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Dans la vie, j’avais deux ennemis : le vocabulaire et les épinards. Maintenant j’ai la botte
secrete et je bouffe plus d’épinards. Merci, de rien, au revoir messieurs-dames.

Franck Pitiot
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simple encadrant de stage ou de directeur de thése. Tu es pour moi un mentor a la soif d’apprendre
intarissable, quelqu’un d’entier qui ne fait jamais les choses a moitié¢ et dont la passion pour son travail
donne vraiment envie de s’investir a 200% pour étre a la hauteur de tes espérances. Enfin au cours de
ces derniéres années tu es également devenu un trés bon ami pour moi. Je n’oublierai pas les soirées
zombicide, retro-gaming et les journées de surf. Le mot MERCI est encore trop faible pour exprimer

ma gratitude, voila pourquoi je le mets en gras.

Antoine (aka. Toto), comme pour Fred, tu représentes plus qu’un simple directeur de thése pour
moi. Tes critiques constructives et bienveillantes m’ont permis d’apprendre beaucoup. Tu es toujours la
quand il s’agit d’aider ou d’échanger sur le surf et le beau temps. Avec Fred, vous formez un duo
atypique, j’ai été fier d’avoir été encadré par vous deux. D’habitude je me fiche pas mal de ce que penses
les gens de moi, mais j’espére du fond du cceur de ne vous avoir jamais dégus au cours de ces 3 années

et si un jour j’arrive a acquérir ne serait-ce que le quart de vos connaissances, je m’estimerai heureux.
Fred, Toto, encore MERCI.

Bertrand, maitre du fractionné, gourou de la nage et de la pipette. Merci pour ta bonne humeur,
il suffit de t’entendre rire pour savoir que 1’on va passer une bonne journée. Tes conseils pour

m’améliorer a la course commencent enfin a porter leur fruit. J’ai hate de faire le MUD DAY a tes cotés.
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Emmanuelle, merci infiniment pour tes conseils et les discussions animées sur comment recoder
R, quel est le meilleur test statistique ou encore si le fortran allait revenir a la mode. J’ai appris beaucoup

grace a toi.

Aurélie, ma partenaire de course. Heureusement que ton assiduité est la, sinon il y a fort & parier

que je ne me serais jamais levé pour aller courir le dimanche avec toi. Je te remercie pour tout.

Clément, j’espere que ces 6 mois de stage ne t’auront pas trop traumatisé. Tu as pu assister a la
partie la plus difficile de la thése. Si méme ¢a ne t’as pas rebuté alors fonce, tu es bourré de compétences

(malgré ton caracteére d’ours mal 1éché).
Enfin pour finir trois personnes ont marqué au fer rouge cette these.

Angélique, tu es la premieére. Méme si cela ne fait pas longtemps que tu es parmi nous, ta
sociabilité, ta bonne humeur et ta joie de vivre font que j’ai I’impression que tu es la depuis le début.
Cela vient sans doute aussi de nos nombreuses conversations sur tout et n’importe quoi (surtout

n’importe quoi). Merci pour tous ces bons instants passés en ta compagnie.

Dude, mon seul regret est de ne pas t’avoir connu plus t6t. On a formé une sacrée équipe
ensemble transcendant le copinage thésard-thésard pour devenir de vrais amis. Toujours la pour me
dispenser de ton savoir de pharmacien. La semaine a Florence, celle de ’ETW, les soirées geeks ou

encore les lundis GOT font partie de mes meilleurs souvenirs de thése.

Princesse Marcel... Que dire ? Voila maintenant 4 ans que nous sommes compagnons
d’infortune, partageant nos réussites et nos moments de doutes. Cette rencontre avec toi, au détour d’une
salle stagiaire surchauffée, prés de la table de ping-pong, fait partie de mes plus belles rencontres. Tu es
la prochaine alors courage. Quoiqu’il arrive si tu as besoin de moi je serai toujours la pour te filer un

coup de main.

Enfin pour finir, je tiens a remercier celle qui a su me supporter, me consoler, me motiver, me
recadrer et j’en passe, Maélle. Je sais que je ne suis pas facile quand le manque de sommeil et le stresse
se fait ressentir. Merci pour tout. Tu ceuvres depuis maintenant plus de 10 ans a faire de moi une meilleure

personne, et j’espére que cela continuera pour au moins 10 années de plus. Encore MERCI.

xvil



Préambule

De nos jours, la production mondiale de substances chimiques, dont certaines d’entre elles
s’averent nocives pour 1’environnement et la santé humaine, est 400 fois plus importante qu’il y a un
siécle. Selon I’Inventaire Européen des Substances Chimiques Commerciales Existantes (EINECS), le
nombre de produits chimiques manufacturés dans le monde est estimé a plus de 100.000, dont seulement
3% ont fait I’objet d’analyses approfondies pour en évaluer leur toxicité et établir des liens avec des
pathologies et des phénotypes délétéres chez I’Homme. Ce chiffre ne semble cependant représenter
qu’une infime partie du nombre total de substances chimiques présentes dans le monde, revendiquées a

plus de 140 millions par le site du CAS (Chemical Abstract Service) de I’American Chemical Society.

Dans son livre « Les perturbateurs endocriniens », le Professeur Olivier Kah évoque « 1’invasion
incontrélée » de ces composés chimiques (Kah 2016). Ces derniers sont omniprésents, rendant notre
exposition quasi-constante aux pesticides (McKinlay et al. 2008), plastifiants (Romani et al. 2013),
cigarettes, cosmétiques, détergents, médicaments, et bien d’autres. Il est aujourd’hui trés difficile de
mesurer I’exposition d’un individu a un composé précis tant les sources d’exposition sont multiples. Ce
probléme d’évaluation est d’autant plus préoccupant, que si aujourd’hui nous sommes dans
I’impossibilité de définir ce & quoi nous sommes réellement exposés, qu’en est-il de 1’exposition feetale

chez la femme enceinte, et quelles peuvent étre ses conséquences pour I’enfant a naitre ?

Les effets des polluants et des produits chimiques sur la santé humaine et animale sont depuis
plusieurs années au centre des préoccupations scientifiques et politiques. Depuis le début des années
1990, la prise de conscience sur la présence de ces substances dans notre environnement a mené les
autorités sanitaires a mettre en place de nombreux programmes de gestion et d’évaluation des risques,
tels que la législation REACH (Registration, Evaluation, Authorization of CHemicals). Parmi ces
composés chimiques, la famille des perturbateurs endocriniens (PE) est au centre des débats. En effet, il
est possible de se rendre compte de ’ampleur de la polémique en entrant les mots « perturbateurs
endocriniens » dans un moteur de recherche. Le nombre d’articles a destination du grand public a conduit
a une prise de conscience générale sur I’impact néfaste de ces substances sur ’'Homme. D’origine
naturelle ou synthétique, les PEs peuvent altérer le fonctionnement du systéme hormonal animal.
Certaines de ces substances pourraient induire des effets néfastes sur la santé d’un individu, de sa
descendance ou d’une population et ainsi constituer un véritable danger sanitaire. L’intérét pour ce sujet
croit réguliérement et en paralléle, des plateformes de décision réunissant des représentants de la science,

de I’industrie et des autorités ont été créées comme par exemple le programme de détection des PEs



lancé en 1996 par I’'US EPA (Environmental Protection Agency) (Usepa 1998), le plan national santé-
environnement (PNSE) débuté en 2004 ou encore le pdle national applicatif en toxicologie et
écotoxicologie lancé en 2009 en France. Elles prévoient des mesures a court, moyen et long terme, parmi
lesquelles I’identification des PEs, la priorisation de I’évaluation des risques, 1’élaboration de
programmes de monitorage, la recherche sur les mécanismes d’action de ces substances et enfin
I’adaptation de la législation. Depuis 2007, I’Union Européenne a coordonné une campagne de
recensement de ces substances afin de les classer en fonction de leur dangerosité, via la mise en place du
programme REACH. Cette directive vise a approfondir les connaissances scientifiques concernant les
effets des substances chimiques sur la santé humaine et sur I’environnement, afin d’optimiser la gestion
des risques liés a I'utilisation de ces produits. A terme, ce programme vise a ’interdiction et & la
substitution dans I'Union européenne des substances chimiques les plus dangereuses, en particulier les
substances CMR (cancérigénes, mutagénes, reprotoxiques), en prévoyant notamment des obligations a
I’encontre des producteurs et importateurs de produits chimiques. Il revient donc aux industriels de
démontrer I’innocuité des substances utilisées (Penman et al. 2015). Face a cette tiche, REACH incite
notamment les scientifiques a développer et a mettre en place de nouvelles approches, dites in silico,
complémentaires aux approches de toxicologie classiquement utilisées (in vivo, ex vivo, in vitro), afin

d’améliorer et d’accélérer le criblage des substances potentiellement dangereuses.



1. Introduction

1.1. Le systeme endocrinien et ses hormones

Pour comprendre la problématique majeure soulevée par les perturbateurs endocriniens, il est au
préalable nécessaire de connaitre le fonctionnement et ’importance du systéme endocrinien chez

I’Homme.

1.1.1. Qu’est-ce que le systéme endocrinien ?

Le systéme endocrinien (SE) est constitué d’organes et d’ensembles de cellules spécialisées dans
I'élaboration de messagers chimiques, les hormones, qui régulent, a distance le plus souvent, un nombre
important de processus physiologiques (Hiller-Sturmhofel and Bartke 1998). Pour se faire, les organes
endocriniens (également appelés glandes endocrines) ont pour role la production et le relargage
d’hormones dans la circulation sanguine ou le systéme lymphatique. Les hormones ont ainsi la capacité
d’agir spécifiquement sur des cibles (cellules, tissus ou organes) plus ou moins éloignées au sein de
I’organisme. Certaines hormones peuvent parfois agir sur des cellules proches sans passage par la
circulation générale (activité dite paracrine), voire méme agir directement sur la cellule qui les a sécrétées
(activité dite autocrine). Enfin certaines hormones peuvent également avoir une action intracrine en
agissant au sein méme de la cellule endocrine, sans avoir été relarguées dans le compartiment
extracellulaire. Par ailleurs, certaines glandes du SE sont dites endo-exocrines, comme le pancréas ou
les gonades. Il s’agit de glandes a activité mixte endocrine, par la sécrétion d’hormones dans la
circulation sanguine, et exocrine, par I’expulsion de produits de sécrétion a I’extérieur de 1’organisme
via un canal excréteur. La Figure 1 liste de maniére schématique les différents modes de communications

des hormones.
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Figure 1. Modes de communications cellulaires.

Les hormones agissent de quatre manieres différentes. A) De maniére endocrine, 1’hormone est relachée dans la
circulation sanguine afin d’atteindre la cellule cible. B) De maniére paracrine, I’hormone agit sur des cellules cibles
proches. C) De maniére autocrine, I’hormone cible les récepteurs de la cellule sécrétrice. D) De maniere intracrine,

I’hormone agit sur la cellule sécrétrice sans passer par 1’espace extracellulaire.



1.1.2. Présentation des différents types d’hormones

Par définition, une hormone est une molécule biologiquement active, sécrétée par une glande
endocrine, régulant a distance et par voie sanguine des cellules cibles. Elles peuvent étre classées en trois
groupes selon leur nature biochimique, dont dépendra aussi leur mode d’action (Abiven, Raffin-Sanson,

and Bertherat 2004).

1.1.2.1. Les hormones peptidiques

Les hormones peptidiques (Figure 2A) ont une taille allant de moins d’une dizaine a plusieurs
centaines d’acides aminés. Elles sont, la plupart du temps, synthétisées dans le réticulum endoplasmique
granuleux (REG) sous forme de préprohormones (PPH). Ces PPH sont soumises a 1’activité enzymatique
du REG et deviennent des prohormones, toujours inactives. Ces prohormones sont transportées vers
I’appareil de Golgi par des vésicules de transports, puis elles subissent dans les granules sécrétoires
(bourgeonnement de l'appareil de Golgi) une maturation enzymatique. Les prohormones sont alors
maturées en hormones actives par des prohormones convertases. La vésicule formée par le granule
sécrétoire permet a 1’hormone de franchir la bicouche lipidique de la membrane plasmique. Une fois
dans le sang, ces hormones ciblent les cellules d’intéréts via des récepteurs protéiques membranaires,

assurant la transduction du signal a I’intérieur de la cellule.

1.1.2.2. Les hormones stéroidiennes

Les hormones stéroidiennes sont des lipides dérivant du cholestérol et sont synthétisées dans le
cytosol (mitochondrie et réticulum endoplasmique lisse) (Figure 2B). Leur caractére hydrophobe leur
permet de traverser facilement la membrane plasmique. En revanche, ces hormones requiérent
généralement de se complexer avec des protéines plasmatiques afin de circuler dans le sang. C’est au
niveau des capillaires sanguins que 1’hormone stéroidienne est libérée de son transporteur pour pouvoir

pénétrer ensuite dans le cytoplasme de la cellule cible et se lier aux récepteurs intracellulaires.

1.1.2.3. Les hormones monoamines

Les hormones monoamines sont des molécules de petite taille majoritairement dérivées de la
tyrosine et du tryptophane incluant 1’adrénaline, la noradrénaline, la dopamine et la mélatonine (Figure
2C). Comme les hormones peptidiques, ces hormones peuvent délivrer leurs signaux aux cellules cibles
par I’intermédiaire de récepteurs transmembranaires spécifiques. D’autres hormones dérivées de la
tyrosine comme la T3 et T4, agissent en revanche de la méme maniére que les hormones stéroidiennes

et se fixent a des récepteurs nucléaires.
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Figure 2.  Schéma des différents types d’hormones

I1 existe 3 grands types d’hormones. A) Les hormones peptidiques. Elles subissent une maturation enzymatique dans
le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi, passant du stade de préprohormones a prohormones pour terminer
en hormones actives. B) Les hormones stéroidiennes. Le précurseur de ces hormones est le cholestérol. Ce dernier
subit un processus de conversion enzymatique avant de devenir une hormone. Ce processus est appelé stéroidogenése.

C) les hormones monoamines. Ces hormones dérivent le plus souvent de la tyrosine.



1.1.3. Le mécanisme d’action des hormones

Afin que les différentes hormones puissent exercer leurs fonctions biologiques, il est nécessaire
que des organes/tissus cibles soient capables d’intercepter et d’interpréter ces messages via des
récepteurs cellulaires. Les hormones agissent ainsi de facon spécifique en se fixant de manicre
complémentaire a une cellule cible via des récepteurs hormonaux adéquats. Ces récepteurs sont présents

soit au niveau de la membrane plasmique, soit a 1’intérieur de la cellule (Figure 3A).

Les récepteurs hormonaux membranaires sont des protéines qui assurent la transduction du
signal hormonal vers le cytoplasme, sans que I’hormone ne pénétre a I’intérieur de la cellule cible (Figure
3B). Ces récepteurs sont divisés en trois familles : les récepteurs couplés aux protéines G, les récepteurs
tyrosine kinase et les récepteurs des cytokines. Apres fixation de I’hormone a ces récepteurs deux types
de réponses peuvent étre générées: une réponse rapide et une réponse différée ou systéme de
transduction. Le systéme de transduction intervient lorsque le récepteur est le début d’une chaine
moléculaire menant a la création d’un signal via des messagers secondaires. Ce systéme est
traditionnellement composé de 3 éléments : un récepteur, un systéme de couplage protéique et une ou
plusieurs protéines effectrices. Le systéme de couplage associant le récepteur a une ou plusieurs protéines
effectrices est localisé sur la face interne de la membrane plasmique. Les protéines effectrices sont des
enzymes qui, une fois stimulées, catalysent la synthése de vecteurs intracellulaires porteurs de
I’information amenée a la cellule cible par ’hormone. Ces vecteurs ou messagers secondaires tels que le
calcium, ’AMPc (adénosine monophosphate cyclique), par exemple, provoquent de maniére plus ou
moins directe la phosphorylation de protéines présentes dans la cellule. Cette phosphorylation transforme
leur activité biologique créant ainsi I’effet endocrinien recherché. Enfin, la réponse dite rapide de ces
récepteurs hormonaux membranaires se fait grace a I’ouverture de canaux ioniques présents dans la
structure membranaire. L’ouverture de ces canaux crée un courant ionique, modifiant les propriétés

électro-physiologiques des cellules cibles.

Les récepteurs hormonaux intracellulaires peuvent étre cytosoliques ou bien nucléaires, et
agissent directement en tant que facteur de transcription de certains génes spécifiques (Bertherat 2004)
(Figure 3C). On parle de récepteurs nucléaires dont 1’activité est dépendante de la liaison de leur ligand.
Les stéroides liposolubles se lient par exemple a des récepteurs cytosoliques, et c’est le complexe

hormone/récepteur qui migre ensuite dans le noyau.
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Figure 3. Mécanismes d’action des hormones
A) Représentation du mode d’action classique des hormones hydrophiles et lipophiles. B) Action des hormones sur
réponse rapide. Activation du systéeme de couplage

les récepteurs membranaires. Activation des canaux ioniques
action légeérement différée. C) Action des hormones sur les récepteurs intracellulaires.



A T’inverse, les hormones thyroidiennes atteignent librement le noyau et reconnaissent des
récepteurs nucléaires présents de maniere constitutionnelle sur la séquence d’ADN cible. Une fois activé,
le complexe hormone/récepteur agit sur la séquence d’ADN en se fixant sur la région promotrice de
genes cibles, modulant ainsi leur transcription. La réponse induite n’est pas immédiate, mais est durable

dans le temps.

1.1.4. La régulation du systeme endocrinien

Le role principal du SE est de maintenir un état d’équilibre au sein de I’organisme, I’homéostasie,
quel que soit I’environnement extérieur. Pour cela, la libération d’hormones dans le sang est modulée
par trois principaux stimuli, nerveux, humoraux et hormonaux, chacun amenant les diverses glandes

endocrines a produire et a libérer des hormones.

Stimuli nerveux : La fonction endocrinienne est étroitement régulée par le systéme nerveux par

le biais de neurofibres qui stimulent la libération d’hormones. L’exemple type est celui de 1a réponse des
glandes surrénales, directement contrélées par le systéme nerveux, libérant de I’adrénaline et de la

noradrénaline en réponse a un stress intense.

Stimuli humoraux : La libération des hormones peut également étre régulée par une variation

du taux de certains ions ou nutriments dans le sang, constituant le mécanisme de contréle hormonal le
plus simple. Ce systétme maintient par exemple en permanence la glycémie dans des taux
physiologiquement acceptables. De la méme facon, une carence en calcium dans le sang stimule la
sécrétion de I'hormone parathyroidienne, et, inversement, un taux élevé de calcium stimule la libération

de calcitonine par la thyroide.

Stimuli hormonaux : Enfin, la production et la libération de nombreuses hormones sont elles-

mémes régulées par d’autres hormones. On parle alors d’"axe" pour désigner I’ensemble des glandes et
organes qui se régulent mutuellement. L’un de ces ensembles emblématiques est I’axe hypothalamo-
hypophyso-gonadique, la GnRH sécrétée par I’hypothalamus stimulant la sécrétion de FSH et de LH par
I’adénohypophyse. Ces deux hormones dites gonadotropes stimulent ensuite les gonades, qui exercent

elles-mémes un rétrocontréle hormonal sur I’hypothalamus et 1’adénohypophyse.
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Figure 4. Schéma du systeme endocrinien

Représentation schématique du systéme endocrinien. Il est composé de 9 glandes : 1’épiphyse ou glande pinéale,
I’hypothalamus, I’hypophyse ou glande pituitaire, la thyroide, les glandes parathyroidiennes, le pancréas, les glandes

surrénales et les gonades (ovaires et testicules)
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1.1.5. Les glandes endocrines et leurs hormones

Les principales glandes endocrines sont 1’épiphyse, 1’hypothalamus, 1’hypophyse, la thyroide,
les parathyroides, les surrénales, le pancréas et les gonades (Nussey et al. 2001). Dans une moindre
mesure, I’estomac, 1’intestin, les reins, le ceeur et le placenta participent également a ce systéme (Figure

4).

1.1.5.1. L’épiphyse ou glande pinéale

L’épiphyse, ou glande pinéale est située au centre de 1’encéphale, au-dessus et a 1’arriére du
troisi¢éme ventricule. Cette glande est constituée de cellules sécrétrices appelées pinéalocytes. Ces
cellules sont impliquées dans la synthése de la mélatonine, neurohormone sécrétée la nuit et ayant un
role majeur dans le cycle circadien (Cassone et al. 1993). Cette hormone intervient dans différents
processus biologiques dont la reproduction (rdle dans la synthése et la fonction des stéroides comme les
cestrogenes, la testostérone et la progestérone), la croissance cellulaire ou encore la régulation de la prise
de poids via son action sur la glycémie, I’insulinémie ou encore les tissus adipeux stockés dans
I’organisme (Reiter, Tan, and Fuentes-Broto 2010; Srinivasan et al. 2009; Prunet-Marcassus et al. 2003).
De plus, par le biais de I’inhibition de 1’absorption des acides gras par les cellules cancéreuses ou de
Pactivité de la télomérase, entrainant ainsi I’apoptose de cellules cancéreuses, la mélatonine est capable

de bloquer I’angiogenése et la prolifération tumorale (Mediavilla et al. 2010).

1.1.5.2. L’hypothalamus

L’hypothalamus est une structure du systéme nerveux central, située sur la face ventrale de
I'encéphale. Cet organe est associé a I’hypophyse, formant ainsi le complexe hypothalamo-hypophysaire.
Deux hormones sont produites par I’hypothalamus, stockées dans I'hypophyse puis relachées dans le
sang : 'hormone antidiurétique (ADH) ou vasopressine, et I'ocytocine. L'hypothalamus sécréte aussi des

hormones dites libérines régulant les sécrétions hypophysaires :

- La gonadolibérine (GnRH ou LHRH) est sécrétée de fagon pulsatile et agit sur les cellules
gonadotropes de I’hypophyse. La fixation de la GnRH sur son récepteur induit une
augmentation de la transcription de son propre géne et des génes codants pour les hormones

gonadotropes, c’est-a-dire la FSH et la LH (Counis et al. 2005).

- La thyéolibérine stimule la sécrétion de la thyréostimuline (TSH).
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- La somatocrinine (GH-RH) permet la libération de 1’hormone de croissance. La

somatostatine (GH-IH) permet I’inhibition de I’hormone de croissance.

- -La corticolibérine (CRF) stimule la sécrétion de la corticotrophine. Enfin, la dopamine

inhibe la sécrétion de la prolactine.

1.1.5.3. L’hypophyse ou glande pituitaire

L’hypophyse est située a la base du cerveau et est sous le contréle de I’hypothalamus, auquel
elle est attachée. Elle assure la liaison entre le systéme nerveux et le SE. Son role physiologique est
crucial pour I’organisme, puisqu’elle sécréte un grand nombre d’hormones contrdlant et régulant la
fonction de nombreuses autres glandes endocrines. D’un point de vue anatomique, [’hypophyse est
constituée de trois lobes : 'antéhypophyse (ou adénohypophyse) située en avant, le lobe intermédiaire et

la posthypophyse (ou neurohypophyse) située en arriere (Figure 5).
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Artére hypophysaire

Figure 5. Schéma de I’hypothalamus et de I’hypophyse

Schéma de 1’hypothalamus et 1’hypophyse. Sont représentées ici les différentes parties de I’hypophyse, la tige

pituitaire et les neurones.
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- L'antéhypophyse est composée de nombreux types cellulaires qui produisent et libérent de
nombreuses hormones adénohypophysaires, ayant chacune des effets physiologiques distincts sur
I’organisme. 1) L’hormone adrenocorticotrope (ACTH) qui stimule le cortex des glandes surrénales,
induisant la synthése de corticostéroides tels que les glucocorticoides et les androgénes a partir du
cholestérol. 2) La thyréostimuline (TSH) stimule le développement et ’activité de sécrétion de la
thyroide. 3) L’hormone folliculo-stimulante (FSH) et I’hormone lutéinisante (LH) stimulent les
glandes sexuelles. Ces hormones gonadotropes (ou gonadotrophines) sont produites par les cellules
gonadotropes et régissent le fonctionnement des gonades. Ces deux hormones sont des hétérodimeéres
constitués d’une sous-unité commune, la glycoprotéine a (gp o), et d’une sous-unité B spécifique de
chacune des deux hormones (FSH B, LH B) (Jiang, Dias, and He 2014). Chez ’homme et la femme, la
FSH stimule la production de gamétes (spermatozoides et ovules, respectivement), tandis que la LH
favorise la production des hormones gonadiques. L hormone lutéotropique est secrétée par les cellules
lactotropes et participe a la croissance des glandes mammaires. 4) L’hormone de croissance (GH) est
I’hormone protéique la plus abondante secrétée par 1’adénohypophyse. Bien que la GH provoque la
croissance et la division de la plupart des cellules de I’organisme, ses principales cibles sont les os et les
muscles squelettiques. Elle régule le métabolisme de nombreux organes, dont le foie, I’intestin et le
pancréas, et agit également sur les fonctions gonadiques comme la spermiogenese, I'accroissement de la
mobilité des spermatozoides et la stimulation de la synthése des androgénes (Hull and Harvey 2000).

- Le lobe intermédiaire secréte ’hormone mélanotrope (MSH) qui, en induisant la synthése de

mélanine, régule l'intensité de la pigmentation de la peau induite par les UVA.

- La posthypophyse stocke les hormones produites par I’hypothalamus et les distribue sous forme
de neurohormones. Parmi celles-ci, la vasopressine, ou hormone antidiurétique (ADH), régule le débit
sanguin rénal et la filtration glomérulaire rénale, modulant ainsi la pression artérielle. L’ocytocine quant
a elle, stimule les contractions utérines et celles des canaux galactophores lors de I’accouchement et de

l'allaitement.

1.1.54. La thyroide

La glande thyroide est située dans la partie antérieure du cou et repose sur la trachée. Les
hormones thyroidiennes (thyroxine (T4), et triiodothyronine (T3)) stimulent le métabolisme, régulent
la croissance et la maturation des tissus de l'organisme et peuvent affecter la vigilance et I’humeur. La
thyroide sécréte également la calcitonine, qui abaisse le taux sanguin de calcium (calcémie) et est un

antagoniste direct de la parathormone sécrétée par les glandes parathyroides (de Paula and Rosen 2010).
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1.1.5.5. Les glandes parathyroides

Les glandes parathyroides sont de petites glandes rattachées a la face postérieure de la glande
thyroide. Elles sont généralement au nombre de quatre. Ces glandes sécrétent la parathormone ou
hormone parathyroidienne (PTH). Cette hormone peptidique joue un role majeur dans la régulation
osseuse, rénale ou duodénale du calcium (Talmage and Mobley 2008). La PTH est déversée quand la

concentration sérique de calcium diminue. A I’inverse, I’hypercalcémie inhibe sa production.

1.1.5.6. Les glandes surrénales

Les glandes surrénales sont des glandes triangulaires situées au-dessus du rein, dans la cavité
péritonéale. Ces glandes sont divisées en deux structures anatomiques : la corticosurrénale, périphérique,

constituant 80 a 90% de la glande surrénale, et la médullosurrénale, centrale (Rosol et al. 2001).

La corticosurrénale est divisée en trois couches distinctes qui sécrétent trois groupes d”’hormones
différents. 1) Les minéralocorticoides sont en majorité représentés par 1’aldostérone qui est chargée de
réguler I’équilibre des ions sodium. L’aldostérone, via un échangeur sodium/potassium, stimule la
réabsorption des ions sodium dans 1’urine afin de diminuer les concentrations urinaires et plasmatiques
de potassium, et moduler ainsi la pression sanguine (Catena et al. 2014). 2) Les gonadocorticoides sont
composés principalement d’androgénes (Labrie 2004). Enfin, 3) les glucocorticoides ont un réle crucial
dans la réponse au stress cellulaire et I’adaptation de 1’organisme aux variations environnementales.
Parmi ces glucocorticoides, le cortisol, hyperglycémiant, favorise la synthése de glucose dans le foie et

la production d’anticorps.

La médullosurrénale produit deux catécholamines : 1’adrénaline et la noradrénaline. Ces
hormones ont une action stimulante sur le coeur, augmentent la pression sanguine en agissant sur la
constriction des vaisseaux sanguins, et augmentent la contractilité musculaire, permettant ainsi a
I’organisme de réagir de maniere adaptée en situation de stress (Kvetnansky, Sabban, and Palkovits

2009).

1.1.5.7. Le pancréas

Le pancréas est situé a I’arriére de I’estomac et assure une fonction exocrine par la libération des
sucs pancréatiques au sein du duodénum. Répartis tout du long de cet organe, les ilots de Langerhans
assurent eux sa fonction endocrine et sont composés de deux grandes populations de cellules : les cellules
a synthétisent le glucagon, provoquant la libération du glucose dans le foie ; et les cellules B, plus

nombreuses, produisent 1’insuline, hormone agissant sur le métabolisme glucidique, protidique et
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lipidique. Outre son réle hypoglycémiant, I’insuline favorise en effet également la formation de protéines

et le stockage lipidique.

1.1.5.8. Les gonades

Les ovaires sont les glandes génitales femelles. Au méme titre que les testicules sont le si¢ge de
la spermatogenése, ils assurent une fonction exocrine, I’ovogenése. Par ailleurs, de fagon cyclique,
I’ovaire produit des hormones sexuelles : les aestrogénes (cestrone, cestradiol, I’estriol) et la progestérone
sous I’influence de la FSH et de la LH secrétées par I’hypophyse, assurant ainsi la régulation du systeme
reproducteur (Richards and Pangas 2010). Les hormones progestatives sont produites par le corps jaune
ovarien. Elles agissent sur 1’activité sécrétoire de I’endometre et jouent un role dans le développement
de la glande mammaire. L’cestrogéne sécrété est nécessaire pour le développement des organes
reproducteurs, mais également pour I’acquisition des caracteres sexuels secondaires comme 1’ouverture
du bassin, le développement de la poitrine et la pilosité pubienne et axillaire. Enfin, les ovaires produisent
de I’inhibine, hormone régulatrice inhibant la sécrétion de la FSH, mais également de 1’activine, hormone
stimulant la production de FSH, et la relaxine, hormone provoquant 1’assouplissement et la relaxation de

I’utérus lors de 1’accouchement.

Enfin, le testicule, glande génitale male, est volontairement omis ici, car détaillé plus bas (cf.

section 1.2.).

