{ la troiseme cetermine les paranetres de la fonction lreaires ()= f( ),
lesquels permettent de ceterminer les equation des deuxoarbes limites
au deh desquelles les dierences d'intensie skcarént signicativement des
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valeurs dites normales et peuvent alors &tre attribueesvac un risquealpha

d'erreur au prenonene biologique etudes par I'exgerience.
La simplicie de la nmethode au regard de la qualie des esultats aet un atoOt
majeur en faveur de sa slection.
Cependant je souhaiterais ici relever deux caraceristiges importantes.
La premere est la limite du schema experimental accepe. En e et lesechantillons
ne sont comparables que deuxa deux ce qui obligea l'utiligion de nelanges,
gu'ils soient eels dans une eprouvette ou virtuels par Ihternediaire de valeurs
moyennes.
La seconde est la propree canonique de cette nmethode qiioujours ceterminera
une proportion de genes dierentiellement exprines corespondant au risque
d'erreur que l'experimentateur s'autorise. L'arcletype de cette propree est la
cetermination de genes dont I'expression est signi catvement aleee alors que
les echantillons etudes sont des eplicats. Certes m& dans ces conditions, les
seules sources de variations sont d'origines techniquesdirigines prenotypiques
(variation individuelle). Or les variations induites par uin pkenonene biologique
sont probablement bien plus importantes que celles indugegpar les deux sources
peecdemment ciees. Et lors de la comparaison dechatlllons plaes dans des
etats physio-pathologiques dierents, les dierences d'intensies signi cativement
anormales sont tes probablement, au risque accept, ddes majoritairement au
pkenornene biologique objet de letude plus qua la propee peedemment ciee
de la nethode.
Nous avons ainsi cee au sein de l'unie Inserm 519 un outiqui nous a permis de
mettre en lumere des acteurs et des phenonenes essertigitervenant durant la
phase aigue de I'in ammation sysemique.

6.3 Marqueurs plasmatiques potentiels

Un esultat important des travaux pesenes est la decouverte de nouveaux
marqueurs de la phase aigue. A n de ceterminer la pertinece de ces marqueurs,
nous avons ¢ ni un score de la phase aigue fonce d'une pasur huit paranetres
clinico-biologiques et d'autre part sur la classi cation B deux groupes de pa-
tients; I'un constitte des malades et l'autres des emmais.

Comme attendu, nous avons decouvert parmi I'ensemble desngs exprines
durant la phase aigue, des genes, au nombre de 154 dont 13dumellement as-
soces a la phase aigue. Leur niveau d'expression est gyortionel au score de
phase aigue pealablement ¢k ni, ce qui est notament rerarquable pour les APP
positives plasmatiques. Par ailleurs le regroupement deatents bases sur le ni-
veau d'expression de ces genes permet de retrouver la clasgion initialement

147



6.4. Stimulus cytokinique et consquences Chapitre 6. [Zigssion

etablie sur crieres clinico-biologiques.
Par ailleurs, lesechantillonsetant des pekvementsde tissus peri-tumoraux, d'au-
cuns pourraient arguer de l'origine non repatocytaire desnarqueurs nouvelle-
ment cecouverts. Ainsi avons-nous monte par Q-RT-PCR sula ligree repatome
Hep3B stimuke in vitro par des cytokines pro-in ammatoires que lI'abondance re-
lative de ces cinq marqueursetait identique, a I'excepton de TRAFS5. 1l est tes
probable que cette exception soit en fait une impecision(e au grandecart de
temps entre les mesures (30min,16hrs).
Nous avons en n \erie par un test non-paranetrique, la p esence extraordinaire-
menteleee dans les quences promotrices de ces gends |I'ensemble des motifs
de xation des principaux facteurs de transcription assazsa la phase aigue de
I'in ammation.
Pouvons-nous ainsi raisonnablement ce nir ces 154 geng®mme marqueurs po-
tentiels de la phase aigue de I'in ammation ? Nous epondes assuement par I'af-
rmativea cette question. En e et qu'elle soit positive ou regative, la corelation
de leur niveau d'expression avec le dege de I'in ammatiopermet de e nir les
modulations de leur expression comme une marque potentsiient able de la
phase aigue de I'in ammation. Nous rekverons en n que pani les 154 ggenes mis
en lumere lors de ce travail, 5 nonement lenatural killer cell transcript 4 [Nk4],
la insulin-like growth factor binding protein 2[IG-FBP2], TGF- -3, la laminine-
-5 ainsi que lecollagen-1V- -1 codent pour des protines tes probablement
plasmatiques [235], les placant alors dans la téte de lesdes marqueurs cliniques
potentiels de la phase aigue de I'in ammation et rejoignanainsi les marqueurs
eja utilies par les nedecins cliniciens tels la CRP C-Reactive Protein), I'hnap-
toglobine, I'orosomuco«de, I'albumine et la transferrie.