1.1.5.9. Autres organes

D’autres tissus dans 1’organisme assurent une fonction endocrine. Parmi ces tissus, le placenta
joue un rdle important lors de la grossesse en produisant un certain nombre d’hormones stéroidiennes. Il
prend aussi en charge une partie des fonctions endocriniennes hypophysaires en sécrétant la
gonadotrophine chorionique (hCG) (Acevedo 2002). Le tractus gastro-intestinal a également une
fonction endocrine en sécrétant de la gastrine au niveau de I’estomac et de la cholécystokinine au niveau
de l’intestin. Les reins secrétent la rénine et 1'érythropoiétine qui augmentent respectivement la pression
sanguine et la synthése des globules rouges par la moelle osseuse (Peart 1977). Le cceur assure une
fonction endocrine par la sécrétion de facteur natriurétique auriculaire, agissant dans la régulation de la
pression sanguine et de 1'équilibre du sel et de I'eau dans 'organisme (Sagnella 2002). Enfin, les os par
la production d’ostéocalcine se fixant sur les récepteurs des cellules de Leydig, régulent I’expression
d’enzymes nécessaire a la synthése de testostérone (3B3-HSD, Cypl7, StAR) et jouent un rdle sur la

production de testostérone chez ’homme (Oury et al. 2011).
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Thyréostimuline TSH
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adrenocorticotrope
Meélano-stimuline MSH
QOcytocine
Vasopressine ADH
Cortisol
Déhydroépiandrostér DHEA
one
Adrénaline

Noradrénaline

Triiodothyronine T3

Thyroxine T4

Calcitonine
Parathormone PTH
Hormone

antimullérienne

Inhibine

Activine

Insuline like 3

AMH

INSL3

(Estrogénes El, E2 ou E3

Progestérone P4

Androsténedione
Inhibine
Glucagon

Insuline

Somatostatine
Hormone
chorionique
gonadotrope
Estriol E3
Progestérone P4
Mélatonine

hCG

Thymuline
Thymopoiétine

Effets

Stimule la sécrétion de TSH et PRL au niveau de I'hypophyse

Inhibe la sécrétion de PRL au niveau de I"hypophyse

Stimule la sécrétion de GH au niveau de I'hypophyse

Stimule la sécrétion de FSH et LH au niveau de I'hypophyse
Stimule la sécrétion d'ACTH au niveau de I’hypophyse

Stimule la croissance et la reproduction cellulaire

Stimule la lactation

Stimule la maturation des follicules chez la femelle et régule la
spermatogénése chez le male

Stimule la sécrétion d’estrogenes et induit I'ovulation chez la femelle. Stimule
la sécrétion de testostérone chez le male

Stimule la sécrétion d'hormones thyroidiennes

Stimule la sécrétion des glucocorticoides

Stimule la production de mélanine
Stimule la contraction utérine et la lactation
Inhibe la sécrétion d'urine et maintient 'équilibre électrolytique

Régule le métabolisme, la croissance et la maturation des tissus de l'organisme

Action contre le vieillissement

Accélére le rythme cardiaque suite a un stress ou une activité physique
Action dans I'attention, le sommeil et I'apprentissage

Stimule la production de I'ARN polymérase | et Il la fréquence cardiaque et la
force de contraction, la production de myéline, les neurotransmetteurs et la
croissance axonale

Régule la vitesse du métabolisme et des processus de croissance et de
différenciation des tissus

Régule le métabolisme du phosphore et du calcium

Régule le métabolisme phospho-calcique du sang

Intervient dans la régression des canaux de Miiller durant I'embryogénése

Inhibe la synthése de la FSH hypophysaire

Active la synthése de la FSH hypophysaire

Impligué dans la descente testiculaire et le maintient de la spermatogénese
Stimule le développement des organes reproducteurs et des caractéres
secondaires féminins, régule le cycle ovarien

Prépare I'endométre a |'implantation de I'ceuf fécondé, maintient le col de
I'utérus fermé, intervient dans le développement des glandes mammaires
Participe a la synthése des oestrogénes

Inhibe la synthése de la FSH hypophysaire

Régule la glycémie

Régule les substrats énergétiques comme le glucose, les acides gras et les
corps cétoniques

Inhibe la sécrétion de GH, de TSH, d'insuline et du glucagon

Maintien du corps jaune durant la grossesse et de la sécrétion de progestérone

Forme principale d'cestrogénes produite pendant la grossesse

Maintien de la grossesse

Agit sur la reproduction, le systéme immunitaire et en tant qu'antioxydant
Stimule I'immuno compétence des lymphocytes T

Agit sur les cellules nourriciéres des prothymocytes

Tableau [.Tableau récapitulatif des différentes hormones et leurs actions

Hormones peptidiques -
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Les principaux organes et glandes du SE, les hormones qu’ils sécrétent, et roles physiologiques
qu’elles assurent sont résumés dans le Tableau 1. Ce tableau permet de constater rapidement de la

complexité du SE et de son impact sur I’organisme tout au long de la vie.
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1.2. Le testicule

Comme les ovaires, le testicule fait partie des glandes du SE. Durant ma thése, le testicule a été
I’organe sur lequel je me suis particuliérement focalisé. Voila pourquoi je décrirais ici plus en détail le

testicule, sa fonction endocrine et la régulation de cette fonction.

1.2.1. Généralités sur I’anatomie du testicule adulte

Le testicule est garant de la fonction de reproduction chez I’homme, fonction dépendante de sa
capacité a produire des gameétes en nombre suffisant. Mais le testicule doit également assurer le bon
développement du tractus génital méle durant les premiéres années, et par la suite assurer le maintien de
sa fonctionnalité via la sécrétion d’un niveau constant d’androgénes. Le testicule est composé de deux
compartiments histologiques distincts : les tubes séminiferes, qui représentent 90 % du volume
testiculaire, ou a lieu la spermatogenése (fonction exocrine), et I’interstitium (ou tissu interstitiel) entre
les tubes séminiféres, siége de la stéroidogenése (fonction endocrine). Le testicule est logé dans une
enveloppe de peau appelée scrotum, et entouré d’une capsule épaisse, riche en tissu conjonctif et fibres
de collagénes, appelée albuginée. La partie supérieure de cette capsule s’épaissit et s’enfonce a I’intérieur
du testicule pour former le corps d’Highmore. De 1a partent des cloisons conjonctives radiaires, les septa
testis, délimitant 200 a 300 lobules testiculaires plus ou moins triangulaires. Chaque lobule contient 2 a
4 tubes séminiféres, ou se divisent et se différencient les cellules germinales jusqu'a la formation des
spermatozoides. Les espaces entre ces tubes sont occupés par un tissu interstitiel conjonctif lache, riche
en vaisseaux sanguins et lymphatiques et en fibres nerveuses, contenant notamment des cellules
glandulaires de type endocrine, les cellules de Leydig. Les tubes séminiféres se prolongent par de petits
tubes courts et rectilignes appelés tubes droits, qui pénétrent ensuite dans le corps de Highmore et
forment un réseau de canalicules, le refe festis. Ce dernier se poursuit par des tubes efférents établissant
le lien entre le rete testis et I’épididyme qui coiffe le testicule. Le testicule est suspendu dans le sac
scrotal par le cordon spermatique qui contient le canal déférent, des vaisseaux sanguins et lymphatiques,

et des fibres nerveuses. La Figure 6 décrit I’anatomie du testicule humain.
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Figure 6. Anatomie du testicule adulte humain

Schéma représentatif du testicule humain, présentant : le canal déférent, le rete testis, les conduits épididymaires,

les canalicules efférents, la tunique vaginale, les tubules séminiféres, les parois septales et les lobules.

1.2.2. Fonction exocrine du testicule

L’essentiel de mon travail ayant eu pour objet la fonction endocrine du testicule, je ne décrirai
que brievement sa fonction exocrine. La spermatogenése est la fonction exocrine du testicule, et
correspond a I’ensemble des transformations aboutissant a la formation d’un spermatozoide mature. Ce
phénomeéne prend place au sein des tubules séminiféres contenant trois types de cellules : les cellules

péritubulaires, les cellules de Sertoli et les cellules de la lignée germinale (Figure 7).
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Figure 7. Coupe d’un tubule séminifére

Représentation schématique des tubes séminiféres et du tissu interstitiel et des différents types cellulaires composant

ces deux compartiments.

1.2.2.1. Les cellules péritubulaires

Les cellules péritubulaires sont des cellules allongées, possédant des caractéristiques proches des
cellules musculaires lisses et/ou de fibroblastes, plus généralement dénommées myofibroblastes. Elles
constituent un des éléments de la barriere hémato-testiculaire puisant dans la circulation sanguine le
rétinol (vitamine A) qui sera redistribué aux cellules de Sertoli afin d’assurer le mécanisme de
spermatogéneése (J. T. Davis and Ong 1995). Les caractéristiques partagées par les cellules péritubulaires
avec les myofibroblaste, leur permettent de jouer un réle dans la contraction des tubules séminiféres.
Cette contraction permet le transport des spermatozoides hors du tubule séminifére. En contact avec la

surface basale des cellules de Sertoli, il a ét¢ démontré que les cellules péritubulaires interagissaient avec
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les cellules de Sertoli pour produire une matrice extracellulaire nécessaire a 1’intégrité structurale des
tubules séminiféres (E. W. Thompson, Blackshaw, and Raychoudhury 1995). Enfin les cellules
péritubulaires jouent également un role dans la régulation des cellules souches spermatogoniales (Oatley
and Brinster 2012) et pourraient étre impliquées dans le développement postnatal des testicules (Nurmio

etal. 2012).

1.2.2.2. Les cellules de Sertoli

Les cellules de Sertoli sont les cellules nourriciéres de la spermatogenese. Elles apportent un
support structural et nutritionnel pour les cellules germinales en développement. Elles partent de la
membrane basale et s’étendent jusqu’a la lumiére du tube. Les cellules de Sertoli sont caractérisées par
une structure triangulaire et entourent les cellules germinales. Ces cellules remplissent différents roles
(Mruk and Cheng 2004). Tout d’abord, les cellules de Sertoli apportent un support physique pour le
maintien des cellules germinales. Elles jouent également un role important dans la phagocytose et
I’¢limination des cellules germinales dégénérescentes et des corps résiduels issus des spermatides durant
la spermatogénése. Les cellules de Sertoli forment entre elles des jonctions serrées établissant un élément
crucial de la barriére hémato-testiculaire séparant 1’épithélium séminifére en un compartiment basal et
un compartiment adluminal. Ces cellules sont également impliquées dans le mouvement des cellules
germinales ainsi que de la libération des spermatides mature dans la lumiére du tube séminifére
(spermiation). Enfin, les cellules de Sertoli sécrétent de nombreuses substances. Parmi celles-ci,
I’activine et 1’inhibine, hormones régulant positivement ou négativement la sécrétion de FSH,
respectivement. Mais elles sont également la cible d’hormones telles que la testostérone. Il a été
démontré que la régulation des cellules de Sertoli par la testostérone est capitale pour le processus de
spermatogénese (Walker 2011). Par ailleurs il est important de noter que la production de spermatozoides
pour une espéce donnée étant directement corrélée au nombre final de cellules de Sertoli, le contrdle
hormonal via la FSH et I’insuline (Pitetti et al. 2013) de la prolifération des cellules de Sertoli dans la
gonade en développement est primordiale pour la future production des cellules germinales (Petersen

and Soder 20006).

1.2.2.3. Les cellules de la lignée germinale

A partir de la puberté et tout au long de la vie, les cellules de la lignée germinale male se
différencient en spermatozoides selon un processus de différenciation cyclique appelé spermatogénése.

Ce processus a une durée d’environ 74 jours chez ’homme (Figure 8) et implique trois phases :

22



- Phase mitotique : Les cellules germinales effectuant la mitose sont appelées spermatogonies.
On distingue tout d‘abord les spermatogonies de type A dites « dark », en contact avec la membrane
basale, et qui représentent les cellules souches de la spermatogenése. Elles se divisent de manicre
asymétrique pour donner a nouveau une spermatogonie de type A «dark », assurant ainsi le
renouvellement du stock de cellules souches, et une spermatogonie de type A « pale », en charge d’initier
la spermatogénése. Chaque spermatogonie de type A « pale » va en effet se diviser pour donner deux
spermatogonies de type B, lesquelles se divisent a leur tour et donnent deux spermatocytes qui sont dés

lors engagés en méiose (Clermont 1963).

- Phase méiotique : Les spermatocytes subissent la méiose : ils vont donc enchainer deux
divisions cellulaires pour une seule synthése d’ADN et former ainsi quatre nouvelles cellules haploides
appelées spermatides. Outre la réduction du matériel génétique, la méiose implique également un
brassage de I’information par le biais de recombinaisons homologues entre les chromosomes d’origines

maternelles et paternelles.

-Phase post-méiotique ou spermiogenése : La spermiogenese ne fait pas intervenir de division
cellulaire, mais correspond a une transformation morphologique profonde au cours de laquelle les
spermatides se différencient en une entité hautement différenciée et douée de mobilité, le spermatozoide.
Cela nécessite notamment la formation de I’acrosome (a partir de 1’appareil de Golgi), une compaction
nucléaire extréme, le développement d’un flagelle, et 1’élimination de la majeure partie du cytoplasme

et des organites intracellulaires.
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Figure 8. Fonction exocrine du testicule : la spermatogénéese

D’apreés (B Jégou 1995).La spermatogénése correspond au phénomene de différenciation des cellules germinales en
spermatozoides. Les spermatogonies de type A se divisent par mitose : une des cellules filles renouvelle le stock de
spermatogonies de type A, l'autre devient une spermatogonie du type B. Celles-ci vont devenir des spermatocytes et

subir la méiose. Aprés deux divisions méiotiques, les spermatides formées se différencient en spermatozoides.
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1.2.3. Fonction endocrine du testicule

1.2.3.1. Le tissu interstitiel

Cet espace est composé de vaisseaux sanguins et lymphatiques, de cellules de Leydig, de
fibroblastes et de macrophages. Parmi ces différents types cellulaires, les cellules de Leydig, qui
synthétisent a la fois de la testostérone et I’hormone peptidique Insulin-like factor 3 (I’INSL3), jouent

un role capital pour la différenciation gonadique et le maintien de la fonction reproductive.

Le niveau de testostérone étant directement corrélé a I’activité des cellules de Leydig, I’étude de
ce taux a permis mettre en évidence la présence d’une maturation des cellules de Leydig en trois étapes.
La premiére intervient pendant la vie feetale. La seconde intervient 2 a 3 mois apres la naissance. Cette
seconde étape est la conséquence directe de la réactivation de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique
provoquant une élévation des taux circulant de LH associée & une augmentation des niveaux de
testostérone. Enfin, la troisiéme vague de maturation a lieu durant la puberté. Pendant toute cette période,
des cellules de Leydig immatures, mais exprimant la machinerie stéroidogénique, se développent dans
le tissu interstitiel. Toutes ces étapes de différentiation impliquent un grand nombre de phénomeénes
biochimiques et de changements morphologiques importants conduisant a 1’expression des enzymes de

la stéroidogeneése et du récepteur a la LH (LHR).

L’INSL3 est connue pour son role essentiel dans la descente testiculaire au cours de la vie foetale
(Parada and Nef 1999). Plus tard dans la vie, ’augmentation du niveau sérique d’INSL3 est utilisée
comme marqueur d’apparition de la puberté chez les jeunes gargons. Le niveau de cette hormone restera
relativement élevé chez adulte. Produit exclusivement par les cellules de Leydig, I’'INSL3 est une des
hormones peptidiques circulantes majeures chez I’homme adulte. Sa production différe de la régulation
dite classique par les facteurs hormonaux, et donc de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. En
revanche, toute affection de la condition des cellules de Leydig aura des conséquences sur les niveaux
circulants d’INSL3 (Ivell and Anand-Ivell 2009). On attribue a I’INSL3 un role dans le maintien de la
spermatogencse, du fait de la présence de son récepteur RXFP2 sur les cellules germinales pré et post-
méiotiques. Enfin plusieurs études tendent également a prouver que I’'INSL3 pourrait jouer un réle dans
la prévention de I’apoptose des cellules germinales (Kawamura et al. 2004) et dans le métabolisme

osseux, notamment dans la réduction de I’incidence de 1’ostéoporose chez I’homme (Ferlin et al. 2008).
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1.2.3.2. La stéroidogenese

La stéroidogenése, mécanisme de synthétisation des stéroides, est essentielle au bon déroulement
de la fonction de reproduction. Dans le testicule, ce processus a lieu au niveau des cellules de Leydig.
Cette biosyntheése nécessite I’intervention de plusieurs enzymes agissant en cascade a partir d’un
précurseur commun : le cholestérol. Ce dernier pénétre dans la mitochondrie via des transporteurs StAR
(Steroidogenic Acute Regulatory protein) » (Stocco 2000; Robertson et al. 2016) ou se déroulera le
processus de transformation du cholestérol en testostérone. La premiére étape est la conversion du
cholestérol en prégnénolone, grace a une enzyme de la famille des cytochromes P450, le cytochrome
P450scc (P450 cholestérol side chain clivage) ou Cypl1A1, qui coupe la chaine latérale de la molécule
de cholestérol. Puis, la prégnénolone est transportée vers le réticulum endoplasmique lisse ou elle est
transformée en progestérone par la 3f-HSD (3 beta hydroxysteroid deshydrogenase). Cette enzyme est
également impliquée dans la conversion des A5-3B-hydroxystéroides en A4-3-kétostéroides, étape
essentielle dans la biosynthése des hormones stéroidiennes biologiquement actives. La progestérone est
ensuite convertie en 17a-OH-progestérone puis en androsténedione par le cytochrome P450c17 (ou
Cypl7A1). Enfin, la 173-HSD (17 béta hydroxysteroid deshydrogenase) transforme 1’androsténedione

en testostérone (Figure 9).

Si la testostérone (de méme que I’androsténedione) peut étre métabolisée sous ’action de
I’aromatase en cestradiol (Conley and Hinshelwood 2001), elle peut également étre métabolisée de fagon
irréversible par la 5 a-réductase en un dérivé plus actif, la dihydrotestostérone (DHT) (Mahendroo and

Russell 1999).
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Figure 9. La stéroidogenese

Biosynthése des stéroides sexuels chez I’homme dans les cellules de Leydig. La zone jaune indique les réactions
catalysées par la 3pHSD et sépare schématiquement la voie A5 a gauche de la voie A4 a droite. P450scc : enzyme de
clivage de la chaine latérale du cholestérol ; 3HSD : 3B-hydroxystéroide déshydrogénase/A5-A4 isomérase; 17pHSD
: 17B-Hydroxystéroide déshydrogénase.
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1.2.3.3. Role des stéroides testiculaires

La testostérone se fixe sur les récepteurs aux androgénes (AR). Elle peut notamment agir
localement au sein du testicule, sur les cellules de Sertoli, les cellules péritubulaires et les cellules de
Leydig elles-mémes, et réguler ainsi la spermatogénése (Mainwaring, Haining, and Harper 1988). Elle
joue également un rdéle dans la différentiation, la croissance et le fonctionnement des organes
reproducteurs. Cette hormone est a 1’origine de I’acquisition des caractéres sexuels secondaires et peut
également influer sur la distribution des graisses, contrdler la fonction érectile et avoir des effets

psychotropes.

La dihydrotestostérone (DHT) se fixe sur les mémes récepteurs que la testostérone, mais est
impliquée dans des fonctions différentes du fait d’ une plus grande affinité pour I’AR que la testostérone.
La DHT est impliquée dans le développement des organes génitaux lors de la phase embryonnaire ainsi
que dans la croissance de la prostate et la mise en place et le maintien de la pilosité. Elle est aussi capable

d’induire une réponse plus rapide que la testostérone (Z. X. Zhou et al. 1995).

Les cestrogenes (1’ cestradiol notamment) agissent via les récepteurs aux cestrogénes ERa et ER3
exprimés au niveau des cellules de Leydig (ERa), de Sertoli (ERB) ainsi que dans les cellules germinales
(Pelletier, Labrie, and Labrie 2000).Les cestrogénes modulent les effets des gonadotrophines et de la
testostérone sur les fonctions testiculaires. Il a été démontré I’importance de ces hormones sur la
spermatogénese et la fertilit¢ (O’Donnell et al. 1996). Enfin, les cestrogénes assurent le bon

développement du systéme nerveux et sa masculinisation (Simpson 2000).

1.2.4. Mécanismes de régulation de la stéroidogenése

La régulation de la stéroidogenése s’effectue a trois niveaux différents. Le premier niveau
s’effectue au niveau de 1’hypothalamus par la sécrétion de GnRH, le deuxiéme niveau se situe dans
I’hypophyse en charge de la synthése de LH et FSH, et enfin le dernier niveau a lieu a I’intérieur méme

du testicule par des actions de rétrocontrdle de 1’activine et de I’inhibine (Figure 10).
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Figure 10. Mécanisme de régulation de la stéroidogenése

La régulation de la stéroidogenese s’effectue a trois niveaux différents. Le premier niveau s’effectue au niveau de
I’hypothalamus par la sécrétion de GnRH, le deuxiéme niveau se situe dans I’hypophyse en charge de la synthéese de
LH et FSH, et enfin le dernier niveau a lieu a I’intérieur méme du testicule. La testostérone produite par les cellules

de Leydig inhibe la production de LH et agit sur la cellule de Sertoli, produisant soit de 1’activine (rétrocontrdle

positif sur la LH) soit de I’inhibine (rétrocontrdle positif sur la LH).
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1.2.4.1. L’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

La GnRH, neurohormone synthétisée au niveau de 1’hypothalamus, est sécrétée de maniere
pulsatile. Elle est libérée par I’extrémité axonale des neurones hypothalamiques et cible les cellules
gonadotropes de I’hypophyse. Sous I’action de la GnRH, deux hormones glycoprotéiques dimériques

sont libérées dans la circulation générale : la LH et la FSH.

L’hormone lutéinisante ou LH, est I’activateur endogene principal du récepteur a la LH (LHR)
présent au niveau des cellules de Leydig. Ce récepteur transmembranaire est couplé a une protéine G qui
une fois activée stimule la production d’AMPc et par la méme la stéroidogenése par la conversion du
cholestérol en prégnénolone (Payne and Youngblood 1995). En parall¢le de cette action rapide sur la
stéroidogenése, la LH exerce une action locale de longue durée sur les cellules de Leydig entretenant le

niveau d’activité enzymatique et les fonctions des autres organites impliqués dans la stéroidogenése.

L’hormone folliculo-stimulate ou FSH agit de mani¢re indirecte sur la cellule de Leydig et
donc sur la production de la testostérone. En effet, les cellules de Leydig ne possédent pas de récepteurs
a la FSH (FSHR). La FSH agit sur la cellule de Leydig par I’intermédiaire de facteurs protéiques
paracrines sertoliens (IGF-1 ou le TGF-f).

1.2.4.2. Les rétrocontroles

Les inhibines (A et B) sont des protéines dimériques capables de contrdler la FSH par une action
directe sur I’hypophyse. L’inhibine B est principalement retrouvée chez I’homme et majoritairement

produite par la cellule de Sertoli (de Kretser et al. 2001).

Les activines (A et B) sont des peptides dimériques. L’activine A, sécrétée par les cellules de
Sertoli, les cellules péritubulaires et les cellules de Leydig durant la phase feetale, exerce son effet sur la
synthése de la FSH produisant I’activine B au niveau hypophysaire (Makanji, Harrison, and Robertson

2011).

Les stéroides effectuent également un rétrocontrdle sur leur propre sécrétion en agissant sur la
libération de la LH et la FSH au niveau de I’hypophyse et de I’hypothalamus (Franchimont, Chari, and
Demoulin 1975). En effet, la testostérone, la dihydrotestostérone et 1’cestradiol ralentissent les pulsations
de GnRH hypothalamique, ralentissant ainsi la production de LH. La testostérone inhibe

préférentiellement la LH, tandis que les cestrogénes inhibent la LH et la FSH.
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1.3. Les perturbateurs endocriniens

Il est encore aujourd’hui relativement difficile de définir de fagon exacte ce qu’est un PE (cf.
1.3.2. Un souci de définition). La définition la plus communément adoptée est celle de I’OMS énoncée
en 2002, décrivant un PE comme « une substance ou un mélange exogéne, possédant des propriétés
susceptibles d’induire une perturbation endocrinienne dans un organisme intact, chez ses
descendants ou au sein de (sous)-populations. ». A cette définition, ’'OMS, ajoute un systéme de
classement des PEs afin de les distinguer sous forme de trois catégories : Les PE avérés, suspectés et
présumés. Bien que d’autres définitions soient employées par d’autres organismes et différent de celle
de I’OMS sur certains points, toutes, ou presque, s’accordent sur deux notions principales: la

dérégulation du SE et I’induction d’un effet nocif pour la santé.

1.3.1. Histoire de la perturbation endocrinienne

Les premiers effets de perturbation endocrinienne rapportés dans la littérature scientifique datent
des années 40. A cette époque, la notion de perturbation endocrinienne n’existe pas. Ces travaux
mettaient simplement en évidence 1’existence d’un effet délétére de I’environnement sur la reproduction

des pygargues ou des visons aux Etats Unis (Wurster 2015).

Il faudra attendre 1962 pour qu’une premiére « sonnette d’alarme » soit tirée. Dans son livre
« Silent Spring » traitant des conséquences du rejet de composés chimiques sur I’environnement, Rachel
Carson met en évidence un impact direct de certaines substances sur la santé et la reproduction des
especes animales, dont ’Homme (Carson 1962). Elle s’est plus particuliérement intéressée aux effets
d’un pesticide utilisé en grande quantité a cette époque, le dichlorodiphényltrichloroéthane ou DDT, sur
la faune aviaire. Cette substance représente la premicre crise sanitaire liée a la notion de perturbation
endocrinienne a grande échelle. Dans les années 60, 400’000 tonnes de DDT sont répandues dans le
monde chaque année afin de protéger les cultures et d’augmenter leur rendement. Rachel Carson décrit
comment le DDT est a I'origine de I’amincissement des coquilles d’ceufs, contribuant ainsi a la
diminution des populations aviaires étudiées. Par la suite, de nombreuses publications ont démontré la
toxicité et notamment la reprotoxicité du DDT ainsi que d’autres pesticides tels que le méthoxychlore
qui induit une féminisation des rats males (Tullner 1961). Sous I’impulsion de ces premiéres recherches
d’évaluation du risque chimique environnemental, le premier symposium dédié¢ aux cestrogénes dans
I’environnement est organisé en 1979. Celui-ci a porté a la fois sur I’évaluation des propriétés chimiques

et sur la diversité structurale de ces composés (McLachlan 1980).
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Si les premicres inquiétudes ont porté sur I’impact de produits chimiques sur la reproduction, le
cas du diethylstilbestrol (DES), puissant cestrogéne de synthése, a démontré que les produits de santé
pouvaient également perturber le SE. Dans les années 1970, des millions de femmes enceintes dans le
monde ont été traitées au DES, médicament délivré pour éviter les avortements spontanés a répétition.
Des études épidémiologiques ont démontré que cette substance induisait des effets transgénérationnels
(Klip et al. 2002). En effet, si I’effet du DES n’est pas visible sur les femmes traitées, leurs enfants (voire
petits enfants) sont des populations a risque pour développer de nombreuses pathologies telles que des
malformations de 1’appareil génital, des cancers du sein ou bien une stérilité (Eskenazi et al. 2009). Ainsi,
le DES s’est avéré étre 1’archétype du PE présentant des effets transgénérationnels aboutissant & son

retrait du marché frangais en 1977.

Dans les années 1980 et 1990, de nombreuses publications sur I’impact des composés chimiques
sur les fonctions de reproduction ont vu le jour, et ce partout dans le monde. En Angleterre, 1’étude de
Sumpter et al. met en évidence un changement de sexe chez des poissons exposés aux eaux rejetées par
les stations de traitement des eaux usées. Les poissons males exposés développent un tissu ovarien et
expriment des marqueurs cestrogéno-dépendants (Sumpter and Jobling 1995). Aux Etats-Unis, c’est suite
a la libération accidentelle de diclofol (composé proche du DDT) dans I’environnement du lac Apopka
que de nombreuses études approfondies ont été menées par le professeur Louis Guillette. Ce spécialiste
des alligators et de la perturbation endocrinienne a montré que 1’exposition de ces animaux au diclofol
entrainait une diminution du taux de testostérone avec pour conséquences une désorganisation
testiculaire, le développement de micropénis et de fragments ovariens (Guillette et al. 1994). Plus tard,
Theodora Colborn publie le livre « Our Stolen Future » (préfacé par le vice-président des Etats-Unis de
I’époque, Al Gore) dans lequel il accuse les polluants chimiques d’étre responsables, entre autres, de la
baisse de la production spermatique, d’anomalies au niveau du tractus génital et de cancers. Ce livre pose
également la question de savoir si, par la surutilisation de produits chimiques, I’humanité ne met pas en
danger « sa fertilité, son intelligence et sa survie » (Colborn, Dumanoski, and Myers 1996). La Figure

11 présente la chronologie de I’intérét porté aux PEs.
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Figure 11. Historique de la perturbation endocrinienne

Parallélement a un nombre croissant de faits et de rapports alarmants (en rouge), la communauté scientifique et les

organismes réglementaires ont mis en ceuvre de nombreuses actions (en vert).
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1.3.2. Un souci de définition

Comme expliqué précédemment, il est difficile de définir avec exactitude ce qu’est un PE. De la
définition officielle découle plusieurs enjeux, notamment les aspects réglementaires concernant la mise

sur le marché et la distribution de nombreux produits.

Le probléme rencontré aujourd’hui avec les perturbateurs endocriniens est qu’il n’existe pas de
définition officielle acceptée par tous les organismes, celle-ci évoluant au cours des années en fonction
des études scientifiques menées. De plus, il n’existe aucun moyen de repérer toutes les classes de
perturbateurs endocriniens compte tenu des nombreux modes d’action de ces composés. Une des
premiéres définitions a été énoncée en 1996 par 1’agence américaine de protection de I’environnement
(US-EPA), selon laquelle un PE est « un agent exogéne qui interfére avec la synthése, la sécrétion, le
transport, la liaison, ’action ou I’élimination d’hormones naturelles responsables du maintien de
I’homéostasie, de la reproduction, du développement et du comportement. » (R J Kavlock et al.
1996). La méme année, I’Union Européenne adopte sa propre définition a Weybridge en Angleterre.
L’UE définie alors un PE comme « une substance étrangére a ’organisme qui produit des effets
délétéres sur P’organisme ou sa descendance, a la suite d’une modification de la fonction
hormonale » (Commission 1996). Il est important de noter que cette derniére définition introduit le
caractere délétére d’un PE. Ce concept instaure un débat problématique sur le fait qu’un PE est une
substance qui a forcément un effet « négatif » sur I’organisme, et implique de définir d’une part, ce qu’est
un effet négatif et d’autre part, sur quel organisme il s’exerce (uniquement I’Homme ? Le rat, la souris
... 7). Ainsi, trés récemment, le 15 juin 2016, I’'UE a présenté sa nouvelle définition des perturbateurs
endocriniens : « un perturbateur endocrinien est une substance ou un mélange exogéne qui a un
mode d’action endocrinien et qui est connu pour exercer des effets adverses pour la santé humaine
sur un organisme intact, sa descendance ou ses sous populations comme conséquence de son effet
mode d’action hormonale. ». A peine énoncée, cette définition est déja trés décriée par de nombreux
scientifiques. En effet, selon elle, un PE est une substance qui perturbe uniquement les populations
humaines, et pour lequel il est nécessaire de mettre en évidence un lien de causalité entre les effets
hormonaux et les effets délétéres observés. Cette vision « binaire » de 1’effet d’'un PE implique la

suppression des sous-catégories "suspectés" et "présumés".

L°’OMS, quant a elle, décrit un PE comme « une substance ou un mélange exogéne, possédant
des propriétés susceptibles d’induire une perturbation endocrinienne dans un organisme intact,
chez ses descendants ou au sein de (sous)-populations. ». C’est aujourd’hui la définition la plus

communément utilisée. A partir de cette définition, I’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire de
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I’alimentation, de I’environnement et du travail (ANSES), en charge notamment du probléme posé par
les perturbateurs endocriniens, définit un PE comme « tout produit chimique susceptible d’interagir
directement avec le systéme endocrinien, et par voie de conséquence de produire un effet sur ce

dernier et d’impacter les organes et les tissus. »

Enfin, la derniére définition de perturbateurs endocriniens qu’il est nécessaire de présenter est
celle exposée par la société d’endocrinologie américaine en 2012. Celle-ci apporte un nouveau regard
sur ce qu’est un PE en éliminant le fait qu’un PE puisse avoir un effet délétére sur I’organisme. En effet,
I’Endocrine Society présente les perturbateurs endocriniens comme des « substances exogénes ou
mélanges de substances pouvant interférer avec les mécanismes de ’action hormonale » (R.

Thomas Zoeller et al. 2012).

1.3.3. Mécanisme(s) d’action d’un perturbateur endocrinien

Les hormones sont la plupart du temps, produites a distance et relachées au sein de la circulation
sanguine. Elles sont transportées librement ou via un transporteur jusqu’a leur(s) cellule(s) cible(s) et se
fixent sur un récepteur extra- ou intracellulaire de la cellule cible. La complexité des voies de
signalisation hormonale rend ainsi possible une perturbation par un grand nombre de PEs a différents
niveaux et a différents endroits de I’organisme. Ceci rend difficile I’identification des PEs et complexifie
également la prédiction de leur(s)effet(s). A I’heure actuelle une grande partie des connaissances sur le
mécanisme d’action des PEs concerne leur capacité & interférer au niveau des récepteurs nucléaires

hormonaux et de leurs transporteurs.

1.3.3.1. Effets hormono-mimétiques

Une substance hormono-mimétique est capable de mimer I’action d’une hormone endogéne
grace a une forte similarité de structure moléculaire avec 1’hormone (Figure 12A). La substance peut
ainsi se lier au récepteur cible et induire les mémes effets (effets dits agonistes). Les perturbateurs
endocriniens les plus connus ayant un effet hormono-mimétique sont ceux a activité ostrogénique comme

le DES ou le Chlordécone (Waring and Harris 2005).

1.3.3.2. Effets antagonistes

Comme pour les substances a effet hormono-mimétique, les substances ayant un effet
antagoniste présentent une structure moléculaire similaire a I’hormone et se lient a son récepteur cible,
mais sans I’activer (Figure 12B). La substance peut saturer les récepteurs de la cellule cible, bloquant

ainsi le récepteur et les fonctions cellulaires associées comme la fixation du complexe hormone/récepteur
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sur PADN. A titre d’exemple, le vinclozoline ou le flutamide présentent des effets antagonistes sur le
récepteur des androgénes, et sont ainsi qualifiés de perturbateurs endocriniens anti-androgéniques (van

Ravenzwaay et al. 2013; Gharagozlou et al. 2016).

1.3.3.3. Effets directs sur les hormones

Certaines substances n’altérent pas le récepteur de I’hormone, mais agissent sur I’hormone elle-
méme (Figure 12C). Elles peuvent déréguler la synthése de I’hormone, comme le kétoconazole qui inhibe
les cytochromes P450 et par conséquent la synthése de testostérone (Miossec, Archambeaud-
Mouveroux, and Teissier 1997). D’autres substances comme les phtalates bloquent le transport de
I’hormone, en particulier les hormones lipophiles dépendantes de transporteurs pour atteindre leurs

cellules cibles, comme la Sex Hormone-Binding Globulin (SHBG) (Sheikh et al. 2016).

1.3.4. Effets des perturbateurs endocriniens sur ’Homme

De nos jours, des composés potentiellement perturbateurs endocriniens sont détectables un peu partout
dans notre environnement. De nombreuses études ont démontré que des expositions régulicres, voire
continues, a certains de ces composés sont responsables d’un nombre important de pathologies
développées chez la personne exposée, mais également potentiellement chez sa descendance (Nassouri,
Archambeaud, and Desailloud 2012). La littérature a en effet mis en évidence un grand nombre
d’associations entre des expositions environnementales et des effets néfastes parmi lesquels des troubles
du systéme nerveux, de la reproduction ou encore du développement embryonnaire. En 2013,
I’Organisation mondiale de la Santé (WHO — World Health Organization) fait 1'état des connaissances

sur les PE ainsi que leurs effets chez ’Homme (A. Bergman, J. J. Heindel, S. Jobling, K. A. Kidd 2013).

Face a la diversité d’action et des perturbations induites par ces PEs, il ne sera évidemment pas possible

d’étre exhaustif dans la présentation de leurs effets.
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Figure 12. Différents modes d’action des PEs

A) Action hormono-mimétique du perturbateur endocrinien (PE). B) Action antagoniste du PE. C) Effet direct sur
I’hormone via la perturbation d’enzyme de conversion (ici sur 1’enzyme de clivage de la chaine latérale du

cholestérol, inhibant la testostérone).
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1.3.4.1. Effets sur le systéme nerveux

En 2012, les grandes agences gouvernementales telles que I’OMS, I’Organisation des Nations
Unies et le Programme National de Toxicologie aux Etats-Unis ont émis de fortes inquiétudes concernant
I’effet des perturbateurs endocriniens sur le cerveau et le comportement (“WHO | Global Assessment of
the State-of-the-Science of Endocrine Disruptors” 2013). Une étude sur les capacités cognitives des
enfants exposés (ou dont les parents ont été exposés) a des perturbateurs endocriniens a mis en évidence
une augmentation des troubles psychiatriques et neurologiques chez ces derniers (Boyle et al. 2011). Ils
comprennent notamment des troubles du déficit de 1’attention, des troubles autistiques, des syndromes
dépressifs, des troubles de I’humeur, des difficultés d’apprentissage ou encore des troubles du
comportement. Parmi ces perturbateurs endocriniens, les polychlorobiphényles (PCBs), utilisés comme
isolants électriques, sont connus comme étant responsables du développement de troubles neurologiques
chez ’Homme. Les métabolites des PCBs perturbent en effet le systéme thyroidien et entrainent ainsi
une augmentation du risque d’anomalies du développement du systéme nerveux (Winneke 2011), ayant
pour conséquence une diminution du QI, des problémes d’attention, de mémoire et de motricité fine
comme |’écriture. Certaines des études apportant ces preuves ont été effectuées dans des communautés
vivant a proximité de I’ Arctique, un endroit longtemps considéré comme vierge, mais maintenant connu
comme ayant bioconcentré les PCBs et d’autres polluants persistants au point d’atteindre, pour certains,

les taux les plus élevés de la planéte (Dewailly et al. 1993).

De méme, les esters diphényliques polybromés (PBDEs) utilisés dans les retardateurs de
flammes sont associés aux déficits cognitifs. Ils perturbent I’activité des neurotransmetteurs et des
synapses, et par extension la viabilité neuronale (Dingemans, van den Berg, and Westerink 2011). Enfin
des liens entre exposition aux pesticides et maladies neurodégénératives (comme la maladie de

Parkinson) ou syndromes dépressifs ont aussi été démontrés (Freire and Koifman 2013).

1.3.4.2. Impact sur les cancers hormonodépendants

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquemment retrouvé chez les femmes et est
hormonodépendant dans 60 & 70% des cas. Des études ont mis en évidence des preuves indirectes de la
forte relation statistique entre 1’exposition aux PEs et le risque de développement du cancer du sein.
Cette hypothése se trouve particulierement renforcée par le suivi de cohortes de femmes ayant été
exposées in utéro au DES et qui présentent un risque plus élevé (multiplié par deux a 40 ans et par trois

a 50 ans) de développer un cancer du sein (Palmer et al. 20006).
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Chez I’homme de plus de 50 ans, c’est le cancer de la prostate qui est le cancer le plus
fréquemment développé. Le risque de présenter un cancer de la prostate est a la fois positivement corrélé
avec le taux d’estradiol, mais également négativement corrélé avec le taux de testostérone du patient.
Aux Antilles il a été démontré une corrélation positive entre le taux sanguin de Chlordécone (pesticide
organochloré oestrogénique ayant été massivement utilisé dans les bananeraies) et la survenue de ce

cancer (Multigner et al. 2010).

1.3.4.3. Effets sur la thyroide

Le développement du systéme nerveux est extrémement dépendant des hormones thyroidiennes
pendant la période in utero, mais également durant les deux premiéres années de vie (R. T. Zoeller and
Rovet 2004). Une altération de la production d’hormones thyroidiennes maternelles ou feetales, comme
c’est le cas lors d’exposition au propylthiouracil, peut avoir de nombreuses complications telles qu’une
hypothyroidie feetale, entrainant une réduction du nombre de synapses et de dendrites chez le nouveau-

né (Gilbert et al. 2012).

1.3.4.4. Impact sur la fonction immunitaire

Récemment, une équipe de scientifiques a fait le lien entre I’effet potentiel des PEs et les
maladies auto-immunes. En effet, il a ét¢ montré que les femmes sont plus susceptibles que les hommes
de développer des maladies auto-immunes telles que la sclérose en plaque, le lupus, la thyroidite ou
encore la myasthénie. Au sein du thymus (organe ou sont formés les lymphocytes T), les lymphocytes
sont exposés a des antigénes spécifiques des différent tissus (TSA) afin d’apprendre a reconnaitre les
cellules du soi. Cependant dans le cas des maladies auto-immunes, ces lymphocytes identifient les
constituants normaux de 1’organisme comme des cibles. Ceci est d{i, notamment, a la diminution d’une
protéine essentielle lors de la phase d’apprentissage des lymphocytes, la protéine AIRE pour
Autolmmune REgulator, modulant le taux de TSA dans le thymus. Les cestrogénes ont un effet direct
sur cette protéine et, en diminuant son expression, ils diminuent la capacité des lymphocytes a
reconnaitre les cellules du soi et augmentent ainsi la susceptibilité de ’individu a développer une maladie
auto-immune (Dragin et al. 2016). Si rien n’a encore été démontré directement, il est licite de penser que
les PEs a activité oestrogénique ou anti-cestrogénique pourraient influer sur la survenue de telles

pathologies.
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1.3.4.5. Modification du sex-ratio

Le sexe ratio a la naissance est le rapport entre le nombre de naissances de garcons et celui de
filles. Dans le monde entier, ce ratio est assez constant avec environ 51,4% d’hommes pour 48,6 % de
femmes (James 2004). Cependant, au cours de ces derniéres années, une tendance a la diminution du
nombre d’hommes est observée dans plusieurs pays industrialisés (Niels E Skakkebaek et al. 2016). Si
les raisons de cette inversion ne sont pas claires, certaines études mettent en avant 1’effet négatif des PEs
sur la reproduction masculine (James 1995). L’exemple type de cette modification est celui de la
catastrophe de Seveso. Le 10 juillet 1976, un nuage de dioxine (2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-para-dioxin
ou TCDD) s’est échappé d’un réacteur d’une usine chimique se répandant dans les quatre communes
avoisinantes. Une étude transgénérationnelle a démontré que, en plus de nombreux autres effets
déléteres, 1’exposition au TCDD a complétement modifié le sex-ratio (12 filles pour 0 gargon) dans les

familles exposées (Pesatori et al. 2003).

1.3.4.6. Altérations du métabolisme

L’augmentation du taux d’obésité dans le monde ne serait pas uniquement due au mode de vie
et a I’alimentation. En effet, de plus en plus d’études suggerent que d’autres facteurs comme 1’exposition
aux produits chimiques pourraient également jouer un role clé. Ces produits augmentant la prise de poids,
dits obésogenes, modifient ou reprogramment des fonctions du SE contrélant le métabolisme ou
I’équilibre énergétique, aboutissant a des effets néfastes pour 1’organisme en lien avec le surpoids (Griin
and Blumberg 2007). Il a été démontré que 1’exposition a ces molécules durant la vie feetale et durant le
plus jeune age augmenterait les prédispositions au surpoids, mais également au diabéte de type 2, aux
maladies cardiovasculaires ou modifierait la sensibilité a 1’insuline (Ismail-Beigi, Catalano, and Hanson

2006; Griin and Blumberg 2009).

1.3.4.7. Troubles de la reproduction chez la femme

L’interférence d’un PE avec les hormones ou leurs récepteurs peut étre a 1’origine de nombreux
troubles reproductifs chez I’homme comme chez la femme. Plusieurs études ont notamment montré que
les PEs peuvent étre a 1’origine d’une insuffisance ovarienne. L'insuffisance ovarienne primaire (POF)
concerne environ 1% de la population féminine de moins de 40 ans et entraine des troubles de la
reproduction, des symptomes précoces de la ménopause et d'autres comorbidités (Nelson 2009). Si
plusieurs causes ont été étudiées et peuvent étre en lien avec les PEs, I’origine de la plupart des POF est

inconnue, et probablement multifactorielle (Cooper et al. 2011).

40



D’autres études ont mis en évidence la capacité des PEs a interférer dans le cycle menstruel,
réduisant a terme la fécondité chez la femme. L'exposition feetale et néonatale aux PEs entrainerait, par
interférence hormonale, une modification des cycles menstruels (Chao et al. 2007), par exemple une
réduction de la durée des cycles menstruels aprés exposition aux pesticides organochlorés (Axmon et al.
2004). A I’inverse, les femmes exposées a des pesticides non organochlorés ont un risque de 60 a 100%

plus élevé de présenter des cycles plus longs ou une absence de cycle (Farr et al. 2004).

Chez la femme il existe également de nombreuses interrogations sur la capacité des PE a induire
une puberté précoce. Si cette hypothése n’a pas encore été affirmée, de nombreuses études tendent a
mettre en corrélation 1’exposition aux composés chimiques tels que les phtalates ou les substances

oestrogéniques avec ce phénomeéne (Bulus et al. 2016; Yum, Lee, and Kim 2013).

Enfin un trouble majeur fréquemment retrouvé chez la femme est le syndrome des ovaires
polykystiques (PCOS) qui se caractérise par une anovulation chronique et un hyperandrogénisme. Alors
que la pathogenése du PCOS n'est toujours pas clairement établie, les données suggérent que les facteurs
génétiques, mais aussi environnementaux contribuent au développement de la maladie. Parmi les facteurs

environnementaux connus, le bisphénol A (BPA) est un PE a action oestrogénique (Takeuchi et al. 2004).

1.3.4.8. Troubles de la reproduction chez ’homme

L’intérét porté a la perturbation endocrinienne n’aurait surement pas ét¢ le méme si leur
découverte n’avait pas été accompagnée de la mise en évidence d’altérations de la fonction de

reproduction, et notamment de la production spermatique.

En 1992, menée sous I'impulsion de Niels Erik Skakkebaek et Elisabeth Carlsen, une méta
analyse de 61 articles publiés entre 1938 et 1990 regroupe les caractéristiques spermatiques de plus de
14900 hommes fertiles ou en bonne santé issus de tous les continents (E. Carlsen et al. 1992). Cette étude
a mis en évidence la décroissance réguliére de la production et de la densité spermatique au cours du
temps, ainsi que du volume moyen de 1’¢jaculat. Bien qu’ayant agi comme un électrochoc au sein de la
communauté scientifique, cette étude est vivement critiquée malgré la robustesse des méthodes
statistiques employées. L.’ensemble de ces altérations de la fonction reproductive a alerté la communauté
scientifique et face a cela le chercheur danois Niels Erik Skakkebaek et ses collaborateurs ont formulé
I’hypothése que ces phénomenes pourraient étre réunis et expliqués par une méme entité : le Syndrome

de Dysgénésie Testiculaire (TDS) (N E Skakkebaek, Rajpert-De Meyts, and Main 2001) (Figure 13).
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Réduction fécondité masculine influencant le taux de grossesse

Figure 13. Schéma du syndrome de dysgénésie testiculaire selon Skakkebaek et al.
2016

Le chercheur danois Niels Erik Skakkebaek et ses collaborateurs ont formulé [’hypothése que les différents
phénomeénes observés sur la reproduction chez I’homme pourraient étre réunis et expliqués par une méme entité : le

Syndrome de Dysgénésie Testiculaire (TDS).
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11 suggére ainsi que le déclin spermatique, I’augmentation des incidences de la cryptorchidie, de
I’hypospadias et du cancer testiculaire, trouvent une origine commune pendant la vie feetale par
I’association d’altérations génétiques et d’expositions environnementales. Devant I’accumulation des
indices liant ces quatre anomalies a la perturbation endocrinienne, I’hypothése environnementale est la
plus communément avancée (K M Main, Skakkebaek, and Toppari 2009), bien que n’étant pas
unanimement admise. Si le TDS et son origine environnementale ne sont aujourd’hui qu’une hypothése,
il n’en demeure pas moins que de nombreuses études ont démontré que les PEs peuvent étre a 1’origine

de certains de ces phénomeénes.

La cryptorchidie correspond a la non-descente de I'un ou des deux testicules dans le scrotum
avant 1’age de 3 mois, et prend sa source lors du développement feetal des gonades (Figure 14A). Les
futurs testicules se développent dans I’abdomen et descendent au niveau du scrotum en deux phases: une
phase transabdominale dépendante de I’INSL-3 puis une phase inguino-scrotale régulée par la CGRP
(Calcitonin Gene Related Peptide) et la testostérone (Hutson et al. 2015). Ces deux phases doivent se
produire durant le stade feetal. Dans la plupart des cas de cryptorchidie, la descente survient dans les
premiers mois de vie, compliquant ainsi le diagnostic. Si certaines études tendent a montrer une
augmentation de la cryptorchidie dans la population, d’autres révelent le contraire (Porter et al. 2005;
Virtanen and Toppari 2007). On tente d’expliquer ce phénomeéne par I’omniprésence de PEs, qui
perturberaient le bon développement de 1’appareil génital durant le stade feetal : les herbicides (Mauduit
et al. 20006), les fongicides (Norgil Damgaard et al. 2002), les phtalates (Parks et al. 2000) ou encore les
insecticides (Weidner et al. 1998) sont notamment incriminés. D’autres études menées sur le testicule
feetal ont montré la présence d’une corrélation entre la prise d’antidouleurs chez la femme enceinte,
comme ’ibuproféne (Ben Maamar et al. 2017), I’aspirine ou encore le paracétamol (Séverine Mazaud-
Guittot et al. 2013), et le développement de cryptorchidie chez le nouveau-né. Si I'impact sur la
diminution de la production d’INSL-3 est principalement mis en avant, ’effet de ces composés, et plus
particuliérement du paracétamol, sur la production de testostérone est également mis en cause (van den
Driesche et al. 2015). En 2015, Bernard Jégou dans une revue publiée dans le journal Nature faisait en
particulier état des préoccupations actuelles vis-a-vis du paracétamol et de ses effets le testicule foetal

(pour revue, Bernard Jégou 2015).

L’hypospadias est une anomalie congénitale de la fermeture de 1’urétre (Figure 14B). 1l se
manifeste par une localisation anormale de son ouverture sur la surface ventrale de la verge ou au niveau
du scrotum ou du périnée (L. Baskin 2017). Il constitue I’affection la plus fréquente du pénis, et son

incidence se situe autour de 3%o. Une étude a montré une augmentation de la prévalence de I’hypospadias
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de 2.40% par an, et ce indépendamment de 1’dge maternel (Lund et al. 2009). En 2010 et 2015, ces
observations ont été remises en question par 1’étude de données provenant des USA et du Royaume-Uni
(Fisch, Hyun, and Hensle 2010) ainsi que de I’Europe (Bergman et al. 2015). 11 a cependant été montré
que I’exposition a un xénoestrogéne ou a un xénoandrogéne durant la période de développement foetal
peut interférer dans 1’expression génique des récepteurs a androgeénes ou des genes Hox, essentiels dans

’organisation du systéme urogénital (L. S. Baskin, Himes, and Colborn 2001).

De nombreuses études ont essayé d’estimer I’impact des PEs sur la qualité spermatique. S’il
n’existe pas de consensus dans le domaine, certaines données laissent cependant penser que les PCBs, le
BPA, les phtalates ou encore les dioxines (catastrophe de Seveso) peuvent étre a 1’origine d’une
diminution de la concentration spermatique, de la mobilité des spermatozoides ou encore du nombre
total de spermatozoides par éjaculat (Hauser et al. 2002, 2006; Knez et al. 2014; Mocarelli et al. 2008).
Ces résultats sont nuancés par le fait que d’autres études n’ont pas pu mettre en évidence cette corrélation
entre les PEs et I’altération de la qualité spermatique (Jonsson et al. 2005; Meeker et al. 2010). Enfin, la
cryptorchidie représentant un facteur de risque avéré d’une mauvaise qualité spermatique, il est possible
que les PEs, par induction de la cryptorchidie (cf. ci-dessus), puissent étre indirectement responsables de

mauvais paramétres spermatiques.

Le cancer du testicule est un cancer rare ne représentant qu’l a 2% des cas de cancer chez
I’homme, mais il constitue le premier cancer de I’homme jeune, entre 15 et 35 ans. Depuis plus de 50
ans, I’incidence du cancer du testicule est en forte et constante augmentation dans la plupart des pays
industrialisés (Chia et al. 2010; Huyghe, Plante, and Thonneau 2007). Plusieurs facteurs de risque ont a
ce jour été mis en évidence, notamment la cryptorchidie (Gurney et al. 2017). Son apparition est
également plus fréquente en cas d’antécédent familial de cryptorchidie, de cancer du testicule, de la
prostate, ou du sein (Walschaerts et al. 2007). Malgré ces facteurs, des nombreuses questions subsistent
quant a I’existence d’autres origines de la maladie, et plus précisément sur le réle éventuel d’expositions

environnementales.
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Figure 14. Schéma représentatif de la cryptorchidie et de I’hypospadias

A- La cryptorchidie correspond a la non-descente de I’un ou des deux testicules dans le scrotum. B- L hypospadias

est une anomalie congénitale de la fermeture de 1’urétre.
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1.3.5. Présentation de perturbateurs endocriniens connus

L’identification des substances pouvant agir comme des PEs est une priorité pour les agences de
régulation. Cependant, cette tache n’est pas aisée : environ un millier de composés ont, sur la base
d’informations scientifiques, été¢ jusqu’alors démontrés comme perturbant les voies de signalisation
hormonale. Certaines molécules ont fait 1’objet d’investigations poussées et de réglementations strictes,
voire méme ont été retirées du marché. Cependant, pour la plupart de ces substances, il n’existe que des
informations fragmentaires empéchant de statuer sur leurs effets sur le SE. Les molécules utilisées
peuvent étre transformées en de nombreux produits de dégradation, et de ce fait impacter indirectement
le fonctionnement du systéme hormonal. De maniére générale, il existe trois grands groupes de
perturbateurs endocriniens : les produits naturellement présents dans 1’environnement, les produits de
synthése fabriqués pour un usage ciblé et les substances de synthése présentant 1’activité hormonale
recherchée. Parmi les composés de synthése, trois grandes familles se détachent: les polluants

organiques persistants (POPs), les pesticides et les plastifiants.

1.3.5.1. Les substances naturelles

Un certain nombre PE connu est d’origine naturelle et produits par les végétaux ou les
champignons pour ne citer qu’eux. Les phytocestrogeénes sont des molécules issues du régne végétal
capables de se fixer sur le récepteur aux cestrogeénes. L’identification de troubles de la reproduction
comme D’infertilité dans des troupeaux ovins australiens (dite "maladie du tréfle") dans les années 40 a
mis en avant I’impact de ces phytocestrogénes (Adams 1990). Parmi eux, on peut citer la génistéine, la
daidzéine ou le coumestrol. Ils sont présents dans certaines plantes ou légumes comme le tréfle, les
germes de soja, la luzerne, les choux, les haricots verts et les épinards (Bou¢ et al. 2003). A ce jour plus
de 200 substances issues de plantes ont été reconnues comme ayant des activités oestrogéniques. La
majorité des phytocestrogeénes appartiennent au groupe des flavonoides. Ce dernier est divisé en trois
catégories principales : (i) les isoflavones présentes dans les légumineuses ; (ii) les lignanes sont
retrouvés dans diverses céréales ; (iii) les coumestanes, essentiellement représentés par le coumestrol,

présents dans les luzernes utilisées en alimentation animale.

Les mycocestrogeénes sont des substances produites par les champignons. Ils sont retrouvés a de
fortes concentrations apres la récolte du mais ou de I’orge, ainsi que dans les graines de céréales et dans
I’huile végétale. On distingue parmi les mycotoxines, la zéaralénone. Cette derni¢re se développe dans

les denrées alimentaires a la suite d'une infection fongique des céréales notamment le mais, mais aussi
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I’avoine, le blé, le riz et le soja (Massart and Saggese 2010). L’effet toxique le plus préoccupant de la

zéaralénone est son caractére de PE a activité oestrogénique (AFSSA 2009).

1.3.5.2. Les polluants organiques persistants

Les polluants organiques persistants (POPs) sont des composés organiques qui présentent des
résistances aux dégradations photolytiques, biologiques et chimiques. Il n’est donc pas rare de retrouver
dans I’environnement, des années aprés leurs utilisations, ce type de composés. Les POPs sont en
majorité des molécules halogénées, qui se caractérisent par une faible solubilité dans I’eau et une forte
solubilité dans les lipides, entrainant ainsi une bioaccumulation dans les tissus adipeux (K. C. Jones and
de Voogt 1999; Lee et al. 2017). Nombre de ces composés ont €té, ou continuent d’étre, utilisés en
grandes quantités. En raison de leur persistance dans I’environnement, ils peuvent étre bioaccumulés et
bioamplifiés. La bioaccumulation est le mécanisme selon lequel des substances chimiques absorbées par
des organismes vivants vont s’accumuler dans certains tissus (adipeux la plupart du temps). La
bioamplification est le mécanisme par lequel la teneur en substances chimiques est augmentée tout au
long de la chaine alimentaire. Du fait de cette bioamplification, certains organismes sont capables de
concentrer jusqu'a 1 million de fois les substances toxiques (moules, huitres) (Luna-Acosta et al. 2015)
et donc de devenir toxiques. Cette bioaccumulation pousse aujourd’hui les autorités sanitaires a mettre
en garde les femmes enceintes vis-a-vis de la consommation de certains animaux, comme les crustacés
ou les poissons sauvages. La prise de conscience sur les dangers suscités par ces POPs a poussé 178 pays
et ’Union Européenne a ratifier un accord, la convention de Stockholm, entrée en vigueur en 2004
(Hung, Katsoyiannis, and Guardans 2016). L’objectif de cette convention est de réduire, voire d’éliminer,

la production et I’utilisation des POPs.

Parmi les POPs les plus connus, les dioxines et les furanes sont des composés polychlorés
présentant des structures moléculaires et un mode d’action similaires. En Europe, la principale source de
dioxine provient des incinérateurs de déchets, qui lors de la combustion relachent les dioxines (sous-
produits de la combustion). Chez I'Homme, l'exposition s'effectue presque entiérement par
l'alimentation, et plus particuliérement par les produits laitiers, le poisson et la viande. Les dioxines sont
des composés lipophiles métabolisés et éliminés lentement par l'organisme, tendant donc a la
bioaccumulation. La dioxine la plus connue est le 2,3,7,8-tétrachlorodibenzo-p-dioxine ou TCDD, classé
comme cancérigéne depuis 1997. 1l a été prouvé que le TCDD est responsable de 1’induction d’une
enzyme de détoxification, de la modulation de I’expression de génes, d’une hépatotoxicité et de
I’altération des fonctions de reproduction et du développement (Mandal 2005). Une exposition périnatale

au TCDD aurait des effets sur l'appareil reproducteur méale (L. Gray et al. 1995). Ces effets incluent un
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retard pubertaire, une diminution de la concentration plasmatique de testostérone, une diminution de la
production spermatique et une diminution du poids des organes sexuels secondaires. L’ensemble de ces
effets ressemble a ceux induits par des anti-androgénes tels que la vinclozoline ou les phtalates, et il a

été montré qu’ils seraient dus a une activité anti-androgénique passant par 'AhR (Recepteur Aryl

hydrocarbure) (Safe 2001).

1.3.5.3. Les pesticides

Une classe autre que les POPs fait aujourd’hui I’objet de nombreuses régulations : les pesticides.
Ces substances ont été mises sur le marché depuis plusieurs décennies a un rythme soutenu, générant de
nombreux problémes sanitaires. Ces pesticides ont été, et sont toujours, déversés en masse dans
I’environnement, provoquant une contamination généralisée des sols et nappes phréatiques. Ils sont
également responsables de nombreux troubles de la santé chez I’Homme. Si le caractére néfaste des
pesticides est bien documenté, il n’en reste pas moins difficile de supprimer ces substances du marché.
En effet, ces substances sont sujettes a un fort lobbying industriel cherchant a préserver ce marché de
plus 40 milliards de dollars (Grube et al. 2006). Une partie du probléme posé par les pesticides est que
ces derniers ne restent pas exclusivement dans les sols ou ils sont épandus. A cause de ’évaporation, une
grande partie de ces substances est dispersée dans I’atmospheére. De plus, en 2005, une étude de I'INRA
amis en évidence que 50 a 90% des pesticides épandus n’atteignaient pas leur cible, a savoir les nuisibles

animaux ou végétaux.

Parmi ces pesticides, le Chlordécone est un pesticide, mais également un POP de la famille des
organochlorés, interdit dans de nombreux pays. Il posséde une demi-vie (i.e. la durée a l'issue de laquelle
sa concentration initiale dans le sol est réduite de moiti¢) comprise entre 120 et 160 jours dans
I’organisme et pouvant aller jusqu’a 46 ans dans I’environnement (Multigner et al. 2016). Le
Chlordécone a été massivement utilisé aux Antilles francaises, pour la lutte contre le charangon du
bananier entre les années 70 et 90. De par sa biopersistance dans les nappes phréatiques et les sols, une
exposition des populations est toujours visible. Dans le milieu des années 1970, les premiers signes de
toxicité du Chlordécone ont été mis en évidence : les personnes exposées présentaient les symptomes
cliniques d’un empoisonnement chronique ciblant le systéme nerveux (céphalées, troubles oculomoteurs,
pertes de mémoire), une hypertrophie hépatique, et des troubles touchant le systéme reproducteur
(diminution de la fraction de spermatozoides motiles) (Cannon et al. 1978; Faroon et al. 1995; Taylor
1985). Aujourd’hui les effets du Chlordécone sont bien documentés et il est possible de les lister
(Multigner et al. 2016). Cette substance se fixe sur les récepteurs a ostéogeéne stimulant la synthése de

progestérone, hormone stéroidienne jouant un réle clé dans le maintien de la grossesse, entrainant ainsi
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une naissance prématurée. De plus, la capacité du Chlordécone a traverser la barriére placentaire perturbe
le neurodéveloppement lors de la vie feetale. Enfin 1’effet agoniste du Chlordécone sur les récepteurs a
cestrogenes a, responsable d’inflammations et de prolifération cellulaire aberrante au sein de la prostate,

est a I’origine du développement de cancer de la prostate.