6.4 Stimulus cytokinigue et congquences

6.4.1 Choix du mockle et du stimulus

A n de maintenir unetat de phase aigue de I'in ammation, i letait important
de contrbler nement les paranetres expgerimentaux et paticulerement au niveau
méme de I'repatocyte.

Or I'entee en phase de esolution de I'in ammation est peecdce de vagues de
egulations des cytokines. Parmi ces cytokines, le TNF, I'lL-1  puis notam-

ment I'lL-6 sont les principaux protagonistes de ce prenane [12, 20]. Cette
contrainte inscrite dans notre cemarche expgerimentalempose alors I'utilisation
d'un mockle in vitro . L'inhibition de ces egulationsetait alors une clef du main-

tien en phase aigue de I'in ammation et c'est pour cette raon que notre cemarche
experimentale impose un mode operatoiran vitro pour empécher levolution du

contexte experimental vers la phase de esolution de l'immmation.

148



Chapitre 6. Discussion 6.4. Stimulus cytokinique et congeiences

Par ailleurs il etait important de ne pas seulement etudierl'action d'une seule
cytokine. En e et nous savons combien l'action des cytokisesur I'repatocyte
est complexe suivant qu'elles agissent avec synergie ouaganisme (cf. page 18).
Aussi avons-nous pete soumettre |'repatocyte a un milieu conditionre, i.e.
comprenant un nelange de cytokines.

Enn parmi les deux ligrees d'lepatomes humains disponiles, HepG2 et
Hep3B, seules la dernere epondait aux crieres imposs par nos conditions
experimentales [236]. Il a en e etee monte que HepG2 eprimait fortement
et de facon constitutive le facteur de transcription C-EBP[237] quia levidence
induit un biais dans l'analyse de l'action de cytokines in amatoires sur la cel-
lule (cf. page 24). Ainsi I'ensemble de nos esultats morgruneevolution normale
des plenonenes connus les au maintient du syseme en @se aigue tel que
par exemple I'absence de modi cation signi cative des preines SOCS [85] (cf.
page 32) qui sont des agents majeurs du retour vers letat heostasique.

6.4.2 Modi cations regatives du sclema fonctionnel de
I'repatocyte

En eponse aux stimuli appligles par les cytokines pro-ilmmmatoires du mi-
lieu conditionre, I'repatocyte modi e son sclema fonctionnel. Les esultats de nos
travaux montrenta levidence un contrble regatif pe coce maiseplenere de la
transcription, ewek singulerement par les alera tions de I'abondance des ARNm
des facteurs de transcription. La congquence est une ggtion de la phase tra-
ductionnelle au sein de I''epatocyte avec notament la dimution signi cative
de la traduction de protines majoritairement impliglees dans les processus de
cetoxi cation et dans le netabolisme repatocytaire. La modi cation de la tra-
duction de ces protines disparait en n de phase aigue mgk I'abcence de retour
a I'honreostasie.

L'exemple est donre par la egulation regative de l'alcal-deshydrogenase et des
enzymes importantes du netabolisme du glucose telle la glose-6-phosphatase,
du netabolisme des acides gras telle la seanoyl-CoA dasurase et du netabolisme
du choleserol telle la 24-ceshydrocholeserol cesatirase. L'inhibition de ces voies
nmetaboliques est en corelation avec d'une part la eprasion du facteur de trans-
cription HNF-4 qui est un activateur de netabolisme repabcytaire [238] et I'acti-
vation du facteur de transcription STAT-3 qui est un epreseur de la glucogerese
ependantea la glucose-6-phostase [239].
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Nouseclairons alors d'un nouveau jour la quence dessnements qui consti-
tuent la phase aigue de I'in ammation. Ainsi la geriode dela phase aigue du-
rant laquelle I'repatocyte augmente la traduction des APPest poskrieure au
prenonene peedemment decrit de diminution de la tra duction de proeines im-
pliguees dans les processus de cetoxi cation et dans leetabolisme hepatocytaire.
Si cette diminution n'est pas dQe au retoura letat honeostatique interdit par nos
conditions experimentales, il est fort probable qu'elle arrespondea une stratgie
deconomie des tepenses en acides-amires [20].