Le glyphosate, molécule active du Roundup, est I’herbicide le plus utilisé¢ au monde. Il est produit
par la société Monsanto depuis 1974 et est aujourd’hui le pesticide le plus controversé aussi bien
médiatiquement que scientifiquement. Le glyphosate est une amine méthylphosphorylée. Bien que
dégradable dans I’environnement, la surutilisation de ce pesticide en fait un polluant systématiquement
retrouvé dans les écosystémes. Des études ont mis en évidence la présence de glyphosate dans des
poussiéres ou aérosols issus d’activités agricoles. Ces poussiéres, véhiculées par le vent, font de
I’inhalation I'une des sources potentielles d’exposition a ce pesticide (Grunewald et al. 2001). La
principale controverse autour du glyphosate vient de ses effets sur la santé humaine. Ce débat a été rendu
public pour la premiére fois suite a la publication de Séralini et al. en 2012 (Séralini et al. 2012) qui a
mis en évidence la modification de I’équilibre hormonal ainsi que le développement de tumeurs
mammaires chez le rat aprés exposition au Roundup. Sujet & de nombreuses critiques, cet article fut par
la suite rétracté. Ce travail a néanmoins permis d’alerter la communauté scientifique, mais également les
médias sur les potentiels dangers de cet herbicide. Par la suite, il a été démontré que le glyphosate pouvait
avoir des effets sur les organes reproducteurs de par son effet anti androgénique (Mesnage et al. 2015).
A I’heure actuelle, le glyphosate est toujours autorisé sur le marché. En juin 2016, alors que son innocuité
pour la santé humaine est actuellement remise en cause, son autorisation d’utilisation a été prolongée de
18 mois par la commission européenne, afin d’attendre que 1’Agence Européenne des Produits Chimique
(ECHA) émette son avis au plus tard fin 2017. Enfin, en mars 2015, le Centre International de Recherche
sur le Cancer (CIRC) classait le glyphosate comme cancérogéne probable, alors qu’en novembre 2015
I’EFSA, ’European Food Safety Authority, a estimé qu’il était improbable que ce pesticide soit un

cancérogene pour 1‘'Homme (Portier et al. 2016).

Un autre herbicide trés utilisé en France jusqu'a son interdiction en 2003 est ’atrazine. Cette
substance est un herbicide de la famille des triazines interférant avec les mécanismes de photosynthése.
Cette molécule a une demi-vie estimée de quelques semaines a plusieurs mois (Solomon et al. 2008).
L’atrazine se retrouve dans les eaux de surface et, dans une moindre mesure, dans les nappes d’eau
souterraines, ainsi que dans les sols de pays ou son utilisation a été interdite (Vonberg et al. 2014). Bien
qu’aujourd’hui interdit en France, cet herbicide est massivement utilisé aux Etats Unis pour traiter les
champs de mais a raison de plus de 400.000 tonnes par an. De par son importante utilisation, des

inquiétudes ont été émises vis-a-vis de ses effets sur l'environnement et la santé humaine (Gammon et
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al. 2005). Il a été démontré que ce pesticide est capable d’interférer avec les fonctions de phosphorylation
oxydative (processus de transformation de I’ADP en ATP) ainsi que les fonctions des cytochromes P450,
diminuant la consommation d’oxygéne de la cellule (Bhatti, Sidhu, and Bhatti 2011; Jin et al. 2014).
Cette molécule altére également le processus de reproduction chez le rat (Victor-Costa et al. 2010),
dérégule le développement neurologique chez le poisson-zébre (Wirbisky et al. 2015), baisse le niveau
d’androgénes et est responsable de problémes de différenciation sexuelle chez les amphibiens (T. B.
Hayes et al. 2002; T. Hayes et al. 2003; T. B. Hayes et al. 2010). Comme pour le glyphosate, ces études
ont été trés controversées, mais de nombreuses interrogations persistent. Enfin, une ¢&tude
épidémiologique sur la cohorte PELAGIE a montré qu’il existait une corrélation entre le taux d’atrazine
retrouvé dans les urines et le développement embryonnaire (diminution du poids de naissance ou
périmétre cranien) (Chevrier et al. 2011). En paralléle, une autre étude a montré 1’impact de I’atrazine
sur I’épigénome, ainsi que sur la diminution de la production de testostérone et de spermatozoides (Gely-

Pernot et al. 2015).

1.3.54. Les plastifiants

Chaque année, prés de 9 millions de tonnes de plastifiants sont utilisées afin d’améliorer la
solidité, I’aspect et la souplesse des plastiques. Les plus connus, le bisphénol A (BPA) et les phtalates
sont au centre de nombreuses interrogations scientifiques et médiatiques. En effet, en quarante ans, les
plastiques ont envahi notre environnement. Leur omniprésence pose un grand nombre de questions sur

I’environnement et la santé publique, notamment en termes de perturbation endocrinienne.

Le BPA est le plus connu des bisphénols et des plastifiants en régle générale (pour revue, Rubin
2011). 11 est trés utilis€ dans 1’industrie comme monomeére et précurseur dans la fabrication de résines
époxydes (revétement interne de boites de conserve) et de polycarbonates, révélateur d’encres
d’impression thermique (tickets de caisse), ou encore de billets de banque. L’un des problémes soulevés
par cette molécule est qu’une fois chauffée ou exposée a des détergents, elle est capable de migrer des
plastiques alimentaires vers les aliments, pouvant ainsi étre ingérée. Bien que I’ingestion soit la voie
d’exposition principale, I’exposition au BPA peut également étre transcutanée (Zalko et al. 2011). Le
BPA se retrouve un peu partout dans le monde, si bien que deux études, 1’'une américaine (Calafat et al.
2008) et I’autre canadienne (Vandenberg 2011), ont montré que plus de 90% des échantillons d’urine
collectés contenaient du BPA en quantité détectable, traduisant 1’exposition omniconstante de la
population a cette molécule. Le BPA est un PE connu, interdit en France depuis 2010 dans les biberons
et les contenants alimentaires. Ce plastifiant interfére avec les cestrogénes, entrainant une diminution de

la spermatogénése (Chevrier et al. 2011). Il est également associ¢ a des effets néfastes sur le
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développement de 1’appareil reproducteur masculin entrainant une augmentation de I’infertilité et du
nombre de cancers (Maffini et al. 2006), ainsi que des anomalies du développement prostatique (Timms
et al. 2005). Le BPA posséde également un effet anti-androgénique sur les testicules durant la vie foetale
(Maamar et al. 2015) et adulte (Desdoits-Lethimonier et al. 2017). Les effets délétéres de ce plastifiant
étant de plus en plus connus, les gouvernements ont pris des mesures visant a I’interdire ou a en limiter
I’utilisation. Ces changements dans la réglementation ont poussé les industriels a chercher des
alternatives, notamment par la création d’analogues dénommés substituts du BPA, pour lesquels

I’innocuité n’est cependant pas garantie non plus, notamment concernant le testicule (Eladak et al. 2015).

Le deuxiéme grand groupe de composés plastifiants préoccupants est constitué des phtalates
(pour revue, Zlatnik 2016), tels que le di(n-butyl)phthalate (DBP) ou le di(2-éthylhexyl)phthalate
(DEHP). Depuis les années trente, ces compos€s sont utilisés comme plastifiants et entrent dans la
composition de nombreux produits tels que les cosmétiques, jouets pour enfant, peintures ou encore
emballages alimentaires. Comme pour le BPA, la voie principale d’exposition est I’ingestion suite a la
migration de I’emballage vers I’aliment. De plus, il se pourrait que ces substances puissent étre ingérées
par les enfants lorsque ceux-ci portent leurs jouets a la bouche. De fortes concentrations en métabolites
provenant des phtalates ont été détectées dans les urines de femmes en age d'avoir des enfants provenant
de I’'usage d’objets du quotidien (Schettler 2006; Blount et al. 2000). Les phtalates posséderaient
également une action anti-androgénique. Il est actuellement supposé qu’au lieu de se lier aux récepteurs
aux androgenes, ces molécules induiraient une diminution de la synthése de testostérone des cellules de
Leydig, diminuant ainsi le taux de testostérone durant la vie feetale, période critique de la différenciation
sexuelle (Parks et al. 2000). Il a été montré que 1’exposition au cours de la différenciation sexuelle
entraine de nombreux effets sur le développement de l'appareil reproducteur méle chez le rat, comme la
diminution de la distance anogénitale ou encore une rétention des aréoles et des mamelons, une
augmentation de cryptorchidie et d’hypospadias, une diminution de la production spermatique, une
hyperplasie des cellules de Leydig ou encore une diminution du poids prostatique (pour revue, Albert &
Jégou 2014; Gray et al. 2000). De plus, il a été démontré une association entre 1’exposition au DEHP et
la diminution de la largeur pénienne (Swan 2008) et le ratio d’hormones chez le nouveau-né (Katharina
M Main et al. 2006). De nombreux pays ont ainsi restreint ou interdit les importations de produits
contenant du DEHP, encourageant les industriels a rechercher des alternatives moins risquées pour la

santé humaine.
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1.3.5.5. Les médicaments

Récemment, de plus en plus d’études mettent en garde contre la consommation de certaines
substances a portée médicinale. Si parmi ces substances il est normal de citer les pilules contraceptives,

il n’est pas forcément intuitif de penser également a I’aspirine ou encore au paracétamol.

La pilule contraceptive est essentiellement basée sur 1’utilisation d’cestrogénes ou de prostagénes
contrdlant les cycles ovariens chez la femme. Ces molécules bloquent 1’ovulation et provoquent un
épaississement de la glaire cervicale qui empéche toute nidification d’ceuf fécondé. Au vu des molécules
utilisées au sein de ces pilules (ethinylestriol, mestranol ...) et de leur mode d’action, il s’agit ici d’un
exemple de perturbation endocrinienne. En effet ces cestrogénes vont venir bloquer I’ovulation par
rétrocontrdle sur 1’axe hypothalamo-hypophysaire empéchant la production de GnRH et ainsi de LH et

de FSH.

Parmi les médicaments les plus utilisés figurent le paracétamol, dont la consommation mondiale
ne cesse d’augmenter, et les AINS (anti-inflammatoires non stéroidiens) comme 1’aspirine. Une étude
menée en 2013 sur ces deux molécules a mis en avant leur effet PE chez I’homme (O Albert et al. 2013).
Apres exposition de testicules adultes a ces substances dans des doses similaires a celles retrouvées dans
le plasma sanguin, Albert et ses collaborateurs se sont apercus d’une modification de la production de
testostérone et d’INSL-3 par les cellules de Leydig. De plus, comme exposé précédemment (cf. 1.3.4.
Effets des perturbateurs endocriniens sur I’Homme) ces médicaments sont & 1’origine du développement
de cryptorchidie chez le nouveau-né aprés exposition de la femme enceinte. C’est pourquoi il est
fortement déconseillé a ces femmes de prendre de 1’ibuproféne, mais également du paracétamol durant

le dernier trimestre de la grossesse.
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1.4. Evaluation des risques

L’objectif de 1a toxicologie est d’étudier les effets néfastes d’agents chimiques, biologiques ou
physiques sur les systémes biologiques. Il est évident, au vu de I’impact des PEs sur I’organisme qu’une
détection rapide de leurs effets et de leurs mécanismes d’actions est nécessaire afin d’éviter de répéter
les erreurs du passé (cf. 1.3.1. Histoire de la perturbation endocrinienne). Toutefois, un certain nombre
de caractéristiques des PEs et de leurs modes d’action rendent peu adaptés les outils classiques de
toxicologie. Aussi il a été nécessaire de repenser la maniére d’identifier les effets néfastes de ces
molécules (Harvey and Everett 2006). Cela passe, bien évidemment par le développement de nouveaux

tests de détection, mais également par 1’utilisation des nouvelles technologies.

1.4.1. La réglementation européenne

Depuis 2007, I’Union Européenne a adopté la réglementation REACH. Cette réglementation
impose I’enregistrement et 1’évaluation de la toxicité de toutes nouvelles substances chimiques avant
leur mise sur le marché. L’objectif principal de cette réglementation est d’améliorer les connaissances et
les caractéristiques des substances chimiques. Sont concernés par REACH tous les composés
nouvellement mis sur le marché, mais également toutes les molécules mises sur le marché depuis 1981.
Pour cela, il est aujourd’hui obligatoire d’enregistrer chaque composé chimique produit ou importé dans
I’UE araison de plus d’une tonne par an. Cet enregistrement implique la création d’une fiche de sécurité,
« carte d’identité » de la substance regroupant toutes les informations relatives a sa toxicité et son
écotoxicité. Cette fiche sera ensuite évaluée par I’Agence Européenne des produits CHimiques (ECHA)
qui interdira ou classera la substance selon trois niveaux : 1) la molécule est classée sans risque et peut
étre mise sur le marché ; 2) la molécule présente des risques maitrisables, son utilisation est donc
réglementée ; 3) les risques engendrés par la molécule sont jugés trop importants, elle est interdite et doit
&tre substituée par une autre molécule. La Figure 15 présente le processus d’évaluation des risques selon

REACH d’aprés Penman et ses collaborateurs (Penman et al. 2015).
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Figure 15. Planning et processus d’évaluation des risques chimiques selon REACH

D’aprés (Penman et al. 2015). Présentation du planning sur les dix suivant la mise en place de REACH ainsi que le

protocole d’évaluation des risques défini par cette réglementation.
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En association a la réglementation REACH, un nouveau systéme de classification, d’étiquetage
et d’emballage des produits chimiques a vu le jour. Ce dernier entré en vigueur en 2009 met en ceuvre
les recommandations internationales du systéme général harmonisé (SGH), systéme international
d’étiquetage des matieres dangereuses destiné a unifier les différents systémes nationaux. Il définit les
nouvelles régles en matic¢re de classification, d’étiquetage et d’emballages des composés chimiques en

Europe. 11 définit 28 classes de dangers associées a 9 pictogrammes différents.

En 2009, I’'UE a adopté une nouvelle directive visant a encadrer la mise sur le marché et a
améliorer I’évaluation des produits phytosanitaires. Cette directive entrée en vigueur en 2011 renforce
les critéres d’exclusion lors de I’évaluation des substances par ’ECHA, notamment en excluant tout
produit phytosanitaire susceptible d’étre un PE. Enfin cette directive ajoute une procédure
d’homologation des coformulants présents dans les produits phytosanitaires (adjuvant, synergistes ou
substances destinées a étre utilisées dans un produit phytopharmaceutique) et encourage la substitution

de substances actives dangereuses pour I’Homme et 1’environnement.

En 2012, c’est la catégorie des biocides qui fit I’objet d’une nouvelle directive. Cette catégorie
regroupe tous les produits utilisés pour protéger I’Homme, les animaux, le matériel ou toute autre
substance contre les nuisibles et micro-organismes. La réglementation sur les produits biocides (RPB) a
pour objectifs d’uniformiser le marché des phytosanitaires dans I’'UE et de simplifier les procédures
d’autorisation des substances actives et des biocides, ainsi que d’établir de nouveaux calendriers
d’évaluation et de prise de décision. Chaque substance active autorisée 1’est pour une durée limitée de
10 ans. Pour que la mise sur le marché d’une substance biocide soit acceptée, elle doit obtenir une

autorisation de tous les états membres de I’UE.

Enfin, pour faire face au coté ubiquitaire des produits phytosanitaires, en 2008 la France a
renforcé les mesures de protection de I’environnement et de I’Homme face a ces produits en mettant en
place le plan Ecophyto I. Ce plan, élaboré dans le cadre du Grenelle de I’Environnement, vise a réduire
d’ici 2018 la consommation de produits phytosanitaires de 50% par la suppression progressive des
substances les plus préoccupantes (Plan Ecophyto 2008). En 2015, le bilan trés contrasté de cette
initiative (Hossard et al. 2017) a conduit a un report de cet objectif a 2025 dans le cadre du plan
Ecophytho II (Plan Ecophyto II 2015). Ce plan prévoit, entre autres, 1’interdiction de 1’utilisation de
produits phytosanitaires dans les espaces publiques pour 2017 et I’interdiction de 1’usage par des

particuliers de pesticides a partir de 2019.
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1.4.2. Reéglementation non adaptée aux PEs?

Au début du seiziéme siécle, le médecin et philosophe suisse Paracelse (de son vrai nom,
Theophrast Bombast von Hohenheim) énongait la phrase suivant : « c’est la dose qui fait le poison ».
Au-dela du co6té historique de cette citation, c’est sur ce principe qu’est fondée la réglementation en
vigueur en matiére de toxicologie, y compris, a priori, en ce qui concerne les PEs. Ce principe est
aujourd’hui remis en cause par la communauté scientifique qui estime que ce principe ne s’appliquerait
pas toujours pour certains PEs. En effet, actuellement les autorités imposent le concept de dose
journaliére admissible (DJA) afin d’estimer les effets déléteres des composés chimiques sur I’organisme.
Ce concept, introduit en 1961 par le Pr. René Truhaut, a été adopté par défaut par plusieurs agences
gouvernementales telles que 1’Union Européenne, I’OMS ou encore la FDA. La DJA se définit alors
comme la dose journaliére admissible, exprimée en mg de substance par kilo de poids corporel, qu’un
individu de 60 kg peut ingérer quotidiennement sans risque pour la santé. Le calcul de cette DJA fait
appel a la notion de dose sans effet (DSE) ou NOAEL pour No Observable Adverse Effect Levels en
anglais (Nair and Jacob 2016). Dans un premier temps, une évaluation de la toxicité de la substance est
réalisée a forte dose. Si un effet toxique est constaté a forte dose, la substance est ensuite testée a des
doses de plus en plus faibles jusqu'a la détermination de la LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect
Levels ; 1a dose minimale avec effet nocif observé) puis de la NOAEL, a laquelle il est estimé que la
substance n’a aucun effet sur ’organisme. La DJA est alors calculée en divisant la NOAEL obtenue par
un facteur d’incertitude dépendant de la substance étudié¢e. Ce facteur est généralement fixé a 100, mais
si les données associées a la substance étudiée ne sont pas suffisantes ou que les effets causés sont
irréversibles, ce facteur peut étre revu a la hausse allant jusqu’a 1000. Inversement si le composé est bien
étudié et que son impact sur I’Homme est bien documenté, il peut étre revu a la baisse. Le facteur
d’incertitude est destiné a apporter un niveau de sécurité¢ supplémentaire en prenant en compte les
variations intra- et interspécifiques, notamment lorsque les effets d’une substance sont étudiés sur un
organisme différent de I’Homme. L’utilisation de la dose pour déterminer la toxicité d’une substance
sous-entend que plus I’échantillon va étre exposé a un produit chimique et plus 1’effet toxique (si effet
toxique il y a) observé sera important. Cette hypothése est matérialisée graphiquement par une droite
appelée courbe dose réponse. En toxicologie, cette courbe ne ressemble pas a une droite, mais a une
sigmoide, mettant en avant un effet seuil, souvent la mort de 1’organisme, de la toxicité du composé testé
(Figure 16). L’étude de certaines substances a cependant mis en évidence des formes de courbe
différentes, non plus sigmoidales, mais en forme de cloche ou de cloche inversée. Ces courbes dites non

monotones sont généralement liées a des mécanismes propres a 1’endocrinologie tels que la cinétique
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d’interaction entre I’hormone et son récepteur, a 1’action de mécanisme propre a la forte ou la faible

dose, la demi-vie des hormones ou encore leurs transports (pour revue, Vandenberg et al. 2012).

Effet (%)

LOAEL EC50

Dose

Figure 16. Représentation d’une courbe dose-réponse et calcul de la DJA

Courbe dose réponse monotone. A partir de cette courbe plusieurs indicateurs sont évalués. L’EC50 (half maximal
Effective Concentration) est la concentration a laquelle 50% de 1’effet maximal de la molécule est observé. La
LOAEL (Lowest Observed Adverse Effect Levels) correspond a la dose minimale avec effet nocif observé. Enfin la
NOAEL (No Observable Adverse Effect Levels) est la dose pour laquelle aucun effet nocif est observé. A partir de
cette dose, la dose journaliére admissible (DJA) est calculée est divisant la NOAEL par un facteur d’incertitude (FI).

Enfin, comme détaillé précédemment, un PE peut avoir un effet tissu/cellule spécifique, affectant
uniquement les cellules et/ou organes sensibles a I’hormone ou la famille d’hormones cibles; Il peut
également exercer des effets néfastes importants a différents stades du développement de I’organisme; il
peut parfois avoir un effet retard visible uniquement des années, voire des dizaines d’années aprés
I’exposition; il peut méme dans certains cas exercer un effet transgénérationnel, c¢’est-a-dire avoir un
effet néfaste sur I’individu exposé, mais sur sa descendance, voire la descendance de sa descendance;
enfin, il peut avoir un effet cocktail, c’est-a-dire agir en synergie ou de fagon antagoniste avec d’autres
molécules (PEs ou non) présentes dans 1’environnement. Face a ces particularités des PEs, il a été

nécessaire d’adapter les outils traditionnellement utilisés en toxicologie afin de mettre en place des tests

de détection qui leur sont spécifiques.
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1.4.3. Outils de détection de toxicités

S’il existe des tests de détection de toxicité spécifique pour les PEs, il existe également d’autres
outils utilisés par les toxicologues pour déterminer si une molécule est néfaste pour 1’organisme ou non.
L’identification de cette toxicité s effectue aussi bien in vitro, ex vivo, in vivo qu’in silico. Ne pouvant
étre exhaustif sur I’ensemble de ces approches, celles spécifiquement dédi¢es aux PEs (cf. 1.4.4. Tests
spécifiques de détection des perturbteurs endocriniens) et/ou relevant de la toxicologie prédictive (cf.

1.5. La toxicologie prédictive) seront plus particuliérement détaillées dans ce manuscrit.

Afin d’évaluer les effets nocifs d’un composé sur I’organisme les toxicologues utilisent
classiquement la mesure de parameétres tels que les variations de poids d’un organe ou d’un tissu, la
modification intra—tissulaire via des observations macro/microscopiques, 1’évaluation de la mort
cellulaire, le dosage d’hormones ou d’autres métabolites dans les fluides corporels. Chacune de ces
observations est corrélée avec les autres données récoltées afin de permettre une interprétation globale.
La présentation exhaustive de toutes les techniques usuellement utilisées en toxicologie étant en dehors

de mon sujet, je me limiterai uniquement a quelques exemples.

1.4.3.1. Le test d’Ames

Le test d’Ames repose sur I’utilisation d’une souche bactérienne de Salmonella typhimurium
mutante pour les génes nécessaires a la synthése d’histidine, acide aminé que ces bactéries ne peuvent
donc synthétiser (His-). Il permet d’estimer le potentiel mutagéne d’un composé chimique par réversion
de ce phénotype (Hist+) (Ames et al. 1973). Cette technique simple, sensible et précise offre la possibilité
d’étudier aussi bien les composés chimiques industriels, que les eaux a usage alimentaire, les gaz
d’échappement, les médicaments et leurs principes actifs ainsi que les fluides biologiques. Cependant ce
test reposant sur 1’utilisation de bactéries le probléme de transposition au modele humain se pose. Des
tests plus adaptés, dits "d’aberration chromosomique", peuvent ainsi étre réalisés chez les mammiféres,
in vitro (cultures cellulaires) ou in vivo (lignée hématopoiétique). Une étude toxicologique incluant une

exposition longue est nécessaire pour réfuter un test d’ Ames positif.

1.4.3.2. Les cultures cellulaires

L’utilisation de cultures cellulaires en toxicologie repose sur la possibilit¢ de limiter la
différenciation cellulaire en conditionnant leur micro-environnent (matrice extracellulaire) et les facteurs
de croissances et ainsi obtenir un type spécifique de cellules. Cet outil permet d’avoir acces facilement

des cellules humaines et offre la possibilité d’étudier les mécanismes d’actions dans lesquels elles sont
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impliquées. Cette méthode fait partie de la procédure standard de criblage des composés chimiques et
plus particuliérement de 1’évaluation des risques en pharmacologie. Une autre utilisation de ces cultures
cellulaires concerne les cellules souches embryonnaires. Il s’agit d’un bon modele de reprotoxicité
puisqu’elles représentent la phase la plus précoce de ’ontogenése. A la fin des années 90, ’ECVAM
(European center for the validation of alternative methods) a mis au point 1I’embryonic stem cell test
(Spielmann et al. 1998). Ce test utilise des cellules souches embryonnaires murines afin d’estimer le
potentiel cytotoxique d’une molécule et son effet sur la différenciation cellulaire. A partir de ce test, il
est possible d’estimer 1’'ID50, c’est-a-dire la concentration d’une substance qui inhibe de 50 % la
différenciation spontanée des cellules souches embryonnaires en cellules contractiles. La mesure de ce
parametre est souvent remplacée par la quantification de 1’expression de marqueurs de différenciation.
La cytotoxicité, elle, est évaluée en déterminant I’IC50, a savoir la concentration d’une substance
inhibant de moitié¢ la croissance des cellules souches embryonnaires par rapport a des cellules d’une
lignée adulte controle. Une étude ayant appliqué cette technique a 20 produits toxiques caractérisés in
vivo a ainsi pu en classer correctement 78 % au sein de trois catégories : non toxiques, faiblement
toxiques et fortement toxiques (Genschow et al. 2004). Les cultures cellulaires permettent également de
reconstituer des tissus in vitro. Cela est déja largement utilisé dans I’industrie pharmaceutique qui utilise
des cultures de cellule de peau humaine pour prédire 1’effet toxique cutané d’un produit et le
franchissement de cette barriére (Robinson, Osborne, and Perkins 2000). Cependant les techniques
d’évaluation basées sur la reconstitution cellulaire, la coculture ou encore la culture en trois dimensions
nécessitent une grande technicité sont plus difficiles et couteuses a mettre en place que des cultures
cellulaires classiques, elles n’en restent pas moins porteuses d’avenir, représentant au mieux la situation

du tissu in vivo ainsi que la complexité des interactions cellulaires.

Le passage de la culture cellulaire au modéle in vivo pose souvent probléme et seulement 10%
des composés testés présentent un effet similaire observé en culture et dans I’organisme, dans lequel la
toxicité est plus importante que celle prédite in vitro (DiMasi and Grabowski 2007). Cela est di au fait
que l’effet de la molécule est testé uniquement sur un seul type de cellule, non représentatif des
interactions entre les différentes cellules, mais également que celles-ci sont en culture sur une surface
plane, ne prenant pas en compte la conformation spatiale tridimensionnelle des cellules (Breslin and
O’Driscoll 2013). Pour pallier a ces problémes, de nouvelles méthodes ont été mises en place afin de
prendre en compte les interactions entre plusieurs types cellulaires, on parle de coculture
(hépatocytes/cellules biliaires, cellules alvéolaires/macrophages, kératinocytes/fibroblastes). Mais

également pour considérer la structuration dans un espace en trois dimensions : les cultures cellulaires
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3D, fournissant des informations plus précises et pertinentes d’un point de vue physiologique augmentant

ainsi le pouvoir prédictif de cette méthode (Birgersdotter, Sandberg, and Ernberg 2005).

Pour finir un tout nouveau domaine est en pleine émergence : les organes artificiels. Ces
technologies mettent en relation dans un systéme de perfusion plusieurs tissus d’un méme organe. Cette
approche complexe, actuellement au stade d’étude fondamentale pourra dans un avenir proche fournir
des informations sur la dynamique de la molécule au sein de ’organisme, informations jusque-la

accessibles uniquement de fagon in vivo (Cho and Yoon 2017).

Si la majorité de ces techniques sont usuellement utilisés en toxicologie classique pour évaluer
la toxicité d’une substance chimique, il est possible également de les utiliser dans le cadre de la

toxicologie prédictive afin de prédire un effet délétére.

1.4.3.3. Les cohortes

Les modeles toxicologiques ne sont pas forcément pertinents vis-a-vis de la santé humaine, car
ils sont effectués sur une autre espéce et sur un seul type cellulaire et qu’ils ne prennent pas en compte

la voie d’exposition aux composés chimiques, dans quelle proportion et sur quelle période.

Chez I’Homme, I’expérimentation directe des molécules étant évidemment impossible, il est
difficile de relier les pathologies observées a 1I’exposition des perturbateurs endocriniens. Le probléme
soulevé par ces substances a poussé les scientifiques et les agences sanitaires & mettre en place un certain
nombre d’études épidémiologiques et I’établissement de cohortes. Une cohorte est un ensemble de sujets
présentant certaines caractéristiques communes, et qui sont suivis sur plusieurs années. Il existe deux
types de cohortes : les cohortes prospectives et les cohortes rétrospectives. Les cohortes prospectives
sont des mode¢les épidémiologiques d’observation dans lequel un groupe exposé et un autre non exposé
sont suivis pour comparer I’incidence de la pathologie étudiée. Les cohortes rétrospectives sont des
modeles d’observation dans lequel on compare le risque de contracter la maladie pour un groupe exposé
et pour un autre non exposé. La cohorte PELAGIE (Perturbateurs Endocriniens : Etude Longitudinale
sur les Anomalies de la Grossesse) a par exemple été mise en place par 'INSERM afin de répondre aux
préoccupations de santé dues a la présence des perturbateurs endocriniens dans notre environnement
quotidien. Cette cohorte, débutée en 2002, suit 3421 méres et leurs enfants en Bretagne (Béranger et al.
2017; Viel et al. 2017). Les cohortes permettent de générer une quantité importante de données, mais
leur mise en place souléve néanmoins de considérables difficultés. La premicre est la constitution de la
cohorte. La création de celle-ci se fait sur la base du volontariat et doit étre composée d’un nombre

d’individus suffisamment important pour permettre 1’étude des différents facteurs et tout en écartant un
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certain nombre d’effets confondants. Le suivi de ces cohortes peut étre un facteur limitant. Durant toute
la durée de 1’étude (plusieurs années), les patients peuvent étre amenés a déménager, ou tout simplement
a abandonner I’étude. D’un point de vue expérimental, il existe aussi un décalage entre 1’exposition
étudiée (le plus souvent évaluée via des questionnaires ou bien mesurée et 1’exposition réelle. Par
ailleurs, ces études se focalisent généralement sur un voire quelques composés, alors qu’en réalité,
I’organisme est exposé a un mélange de composés. Au final, et sans évidemment remettre en question la
nécessité absolue de ces cohortes, les études épidémiologiques mettent en évidence des associations entre

des pathologies et des composés, sans pour autant permettre 1’établissement de liens de causalités.