6.4.3 Stabilie des ARNmM

Contrairement a d'autre travaux qui ont estine le rble de la stabilie des
ARNmM dans le jeu des egulations par deductions des analgs combirees du
taux de transcription et de I'abondance des ARNm [240, 241jpus avonsetabli
une nethode d'estimation directe de la valeur de la stabiti des ARNm.

A chaque temps d'adjonction d'actinomycine D eta chaque dee de stimulation
en milieu conditionre, le rapport d'abondance en ARNm ent les cellules sitiees
en milieu conditionre et celles sittees en milieu non-calitionre aee mesue.
Pour chague ARNm une estimation du coe cient de egression lireaire aee
calcuk et repesente la vitesse relative de cegradatio de 'ARNm, i.e. la stabilie
des ARNm.

Coeff.

Fig. 6.2 { Distributions des stabilies des ARNm. L'abscisse repesente les valeurs de coe -
cients de egressions lireaires () pour chacun des ARNm au cours des mesures d'abondance
releweesa chaque adjonction d'actinomycine D. Deux distibutions de fonctions de loi normale
semblent étre melanges No( o = 0; o) et Ni( 1 = 0:05; ;)). Apes estimation des pa-
rametres de ces fonctions, il est possible de determiner o intervalle de con ance (rectangle
noir) au dek duquel les coe cients sont signi cativement dierents de zro.
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L'observation des distributions des calcues pour chaque ARNm permet de
suspecter le nelange de deux populations de coe cients, abun distribte selon
une loi normale (cf gure 6.2) :

{ une premere repesentant les coe cients nuls ou assins nuls et attribles
aux ARNm se cegradanta la méme vitesse dans les cellules milieu condi-
tionre que dans celles en milieu non-conditionre ;

{ une seconde repesentant les coe cients non nuls et attbhies aux ARNm
ne se cegradant pasa la méme vitesse dans les cellules eitign conditionre
gue dans celles en milieu non-conditionre.

A n d'estimer les fonteres entre les nuls et les non-nuls, il fallait determiner
les paranetres des fonctions de distribution des deux loirmalesN (; ). Pour
cela un programme eali® en R s'execute de facon ierdive jusqua convergence
du maximum de vraissemblance (cf. page 86). Les paranetrdss lois normales
ainsi estines, unt-test permet d'estimer au risque les seuils de con ance au
deh desquels les coe cients sont non-nuls. De cette manere, nous avonsetabli
la liste des ARNmM ne se cegradant pasa la méme vitesse dales cellules place
en milieu conditionre que dans celles place en milieu nezonditionre.

Nos travaux montrent alors pour la premere fois la pedonnance d'un contrble
de la stabilie des ARNmM comme moyen de egulation du netédolisme des repato-
cytes au cours de la phase aigue de I'in ammation et en padulier ewele que
nombre de ces ARNm subissent une aceekration de leur degdation donc une
diminution de leur stabilie. Ces esultats sont par ailleurs corroboes par deux
autres observations issues de notre travail :

{ les modi cations positives et pecoces de I'abondance deribonuckopro-
eines nuckaires dont notamment la hnRNP-D qui contrbe directement la
stabilie des ARNm [242];

{ les modi cations pecoces de I'abondance des enzymes énvenant au cours
de la voie des MAPK dont le principal e et est une repressionas MAPK
et en conequence une diminution de la stabilie des ARNmM2f|3].