1.4.4. Tests spécifiques de détection des perturbateurs endocriniens

Dans I’optique d’améliorer la détection et 1’évaluation des PEs, ’OCDE (Organisation de
Coopération et de Développement Economiques ; OECD en anglais) et US EPA aux Etats Unis ont mis
en place différents programmes. Ils ont pour objectifs de coordonner les activités, d’élaborer de nouvelles
lignes directrices pour les essais et d’harmoniser les méthodes de détection et d’évaluation des risques.
En 2002, ’OCDE a émis un cadre conceptuel (Conceptual Framwork) découpé en cinq niveaux pour le
test et I’évaluation des PEs. Sur son site, I’OCDE précise bien que ce cadre ne constitue pas une stratégie
de dépistage des PEs, mais est plutdt le reflet des informations obtenues par les tests préconisés aux
différents niveaux. Ce cadre a été mis a jour en 2012 (OECD 2012), amenant ainsi le nombre de tests
officiels a 50, dont 12 ont été spécifiquement développés ou mis a jour pour la détection des PEs et sont

détaillés ci-dessous (Tableau II).
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N° essai
440
407
211
441
229

230

231

455

239

234

456

457

Tableau II.Tests officiels de I’OCDE pour la détection de perturbateurs endocriniens

Titre
Essai de dépistage a court terme des propriétés oestrogéniques
Toxicité orale a doses répétées - pendant 28 jours sur les rongeurs
Daphnia magna, essai de reproduction
Essai de dépistage a court terme de propriétés (anti)androgéniques
Essai a court terme de reproduction des poissons

Essai de 21 jours sur les poissons : dépistage a court terme de |'activité oestrogénique, et
androgénique et de I'inhibition de I'aromatase

Essai de métamorphose des amphibiens

Essais in vitro de transactivation par transfection stable visant la détection des substances
agonistes et antagonistes des récepteurs des cestrogénes

Essai de toxicité sur le cycle de vie des chironomes dans un systeme eau-sédiment chargé ou eau
chargée-sédiment

Essai de développement sexuel des poissons
Essai de stéroidogénése H295R

Essai de transactivation faisant appel au récepteur des cestrogénes BG1Luc pour identifier les
agonistes ou antagonistes des récepteurs des cestrogénes
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1.4.4.1. Essais in vitro fournissant des données sur le mécanisme endocrinien

perturbé

Deux essais a visée mécanistique sont recommandés par I’OCDE : les essais ER BG1Luc et les
essais sur la stéroidogenése via la lignée cellulaire H295R, lesquels reposent principalement sur

I’utilisation de lignées cellulaires.

Les essais ER BG1Luc ont pour objectif d’identifier des agonistes ou antagonistes des
récepteurs aux cestrogénes en utilisant la lignée cellulaire BG1Luc4E2 dérivée d’adénocarcinomes
ovariens d’origine humaine (Rogers and Denison 2000). Ils reposent sur la fixation d’une substance
chimique étudiée sur un récepteur donné, entrainant ou non sa transactivation et la synthése d’un produit
de gene rapporteur (Sonneveld et al. 2006; Escande et al. 2006). Dans le cas de ces essais, le géne
rapporteur de la luciférase est sous controle des récepteurs aux cestrogeénes. Ils permettent de démontrer

I’activité agoniste ou antagoniste d’une molécule sur ces récepteurs, en fonction de la dose et du temps.

La méthode d’essai de la stéroidogenese sur la lignée cellulaire H295R a pour objectifs de
détecter les effets d’'une molécule sur les composants de la voie de syntheése des stéroides et plus
particuliérement sur la production de 17B-oestradiol et de testostérone. La lignée cellulaire H295R a été
isolée a partir d’un carcinome surrénalien d’origine humaine (Wang and Rainey 2012). Elle exprime
toutes les enzymes clés de la stéroidogeneése et produit ainsi des corticostéroides et des stéroides sexuels.
Cet essai n’a cependant été validé que pour la détection de la testostérone ou du 178-oestradiol (Hecker

et al. 2000).

1.4.4.2. Essais in vivo fournissant des données sur le mécanisme endocrinien

perturbé

L’OCDE propose par ailleurs plusieurs tests ayant pour objectif de dépister in vivo l'activité
oestrogénique, androgénique et l'inhibition de l'aromatase induite par une molécule, chez les
mammiferes, les poissons ou encore les amphibiens. Il s’agit chez les mammiféres des essais
utérotropiques et des essais de Hershberger, chez les poissons des essais a court terme de reproduction

de 21 jours et chez les amphibiens, des essais sur la métamorphose.

Le test utérotropique chez les rongeurs est un test de dépistage a court terme développé dans
les années 30 (Dorfman, Gallagher, and Koch 1935) et adopté par ’OCDE le 16 octobre 2007. Il se
fonde sur ’augmentation du poids utérin - ou réponse utérotropique - et permet d’évaluer la capacité
d’un produit chimique a induire une activité biologique analogue a celle des agonistes des cestrogenes

naturels. La réponse initiale est un accroissement pondéral dii a ’absorption d’eau, qui est suivie d’une

63



augmentation du poids due a la croissance tissulaire (R. C. Jones and Edgren 1973). La réponse de

I’utérus chez le rat et la souris est qualitativement comparable.

Le test de Hershberger, adopté le 7 septembre 2009, est un test de dépistage a court terme
utilisant des tissus accessoires de I’appareil reproducteur male du rat. Il se base sur la variation de poids
de 5 tissus androgéno-dépendants (prostate ventrale, vésicule séminale, muscles élévateurs de 1’anus et
bulbocaverneux, paire de glandes de Cowper et gland) et évalue la capacité d’une substance a mimer
I’activit¢ des agonistes ou des antagonistes d’androgénes ou d’inhibiteurs de la Sa-réductase
(Hershberger, Shipley, and Meyer 1953). Chez le rat male castré, ces cinq tissus répondent tous aux
androgeénes par une augmentation de leur poids. Au cours des années 60, ce test a permis d’évaluer plus
de 700 androgénes putatifs, faisant de ce test une méthode de référence pour la détection de composés
aussi bien androgéniques qu’anti-androgéniques (J Kanno et al. 2001; Jun Kanno et al. 2003a, 2003b;

Owents et al. 2007; Moon et al. 2010).

L’essai d’exposition de 21 jours consiste a mesurer deux paramétres chez les poissons, aussi
bien males que femelles : Le premier est le dosage de la vitellogénine (effectué chez le poisson-zébre,
le poisson-téte-de-boule et le medaka japonais), précurseur des protéines du vitellus, qui permet de
détecter si le composé chimique a une action oestrogénique ou anti-cestrogénique (Sumpter and Jobling
1995). Le second paramétre est le développement de caractéres sexuels secondaires chez le medaka
japonais et le poisson-téte-de-boule, ces caractéres étant réactifs aux taux d’androgeénes présents dans
I’eau de sexe opposé (Ankley et al. 2003; Seki et al. 2004). Enfin, la fécondité est également évaluée

ainsi que ’adaptation du systéme reproducteur par I’analyse de coupes histologiques des gonades.

Enfin ’essai de métamorphose est un essai visant a identifier les substances capables de
perturber 1’axe hypothalamo-hypophyso-thyroidien chez les amphibiens. La métamorphose des
amphibiens dépendants de la thyroide et répond aux substances actives sur cet axe. Des tétards sont
exposés 4 au moins trois concentrations de la substance étudiée, et ce pendant 21 jours. A I’issu de ces
21 jours plusieurs paramétres dont I’histologie de la thyroide, la longueur des pattes postérieurs et
longueur museau-cloaque, sont évalués pour déterminer I’effet de la molécule sur 1’axe hypothalamo-

hypophyso-thyroidien.

1.4.4.3. Essais in vivo fournissant des informations sur la toxicité endocrinienne

Plusieurs tests validés par ’OCDE permettent d’évaluer les effets d’une exposition chronique et
de longue durée, aussi bien en termes de toxicité que d’impact sur le développement de caractéres sexuels

secondaires.

64



L’essai de toxicité orale a doses répétées pendant 28 jours sur les rongeurs a ainsi pour but
d’administrer quotidiennement la substance a tester sur plusieurs groupes d’animaux afin d’identifier les
organes cibles de la molécule, les doses administrables ainsi que le calcul de la NOAEL et/ou LOAEL.
Chaque jour, les animaux sont inspectés afin de déceler des signes potentiels de toxicité. Cet essai permet
de récolter de nombreuses données sur les tissus, et les glandes endocrines en particulier, via des coupes
histologiques, mais également le poids de ces organes, la qualité spermatique ou la normalité des cycles

oestraux.

Les tests pubertaires consistent quant a eux a traiter durant une période de 20 a 30 jours des
rats males ou femelles afin de déterminer 1’age d’apparition des premiers signes de puberté (séparation
du prépuce, ouverture vaginale). Ils permettent également de détecter les produits chimiques possédant

une activité androgénique ou anti-androgénique.

1.4.4.4. Essais in vivo de compréhension approfondie

La combinaison des effets délétéres relativement fréquents des PEs sur la reproduction d’une
part, et des potentiels effets transgénérationnels de ceux-ci d’autre part, ont amené I’OCDE a considérer

plusieurs tests prenant en compte ces deux aspects dans 1’évaluation des PEs.

L’essai étendu de toxicité pour la reproduction sur une génération a pour objectif
I’évaluation des effets pré et postnataux sur la reproduction et le développement aprés une exposition a
une substance chimique. Cet essai est couramment couplé avec les essais utérotropiques et de
Hershberger. L’examen détaillé des principaux effets sur le développement, comme la viabilité¢ de la
descendance et le développement physiologique et fonctionnel jusqu’a I’age adulte, doit permettre de

repérer les organes cibles et le mode d’action de la molécule chez les descendants.

Le test d’étude de toxicité pour la reproduction sur deux générations est quant a Iui congu afin de
déterminer I’impact d une molécule sur I’intégrité et la performance des systémes reproducteurs male et
femelle (FO0), sur la croissance et le développement de la descendance (F1), mais aussi sur I’intégrité des

appareils reproducteurs chez la descendance de la descendance (F2).
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1.5. La toxicologie prédictive

L’un des défis en toxicologie est de pouvoir extrapoler les résultats issus des différentes phases
de I’analyse du risque a partir de systémes expérimentaux vers les populations humaines. Les modéles
animaux en particulier, bien que trés utilisés, présentent souvent des différences notamment en termes
de clairance des substances ou d’activité enzymatique. Pour ces raisons pratiques, mais également
éthiques, politiques et économiques, des efforts importants sont demandés aux laboratoires pour
Remplacer ces modeles par d’autres alternatives, Réduire au minimum leurs utilisations et Raffiner les
stratégies expérimentales afin de minimiser le stress et la douleur des animaux (principe des « 3R »).
C’est dans ce contexte que les organismes de prévention et de gestion des risques chimiques se sont
tournés vers la toxicologie computationnelle et plus précisément vers la toxicologie prédictive. Ces
méthodes consistent en I’extrapolation des informations connues associées a une molécule afin de prédire
Ieffet de celle-ci ou d’une molécule similaire sur I’Homme et son environnement via la détermination
de sa « signature » toxicologique. Cette signature peut étre d’ordre divers (physiologique, moléculaire,
génomique...) sur un individu ou sa descendance apres exposition a un ou plusieurs facteurs (biologique,
physique ou chimique) (Robert J Kavlock et al. 2007). Cependant I’utilisation de la toxicologie prédictive
dans un cadre réglementaire reste trés limitée et seule 1’étude des produits cosmétiques en fait 1’objet

depuis 2009.

Depuis une trentaine d’années, la toxicologie prédictive vise a diminuer le plus possible le
nombre d’expérimentations in vivo chez 1’animale en les remplagant par des méthodes in vitro ou in
silico, afin d’évaluer les risques pour I’Homme, de fagon aussi précise, si ce n’est plus. L utilisation de
la toxicologie prédictive est particuliérement recommandée dans le cadre de la législation REACH.
Différents pays de I’Union Européenne ont dans ce contexte mis en place des agences afin de répondre
aux besoins présents aussi bien dans I’industrie que dans la recherche dans ce domaine. Ainsi ’"ECOPA
(European Consensus Plateform for Alternatives), 1’agence francaise de sécurité sanitaire des produits
de santé (Afssaps) ou encore I’Institut National de I’Environnement Industriel et de Risques (INERIS),

ont vu le jour.

1.5.1. Outils de toxicologie prédictive

Ces tests se basent sur les informations existantes dans les banques de données. A ce niveau, il
s’agit de faire le bilan des connaissances en toxicologie et d’orienter les futurs tests (in vivo, in vitro) en
utilisant les propriétés physico-chimiques, I’appartenance a des familles chimiques ou encore les données

d’écotoxicologie pour estimer le potentiel toxique de la substance étudiée. On parle, ici, de « non-testing
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methods », de toxicologie computationnelle ou encore de méthodes in silico. D’aprés Hartung et ses
collaborateurs, la toxicologie in silico est définie comme « tout ce que nous pouvons faire avec un
ordinateur en toxicologie, c’est-a-dire une grande partie des tests, car la plupart utilisent la planification
et/ou l'analyse par ordinateur. » (Hartung and Hoffmann 2009). La toxicologie in silico differe
notamment de la toxicologie traditionnelle de par I'échelle d’étude : elle permet en effet d’étudier un
grand nombre de produits chimiques, de couvrir de nombreuses voies métaboliques et critéres d’effets
(endpoints) et ce sur plusieurs niveaux d'organisation biologique, tout en considérant simultanément
plusieurs conditions d’exposition (R. J. Kavlock et al. 2007). Ces méthodes ont pour objectif de venir en
complément des tests de toxicité in vivo et ex vivo et de diminuer |’utilisation d’animaux, de réduire les
couts et la durée des expérimentations, et d’améliorer la prédiction de la toxicité des composés étudiés.
Enfin ces méthodes présentent 1’avantage de pouvoir anticiper la toxicité d’un composé avant méme
qu’il ne soit synthétisé (Madan, Bajaj, and Dureja 2013). Parmi les outils utilisés en toxicologie
computationnelle se trouvent les banques de données, les outils de description moléculaire, les
simulations de dynamique moléculaire, des logiciels de génération de modeles prédictifs, des
logiciels/serveurs de modéles prédictifs préalablement construits et enfin des outils de visualisation
(Figure 17A). Tous ces outils sont ensuite utilisés au sein des différentes méthodes de prédiction de la

toxicité.

1.5.1.1. Les bases de données

Face au nombre grandissant d’expériences de toxicologie et a 1’accumulation des résultats
correspondants, il a fallu mettre en place des bases de données sur la toxicité ainsi que des régles de
classification pour les nouvelles molécules étudiées. Ces outils compilent des informations sur différents
types de toxicité (néphrotoxicité, hépatotoxicité, reprotoxicité...), modes d’action ou activités
moléculaires, déterminés chez différents organismes (Valerio 2009). Pour les perturbateurs endocriniens,
les organismes tel que ’OCDE, I’US EPA ou encore 1’organisation TEDX (The Endocrine Disruptors
Exchange) mettent par exemple a disposition des bases de données spécifiques référencant tous les PEs
avérés. Les données stockées associées a I’expertise de scientifiques permettent alors de créer un modéle
de prédiction de la toxicité de la molécule et de tester celle-ci en utilisant des données issues d’autres
bases (Figure 17B). D’autres banques se sont spécialisées dans la description et la mise en relation entre

les composés chimiques et les pathologies en se basant sur diverses informations.
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Figure 17. La toxicologie computationnelle et les bases de données

A) Les différents outils utilisés en toxicologie computationnelle. B) Utilisation des bases de données dans le

cadre de la détection et de la prédiction d’effet d’une molécule.
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Parmi ces dernicres on peut citer la Comparative Toxicogenomics Database (CTD) (A. P. Davis
etal. 2015) ou encore ChemProt (Kringelum et al. 2016). Enfin les banques de données comme PubChem
(Kim et al. 2015), ChemSpyder (Williams and Tkachenko 2014) ou ChEmbl (Davies et al. 2015) ont
pour objectif de concaténer toutes les informations relatives aux substances chimiques (propriétés

physico-chimiques, nomenclature, description, structure...).

Ces données présentent cependant des limites. En effet, chacune des toxicités décrites dans les
bases de données est obtenue a partir d’un protocole différent, utilisant des unités de mesure différentes
que ce soit pour le temps ou pour la dose, ainsi qu’une terminologie propre. Bien qu’importante d’un
point de vue quantitatif, la recherche d’informations dans ces bases est difficile et la comparaison entre
différentes expériences 1’est d’autant plus. Ceci pose deux questions sur 1’utilité¢ de ce type d’outil : ou
peut-on obtenir I’information sur la toxicité du composé chimique étudié, et dans quelle mesure peut-on
se fier aux données ? La résolution de ces problémes est au centre des objectifs de certaines organisations
internationales telles que la FDA (Food and Drug Administration) américaine, le CDER (Center for Drug
Evaluation and Research) de la FDA et la réglementation REACH dans 1'Union Européenne (Mullard
2017). Toutefois, bien qu’un certain nombre d'organisations soient impliquées, 1'harmonisation des
informations sur la toxicité chimique entre les bases de données reste un besoin critique, mais difficile a

mettre en place (Myshkin et al. 2012).

1.5.1.2. Logiciels de description moléculaire

Les logiciels de description moléculaire permettent de déterminer les caractéristiques physico-
chimiques et pharmacologiques d’une molécule, sur la seule base de sa structure. Ce systéme permet de
représenter la molécule sous la nomenclature de ’'UICPA (Union Internationale de Chimie Pure et
Appliquée), offrant une représentation lisible de sa structure et de ses constituants. Les caractéristiques
telles que la charge, la solubilité ou la masse molaire sont aisément calculées a partir de la structure de
la molécule, et il existe de nombreux logiciels utilisant des bases de données moléculaires permettant de
définir ces descripteurs tels que Derek Nexus (Marchant, Briggs, and Long 2008), MC4PC (Contrera et
al. 2007) ou encore Toxtree (Patlewicz et al. 2008).

1.5.1.3. Outils de simulation

Les outils de simulation de dynamique moléculaire sont des outils trés importants pour la
compréhension des bases structurales et fonctionnelles d’une macromolécule. Ils ont pour objectifs de

répondre a des questions relatives au devenir d’une molécule dans I’organisme, par exemple
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I’identification des voies métaboliques impliquées sa dégradation, la cinétique de la molécule dans
I’organisme ou encore le potentiel de docking. Le nombre d’études utilisant ce type d’outils de simulation
a fortement augmenté ces derniéres années, notamment grace a la disponibilit¢é de nombreux
programmes, mais également grace a la forte évolution de la puissance informatique (Jo et al. 2017,

Christen et al. 2005; Case et al. 2005).
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Figure 18. Génération de modeles prédictifs

Les modeles prédictifs de toxicités sont générés grace a des descripteurs moléculaires dérivés de données
expérimentales utilisant différentes méthodes : les alertes de structures, les relations structure-activité (QSAR), la

pharmacocinétique (PBPK) ou les références croisées (Read Across).
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1.5.2. Méthodes de prédiction

Les méthodes de prédiction se basent sur I’utilisation de I’outil informatique pour prédire 1’effet
d’une molécule a partir d’un modéle représentant schématiquement le ou les processus qu’elle induit ou
affecte. Ces modeles sont générés griace a des descripteurs moléculaires dérivés de données
expérimentales. Différentes méthodes peuvent étre utilisées pour la génération des modéles, comme les
alertes de structures, les relations structure-activité (QSAR), la pharmacocinétique (PBPK) ou encore les

références croisées (Read Across) (Figure 18).

1.5.2.1. Les alertes structurales

Les alertes structurales (SA), également appelées toxicophores, sont des structures chimiques
identifiées comme étant associées a une toxicité (Roncaglioni et al. 2013). Un toxicophore peut étre
composé d’un atome ou d’une chaine d’atomes et une molécule peut étre composée d’un ou plusieurs
toxicophores. Ce dernier peut ainsi voir sa toxicité démultipliée si la molécule possede d’autres structures
chimiques toxiques (Lepailleur, Poezevara, and Bureau 2013). Cette méthode est usuellement utilisée
sous la forme « si A est B alors T » ou A est une SA, B la valeur de cette SA et T la toxicité prédite a un

certain niveau. Un exemple d’utilisation de SA :
SI (struture_chimique) EST (présent) ALORS (sensitivité _cutanée EST certain)

La toxicité induite par une SA est établie a partir de deux modeles : un modele basé sur la
physiologie humaine (HBR) et un mode¢le basé sur I’induction d’informations (IBR). Les HBRs utilisent
les connaissances d’experts et de la littérature. Ils sont plus précis que les IBRs mais reposent sur des
connaissances pouvant parfois étre incomplétes ou biaisées. La mise a jour des modéles de toxicité
nécessite une analyse détaillée de la littérature et donc fastidieuse a mettre en place. Les IBRs sont
obtenus a partir du recoupement d’informations présentes dans bases de données et déterminent
statistiquement si une SA est toxique ou non pour un organisme. Ceci permet par exemple aux IBRs de
proposer des associations entre les propriétés structurelles d’un toxicophore et une toxicité, lesquelles

n’auraient pas forcement été¢ identifiées de fagon manuelle.

L’utilisation des SAs est trés répandue dans 1’industrie pharmacologique, notamment dans la
conception d’un médicament afin de déterminer comment une molécule pourrait étre modifiée pour en
diminuer la toxicité. Cependant les SAs présentent de nombreuses limitations. La premicre limitation est
'utilisation de caractéristiques qualitatives binaires (présent/absent, carcinogéne/non carcinogéne). De
plus, elles ne fournissent pas d’informations sur les voies métaboliques impliquées dans la toxicité et ne

peuvent donc étre utilisées seules pour prédire une toxicité. Les SAs ne prennent pas non plus en compte
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la présence ou I’absence d’autres composés chimiques pouvant augmenter ou diminuer la toxicité. Enfin,
la liste des SAs ainsi que les modeles permettant leur création peuvent étre incomplets et conduire a de
nombreux faux négatifs (composé classé comme non toxique alors qu’il I’est toxique). Par ailleurs, ce
n’est pas parce que un compos¢ chimique ne contient pas de SA ou n’est pas associé¢ avec une toxicité
que celui-ci est non toxique. Ceci est spécialement vrai pour les HBRs pour lesquels les évidences de

non-toxicité ne sont que trés rarement mises en évidence dans littérature.

Les premiéres listes de SAs ont été publiées en 1983 par Dupuis et ses collégues et portent sur
les composés présentant un potentiel d’irritation cutanée (Dupuis and Benezra 1983). En 1988 une liste
de SAs pour la prédiction de composés mutagénes et carcinogeénes obtenue a est publiée apres que plus
de 200 molécules aient été testées (Ashby and Tennant 1988). Aujourd’hui les listes de SAs les plus
compleétes pour la prédiction de composés carcinogeénes (Benigni and Bossa 2008) sont notamment
disponibles par le biais d’outils proposés par 'OCDE comme QSAR Toolbox et Toxtree (Mombelli and
Devillers 2010).

1.5.2.2. Les relations structure-activité quantitatives

Les premiéres études sur les relations structure-activité, ou QSAR (Quantitative structure-
activity relationship) remontent a la fin du 19e siécle. Ce n’est que dans les années 60 que cette méthode
a pris de ’ampleur grace au travail de Corwin Hansh et de ses collaborateurs qui ont proposé un modéle
mathématique offrant la possibilité de corréler 1’activité biologique d’une molécule et sa structure
chimique. Cette technique est aujourd’hui couramment utilisée dans les premiers stades d’évaluations
des risques chimiques et est encouragée par I’OCDE, I’'US EPA ainsi par REACH dans le cadre de la

réduction du nombre de tests animaux.

La QSAR englobe toutes les méthodes statistiques par lesquelles les activités biologiques sont
reliées a des éléments de structures chimiques, des propriétés physico-chimiques ou d’autres parameétres
aidant a la description de la structure. Les informations obtenues a partir des QSAR sont ensuite utilisées
pour approfondir les connaissances sur les structures moléculaires et le mode d’action moléculaire du
composé chimique étudi¢. Ces informations peuvent alors étre utilisées pour prédire la toxicité d’une
nouvelle molécule, mais également pour mettre en place de nouvelles structures chimiques (Gini 2016).

La Figure 19 schématise 1’utilisation du QSAR et son application.
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Descripteurs microscopiques

Propriétés macroscopiques

Constitutionnels
Topologiques
Géomeétriques
Quantiques

* Toxicité
* Sensibilité électrique
* Propriétés thermiques

Modeles QSAR/QSRP

Récupération des
informations

Analyse des données (ACP,
PLS...)

Validation

Figure 19. Création et utilisation des QSARs

Cette méthode repose sur 1’utilisation de descripteurs microscopiques pour créer des modéles QSAR expliquant des

propriétés macroscopiques (comme la toxicité).
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En simplifiant, la QSAR utilise une fonction f qui calcul la toxicité en fonction d’un vecteur de

caractéristiques chimique appelé aussi descripteur OP. Ceci se traduit par la fonction suivante :
T = f(6P)

Il existe deux types de QSAR. La QSAR dite ‘locale’ dont le modele est généré a partir
d’informations obtenues sur des produits chimiques similaires. Ces QSARs sont les plus précises, car
focalisées sur une catégorie chimique précise. Cependant il n’est pas possible d’un point de vue
économique, temps et puissance de calcul de développer un QSAR pour chaque type de composés
chimiques. La QSAR ‘globale’ est quant a elle créée a partir d’un jeu de données hétérogéne de composés
chimiques. A la différence des QSARs locales, les QSARs globaux sont plus pratiques pour I’étude de
nombreux composés, mais aussi moins précis (Valerio 2009). De plus les QSARs locales peuvent fournir
des indications sur le mécanisme d’action de la molécule, ce que les QSARs globales ne peuvent faire.
Il existe également des QSARs dédiées a la prédiction de la toxicologie et celle des propriétés chimiques,
respectivement les QSTR (Quantitative structure-toxicity relationship) (L. Carlsen, Kenessov, and
Batyrbekova 2008) et les QSPR (Quantitative structure-property relationship) (Steinmetz, Madden, and
Cronin 2015).

Un modéle QSAR de type QSPR est trés dépendant des données expérimentales de références.
Le choix de la base de données est donc un point critique de la création du modéle. La plupart du temps
ces données sont issues de la littérature, doivent étre le plus homogénes possible et présenter le plus haut
taux de fiabilité. Il est recommandé d’utiliser des données obtenues suivant le méme protocole
expérimental et qu’elles une distribution normale afin d’augmenter les performances des méthodes

statistiques utilisées pour la création du modele QSAR et de diminuer I’influence de valeurs extrémes.

La mise en place d’un modéle QSAR nécessite au préalable la définition d’un descripteur
moléculaire. Ces derniers prennent en compte les informations sur la structure et les caractéristiques
physico-chimiques de la molécule étudiée. Depuis de nombreuses années, des travaux ont ét¢ menés sur
ces descripteurs afin de permettre la description la plus exhaustive possible des structures moléculaires.
11 existe aujourd’hui des milliers de descripteurs (Todeschini and Consonni 2008; Katritzky et al. 2002)
qu’il est possible de diviser ces descripteurs en sous-classes : les descripteurs constitutionnels, les

descripteurs topographiques, les descripteurs géométriques et les descripteurs quantiques.

Les descripteurs constitutionnels sont les plus simples pour représenter un systéme
moléculaire. Ce dernier considére la composition chimique de la biomolécule, sans prendre en compte
les conformations géométriques ou les caractéristiques électroniques de cette derniére. Parmi les

descripteurs constitutionnels se trouvent le nombre (absolu ou relatif) d’atomes (C, O, H, N), le nombre
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de groupes fonctionnels (OH, COOH, NO,), le nombre de liaisons (simple, double), le nombre de cycles
(aromatique ou non) ou encore la masse moléculaire. Cette simplicité en fait des descripteurs trés utilisés.
Ils sont employés pour obtenir des modeles de QSARs simples, mais peuvent poser probléme au niveau
de I’interprétation des mécanismes d’interactions mis en jeu. En effet, ce type de descripteur se retrouve
trés vite limité lors de I’étude d’isomeéres, qui ne peuvent étre distingués. De plus la grande majorité des
propriétés étudiées sont dépendantes de la position des substituants qui n’est, 1a encore, pas prise en

compte par les descripteurs constitutionnels.

Les descripteurs topologiques ou indices topologiques sont déterminés a partir de la structure
bidimensionnelle de la molécule. Cette structure représente une simple table de connectivité des atomes
(vue générale sur la connexion des atomes) de la molécule et regroupe des informations sur la taille
globale de la molécule, sa forme et ses potentielles ramifications. Ils s’inspirent de la théorie des graphes
appliquée a la table de connectivité représentant ainsi de maniére compacte les connexions
interatomiques au sein de la molécule. Mathématiquement, ce descripteur considére le systéme
moléculaire comme un graphe G[V, R] ou V est le nombre de sommets représentés par les atomes et R
le nombre d’arrétes correspondant aux liaisons chimiques. La distance topologique d entre deux atomes
est alors définie comme le nombre minimum de liaisons reliant ces atomes. La Figure 20 présente un

exemple de calcul de distance topologique.

Cholesterol

o

Figure 20. Calcul de distance topologique au sein de la molécule de cholestérol

La distance topologique entre deux atomes est définie comme le nombre minimum de liaisons reliant ces atomes. La

"

distance entre les carbones | et 3 est égale a 2. Celle entre les carbones 1 et 4 est ¢gale a 3.

77



A partir de la distance topologique, différents indices peuvent étre obtenus. L’indice de Wiener
permet de caractériser le volume moléculaire et le taux de ramification des molécules ; I’indice de Randic
mesure I'étendue de la ramification du squelette carboné (Randic 1975) ; I’indice de Kier-Hall offre des
informations sur le volume et les caractéristiques des liaisons électroniques de la molécule (Kier and
Hall 1981). Les descripteurs topologiques simplifient grandement les représentations intramoléculaires
en ne prenant pas en compte la distance, I’angle, la nature de la liaison ou encore la nature des atomes
des molécules. Ces descripteurs sont souvent considérés comme acceptables d’un point de vue
numérique, mais dans la plupart des cas, ’interprétation des équations de QSARs qui en résultent n’est

pas simple, car il est difficile de relier ces descripteurs a des mécanismes biologiques.

Les descripteurs géométriques sont établis a partir de la position relative des atomes d’une
molécule dans I’espace, nécessitant de connaitre la structure tridimensionnelle de celle-ci. Cette dernicre
peut étre obtenue expérimentalement ou par modélisation moléculaire, processus nécessitant un certain
temps de calcul. Ces descripteurs comprennent le volume et la surface moléculaire ainsi que la distance

et les angles entre les atomes de la molécule.

Les descripteurs quantiques permettent daller plus loin dans la description des structures
moléculaires et de la quantification de caractéristiques supplémentaires. Grace aux nouvelles avancées
dans le domaine de la chimie quantique, il est possible d’avoir accés aux données énergétiques,
vibrationnelles et orbitaires de la molécule. A partir de telles données il également possible de déterminer
les propriétés électroniques de la molécule par exemple sa polarisabilité. Des descripteurs permettent

également de quantifier les différentes interactions inter et intramoléculaires.

La mise en place de modéele QSAR de type QSTR n’est pas simple. En effet la différence
d’échelle entre les données a corréler et les effets a prédire posent certaines difficultés, la structure
étudiée se situant a 1’échelle moléculaire et devant servir a prédire des effets se situant eux a I’échelle
macroscopique. De plus il est nécessaire de prendre en compte ’incertitude au niveau des structures
moléculaires ainsi que les incertitudes au niveau des données expérimentales. Un autre probléme soulevé
est celui du traitement des données a grande échelle. Il est possible d’analyser de nombreuses molécules
en utilisant un grand nombre de descripteurs. Cependant aucune régle n’existe quant a la priorité a donner
parmi les paramétres structuraux du jeu de données. Il existe pour cela des outils permettant de définir
le moyen le plus adapté pour obtenir un modele fiable a partir des données disponibles: les modeles
linéaires par exemple la régression lin€aire, la régression linéaire multiple ou encore la régression des

moindres carrés pour les données continues ; les modeles non linéaires tel que les réseaux de neurones
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ou encore le support vector machine (SVM) ; les modéeles basés sur les données (data-driven) comme

les arbres de décision, le clustering hiérarchique, la classification naive bayésienne ou le k-mean.

Lors de la création d’un modéle QSAR de type QSTR, un grand nombre de descripteurs sont
introduits, entrainant généralement une redondance de I’information et un probléme de colinéarité des
descripteurs. 11 faut donc impérativement que les descripteurs sélectionnés soient le plus pertinent
possible vis-a-vis du mécanisme étudié et autant que possible porteur d’'un maximum d’informations
facilement interprétables. Ceci revient a mettre en place un modéle ayant le moins de paramétres possible
tout en traduisant au mieux I’information contenue dans la propriété en utilisant sur ces descripteurs des
algorithmes de sélection des fonctionnalités. La sélection des fonctionnalités désigne le processus visant
a réduire les entrées a traiter et a analyser, ou a identifier les caractéristiques les plus pertinentes et
constitue une étape importante dans I’apprentissage automatique. Pour cela une analyse en composante
principale (ACP) ou un algorithme génétique peuvent étre utilisés. Enfin s’il existe peu de descripteurs
pour le modele, il est possible d’extraire les descripteurs les plus significatifs par le biais d’une analyse

bidimensionnelle représentant la dispersion de chaque descripteur en fonction de I’activité biologique.

Une fois la relation propriété macroscopique-descripteurs microscopiques mise en place il est
nécessaire de valider le modele créé. Pour cela différents tests statistiques sont effectués ainsi qu’une

validation interne et externe.

Pour déterminer la qualité du modéle, le coefficient de corrélation R’ est utilisé pour estimer la
part de la variance expliquée par le modéle. Plus cette valeur se rapproche de 1 et plus les valeurs prédites
et observées sont corrélées. Pour évaluer la significativité statistique du modele, 1’indice de Fisher est

utilisé. Enfin, la pertinence des descripteurs est estimée la plupart du temps par un test de Student.

Les validations internes reviennent a déterminer la stabilit¢ du modéle prédictif. Pour cela,
I’influence de chaque échantillon sur le modéle est estimée par 1’utilisation de la technique de validation
croisée. Un nombre aléatoire n de molécules est extrait du jeu initial de données a m molécules. Puis un
nouveau modele est créé a partir des m-n molécules restantes en utilisant les descripteurs préalablement
choisis. Le nouveau mode¢le obtenu est alors utilisé pour prédire les effets des n molécules soustraites.
Ce processus est ensuite réitéré pour retirer et prédire les valeurs de toutes les molécules du jeu de
données. D’une manicre générale, les validations internes permettent I’évaluation de la robustesse du
modele, mais ne permettent pas de démontrer un pouvoir prédictif (Tropsha, Gramatica, and Gombar

2003).

Pour estimer le pouvoir prédictif du modele QSAR obtenu, 1’utilisation d’un jeu de données de

validation externe est nécessaire. Ce jeu de données ne doit pas avoir été utilisé au préalable dans
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I’établissement du modele QSAR et doit étre suffisamment large pour pouvoir étre subdivisé en deux
groupes : un groupe d’entrainement et un groupe de validation. La répartition des deux groupes est le
plus souvent aléatoire. Le groupe d’entrainement va servir a entrainer le modele de QSAR et le groupe

de validation va permettre de caractériser le pouvoir prédictif du modéle.

Il existe de nombreux logiciels permettant de construire ou offrant des modéles de QSAR déja
construits. Parmi eux on peut citer QSAR Toolbox (Mombelli and Devillers 2010), TopKat (Cariello et
al. 2002), DEREK Nexus (Marchant, Briggs, and Long 2008), Hazard Expert, VEGA (Pizzo et al. 2013)
et METEOR.

Les résultats de QSARs ont I’avantage d’étre facilement interprétables si les descripteurs sont
correctement choisis. Ils peuvent modéliser les paramétres de toxicité et les descriptifs moléculaires de
produits chimiques toxiques et non toxiques. L'utilisation de différents types de descripteurs permet de
modéliser des activités biologiques complexes. Toutefois, il est nécessaire de disposer d’un grand
nombre d’informations concernant les produits chimiques dans le développement du modéle QSAR afin
qu’il puisse statistiquement significatif (Deeb and Goodarzi 2012). Il est également nécessaire de
déterminer des critéres de sélections des descripteurs les plus importants tout en limitant leur nombre
afin de ne pas trop complexifier le modele. Si les données utilisées pour le modele QSAR sont
uniquement structurales et non biologiques, la méthode de QSAR ne peut alors étre utilisée pour
I’extrapolation d’effets entre les espéces ou les voies d’expositions. Enfin les QSARs ne prennent pas en

compte la dose, le temps d’exposition et I’existence de produits de métabolisation.

1.5.2.3. Les modéles pharmacocinétiques physiologiques

Les modéles pharmacocinétiques (PK) étudient la concentration d’un composé chimique dans
les tissus d’un organisme en fonction du temps, estiment la quantité de substance chimique dans les
différentes parties du corps et quantifient les processus d’Absorption, Distribution, Métabolisme, et
Elimination (ADME). Ces modéles peuvent étre empiriques ou semi-mécanistiques, compartimentés ou
semi-physiologiques. Par définition un compartiment est I’ensemble ou une partie d’un organisme dans
lequel la concentration (substance endogéne ou exogene) est uniforme. Les modeles compartimentés

représentent chaque compartiment étudié par une équation différentielle

Si les modéles pharmacocinétiques ne permettent pas de répondre de facon précise a des
questions telles que « comment prédire les profils d’exposition probables dans les tissus et organes cibles
?» ou « Comment prédire les événements chez I'homme a partir de données animales ? », d’autres

méthodes le peuvent. Pour pallier a ce probléme, des modé¢les pharmacocinétiques physiologiques, ou

80



PBPK (physiologically-based pharmacokinetic), sont utilisés. Ils visent a décrire la pharmacocinétique
des substances dans un organisme en tenant compte du flux sanguin, du volume des tissus, de la voie
d’administration, des voies de biotransformation et des interactions possibles entre les organes ou tissus
(Brown et al. 1997). La prise en compte de toutes ces informations biologiques et mécaniques donne la
possibilit¢é aux modéles PBPK d’extrapoler le comportement cinétique des médicaments ou autres
substances chimiques également appelées analytes. La Figure 21 présente un exemple de modéle PBPK
sous forme de diagramme de flux (diagramme de flow). Les différents compartiments représentent des
tissus ou organes communiquant entre eux de fagon a représenter le plus fidélement ’anatomie de
I’organisme étudié. Les fléches connectant les organes/tissus entre eux représentent I’approvisionnement

en sang ainsi que les processus d’élimination pouvant étre associés a certains organes (foie, rein), en

pointillé.
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Figure 21. Diagramme de flow de modele PBPK

Chaque compartiment est représenté par une boite. Les paramétres Q et CL représentent la valeur du flux sanguin et
de 1’excrétion. Les annotations PM, CO, RT, FO, AH, I, RE font respectivement référence au poumon, ceeur, rate,
foie, artere hépatique, intestin et reins. Dans cet exemple une administration orale et par intraveineuse est illustrée.

Le modéle peut étre agrandi en incorporant d’autres organes ou tissus ou niveaux des boites vides dans le modéle.
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Les modeles PBPK sont donc des modeles mathématiques utilisés pour extrapoler et évaluer les
expositions et la réponse d’un organisme en fonction de la dose d’exposition, en simulant un profil de
pharmacocinétique sous de nombreuses variables physiologiques (Theil et al. 2003). Pour créer un
modele PBPK, il est nécessaire dans un premier temps de définir les paramétres a utiliser et qui sont le
plus souvent dépendants de la substance testée, par exemple le coefficient de distribution tissu-plasma,
la perméabilité tissulaire ou 1’activité enzymatique. Certains paramétres sont en revanche indépendants,
comme le flux sanguin, le volume tissulaire ou la composition tissulaire. Lors de la modélisation PBPK
un descripteur mathématique de 1’absorption et de la biodisponibilit¢ d’une molécule basé sur les
interrelations quantitatives avec les déterminants biologiques est développé. Il s’agit d une description
de 1) I’interaction de la molécule avec les différents compartiments tissulaires (mesure de solubilité d’un
composant dans des compartiments différents) ; 2) le taux de réactions biologiques di aux enzymes et
aux transporteurs (fonctionnalité de 1’organe); et 3) les caractéristiques physiologiques propres de

I’organisme étudié (composition tissulaire, flux sanguin) (Rowland 2013).

Il est possible d’identifier quatre étapes dans le développement d’un modéle PBPK : 1) la
représentation du modéle par une description mathématique des compartiments d’intéréts ainsi que les
voies métaboliques impliquant la molécule étudiée ; 2) le paramétrage du modéle par la mise en place
de paramétres mécanistiques tel que les paramétres physiologiques ou physico-chimiques ; 3) la
simulation du mod¢le consistant a prédire 1’absorption et la biodisponibilité de la molécule dans une
situation définie par la résolution de I’ensemble des équations décrivant le fonctionnement des
compartiments et 4) la validation du modéle par la comparaison des résultats avec des données

expérimentales et une analyse d’incertitude (Haddad, Pelekis, and Krishnan 1996).

La création du mode¢le se fait en deux étapes. La premiére consiste a sélectionner les organes
et/ou tissus d’intérét et pertinents pour le modele. Cette sélection peut étre complétée par 1’ajout de
compartiments sanguins (veines, artéres), d’organes d’excrétion (foie, reins) ou de tissu adipeux, mais
également de compartiments molécule-dépendants tels que le site d’administration (intestin, poumon,
peau) ou le(s) site(s) d’action (cerveau, cceur). La seconde étape est la modélisation mathématique des
compartiments (M. D. Thompson and Beard 2011). Si par ailleurs le modele PBPK étudie une molécule
et ses métabolites, il est nécessaire de mettre en place des sous-modéles PBPK pour chaque métabolite
et de lier les mode¢les entre eux par le compartiment ou a lieu la métabolisation. Ce compartiment devient

le processus d'entrée du sous-modéle PBPK correspondant au métabolite (Willemin et al. 2016).

Il est possible d’individualiser chaque compartiment en sous-compartiments : une section

vasculaire par laquelle 1’organe/tissu peut étre perfusé, un espace interstitiel ou extracellulaire et un
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espace intracellulaire. En utilisant cette segmentation, I’analyte arrive au tissu par la section vasculaire
puis diffuse dans I’espace interstitiel avant de passer la barriére membranaire et entrer dans 1’espace
intracellulaire. S’il est possible de modéliser mathématiquement ces trois sous-compartiments, dans la
majorité des cas ils se retrouveront agrégés pour faciliter la modélisation, car il est difficile d’avoir des
informations expérimentales sur ces sous-compartiments. Lorsque le passage de I’analyte entre 1’espace
vasculaire et ’espace intracellulaire est rapide par rapport a I’arrivée de I’analyte par la voie sanguine,
les trois sous-compartiments se retrouvent a 1’équilibre. 11 est alors possible de représenter ces sous-
compartiments comme un seul et méme compartiment. La concentration globale au sein de I’organe/tissu

est représentée par 1’équation simplifiée suivante :

dc Q@ c

a = v(en )
ou c est la concentration de la molécule dans le compartiment, c;;, la concentration artérielle ou d’entrée
de la molécule dans le compartiment Q est le flux, V le volume de I’organe ou du tissu et 4 le coefficient
de partage du compartiment. Ce modele est principalement utilisé pour 1I’étude d’analyte de faible poids
moléculaire, liposoluble ou encore faiblement ionisé. La simplicité de ce modéle en fait également un
modele décrivant le moins bien les propriétés biophysiques des compartiments. On préférera donc a ce
modele le modéle dit & deux sous-compartiments. Ce modéle est destiné a étre utilis€é pour des
compartiments ou le passage de 1’analyte de I’espace extracellulaire a 1’espace intracellulaire a besoin
d’entre modélisé. Les tissus possédant une barriére de perméabilité sont donc modélisés avec une
équation limitée a la perméabilité qui nécessite la considération de deux sous-compartiments tissulaires

et est exprimée de la maniére suivante :

& B Q PS (61 C2)

It —V—l(Cin—C1)—71

et

A

ou c; est la concentration de la molécule dans le sous-compartiment 1, ¢, la concentration de la molécule
dans le sous-compartiment 2, V; le volume du compartiment 1, V, le volume du compartiment 2 et PS le
produit de surface de perméabilité. Ces équations sont une extension de I’équation du modéle a
débit/perfusion limité avec la prise en compte de la perméabilité des compartiments. Les deux mod¢les

sont représentés dans la Figure 22.
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Figure 22. Représentation des modeles PBPK les plus utilisés

Représentation des deux modéles PBPK les plus utilisés. A) Modéle a sous-compartiments. Ce modé¢le est utilisé
pour modéliser les interactions entre deux compartiments cellulaires par perméabilité. 11 dépend de cin la
concentration artérielle ou d’entrée de la molécule dans le compartiment, du flux d’entrée Q, de la concentration de
la molécule dans le sous-compartiment 1 noté ci, de la concentration de la molécule dans le sous-compartiment 2
noté c2, du volume du compartiment 1 Vi, du volume du compartiment 2 V2, de PS le produit de surface de perméabilité
et de A le du coefficient de partage du compartiment. B) Modéle a un compartiment. Représentation simplifiée d’un
organe/tissu dépendant de ¢ la concentration de la molécule dans le compartiment, cin la concentration artérielle ou
d’entrée de la molécule dans le compartiment, de Q le flux sanguin, de V le volume de 1’organe ou du tissu et de A

le coefficient de partage du compartiment.
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Pour certains organes comme le foie ou le rein, il faut aussi tenir compte du processus
d’¢élimination de I’analyte. De ce fait I’équation de base du modéle est modifiée par 1’ajout d’une variable
représentant le processus métabolique. Par exemple, pour simuler I’élimination d’un analyte dans le foie,
I’équation mathématique est la suivante :

dcpo Cro ' .
Vro 7 = Qro (Cin - T) = Cl'poC'po

ou Vg est le volume du foie, Qo le débit sanguin hépatique, Cro la concentration totale de I’analyte
dans le foie, C;, 1a concentration totale d’analyte a I’entrée du foie, A le coefficient de partage du foie,
Cl'rp la clairance intrinséque libre de ’analyte et C'r la concentration libre de 1’analyte dans le foie.
Enfin il est également possible de modéliser le processus d’absorption. Pour cela des logiciels comme

GastroPlus sont utilisés (Bhattachar et al. 2011).

Apres avoir établi le modéle et avoir modélisé mathématiquement tous les compartiments, il
convient de résoudre les équations précédentes. Celles-ci requierent de connaitre trois types de
parametres : les volumes tissulaires et débits sanguins locaux (paramétres physiologiques et
anatomiques), les coefficients de partage, la perméabilité cellulaire et les constantes de liaison
(parametres thermodynamiques) et les paramétres ADME. 11 est malheureusement impossible d'avoir
toutes les informations pour un organisme. Ces paramétres sont fixés par rapport aux informations
fournies par la littérature, comme le poids moyen des organes ou les débits sanguins. Si I'information est

manquante pour une espéce, on peut utiliser une approche allométrique pour fixer le poids d'un organe :

b

Py
PEl:PEZ(P_)
2

ou PE; est le paramétre étudié chez 1’espéce 1, PE, est le paramétre étudié chez I’espéce 2, P; est le

poids de I’espéce 1, P, est le poids de I’espéce 2 et b le coefficient d’allométrie.

Le coefficient de partage A est dépendant de chaque analyte et doit étre estimé de maniére
expérimentale. Cette détermination se fait in vivo ou in vitro. In vivo il est facile d’estimer les
concentrations au sein des tissus/organes, mais le calcul de la concentration d’analyte en sortie de tissus
est plus difficile, voire impossible pour certain cas. Dans ce cas la concentration dans le sang veineux de
I’analyte est utilisée. Ceci comporte un biais puisque la concentration veineuse n’est pas forcément égale
a celle en sortie de tissu. L’estimation du processus d‘élimination est faite expérimentalement par des
mesures de clairances hépatiques et rénales. Les clairances hépatiques peuvent également étre estimées

in vitro via la mesure de la clairance intrinséque.
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La disponibilité de logiciels libres ou commerciaux capables d'effectuer a la fois la simulation et
'optimisation des paramétres et, pour quelques-uns d'entre eux, des prévisions in silico principalement
pour les processus d'absorption et de distribution offre un environnement simple pour la simulation et la
validation du modé¢le PBPK développé. Les approches in silico pour la prédiction de I'excrétion reposent
principalement sur des approches allométriques a travers les espeéces animales. Les logiciels congus
spécialement pour la modélisation PBPK comprennent GastroPlus (http:\\www.simulations-plus.com)
et PK-Sim (https://github.com/Open-Systems-Pharmacology/PK-Sim). D'autres logiciels informatiques
de plus haut niveau sont disponibles pour les scientifiques, mais ils ont besoin de compétences en

programmation : Matlab- (http:\\www.mathworks.com) ou encore R (R core Team 2013).

Les PBPK sont aujourd’hui utilisés afin de mieux comprendre la physiologie et la
biodisponibilité/biodistribution d’un xénobiotique dans I’organisme. Ces modeles sont notamment trés
utilisés en cancérologie, par exemple pour déterminer le passage d’un anticancéreux a travers la paroi
testiculaire. Cet organe représente en effet un compartiment dont la diffusion membranaire est limitée.
A ce titre, il n'y aura pas de parallélisme entre les concentrations plasmatiques et testiculaires. Le but
général est de maximiser la concentration de I'agent au site d'action tout en minimisant l'exposition
systémique ; c'est ainsi que l'on peut modéliser I'intérét de I'administration locale d'un médicament. Enfin
les PBPK sont également trés utilisés en toxicologie prédictive. En effet, ils permettent trois types
d’extrapolation : I’extrapolation de I’espéce expérimentale & I’Homme, I’extrapolation d’une faible a une

forte dose et I’extrapolation d’une voie d’administration a une autre.

1.5.2.4. Les Read Across / Références croisées

Le Read Across (RA) est une méthode de prédiction de la toxicité d’une molécule inconnue
basée sur les connaissances relatives de molécules appartenant a la méme catégorie chimique, on parle
ici d’analogues chimiques (van Leeuwen et al. 2009). Si cette méthode n’est pas nouvelle, elle a été
remise sur le devant de la scéne depuis quelques années au vu des pressions mises sur les scientifiques
pour le développement de méthodes alternatives dans le domaine de 1’évaluation des risques et dans
I’optique de diminuer le nombre de tests animaux. De plus I’évolution des technologies dites —omiques
comme la transcriptomique, protéomique ou encore métabolomique a drastiquement changé le volume
de données, accessibles la plupart du temps via des dép6ts publics comme GEO (Barrett et al. 2013) ou
ArrayExpress (Kolesnikov et al. 2015). A I'heure actuelle, plusieurs organismes nationaux portent un
grand intérét sur 1’établissement d’une réglementation afin d’établir les meilleures pratiques et d’évaluer
les résultats de RA pour permettre 1’aide aux décisions réglementaires. Cette méthode a démontré via

I’outil de ’OCDE QSAR Toolbox, que les RAs sont capables de prédire la toxicité d’'une molécule
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(Enoch, Przybylak, and Cronin 2013). Toutefois, il est en revanche plus difficile de montrer qu'une

substance n'est pas potentiellement dangereuse.

Le développement de méthodes de RA se fait de deux facons : une approche analogique (one-
to-one), utilisant un ou peu d'analogues, et trés sensible aux valeurs aberrantes dues au faible nombre
d’analogues utilisés, et une approche de catégorie (many-to-one), qui utilise de nombreux analogues.
L'utilisation de nombreux analogues pour 1’approche de catégorie est utile pour détecter les tendances
dans une catégorie chimique et peut accroitre la confiance dans les prédictions de toxicité (Vink et al.
2010). Cette méthode exige cependant de définir les limites de la catégorie permettant de déterminer si
un produit chimique appartient a cette catégorie ou non et de mettre en ceuvre une combinaison de
prédictions (moyenne, linéaire, médiane) pour les analogues présentant des profils de toxicité
contradictoires (Dimitrov and Mekenyan 2010). Enfin, la prédiction d’un effet d’une molécule est
meilleure par interpolation (les informations sources entourent la molécule cible) que par extrapolation

(la molécule cible est associée par supposition a partir des informations sources).

L’effet mesuré par les RAs peut étre aussi bien qualitatif (présence oui ou non d’une toxicité),
que quantitatif, comme la mesure d’une toxicité (puissance). L’identification des similarités entre des
composés chimiques est effectuée en deux étapes : la représentation des molécules étudiées en tant que
vecteurs caractéristiques de leurs propriétés chimiques ; puis le calcul de la similitude de ces produits
chimiques. La premiére étape est obtenue en utilisant soit une « empreinte binaire », soit une « empreinte
holographique ». Une empreinte binaire est la description binaire d’une caractéristique représentant la
présence (1) ou I’absence (0) de cette derniére (présence d’un groupement méthyl, par exemple).
L’empreinte holographique, quant a elle, utilise la fréquence d’apparition d’une caractéristique (nombre
de groupements méthyl). D’autres empreintes peuvent étre utilisées, par exemple des propriétés
chimiques continues telles que le point de fusion ou des données génomiques comme 1’expression
différentielle de génes. Il est également possible de remplacer les vecteurs caractéristiques par une
hiérarchisation en catégories et sous-catégories de ces caractéristiques. Pour chaque niveau de hiérarchie,
une catégorie est formée, basée sur I’empreinte des molécules permettant d'étudier la signification des
propriétés et simplifiant l'interprétation du modéle. La similarité statistique de deux produits chimiques
peut, ensuite, étre calculée a I'aide de différents types de distances, telles que les distances de Hamming
(Willett 2006), euclidienne (Andersson, Fick, and Rannar 2011), Cosine ou Mahalanobis et Tanimoto
(Bajusz, Racz, and Héberger 2015; Willett, And, and Downs 1998).

La méthode de RA posséde de nombreux avantages. Le RA est transparent, c’est-a-dire qu’elle

utilise des informations ou avis d’experts déja publiés et accessibles par tous et non pas un jeu de données
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privé que personne ne pourrait vérifier. Elle est également facile a interpréter et a implémenter,
notamment pour les empreintes binaires. Enfin cette méthode permet de modéliser aussi bien des données
qualitatives que quantitatives et utilise un grand nombre de descripteurs et d’expressions de similarité.
Outre ces avantages, le RA posséde aussi des limitations. La mesure de similarité entre deux composés
statistiquement proches ne fournit pas d’informations biologiques sur la toxicit¢é de la molécule.
L’utilisation de mesures complexes de similarité peut rendre difficile I’interprétation du mod¢le par des
interpolations ou extrapolations qui ne sont pas forcément significatives d’un point de vue biologique.
Une autre limitation des RA est le volume de données utilisées, ce dernier étant trés petit comparé a
d’autres techniques comme les QSARSs puisqu’il n’existe généralement pas d’analogue pour un composé
donné. Enfin, cette méthode reste trés dépendante des analogues chimiques utilisés, des mesures de
similarité utilisées, des propriétés chimiques étudiées ainsi que des limites de classes définies. Il n’est
pas rare de retrouver des résultats trés différents en faisant varier ces parameétres qui restent trés subjectifs
et dépendants des toxicités étudiées, nécessitant la plupart du temps 1’opinion d’experts pour juger des
résultats obtenus. Cette approche peut étre inapplicable ou inexacte si les analogues ont des profils de
toxicités contradictoires ou si le nombre de produits chimiques analogues est insuffisant. Dans ces cas,
l'approche QSAR peut étre utilisée. Enfin, un domaine en toxicologie prédictive utilise les RAs, il s’agit

de la toxicogénomique prédictive.

1.5.2.5. Toxicogénomique prédictive

Les techniques globales dites "omiques" (telles que la transcript-, proté-, métabol-, ... omique)
sont de plus en plus utilisées pour caractériser les différents états des systémes biologiques. Elles
permettent de mettre au point des procédures décisionnelles globales, rapides et de faible colt relatif
pour I’évaluation des risques. A I’interface de plusieurs disciplines scientifiques, ce type d’approches
fait appel a des compétences variées, telles que la génomique, les statistiques, 1’informatique, et bien
évidemment, la nécessaire contribution des spécialistes du domaine d’application, la toxicologie. Les
techniques "omiques" ont été largement et rapidement employées dans le cadre de I’évaluation du risque
toxicologique a différents niveaux : génomique (étude du génome), transcriptomique (étude de
I’expression des génes), protéomique (étude quantitative et qualitative des protéines) ou encore la

métabolomique (étude quantitative et qualitative des métabolites).

L’émergence de ces technologies couplées a 1’expertise des toxicologues a donné naissance a la
toxicogénomique. La toxicogénomique a pour objectif d’étudier 1’activité du génome (geénes, protéines)
aprés exposition a un xénobiotique. En régle générale, la toxicogénomique fait référence aux études

transcriptomiques visant & caractériser I’impact d’un composé chimique sur I’expression des génes. Ce
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domaine s’est développé principalement grace aux puces 8 ADN qui permettent I’analyse de 1’expression
des génes de fagon simultanée et ce dans différentes conditions (T. Zhou et al. 2009). Briévement, elles
permettent de quantifier les produits d’ARN produits lors de 1’expression de I’ADN. La technologie de
puce a ADN utilise le principe d’hybridation entre des sondes nucléotidiques (fragments d’ADN simple
brin) spécifiques aux génes présents dans le génome cible. Pour chaque hybridation entre la sonde et
I’ADN complémentaire un signal est détecté et quantifié par fluorescence. Aujourd’hui la
toxicogénomique s’appuie également sur les techniques de séquencage a haut débit comme le RNA-seq
permettant une analyse plus profonde de I’impact génomique d’un composé. Grace a cela, il est possible
pour les toxicologues d’étudier I’effet global au niveau moléculaire d’une substance chimique et de

comprendre les voies métaboliques perturbées par 1‘exposition & un composé.

La toxicogénomique est utilisée principalement dans deux domaines : la toxicologie
mécanistique et la toxicologie prédictive. La toxicogénomique mécanistique est 1’étude et 1’évaluation
des réponses biologiques et biochimiques face a un cas de toxicité. Cela permet d’amasser de nombreuses
informations nécessaires pour 1’évaluation des risques d’exposition a ces xénobiotiques dont les effets
déléteres se traduisent de maniére trés diversifiée (Hamadeh, Bushel, Jayadev, Martin, et al. 2002).
L’exemple le plus connu est celui des effets génotoxiques accompagnant 1’exposition a certains de ces
polluants chimiques ou physiques, conduisant a 1’apparition de mutations (Li et al. 2015). Cet effet
pouvant étre la conséquence directe de I’exposition a un agent chimique, mais également a son ou ses
métabolites. Par ailleurs ’utilisation de la toxicogénomique mécanistique offre de nombreux atouts pour
la génération et le test d'hypotheéses de toxicit¢ (W. Zhang et al. 2002) ou l’identification de la

modification de voies métaboliques (Ghosh et al. 2015).

D’autre part la toxicogénomique a pour objectif d’utiliser les signatures géniques mises en
évidence lors d’analyses mécanistiques afin de prédire la toxicit¢é d’une nouvelle molécule. Cette
prédiction repose sur I’hypothése que deux composés chimiques présentant une signature
toxicogénomique proche ont un mécanisme d’action comparable et une toxicité proche. Dans ce cadre
nous définissons par signature toxicogénomique I’ensemble des génes sur- ou sous-exprimés apres
exposition a une substance chimique. Cette hypothése a notamment été émise chez le rat au début des
années 2000 par de nombreux scientifiques (Bulera et al. 2001; Hamadeh, Bushel, Jayadev, DiSorbo, et
al. 2002). En particulier, le travail de Steiner (Steiner et al. 2004) et ses collégues a consisté a démontrer
cette hypothése. Pour cela, ils ont exposé des rats a 28 composés hépatotoxiques et 3 composés non
reconnus en tant qu’hépatotoxiques, a différentes doses et temps d’exposition. Des mesures plasmatiques
d’indicateurs de toxicité ont été réalisées et, a I’issue du traitement, le foie des rats a été prélevé et soumis

4 une analyse histopathologique ainsi qu’une analyse transcriptomique. A partir des dosages et des
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données histopathologiques, ces composés ont pu étre classifiés en fonction du phénotype qu’ils
induisaient. En paralléle, une méthode de classification a permis de grouper les profils transcriptomiques
et de les associer a I’un des phénotypes. Enfin, une technique de prédiction supervisée de type support
vector machine (SVM) est utilisée pour classer I’ensemble des composés en fonction de leurs signatures
toxicogénomiques. Le succés de cette approche pour correctement classifier les composés connus, mais
surtout pour prédire la toxicité des composés non connus a ainsi démontré le caractére prédictif des
profils transcriptomiques en toxicologie. L utilisation de ces nouvelles techniques pour 1’évaluation des
risques chimiques est encouragée par de nombreux programmes comme le Human Toxosome Project
(Bouhifd et al. 2015). Cette initiative internationale lancée en 2015 a pour objectif de mettre en place un
protocole d’analyse basé sur les technologies —omique (transcriptomique, protéomique et

métabolomique) afin d’explorer les effets de substances chimiques sur des cultures cellulaires.
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2. Objectifs de ma these

Mon projet de thése s’inscrit dans la continuité des méthodes de toxicogénomique précédemment

décrites pour 1’évaluation des risques, et plus particuliérement celle des risques chimiques.

L’Institut de Recherche en Santé, Environnement et Travail (IRSET) dans lequel j’ai réalisé ma
thése a notamment pour mission d’étudier les facteurs environnementaux influengant la santé humaine.
Au sein de ce dispositif, mon équipe d’accueil étudie les conséquences des expositions virales et
chimiques sur la fertilité et sur le tractus urogénital en général. Elle a pour objectifs de répondre a des
préoccupations majeures telles que la dissémination de virus par voie sexuelle, les conséquences des
infections du tractus urogénital sur la fertilité et le développement de cancers, I’augmentation des
anomalies du tractus urogénital masculin (cancer testiculaire, hypospadias et cryptorchidie) pouvant
conduire a I’infertilit¢ ou encore 1’effet potentiellement délétére des traitements anticancéreux sur la
fertilité. Pour cela, les recherches sont orientées selon 4 axes visant a étudier 1) I’exposition du tractus
urogénital aux virus ; 2) la physiologie des gonades feetales et adultes ; et I'impact sur la santé
reproductive des 3) produits médicamenteux et des 4) contaminants environnementaux. C’est au sein de

ces deux derniers axes que s’inscrit mon projet.