Il a de pluseke cemonte que certaines caraceristiqgues de la fquence de 'ARNmM
in uent sur sa stabilie [88], notamment :

{ la longeur de la :quence non-traduite 3'-UTR. Ainsi comra attendu dans
notre etude I'observation des longueurs des quences3TR des ARNm,
ewele une longueur signi cativement plus courte pour lss ARNm egues
gue pour les ARNm non egues;

{ l'abondance des motifsAU-rich elements (ARE). Les fequences d'appar-
tion des dierents motifs ARE connusa ce jour [244] sont pus faibles dans
les £quences d'ARNmM eguks que dans celles de ceux tamt pas egueks.
Bien que cette caraceristique soit un facteur essentieledla stabilie des
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ARNmM, elle ne permet cependant pas de pedire l'orientatio positive ou

regative de la egulation de la stabilie [243]
La perte pecoce de la stabilie au cours de la phase aigude I'in ammation
pour une majorie d'ARNm est en accord avec la epressioeplenere et pecoce
de la transcription. En n la phase aigue de I'in ammation est une periode par-
ticulerement active et il est raisonnable de penser que poeviter un emballe-
ment de la eaction in ammatoire la cellule puisse limiterl'abondance de certains
ARNmM dont la pesence persistente pourrait &tre cektere.

Comme attendu nombre d'APP et d'APRIP subissent une egulton trans-
criptionnelle durant la phase aigue de I'in ammation notament une activation
dans la periode pecoce et une epression dans la periagltardive. A n d'obser-
ver ce plenomnene, nous avons et les premiers aetende la technique de Run-
On vers une dimension transcriptomique et avons releve d part parmi un
grand nombre de facteurs de transcription une corelatiomntre |'activation de la
transcription et I'abondance de leur ARNm propre mais d'aue part une activa-
tion de certains facteurs de transcription qui peut interveir dieremment sur la
egulation des autres protines suivant un e et activateur ou egulateur.

Ce n'est pas la premere fois que des travaux montrent qu'wnactivation de la
transcription ou une augmentation de la stabilie peut éte opposea lI'abondance
d’ARNmM ou mé&me au niveau de traduction [88, 240, 241]. Noetude e\ele ainsi
dans ses dimensions transcriptomique et ciretique la ssgnce devenements de
la phase aigue de la transcription jusqua la traduction & montre par ailleurs
combien I'repatocyte plae en contexte de phase aigue dén ammation peut
eagir en synergie ou en antagonisme sur ses leviers deudgions que sont la
transcription et la stabilie a n d'obtenir 'abondance d 'ARNm recessaire pour
sa eponse au stimulus cytokinique.
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Des 1999 notreequipe a souhaie se doter d'une plateforsmde pucesa ADN
specialise pour letude de I'expression genique he@mtique chez I'humain au cours
de la phase aigue de I'in ammation sysemique maisegal@ent au cours de car-
cinomes hepatocellulaires [245] ou du ceveloppement [@}

Une premere partie de mon travail pesene dans la revueHepatology en
2004 [236] fat donc pour l'essentiel d'une part la pepatéon et la validation
d'une plate-forme pucea ADN et d'autre part la recherche de marqueurs de
I'in ammation aigue sysemique potentiellement plasmdiques.

L'outil ainsi ceveloppe repose sur troiseements fondamentaux :

{ une pucea ADN nomnee Liverpool et cedee au foie humain Le choix des
sondes ceposes sur la puce et leur nombre nous autorise tegard sur
I'ensemble du transcriptome repatique humain;

{ une logistique informatique. Constitiee d'une part d'un serveur de base de
donrees actualises et sauvegarcees periodiqguement @utomatiquement,
et d'autre part d'outils d'analyses statistiques des dorees provenant des
experiences, LiverTools est un ensemble d'outils placdans un eseau in-
formatique au coeur du laboratoire dont le but est d'appeknder et de
faciliter le travail du chercheur qui utilise Liverpool;

{ un savoir-faire de haute qualie tant au niveau de la peparation des expe-
riences que de leurs analyses et cetenu par I'ensemble durgmnel de
lequipe.

Ainsi l'utilisation de cet outil dans le cadre d'une etude ©mparative entre des
pekvements de tissus lepatiques in ammatoires et despekvements de tissus

hepatiques sains, et assoceea uneetude des facteurdiriques des patients, nous
a permi de mettre en lumere les principaux acteurs du prossus in ammatoire

chez I'numain. Le travail met particulerement en avant lacecouverte de 134 mar-
gueurs du niveau d'intensie de letat in ammatoire ev elant alors d'une part que

5 d'entre eux sont tes probablement des prokines plasnigues et d'autre part

gu'il existe une forte corelation entre le niveau d'expresion des APP positives
et le niveau d'intensie de letat in ammatoire.