Mon travail de thése s’appuie en grande partie sur I’hypothése initiale de Steiner et al. (Steiner
et al. 2004), a savoir la possibilité de prédire les effets toxiques d’un composé chimique sur la base de
sa signature toxicogénomique, c’est-a-dire sur la base de 1’ensemble des génes dérégulés par ce composé.
Toutefois, cette hypothése a été testée dans des conditions optimales, voire biaisées : les effets
hépatotoxiques des composés ont en effet été prédits au regard des composés clairement identifiés
comme tels. De plus, cette prédiction a été réalisée a partir de données de transcriptomique obtenues sur
I’organe cible de la toxicité étudiée, le foie. Or, dans une perspective d’aide a la décision et dans un
contexte de diminution de I’expérimentation animale (principe des 3R), le caractére prédictif des
signatures toxicogénomiques doit éviter I’analyse spécifique d’un organe ou tissu pour chacune des
toxicités a évaluer. De plus, I’approche prédictive doit se faire sans a priori sur la(les) toxicité(s) des
composés. Enfin, une signature obtenue chez une espéce donnée doit idéalement permettre d’extrapoler
quant a la toxicité de la molécule a une autre espéce. Autrement dit, une signature toxicogénomique

prédictive efficace doit étre trans-organe et trans-espece mais aussi pluri-toxicité, si ce n’est toti-toxicité.

Ainsi, I’objectif principal de ma theése est d’élaborer une approche novatrice d’analyse et de
traitement de données de toxicogénomique par I’implémentation de plusieurs méthodologies ayant traits

aux (bio-)statistiques et a la (bio-)informatique dans la perspective de :
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(i) discriminer des classes de substances chimiques par l’intégration de leurs signatures
transcriptionnelles (c’est-a-dire 1’ensemble des génes dont I’expression est altérée positivement ou
négativement a la suite d’une exposition a ce composé) ; Pour ce faire, la récupération exhaustive, autant
que faire se peut, de I’ensemble des données de toxicogénomique présentes dans les banques publiques

sera réalisée, afin de couvrir le plus de familles chimiques et de types de toxicité possibles.

(i1) prédire leurs effets toxicologiques par 1’intégration des associations connues pour certains de
ces composés avec des pathologies humaines et phénotypes délétéres. Dans cet optique, les liens connus
entre "génes" et "pathologies" seront utilisés afin d’inférer, sans a priori, les toxicités potentielles des

composés sur la base des génes qu’ils affectent.

(ii1) étre ainsi capable de prioriser une liste de substances, sur la base de leurs signatures
toxicogénomiques, en fonction d’un effet toxicologique recherché. L’ensemble de ces prédictions et
priorisations permettra alors la mise en place de tests spécifiques et adaptés aux composés en fonction
de leurs toxicités suspectées. Ceci devrait in fine faciliter I’évaluation et I’analyse de nouveaux risques
sanitaires/environnementaux et ainsi contribuer indirectement a orienter les politiques publiques dans
leur gestion. Plus particuliérement en ce qui concerne la thématique de recherche de mon laboratoire,
mon projet contribuera ainsi a identifier et a valider de nouveaux perturbateurs endocriniens et/ou

xénobiotiques reprotoxiques auxquels les humains sont exposés.

Comme précédemment effectué au sein de mon laboratoire avec un autre systéme de priorisation,
GPSy (Gene Prioritization System) (Britto et al. 2012), les classes de composés obtenues et 1’outil de
priorisation associ¢, ChemPSy (Chemical Prioritization System), ont vocation a étre mis a la libre
disposition de la communauté scientifique. Ainsi, un deuxiéme objectif au cours de ma thése est de
développer une interface web, TOXsIgN (TOXicogenomics sIgNature database) constituant a la fois un
espace de dépdt structuré pour les signatures toxicologiques et toxicogénomiques, une banque de
données facilement interrogeable et permettant d’accéder aisément a I’ensemble des connaissances
déposées, mais aussi un espace de travail mettant a disposition des outils pour I’analyse et la comparaison

des données de toxicogénomique. En ce sens, ChemPSy constituera 1'un des modules de TOXsIgN.

Enfin, un dernier objectif de mon doctorat est de déployer un navigateur de génome dédié a la
communauté scientifique de la reproduction, RGV (ReproGenomics Viewer), afin d’y héberger et de
faciliter I’accés a la quantité grandissante de données de séquencage (ChIP-seq, RNA-seq etc.) dans ce
domaine. Ce "prototype" aura par ailleurs vocation a étre transposé aux données de toxicogénomique

afin de permettre la transition technologique également en cours dans ce domaine.
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3. Matériels et méthodes

3.1. Ressources informatiques et environnement de travail

3.1.1. Langages de programmation

3.1.1.1. Python

Python est un langage de programmation multiplateforme orienté objet. Il s’utilise dans de
nombreux contextes et peut s’adapter a tout type d’utilisateur grace a une vaste bibliothéque d’outils
allant de I’interfacage de logiciel aux calculs numériques (simulation informatique par exemple). En
raison de sa syntaxe facile (2 lire et & comprendre), mais aussi pour sa rapidité de traitement des fichiers,
le langage Python est utilisé principalement pour automatiser des taches simples, mais fastidieuses et
répétitives. Dans le cadre de ma thése, Python a été utilisé pour le parcours de fichiers et le travail sur
ces derniers (lecture, écriture, concaténation, expression réguliére). En biologie, de nombreux outils ou
workflow (enchainement d’opérations) utilisent Python, par exemple I’outil de conversion de
coordonnées entre les différentes versions de génome CrossMap (Zhao et al. 2014) que j’ai utilisé dans

le cadre du projet RGV (cf. 4.3. The ReproGenomics Viewer).

3.1.1.2. Environnement R

R est un langage de programmation dédié aux statistiques et au traitement des données (R core
Team 2013). Ce langage multiplateforme orienté objet est trés utilisé en biologie notamment en
génomique ou en épidémiologie pour la filtration statistique des données et leur représentation. Tout
comme Python, R possédent une vaste bibliothéque d’outils divers et variés parmi lesquels Bioconductor
est la librairie la plus utilisée en bio-informatique puisqu’elle fournit de nombreux outils dédiés a
I'analyse de données des sciences de la vie (Huber et al. 2015). Dans le cadre de mes travaux sur
ChemPSy (cf. 4.1. ChemPSy), R a été utilisé pour effectuer le prétraitement et la filtration statistique des
données de génomique, des analyses multivariées (ACP, ACM), de la classification non supervisée

(Mclust, Hopach, Dynamic tree cut) ainsi que des analyses discriminantes (SVM, PLS).

Prétraitement et la filtration statistique des données de génomiques

Pour cette partie j’ai utilisé les packages RMA (Robust Multi-Array Average) (Irizarry et al.
2003) et Limma (Linear Models for MicroArray) (Ritchie et al. 2015). RMA, est une méthode corrigeant

les valeurs d'intensité brute de puces a ADN aprés estimation et soustraction du bruit de fond. Les
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intensités sont ensuite log2 transformées et normalisées par la méthode du quantile-quantile. L’étape
finale de « summarization » permet ensuite d’estimer un niveau d’expression pour chaque transcrit
représenté sur la puce. Limma (Ritchie et al. 2015) est un package d’analyse statistique de modéle
linéaire permettant d’estimer la variance des données de puce a ADN ainsi que d’y appliquer une

correction pour les tests multiples.

Analyses multivariees et analyses discriminantes

Sous R, ’ACP (cf. 3.4.1. Analyse en composantes principales) et ’ACM (Analyse des
Correspondances Multiples) sont réalisées grace a la librairie FactoMineR (L&, Josse, and Husson 2008).
C’est un outil dédié aux analyses exploratoires multidimensionnelles des données. Il permet entre autres
d’effectuer des analyses statistiques multivariées. Ce module embarque également de nombreuses aides
a I’interprétation (dans le cadre de I’ACP, une détermination automatique du nombre de composantes
principales optimales), mais aussi des outils visuels pour la représentation graphique des résultats
obtenus. Afin d’effectuer I’étape de prédiction, j’ai utilisé les méthodes de SVM et PLS (cf. 3.4.3.
Me¢éthodes de prédiction de classe). Sous R ces analyses ont été réalisées en utilisant les packages

FactoMineR pour la PLS et le module libSVM (Bennett 2000) pour le SVM

Méthodes de classification

La premiére méthode de classification utilise la librairie Mclust (Chris Fraley, Adrian E. Raftery,
T. Brendan Murphy 2012) pour le regroupement, la classification et I'estimation de densité basée sur la
modélisation de mélange gaussien via l'algorithme d’espérance-maximisation. Il s’agit d’un algorithme
itératif qui permet de trouver les paramétres du maximum de vraisemblance d'un modéle probabiliste
lorsque ce dernier dépend de variables latentes non observables. La méthode de classification Hopach
(Hierarchical Ordered Partitioning And Collapsing Hybrid) (van der Laan and Pollard 2003) a
également été utilisée. Cette méthode force le partitionnement de chaque cluster formé en sous-clusters
par I'utilisation de la méthode de la Median Split Silhouette. Cette méthode mesure 1I’hétérogénéité de
chaque cluster. Si cette derniére est trop grande, Hopach divisera le cluster. Enfin la derniere méthode
est celle de la librairie Dynamic tree cut (Langfelder, Zhang, and Horvath 2008). La méthode
implémentée dans ce package permet de détecter les clusters au sein de dendrogrammes en fonction de

sa forme.
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3.1.1.3. Outils de version

Un outil de gestion de version (VCS) permet de suivre les modifications itératives réalisées sur
un projet informatique. La possibilité de revenir a une version antérieure d’un projet ou d’un fichier
facilite le développement a plusieurs. L’utilisation de VCS tel que GitHub ou SourceForge est
recommandée dans le cadre du développement d’outils scientifiques (Prli¢ and Procter 2012). Ces
logiciels donnent également accés a des listes de diffusion et de suivis des erreurs accessibles a toute la
communauté scientifique utilisant le logiciel (Rother et al. 2012). Dans le cadre de ma thése, 1’outil de
gestion de version GitHub a été utilisé (https://github.com/) pour ’ensemble de mes développements,

mais également pour 1’écriture de ce manuscrit de thése.
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3.1.2. Environnement web

La mise en place d’un outil web nécessite de mettre en relation différents composants afin de
pouvoir gérer des données, les représenter de manicre visuelle et d’exécuter les commandes effectuées
par les utilisateurs sur le site web. Cette architecture est appelée architecture MVC (Mod¢le, Vue,

Contrdleur) (Figure 23). Le projet TOXsIgN (cf. 4.2. TOXsIgN) a été développé selon ce modéle.

.0
o2

Utilisateurs

Requéte HTTP

Controleur Réponse HTML
(AngularlS, Pyramid)

Demande
Données

Vue

(HTML, CSS)

Figure 23. Schématisation du modele MVC.

Le modéle contient les informations a afficher sur une page web, la vue est la représentation visuelle de la page et

le contrdleur est le superviseur d’exécution des actions effectuées par 1’utilisateur.
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L’utilisation d’une telle architecture assure la structuration et la stabilit¢ des sites web.
Aujourd’hui, de nombreux sites ont adopté cette organisation (LinkdIn, Netflix, Youtube). Dans les
projets web développés durant ma thése, la structure MVC a été utilisée via I'utilisation des frameworks
(outils facilitant le développement) web Angular]S et Pyramid. Les données ont été stockées et gérées
grace au systeme de gestion de base de données (SGBD) MongoDB et au serveur d’indexation et de

recherche Elasticsearch. Enfin, I’interface web a été réalisée en utilisant les langages HTLMS et CSS3.

3.1.2.1. AngularJS

Angular]S (https://angularjs.org/) est un framework JavaScript libre et open source développé
en 2009 par Google. Il est congu autour de quatre grands concepts assurant la stabilité et la robustesse
du site web. Le premier concept est celui précédemment évoqué de MVC répartissant de fagon stricte
les données, la présentation des données et les actions effectuées sur ces données. Le second concept est
celui de Data Binding. Il s’agit ici du lien que fait AngularJS entre le code JavaScript (utilisé pour les
fonctions et le traitement de certaines informations) et le code HTML (représentation de la page). Grace
a cela, il est possible pour chaque page HTML de créer un mode¢le propre et d’afficher des variables en
temps réel sans traitement préalable en JavaScript. Via la gestion des dépendances, Angular]S permet a
tout développeur de créer et de mettre a disposition ses propres modules AngularJS (outils). Enfin, le
dernier concept est celui de la manipulation du DOM (Domain Object Model) qui correspond a la capture
d’action faite sur une page web par exemple le clic sur un bouton, le scroll d’une page ou encore la
gestion du clavier, de la page ou d’un formulaire. La capture de ces actions représente, le plus souvent,
de nombreuses lignes de code difficilement maintenables et testables. AngularJS embarque des fonctions

simples permettant de gérer rapidement ce type d’éveénements.

3.1.2.2. Pyramid

Pyramid (http://docs.pylonsproject.org/projects/pyramid/en/latest/#) est un framework web
python libre et open source. Il a été développé par Pylons project, une organisation de développeur ayant
pour objectif de mettre en place des technologies web en utilisant le langage Python. La finalité de ce
projet étant d’utiliser la simplicité d’utilisation et la facilité de lecture offertes par Python afin de mettre
en place une architecture web robuste et aisément maintenable. Pyramid communique avec la banque de
données et geére les requétes effectuées depuis le site afin de fournir aux utilisateurs du site les
informations demandées. Ce framework offre la possibilité d’utiliser toute la bibliothéque d’outils de

Python ainsi que les outils ou scripts développés de maniére indépendante.
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3.1.23. MongoDB

MongoDB (https://www.mongodb.com/fr) est un systéme de gestion de base de données orientée
document et évolutif de la mouvance NoSQL. Ceci signifie que les données stockées respectent un
systéme clé-valeur ou pour chaque information, une valeur est associée (« identifiant = adresse mail »
par exemple). De grands groupes internationaux ont adopté le systéme NoSQL pour la gestion des leurs

données, comme Google, Amazon ou encore Facebook.

Le co6té évolutif de MongoDB, ou « scalability », se traduit par le fait que MongoDB est capable
de s’adapter en fonction la capacité du dispositif informatique, mais également en fonction de la fagon
dont la base est sollicitée. L utilisation d’objets au format binaire (BSON) sans schéma prédéterminé
permet de manipuler les données de maniére souple en les ajoutant et en les retirant de la base a tout

moment « a la volée ».

Les données prennent la forme de documents enregistrés eux-mémes dans des collections - une
collection contenant un nombre quelconque de documents. Les collections sont comparables aux tables,
et les documents aux enregistrements des bases de données relationnelles. Néanmoins, contrairement a
ces derniéres, les champs d'un enregistrement sont libres et peuvent étre différents d'un enregistrement a
un autre au sein d'une méme collection. Le seul champ commun et obligatoire est le champ de clé
principale ("_id"). Par ailleurs, MongoDB ne permet pas d’effectuer des requétes trés complexes, mais

permet de programmer des requétes spécifiques en JavaScript.

3.1.2.4. Elasticsearch

Elasticsearch (www.elastic.co) est un systéme de gestion de base de données NoSQL possédant
un moteur de recherche. Ce dernier est utilisé pour indexer les données sous format texte. La rapidité et
la fluidité des recherches au sein de la base de données sont possibles grace a la présence d’une
architecture paralléle et redondante. Elasticsearch est composé de plusieurs nceuds, chaque nceud étant
une instance exécutée sur une machine séparée la plupart du temps et possédant une copie des
informations indexée de la base de données. Cette architecture, déployant I’information en plusieurs
copies sur des machines différentes, assure la tolérance aux pannes et offre la capacité de servir beaucoup
de requétes simultanément. L’organisation et la structure de données d’une entrée n’ont pas a suivre un
schéma prédéfini et se présentent sous la forme d’un document JSON, encodage de texte de données
structurées trés utilisé pour les échanges entre processus distants. Ce format est également utilisé pour

les résultats issus des requétes effectuées via I’API REST (Representational State Transfer)

98



d’Elasticsearch permettant des opérations CRUD (Create, Read, Update, Delete) sur les données de la

base.

Elasticsearch met a disposition de nombreux modes de recherche (fuzzy like this, term, text,
range...). Lors des développements web réalisés durant ma thése, le mode de recherche QueryString a
été utilisé. Ce dernier utilise la syntaxe Lucene (Tableau III), bibliothéque open source écrite en Java sur
laquelle Elasticsearch est basé, dans le but de construire des requétes puissantes et précises. La requéte
« génomique”™3 métabolomique —protéomique » par exemple, cherche tous les documents contenant les
mots « génomique » et « métabolomique », mais sans le mot « protéomique », en affectant un meilleur
score aux documents qui contiennent le mot « génomique », car on y a appliqué un « poids » de 3. Une

fois la recherche effectuée, les résultats retournés sont évalués par pertinence.

Symbole Description
AND Opération ET, les deux termes doivent étre présents
OR Opération OU, les deux termes peuvent étre présents
+ Le terme aprés doit obligatoirement étre présent

- Exclut les documents qui contiennent le terme
Recherche dans un champ spécifique
n Augmente le poids d’un mot
* Replace un ou plusieurs caractéres.
~ Coordonnées de début de la fonction par rapport au cadre de lecture
0 Regroupe plusieurs termes

? Remplace un seul caractere

Tableau III.Symboles utilisés dans le moteur de recherche Elasticsearch
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3.1.2.5. Hébergement des sites web

Les sites web développés au cours de ma thése sont actuellement hébergés par la plateforme bio-
informatique GenOuest sur des machines spécialement dédiées pour 'IRSET. Briévement, ces machines
se composent de 12 processeurs, 400 Go de mémoire vive et de 120 To de stockage. Chaque site web est
encapsulé dans un conteneur Docker (https://www.docker.com/) qui permet d’empaqueter des
applications et leurs dépendances dans des environnements Linux indépendants (conteneurs) du systeme
sur lequel Docker est déployé. L utilisation de ce systéme offre une plus grande sécurité et facilité de

maintenance des sites web.
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3.2. Outils et ressources bio-informatiques

3.2.1. Suites logicielles

Le systéme de conversion du ReproGenomics Viewer (cf. 4.3. RGV) repose sur I’enchainement
de plusieurs outils, qui successivement vont convertir le format de fichier initial, standardiser le fichier
intermédiaire, convertir sur un autre génome les coordonnés du fichier standardisé et enfin assurer leur

compatibilité avec le navigateur de génome.

3.2.1.1. Suite d’outils UCSC

La suite d’outils UCSC (Kuhn, Haussler, and Kent 2013) a été développée afin de préparer les
fichiers a une visualisation dans le genome browser de I’'UCSC. Elle permet un grand nombre de
conversions de fichiers d’alignement et de fichiers de données quantitatives dans un format supporté par
les navigateurs de génome. Cette suite a été utilisée afin de convertir des fichiers wig, bigWig ou bam

en format bedgraph.

3.2.1.2. Suite de logiciels BedTools

BedTools (Quinlan 2014) est une suite de logiciels de traitement et de conversion de fichiers de
données quantitatives (.bed). Dans RGV, nous avons utilisé la commande « merge » de BedTools afin
de combiner toutes les entités biologiques chevauchantes dans les fichiers bedgraph et de moyenner leur

valeur d’expression. Cette étape correspond a la standardisation des fichiers bedgraph.

3.2.1.3. CrossMap

CrossMap (Zhao et al. 2014) est un programme pour la conversion de coordonnées de génome.
Contrairement a /iffover, un outil similaire fourni par I’'UCSC, CrossMap supporte de nombreux formats
de fichier comme SAM / BAM, Wiggle / Bigwig, BED, GFF / FTE ou VCF. Dans RGV, il a été utilisé
pour convertir les coordonnées entre les différents génomes ainsi qu’entre les différentes versions d’un

méme génome en utilisant les fichiers d'alignement par paires (chainefile) fournis par UCSC.

3.2.2. Navigateurs de génome

Un navigateur génome ou genome browser est, comme son nom l’indique, un outil de
visualisation de génome. Il permet via une interface dédiée de parcourir un génome en affichant diverses

informations (ou pistes) en fonction de leur position sur le génome ce qui permet la comparaison visuelle
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rapide de plusieurs jeux de données de génomique (par exemple transcriptomique et épigénomique) au
sein de la méme interface. Les utilisateurs peuvent cibler un chromosome entier, mais également une
région spécifique par un systéme de grossissement afin d’accéder a des informations précises telles que
la position d’un géne, de ses épissages alternatifs ou encore de sa séquence. La plupart des navigateurs
permettent également aux utilisateurs de charger leurs propres données (dans des formats spécifiques

tels que BED, WIG, BIGWIG, BAM) afin de faciliter le travail d’interprétation de l'utilisateur.

Il existe deux types de navigateurs de génome : les navigateurs généralistes et les navigateurs
spécialisés. Par définition, un navigateur généraliste met a disposition diverses informations aussi bien
qualitatives (localisation d’un géne codant), mais également des informations quantitatives (niveau
d’expression d’un géne dans une condition expérimentale précise) pour plusieurs espéces, mais sans
thématique biologique centrale. De nombreuses institutions proposent des navigateurs de génomes
généralistes parmi lesquels ceux de Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html) (Aken et al. 2017),
du NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome) (NCBI Resource Coordinators 2017) et de
I’Université de Santa Cruz (UCSC) (https://genome.ucsc.edu/) (Kuhn, Haussler, and Kent 2013).

A la différence de ces navigateurs généralistes, d’autres que I’on qualifiera de « spécialisés »
centralisent des informations d’une seule espéce (Choo, Heydari, et al. 2014; Heydari et al. 2014, 2013)

ou d’une seule technologie (Hackenberg, Barturen, and Oliver 2011).

La démocratisation de ce type d’outils a permis a des consortiums de mettre a disposition de la
communauté scientifique différents outils pour faciliter la mise en place de navigateurs personnalisés.
Le Integrated Genome Browser (IGB) (Freese, Norris, and Loraine 2016) et Integrative Genomics
Viewer (IGV) (Thorvaldsdottir, Robinson, and Mesirov 2013) offrent la possibilit¢é d’installer un
navigateur de génome sur son propre ordinateur. Ils permettent ainsi de visualiser, sans acces a internet,
des informations génomiques pour plus de 100 espéces différentes. D’autres solutions permettent de
mettre en place une interface web, comme GBrowse (Donlin 2009) et Jbrowse (Skinner et al. 2009), et
offrent ainsi la possibilité de personnaliser les affichages, la visualisation, les génomes et les pistes a
afficher. Dans le cadre du développement du ReproGenomics Viewer (cf. 4.3. RGV), I'utilisation de

Jbrowse a été privilégiée.

3.2.3. Galaxy

Galaxy est une application web développée par I'université de Johns Hopkins (Giardine et al.
2005; Blankenberg et al. 2010). Elle offre aux biologistes la possibilité d’analyser des données issues de

technologies a haut débit sans connaissance (bio-)informatique préalable. Cette abstraction permet aux
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scientifiques de lever de nombreux verrous techniques (installation de logiciels) et ainsi de se concentrer
sur leur question biologique et 1’élaboration des stratégies d’analyse qui permettront d’y répondre. Cette
application dispose d’une importante communauté de développeurs actifs mettant réguliérement le code
source a jour et mettant a disposition de nombreux modules implémentant des logiciels libres utilisés en
biologie dans la bibliothéque de Galaxy. Plus de 4800 outils sont ainsi disponibles permettant
I’assemblage de génome, I’analyse de données métabolique ou encore la visualisation de données dans

des navigateurs de génome.

L’autre avantage de Galaxy est de proposer un outil de création de workflow, c’est-a-dire de
proposer une interface web dans laquelle il est possible de programmer un enchainement d’outils a

appliquer séquentiellement sur un jeu de donnée (Figure 24).
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Figure 24. Exemple de workflow sous Galaxy.

Chaque outil est représenté par une boite et chaque boite est associée par une fléche représentant 1’ordre d’utilisation
des programmes pour 1’analyse des données d’entrées

Dans un objectif clairement affiché de «réaliser une science génomique reproductible et
transparente » (Orvis et al. 2010), Galaxy facilite également 1’échange de workflows et de procédures
d’analyses a appliquer sur les données brutes décrites dans les publications, afin de donner un acces
simplifié aussi bien aux outils utilisés qu’aux paramétres définis pour obtenir les résultats décrits dans

un papier.
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11 existe plusieurs serveurs Galaxy accessibles par tous avec ou sans inscription, la plus utilisée
étant probablement celle de la Galaxy Team (https://usegalaxy.org/). De nombreuses plateformes bio-
informatiques ont également mis en place leurs propres instances (Le Bras et al. 2013) ou ont mis a
disposition des instances centralisées sur un domaine en particulier (Sundell et al. 2015) comme 1’espace

de travail du ReproGenomics Viewer par exemple (cf. 4.3. RGV).

3.2.4. Vocabulaires controlés et ontologies

La création des ontologies est le résultat textuel d’un effort commun fait dans le domaine
biomédical pour uniformiser le vocabulaire utilisé. Ce vocabulaire contr6lé, ou ontologie est un ensemble
structuré de termes et/ou de concepts ordonnés de maniére hiérarchique (parents-enfants) représentant
les éléments d'un domaine de connaissances par exemple la taxonomie (NCBI Resource Coordinators
2017), I’anatomie humaine (Rosse and Mejino 2003) ou les composés chimiques (Hastings et al. 2013).
L’ontologie structure le vocabulaire utilis¢ dans 1’'un de ces domaines et ainsi uniformise le champ lexical
utilisé. Face au besoin croissant de structuration des informations en générale, des bases de données
centralisant ces ontologies, telles que OBO Foundry (Smith et al. 2007) ou Ontobee (Zuoshuang et al.
2011).

Afin d’ordonner et de structurer les données de toxicologie déposées dans TOXsIgN (cf. 4.2.
TOXslIgN) et ChemPSy (cf. 3.5. Méthodes appliquées dans le cadre du projet ChemPSy), 1’utilisation
d’un vocabulaire contrdlé a ét¢ mise en place. Pour chaque objet décrit, une ontologie spécifique est
associée. Les especes sont décrites via I’ontologie NCBI Taxonomy (NCBI Resource Coordinators
2015). Cette ontologie référence tous les organismes présents dans les bases de données publiques.
L’utilisation de I’ontologie ChEBI (Degtyarenko et al. 2009) permet de représenter les molécules
utilisées lors des expérimentations. ChEBI se présente comme la ressource publique des entités
moléculaires, avec un accent plus particulier sur les composés chimiques de “petite taille’. La description
du design expérimental est effectuée par I’ontologie OBI (Ontology for Biomedical Investigations)
(Brinkman et al. 2010), qui décrit les expérimentations biologiques et cliniques. Les cellules, lignées
cellulaires et tissus utilisés sont décrits par les ontologies Cell Ontology (Bard, Rhee, and Ashburner
2005), Cell Line Ontology (Sarntivijai et al. 2014), Foundational Model of Anatomy (Rosse and Mejino
2003) et BRENDA (Gremse et al. 2011). Briévement, Cell Ontology est un vocabulaire contr6lé pour la
description des types cellulaires, Cell Line Ontology permet de normaliser et d'intégrer des informations
relatives aux lignées cellulaires, Foundational Model of Anatomy est une ontologie descriptive de
I’anatomie humaine, tandis que BRENDA est un vocabulaire controlé et structuré pour décrire les tissus

ainsi que les lignées cellulaires, types cellulaires et cultures cellulaires. Les processus biologiques sont
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décrits par le sous-ensemble « Biological process » de la Gene Ontology (Ashburner et al. 2000). Gene
Ontology est un projet bio-informatique destiné a structurer la description des génes et des produits

géniques de maniére commune a toutes les espéces.

3.2.5. Bases de données

3.2.5.1. Banques de données génomiques

Gene Expression Omnibus (GEQO)

GEO (Barrett et al. 2013) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) est un espace web offrant aux
utilisateurs la possibilité de déposer des données brutes « omiques », telles que des données de
transcriptomique. Il regroupe un grand nombre d’échantillons (2087591 en juin 2017) représentant la
base de données de choix pour constituer le jeu de données de ChemPSy ChemPSy (cf. 3.5 Méthodes
appliquées dans le cadre du projet ChemPSy).

Entrez gene

Entrez gene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) est une base de données maintenue par le
NCBI centrée autour des génes (Maglott et al. 2011).Chaque géne est associé a un identifiant unique
ainsi qu’a de nombreuses informations par exemple le nom, les synonymes, I’espéce ou encore les
produits de géne (transcrits, protéines). Les Entrez gene IDs étant liés a un grand nombre de banques de
données, ils permettent de s’affranchir de la barriére technologique — la majorité des entités biologiques
(génes, transcrits, protéines, sondes nucléotidiques, ...) pouvant étre converties en Entrez gene IDs. Les
informations de cette banque sont utilisées dans 1’outil de comparaison de signatures de TOXsIgN (cf.

4.2. TOXsIgN).

HomoloGene

HomoloGene (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/homologene/) (NCBI Resource Coordinators
2016) est une banque d’homologie développée par le NCBI. Elle compare des séquences protéiques les
unes par rapport aux autres et les regroupe au moyen d’arbres construits sur la similarité de ces
séquences. La derniere version d’HomoloGene indexe 21 espéces. Comme pour la banque Entrez gene,
HomoloGene est utilisée dans 1’outil de comparaison de signatures toxicogénomiques TOXsIgN (cf. 4.2.

TOXsIgN).

ucsc
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La base de données de 1'UCSC (University of California Santa Cruz)
(https://genome.ucsc.edu/index.html) met a disposition des nombreuses ressources génomiques et outils
bio-informatiques directement téléchargeables depuis un serveur FTP. Parmi ces ressources, les
séquences et annotations du génome de plus d’une centaine d’especes et de génomes sont disponibles.
Dans le cadre du projet RGV (cf. 4.3. RGV), les séquences et annotations de génomes d’intérét ont été

téléchargées depuis cette ressource.
3.2.5.2. Bases de données toxicologiques

La Comparative Toxicogenomics Database (CTD)

La CTD (http://ctdbase.org/) ou Comparative Toxicogenomics Database (A. P. Davis et al.
2015) est une banque de données spécialisée dans le domaine de la toxicogénomique maintenue par le
département des sciences biologiques de 1’université de Caroline du Nord. Elle met en relation les
composés chimiques, les genes et les pathologies sur la base d’associations mises en évidence dans la
littérature. A ces associations, des informations sur les voies métaboliques perturbées, les phénotypes
induits ainsi que sur I’annotation des génes sont également fournis. Cette banque de données est utilisée
dans le cadre du projet ChemPSy (cf. 3.5 Méthodes appliquées dans le cadre du projet ChemPSy) et
TOXsIgN (cf. 4.2. TOXslIgN) pour les fichiers d’interactions composés-génes, composés-pathologies et

I’ontologie sur les pathologies, tous téléchargeables depuis le site de la CTD.