Le seconde partie de mon travail fOt la cetermination de lamise en sene de
I'ensemble des acteurs de la phase aigue. Le travail publilans la revueHepato-
logy en 2005 [247], nous permet d'identi er plusieurs cascadesvehements dans
la ligree de cellules d'repatome Hep3B places en culteret stimukes par des cy-
tokines pro-in ammatoires garcees ainsi de ce fait en phasaigue arti ciellement
prolongee. En patrticulier, la epression transitoire dabondance des ARNm co-
dant les prokines du netabolisme Fepatique est unevenement marquant. Notre
etude a aussi, pour la premere fois,evalle I'impact deegulations modi ant tran-
sitoirement la transcription des genes, la stabilie desARNm, ou leur niveau de
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traduction, et a monte que la perte de stabilie des ARNm est un ewenement
pedominant lors de la eponse de I'repatocytea I'in a mmation aigue sysemique.

Ce travail montre combien les pucesa ADN assoceesa d'dres techniques
telles la Q-RT-PCR et le RunON, sont un outil particulerement bien adapta la
compehension ne d'unewenement biologique en mettanten lumere I'ensemble
des interactions entres les nombreux genes protagonistes
L'interpetation des esultats reste cependant autant un art qu'une science et
ce, malge lemergence ces derneres anrees de standk indispensables qui per-
mettent d'orienter I'experimentateur vers une interpetation des esultats plus
objective et able.

En e et des protocoles experimentaux plus reproductiblesdes annotations plus
ables, des nethodes standardiees d'enregistrement dedonrees, la e nition
d'ontologies et des mockles mattematiques particuleement bien adapes nous
permettront d'accro’tre davantage nos capacies d'intgpetation des donrees is-
sues des pucesa ADN.
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Resune

La phase aigue de I'in ammation syemique est une perioek de transition subse-
guente au trauma, coordonree par des nediateurs tellesdecytokines. Ces derni-
eres ciblent majoritairement le foie, lequel egule alos principalement la produc-
tion des APPs et des APRIPs.

Ce travail montre d'abord la ceation d'une plate-formea pucesa ADN cedeea
letude du transriptome tepatique humain et fondee d'une part sur le ceveloppe-
ment de la puce elle-méme par la designation des sondes ADNui la ce nissent,
d'autre part sur la ceation d'une base de donrees standalie etegalement sur
lecritre de programmes d'analyse statistique.

Il montre en n comment cette plate-forme a permis de mettre reevidence d'une
part une corelation entre 134 transcripts et la dege de'In ammation et d'autre
part une liste de genes epartis en 12 groupes fonctionreesubissant une aleration
de leur transcription, de leur stabilie post-transcriptionnelle et de leur traduction
durant la phase aigue de lin ammation.

Mots clefs

analyse statistique, base de donree, classi cation, cykmes, foie, genesa expres-
sion dierentielle, in ammation syemique aigue, puce sa ADN, regroupement,
stabilie des ARNm, slection de sondes, tissus, transgitome

Summary

The in ammation acute phase is a transitional period that fdows the trauma,
predominantly coordinated by mediators such as cytokines he latter mainly
targets the liver which then regulates among others APP and PRIPS produc-
tion.

This work initially shows the creation of a microarray platbrm dedicated to
human hepatic transcriptome analysis and founded on the of@and on the deve-
lopment of the microarray itself by indicating cDNA probes Vkich de ne it, on
the other hand on the creation of a standardized database amdso by the writing
of statistical analysis software.

It shows nally how this platform allowed to highlight on the one hand a corre-
lation between both 134 transcripts and in ammation degreeand on the other
hand a list of genes clustered in 12 functional groups undeigg modi cations
of their transcription, their post-transcriptionnal stability and their translation
during the in ammation acute phase.

Keywords
acute sytemic in ammation, classi cation, clustering, cyokines, di erential ex-

pressed genes, microarray, database, liver, mMRNA decayppe selection, tissue,
statistical analysis, transcriptome
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