DrugBank

DrugBank (Law et al. 2014) (https://www.drugbank.ca/) est une base de données publique
centrée sur la bio-informatique et la chémo-informatique. Cette base est hébergée par I'université de
I'Alberta, Canada. Aujourd’hui, DrugBank contient des informations sur 8261 médicaments, dont 2021
approuvés par la FDA et environ 6000 médicaments expérimentaux. Toutes ces informations sont
associées a pres de 4 300 séquences protéiques. Cette base de données est utilisée dans ChemPSy (cf.
3.5 Méthodes appliquées dans le cadre du projet ChemPSy) afin d’obtenir plus d’informations sur les

composés chimiques du jeu de données.

3.2.6. Description des différents types de fichiers

Durant mon travail de theése, un grand nombre de fichiers différents a été utilisé. Par la suite
j’utiliserai uniquement 1’extension de ses fichiers pour les citer, il convient de décrire le format des

informations stockées dans ces fichiers, mais également ot et comment ils sont utilisés.
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3.2.6.1. Fasta et Fastq

Le fichier fasta est un format de fichier utilis€ en biologie pour stocker une ou plusieurs
séquences nucléotidiques ou protéiques. Il est au minimum composé de deux lignes et se présente sous

la forme suivante :

La premiére ligne contient un identifiant de séquence situé juste aprés le symbole « > », d’autres
informations peuvent également étre indiquées sur la suite de la ligne. Toutes les autres lignes
correspondent aux résidus (nucléotidiques ou protéiques). Ce format est donc couramment utilisé pour
décrire la structure primaire d’une séquence et constitue souvent le fichier d’entrée de nombreux outils

permettant, par exemple, d’aligner des séquences ou de réaliser des prédictions de motifs.

Le format fastq dérive du fichier fasta et permet de représenter une ou plusieurs séquences avec
leurs scores de qualité par base. Il utilise en principe 4 lignes par séquence. La ligne 1 commence par un
caractere "@" suivi de 1'identifiant de la séquence et éventuellement d'une description (de la méme fagon
qu'un fichier au format FASTA, le "@" remplacant ici le ">"). La ligne 2 contient la séquence nucléique
brute. La ligne 3 commence par un caractére "+", parfois suivi par la répétition de l'identifiant de la
séquence et de sa description si celle-ci est présente. La ligne 4 contient les scores de qualité associés a
chacune des bases de la séquence de la ligne 2 et doit avoir exactement le méme nombre de symboles

que la ligne 2.

3.2.6.2. SAM et BAM

Le format SAM (Sequence Alignment/Map) est un format d'alignement générique utilisé pour
stocker les alignements de lectures (reads, séquences) sur des séquences de référence. Le format SAM
est assez flexible pour stocker toutes les informations d'alignements produites par divers programmes
d'alignement. Mais il est également compact et peut étre indexé en fonction des positions génomiques
afin d’augmenter la vitesse de récupération d’informations sur ce type de fichier. Le format BAM est un

format de fichier binaire compressé stockant des données de séquences issues du fichier SAM.

3.2.6.3. Bedgraph et Wiggle

Les formats bedgraph (BED) et wiggle (WIG) sont trés utilisés dans la plupart des navigateurs
de génome, car ils permettent de stocker simplement des régions génomiques auxquelles sont associées
des informations qualitatives ou quantitatives telles que le pourcentage en GC, des scores de probabilité
ou encore des abondances d’expression. La manipulation de ces fichiers rend le travail sur les séquences

génomiques (comparaison par exemple) plus efficace en utilisant des coordonnées afin d'extraire des
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séquences d'intérét de jeux de séquengage ou de comparer et manipuler directement deux jeux de
coordonnées. Divers programmes permettent de manipuler ces fichiers tels que BedTools (Quinlan 2014)

et BEDOPS (Neph et al. 2012).

Un fichier BED se présente sous forme tabulée et est composé de trois, quatre, six ou 12 colonnes

en fonction de la précision d’annotation (Tableau IV).

Colonne Nom Description
1 chrom Nom des chromosomes (ex. : chr3, chrY)
2 chromStart Coordonnée de départ sur le chromosome
8 chromEnd Coordonnée de fin sur le chromosome
4 name Nom de la ligne
5) score Valeur numérique
6 strand Sens (positif ou négatif)

Coordonnée de départ a partir de laquelle I'annotation est affichée de fagon plus

7 thickStart €paisse sur une représentation graphique (ex. : le codon start d'un géne)
. Coordonnées de fin a partir de laquelle I'annotation n'est plus affichée de facon
8 thickEnd . . . X ) R
plus épaisse sur une représentation graphique (ex.: le codon stop d'un géne)
: Valeur déterminant la couleur d'affichage de I'annotation contenue dans le
9 itemRgb i
fichier BED
10 blockCount Nombre de blocs (ex.: exons) sur la ligne du fichier BED
1 e Liste de valeurs séparées par des virgules correspondant a la taille des blocs (le

nombre de valeurs doit correspondre a celui du blockCount)

Liste de valeurs séparées par des virgules correspondant aux coordonnées de
12 blockStarts départ des blocs, calculées relativement a celles présentes dans la colonne
chromStart (le nombre de valeurs doit correspondre a celui du blockCount)

Tableau IV.Colonnes composant un fichier BED

Enfin, le format WIG peut étre trouvé sous forme compressée binaire appelée bigWig.

3.2.64. GFF et GTF

Le fichier GFF pour General Feature Format est un format standardisé et tabulé pour stocker
des informations génomiques sous la forme de neuf colonnes (Tableau V). Il est fréquemment utilisé
pour I'échange de données et la représentation de données génomiques dans des navigateurs de génome,
par exemple. Il existe plusieurs versions de GFF dont la version 3, derniére version disponible pour ce

format, qui est la version la plus utilisée aujourd’hui.

Le format GTF correspond en réalité la version 2.5 du format GFF. Celui-ci ajoute une

fonctionnalité de représentation de plusieurs niveaux hiérarchiques selon différentes caractéristiques ou

108



fonctionnalités limitées par un vocabulaire contr6lé. Par exemple, il est possible de définir les

coordonnées génomiques des introns et des exons appartenant a un transcrit, lui-méme appartenant a un

gene.
Colonne Nom Description
i} seqname Nom du chromosomes (ex. : chr3, chrY)
2 source Nom du programme ou de la source dont est issu le fichier
3 feature Fonction / Caractéristique (ex : géne, répétition, variation...)
4 start Coordonnée de départ de la fonction sur le chromosome
5 end Coordonnée de fin de la fonction sur le chromosome
6 score Valeur numérique
7 strand Sens (positif ou négatif)
8 frame Coordonnées de début de la fonction par rapport au cadre de lecture
9 sl Liste d’attribu.ts de fonction(\\alités .séparés par un point-virgule. Se présente sous
forme de paires de la maniére suivante : « tag = valeur » (ex : ID = gene00001)
Tableau V.Colonnes composant un fichier GFF
3.2.6.5. CEL et CDF

Le format propriétaire CEL est dédi¢ a la description des puces a ADN Affymetrix, ou
GeneChip. Briévement, ces fichiers sont créés par le logiciel d'analyse d'image micro-image d'ADN
d’ Affymetrix et contiennent une valeur d’intensité pour les millions de sondes nucléotidiques présentent
sur la puce. Pour lire et extraire une valeur d’intensité normalisée pour chaque transcrit, il est nécessaire
d’associer ces fichiers CEL a un fichier CDF qui décrit ’organisation de la puce utilisée et ainsi

d’associer les sondes a leurs geénes/transcrits respectifs.

3.2.6.6. OBO et OWL

Le format OBO (Open Biomedical Ontologies) stocke, pour une ontologie donnée, les
informations relatives a I’ordonnancement du vocabulaire et également la description et les synonymes
pour chaque terme présent dans le fichier. Le format OWL (Ontology Web Language) est un langage de
représentation des ontologies web. Le langage OWL est basé sur les recherches effectuées dans le
domaine de la logique de description. Il peut étre vu en comme un standard informatique qui met en
ceuvre certaines logiques de description et permet a certains outils capables de comprendre OWL de
travailler avec ces données, de vérifier que les données sont cohérentes, de déduire des connaissances

nouvelles ou d'extraire certaines informations de bases de données.
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3.2.6.7. JSON

Le format JSON ou JavaScript Object Notation est un format d'échange de données issu du
langage JavaScript. Un document JSON a pour fonction de représenter de l'information selon un
ensemble de paires clé/valeur sans aucune restriction sur le nombre de celles-ci. Ce format de fichier
permet de représenter a la fois des objets, tableaux ou des valeurs génériques. Par exemple, ce format est
utilisé pour I’échange d’informations entre la banque de données et I’affichage du site internet TOXsIgN

(cf. 4.2. TOXsIgN).
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3.3. Estimateurs mathématiques

3.3.1. Estimateurs de distances

Dans le cadre du projet ChemPSy, afin d’estimer la proximité entre les signatures

toxicogénomiques, plusieurs distances ont été utilisées.

3.3.1.1. La distance euclidienne (DE)

Cette distance est probablement la plus couramment utilisée. Il s'agit d'une simple distance
géométrique dans un espace multidimensionnel entre un point A (x4, y,4) et un point B (xg, y5) calculé

par I’équation suivante :

dAB = /(x4 — x5)% + (Va — ¥5)?

Le log de la distance euclidienne permet dans notre cas de centrer et de réduire les valeurs.

3.3.1.2. La corrélation de Pearson

Cette distance, également appelée coefficient de corrélation linéaire, mesure la relation linéaire
(ou proportionnalité) entre deux séries de valeurs. Une droite de régression ou droite des moindres carrés
est calculée pour minimiser la somme des carrés des distances de tous les points a la droite. La corrélation
de Pearson suppose que les deux variables sont mesurées sur au moins une échelle d'intervalle. Le
coefficient de corrélation de Pearson entre deux variables X et Y est calculé suivant I’équation :

_ COV(x,y)
r= 050y

ou COV(x,y) est la covariance des variables x et y et g, et g, sont les écarts types de x et de y. Ce
coefficient varie entre -1 et 1. Un coefficient de 1 indique une corrélation positive parfaite entre les deux
variables. A l'inverse, un coefficient de - 1 indique une corrélation négative parfaite, on parle d’anti-
corrélation. Dans les deux cas, les points tombent parfaitement sur la droite. Un coefficient de 0 indique

qu'il n'y a aucune relation entre les deux variables - la variation de I'une n'est pas associée a la variation

de l'autre.

3.3.1.3. Le Hubert’s score

C’est une méthode statistique d’estimation du degré d’association entre deux entités. Il s’agit ici

d’une méthode alternative a 1’odds ratio (présenté plus bas) pour I’évaluation de la cocitation entre deux
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individus dans la littérature (la plupart du temps les génes). L’avantage de cette méthode est qu’elle
prend en compte le nombre d’associations entre les deux individus, mais également la force de cette

évidence. Le Hubert’s score prend en compte les paramétres du Tableau VI, adaptés a nos matrices

discrétisées :
Geéne Aup (1) Géne A down(-1) Pas de changement (0)
Géne B up (1) Ny o1 Moy
Geéne B down (-1) LET) N1 Moy
Pas de
Mg LT Moo

changement (0)

Tableau VI.Parametres adaptés aux matrices discrétisées de ChemPSy
Adapté aux matrices discrétisées le calcul du Hubert’s score est :

N11Moo — MN10Mo01
\/(n11 + 110) (Mo1 + Ngo) (M11 + Np1) (Mg + Ngo)

3.3.14. L’indice de Kappa

L’indice de Kappa ou Kappa de Cohen est un test non paramétrique variant entre 0 et 1. Il est
utilisé pour évaluer le degré de concordance entre deux individus. Ce qui le différencie du simple calcul
d'une proportion (rapport entre le nombre d'éléments identiquement classés et le nombre total d'éléments
a classer), est le fait qu'il introduit une correction pour prendre en compte le fait qu'une certaine
proportion d'accord peut étre imputée au hasard. L’indice traduit un niveau d'accord (de concordance)
d'autant plus élevé que sa valeur est proche de 1. Cet indice se calcule par la formule suivante :

_ Pr(a) —Pr(e)
~ 1-—Pr(e)

3.3.1.5. L’index de Jaccard

L’index de Jaccard est un indice utilisé en statistique pour comparer la similarité entre des
échantillons. En partant de la matrice utilisée pour le calcul du Hubert’s score, cet indice est défini par
le nombre de génes sur- et sous-exprimés dans les deux conditions a comparer divisées par la taille de

I’union des deux conditions :

nqq +Tl10 +n01 +n00 =n
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ni1 ni1
] = =

Moy + Ny +Ny1 M —MNgg

3.3.1.6. Le rapport des cotes

L’odds ratio ou rapport des cotes correspond au rapport de la probabilité d’apparition de
I’événement dans un groupe traité divisé par la probabilité d’apparition de I’événement dans le groupe

controle. Dans le cas de nos matrices discrétisées, le ratio est calculé comme suit :

N11Mpo
OR =

N10Mo1

3.3.2. Evaluation d’un modéle statistique de classification

La validation croisée ou « cross-validation » constitue une méthode standard de mesure des
performances d’un modele. Il existe 3 grandes méthodes de cross validation : Holdout, LOOCV (leave-
one-out cross-validation) et k-fold. La méthode utilisée pour la validation des modeles construits dans le
cadre de ChemPSy est la méthode Holdout (également la méthode la plus utilisée). L’objectif de cette
méthode est de séparer un ensemble de données en deux sous-ensembles. Le premier est un sous-
ensemble de données destiné a 1’apprentissage du modéle. Le second sert a tester ce modele afin de
I’évaluer. Le sous-ensemble de données d’apprentissage est trés généralement plus grand que celui de
test. On constate une proportion de 80% pour I’apprentissage et de 20% pour les tests. Un modéle
statistique de classification sert a classer (étiqueter) de nouveaux individus non classés. Pour créer ce
modele, des individus appartenant a des classes déja définies sont utilisés. Afin de tester la qualité de ce
modele, certains des individus sont mis de coté et étiquetés pour des « tests ». Ainsi, les individus « tests
» sont classés sans apriori en les passant dans le modéle. Enfin, ces nouvelles étiquettes sont comparées
avec les vraies étiquettes pour connaitre le taux de bonne classification et donc la qualité du modéle. En
croisant, les étiquettes réelles des individus avec leur nouvelle étiquette prédites par le modéle, on va
pouvoir mettre en place une matrice de confusion servant a mesurer la qualit¢ d'un systeme de
classification (Tableau VII). Un des intéréts de la matrice de confusion est qu'elle montre rapidement si

le systéme parvient a classifier correctement.
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Classe estimée
Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3
Groupe 1 95 6 4
Cllasse Groupe 2 3 97 5
réelle
Groupe 3 8 7 90

Tableau VII.Matrice de confusion

La matrice de confusion est le résultat de la reclassification d’individus dans un ensemble de classes. Elle compare
la position d’individus par rapport a sa classe d’origine démontrant si le systéme parvient a classifier correctement.

Pour analyser plus finement la qualité des classes produites par le mode¢le, la table de confusion
de chaque classe est utilisée. Une table de confusion est une matrice de confusion organisée différemment

ou les classes non analysées sont regroupées en une seule et unique classe. Ainsi pour chaque classe, les

individus sont répartis de fagon binaire : dans la classe, pas dans la classe (Tableau VIII).

A

Groupe 1 Pas groupe 1
Test positif 95 10 (6+4)
Test Négatif 11(8+3) 199 (90+97+5+47)
B
Classe Non classe
Test positif TP FP
Test Négatif FN TN

Tableau VIII.Tableau de confusion

Le tableau de confusion est une matrice de confusion organisée autour d’une classe particuliere. Elle classe les
individus en fonction de leur appartenance ou non au groupe étudié. Par exemple, la table A, se focalise sur le groupe
1 et rapporte le classement des individus appartenant a ce groupe (test positif) ou non (test négatif) dans le groupe
ou pas. La table B, correspond aux noms donnés aux valeurs de la table de confusion : vrais positifs (TP, True
Positive) : nombre d’individus de la classe bien prédits dans celle-ci. Faux positifs (FP, False Positive) : nombre
d’individus prédis dans la classe alors que ceux-ci n’y appartiennent pas. Faux négatifs (FN, False Negative) :
individus prédits comme appartenant au groupe alors qu’ils ne devraient pas. Vrais négatifs (TN, True Negative) :

individus n’appartenant pas au groupe et n’étant pas classés dans le groupe.

La généralisation de ce tableau permet de calculer pour chaque classe le nombre de vrai positif,
faux positif, vrai négatif et faux négatif. Les vrais positifs (TP, True Positive) correspondent au nombre

d’individus de la classe bien prédits dans celle-ci. Les faux positifs (FP, False Positive) correspondent
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au nombre d’individus prédits dans la classe alors qu’ils n’y appartiennent pas. Les faux négatifs (FN,
False Negative) sont les individus prédits comme appartenant au groupe alors qu’ils ne devraient pas.
Les vrais négatifs (TN, True Negative) sont les individus n’appartenant pas au groupe et n’étant pas

classé dans le groupe.

A partir de ces informations, il est possible de calculer différentes mesures pour évaluer le
modele : le taux d’erreur, la sensibilité et la spécificité. Le taux d’erreur correspond a la qualité générale
du modgle. Ce taux est obtenu par la division des bonnes prédictions par le nombre total de prédictions,

le tout soustrait de 1 :

Nombre de bonne prédiction

Taux d'erreur =1 —
Nombre total de prédiction

Dans notre cas, pour chaque individu reclassé, une liste de groupe ordonnée par ordre de
classification est obtenue. On considérera comme bien prédit un individu dont le groupe se trouve dans

le top n de la liste ordonnée, ou n est un nombre entier compris entre 1 et le nombre de groupe du modéle.

La sensibilité (ou sélectivité) d'un test mesure sa capacité a donner un résultat positif lorsqu'une
hypothése est vérifiée. Elle est calculée par la formule suivante :

TP

Sensibilité = m

La sensibilité s'oppose a la spécificité, qui mesure la capacité d'un test a donner un résultat négatif
lorsque I'hypothése n'est pas vérifiée. Elle est définie par :

TN

P
Peficite = N T Fp)
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34. Méthodes statistiques

Le projet ChemPSy (cf. 3.5 Méthodes appliquées dans le cadre du projet ChemPSy) repose sur

plusieurs méthodes statistiques dont le fonctionnement théorique est présenté dans cette section.

3.4.1. Analyse en composantes principales

L’analyse en composante principale ou ACP consiste a transformer un jeu de variables
quantitatives corrélées entre elles en un nouveau jeu de variables, moins nombreuses, mais indépendantes
appelées composantes principales. Ces nouvelles variables diminuent la dimension du systéme tout en
minimisant la perte d’information. Dans I’ACP, I’ensemble des données est considéré comme un espace
a n dimensions ou n est le nombre de variables du jeu de données. Chaque échantillon du jeu de données
est représenté par un point dans cet espace a n dimensions [x;, X5, ..., X, |n. La premiére étape de cette
méthode statistique va construire une premic€re composante principale PC1 de coordonnées tq,
correspondant & la combinaison linéaire des n variables passant au plus prés de tous les points du

systéme :
tl - a1’1x1 + a2,1x2 + -+ an'l, xn
ou a; jest une constante choisie pour maximiser la variance sur t;.

Sur le méme principe, une deuxiéme composante principale PC2 de coordonnée t, est construite

de maniére orthogonale a la premiére. PC1 et PC2 sont ainsi indépendantes.
tz = a1,2x1 + az'zxz + -+ anlz, xn

ou a; , est choisie de maniere a ce que la variance sur t,soit maximale tout en imposant I’orthogonalité
des vecteurs [aq]et [a,]. La procédure est exactement identique pour tout ajout de nouvelles

composantes. Plus généralement on notera chaque composante de la maniére suivante : t, = Xa

La premiére composante principale représente la plus grande part de la variance globale du
systéme étudié. Les composantes successives expliquent uniquement la variance résiduelle du systéme.
La détermination du nombre de composantes principales suffisantes pour expliquer la variance du
systeme requiert une démarche de validation interne. Une composante PC, est considérée comme utile

si celle-ci contribue de maniére significative a améliorer la robustesse de I’analyse.
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La plupart du temps I’ACP est représentée en deux dimensions. Elle s’effectue en suivant les
composantes PC1 et PC2 qui sont les deux composantes caractérisant la majeure partie de la variance
dans le systéme. Le systéme peut alors étre visualisé suivant deux matrices différentes (Figure 25). La
premiére est une matrice de coordonnées, permettant d’analyser la dispersion des individus dans I’espace
défini par les deux composantes majeures. Dans ce cas, deux individus proches graphiquement porterons
une information trés similaire. Cette proximité est calculée a I’aide de la distance euclidienne La seconde
matrice, représente une matrice des poids des différentes variables dans les composantes principales.
Dans cette représentation, les variables contribuant le moins vont s’agglomérer a proximité du point
d’origine, celles contribuant le plus vers les valeurs (positives ou négatives) importantes. Le calcul de la
proximité entre ces variables se fait par le calcul de la corrélation entre les composantes principales et
les variables. Cette corrélation est ensuite représentée dans un cercle des corrélations, correspondant a la
projection du nuage des variables sur le plan des composantes principales. Les variables bien
représentées sont celles qui sont proches du cercle, celles qui sont proches de ’origine sont mal

représentées.

L’ACP est donc une méthode d’analyse non supervisée utile dans 1’identification de variables
fondamentales ou de groupes de variables corrélées diluées dans des jeux de données volumineux. Son
utilisation principale, outre la réduction du jeu de données, est la mise en avant des caractéristiques du
systéme étudié offrant la possibilité de trier graphiquement les individus par classe ou de visualiser les

variables corrélées.
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Donnée brutes

Poids Longueur Largeur
25 0.55 0.50
26 0.70 0.20
22 0.32 0.80
15 1 1.20

Coordonnées des variables

CP, cp, CP; Largeur
Longueur
Poids 0.99 0.15 0.0 Poids
Longueur 0.82 0.57 0.0 CP1
Largeur -0.94 -0.34 0.0

CP,
Coordonnées des individus i
2
cp, P, cp, d

i 0.7 -0.75 0.0 o4

I3
i 0.91 0.70 0.0 ®
- » CP,
l -0.43 0.16 0.0
is -0.61 0.29 0.01

Figure 25. Représentation en deux dimensions de I’ACP : matrice de coordonnées et de
poids.

Représentation des variables et des individus aprés ACP a partir d’une matrice de données brutes mettant en relation
le poids, la longueur et la largeur. Les variables poids et longueur sont corrélées et expliquent moins la composante
principale 1 (CP1) que la largeur. Enfin la faible distance entre les individus is et is indique que ces derniers portent

des informations similaires.
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Durant mes travaux de thése, j’ai également utilisé¢, dans une moindre mesure, 1’analyse en
correspondance multiple ou ACM. Briévement, ’ACM est une méthode de description statistique
multidimensionnelle de données qualitatives. Comme pour I’ACP, I’ACM permet soit de représenter de
maniere graphique le contenu d’un tableau de données, par similitudes entre les individus ou par
modalités des variables qualitatives, soit de recoder en données numériques le jeu de données afin
d’appliquer sur ce dernier d’autres méthodes statistiques. A la différence de I’ACP, I’ACM n’utilise pas
les données brutes, mais prétraite ces informations. Pour cela cette méthode utilise en entrée un tableau
disjonctif complet (TDC) avec en ligne les individus et en colonnes les modalités ou variables. Cette
méthode peut également s’effectuer sur un tableau de Burt. Un TDC est une représentation de données
qualitatives ou une variable représentée par K modalités est remplacée par K variables binaires, chacune
correspondant a une modalité (Figure 26). Une table de Burt est une matrice carrée symétrique contenant
tous les tableaux de contingence des variables prises deux a deux. Enfin, I’ACM utilise la distance du

khi? au lieu de la distance euclidienne pour calculer I’écart entre deux individus.
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Pére Masculin Marron
Mere Féminin Bleu
Enfant Masculin Vert

A
N N T
1 0 1 0

Pere 0
Mere 1 0 1 0 0
Enfant 0 1 0 0 1
B
I T
Sexe F 1 0 1 0 0
Sexe M 0 2 0 1 1
Yeux B 1 0 1 0 0
Yeux M 0 1 0 1 0
Yeux V 0 1 0 0 1

Figure 26. Tableau disjonctif complet et tableau de Burt

A- Tableau disjonctif complet (TDC). C’est une représentation de données qualitatives ol une variable représentée
par K modalités est remplacée par K variables binaires. B- Table de Burt. C’est une matrice carrée symétrique

contenant tous les tableaux de contingence des variables prises deux a deux
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3.4.2. Enrichissement — Loi hypergéométrique

La loi hypergéométrique est une loi de probabilité discréte trés proche de la loi binomiale. Cette
loi tente d’estimer si pour un groupe de R composés parmi lesquels r partagent des caractéristiques
communes (pathologies) sur un ensemble de N composés dont n sont associés a une pathologie, le ratio

% est plus grand que le ratio % (Figure 27).

Figure 27. Description des ensembles de la loi hypergéométrique

Ensemble de la loi hypergéométrique. N est le nombre total de composés. R le nombre de composés dans le groupe
d’intérét. n est le nombre de composés associés a la pathologie. r est le nombre de composés associés a la pathologie
dans le groupe d’intérét.

La probabilité permettant de déterminer si une pathologie est sur-représentée dans un groupe par
rapport a ’ensemble total des pathologies est obtenue a partir d’un calcul de z-score. Ce dernier est
calculé par la soustraction du nombre observé de composés associés a la pathologie d’intérét par le

nombre attendu de composés divisé par la déviation standard du nombre de composés attendus :

)
n—1

n®a-BHa-1=h

zZscore =

Un z-score positif refléte ’enrichissement de la pathologie dans le groupe R par rapport a la
population N. Cependant cet enrichissement n’est pas toujours statistiquement significatif et ¢’est pour
cela qu’un seuil a partir duquel le z-score reflétera un enrichissement statistique doit étre défini. Ce
dernier est utilisé pour déterminer une pvalue qui refléte, elle aussi, I’enrichissement d’un groupe. Un z-

score haut et une faible pvalue correspondent a un enrichissement.
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3.4.3. Méthodes de prédiction de classe

3.4.3.1. Partial least Square regression.

La Partial Least Square regression (PLS) ou régression par les moindres carrés est une version
supervisée de I’ACP. Le concept de la régression PLS est de créer a partir d'un tableau de n observations
décrites par p variables, un ensemble de h composantes o h < p. A la différence de I’ACP, cette méthode
s’adapte parfaitement bien lors de I’absence de données. La détermination du nombre de composantes a
retenir est en général fondée sur un critére mettant en jeu une validation croisée ou bien est fixée

manuellement.

La PLS considére deux types de variables : la ou les variables dépendantes (notées Y;) (pour une
variable on parle de régression PLS1, pour plusieurs de régression PLS2) dont la variance est expliquée
par un nombre de variables indépendantes (notées X;). L algorithme suit trois étapes successives pour
réaliser la régression. La premiére est la recherche des m composantes principales orthogonales t; =
Xay, explicatives de leur propre groupe et bien corrélées a Y. Pour cela, et comme pour I’ACP, on cherche
les composantes principales t, = Xa, maximisant le critére de covariance Cov (Xay,y) sous des
contraintes d’orthogonalités entre t, et les t,_, autres composantes. Ensuite, le calcul de chaque

composante est effectué. Enfin I’expression de la régression en fonction de X est faite.

La PLS projette ensuite les variables indépendantes sur des composantes principales, qui a la différence
de ’ACP, sont orientées en fonction de leurs relations avec les variables. Le systéme ainsi obtenu peut-
étre analysé comme pour la PCA a I’aide des matrices de coordonnées ou de poids. Toutefois, la PLS
apporte une information supplémentaire : I’importance de chaque variable dans le modéle. Cette
importance est traduite par un indice noté VIP pour Variable Importance in the Projection permettant de
pondérer chaque variable afin de définir un modéle de prédiction. Une variable sera considérée comme

importante pour la prédiction si son indice VIP > 0.8.

3.4.3.2. Technique d’apprentissage supervisé — les séparateurs a vastes marges

Le séparateur a vastes marges ou Support Vector Machines (SVM) est une méthode
d’apprentissage supervisé (Vapnik 1998) trés utilisée dans le domaine de la bio-informatique (Noble
2006; Yang 2004). Ce type d’apprentissage sous-entend que la méthode utilise un jeu d’apprentissage
pour la création d’un mod¢éle. Chaque classe d’individus présents dans ce jeu d’apprentissage doit étre
connue. Le principe du SVM est de représenter les données par des vecteurs et a projeter ces deniers

dans un espace a plusieurs dimensions afin de déterminer si un individu choisi appartient ou non a la
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classe d’intérét. Pour cela, et grace a une étape d’apprentissage, le SVM détermine un hyperplan de
séparation entre les vecteurs appartenant (exemples) a la classe et ceux qui n’appartiennent pas a celle-
ci (contre-exemples). Il ne reste ainsi plus qu’a visualiser la position de 1’individu sélectionné par rapport

a cet hyperplan pour déterminer son appartenance au groupe (Figure 28).

Figure 28. Discrimination des données par SVM

La méthode SVM permet de discriminer les valeurs par la création d’un hyperplan de séparation (ligne rouge). Le
SVM maximise la distance entre 1’hyperplan et les exemples/contre-exemples les plus proches (vecteurs supports).
Cet espace entre I’hyperplan et les vecteurs supports permet de minimiser les erreurs de classifications lors de la
classification de données inconnues.

La force du SVM repose dans sa capacité a maximiser la distance entre I’hyperplan et les
exemples/contre-exemples les plus proches (vecteurs supports). Cet espace entre I’hyperplan et les

vecteurs supports permet de minimiser les erreurs de classification des données inconnues. Afin de

classifier les données de fagon discriminante, le SVM utilise une fonction de décision définie par :
frx—=2{-1+1}

Cette fonction associe a chaque donnée y une classe. La donnée sera un exemple si sa valeur est égale a
+1 ou sera un contre-exemple si la valeur est égale a -1. A partir de 13, il est possible de définir le risque

réel de mauvaise classification. Ce risque est défini par 1’équation suivante :

R(f)= | LIf(x),uldP(x,u)

xu
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Le risque empirique estime le nombre d’erreurs de classification dans le jeu de données
d’apprentissage. C’est pourquoi il est absolument nécessaire de connaitre la répartition des données de
ce jeu et que ce dernier soit le plus représentatif possible des données réelles. La méthode de SVM va
donc estimer la meilleure fonction minimisant le risque empirique. Cependant, si la fonction est trop
simple, les risques de mauvaise classification du jeu d’apprentissage et donc le risque empirique seront
trop grands. De méme si la fonction cherche a trop bien représenter le jeu de données, il existe un risque
de « surapprentissage » tendant a mal classer les données. C’est pourquoi il est nécessaire d’assurer un
compromis entre efficacité et généralité lors de la classification du jeu d’apprentissage. Pour pallier a ce

probléme, il est possible de calculer un indicateur de complexité de la fonction de décision.

Une fois le modele SVM mis en place grace au jeu d’apprentissage, il est possible d’utiliser le
jeu de données a classer. Comme pour le jeu de données d’apprentissage, les objets a classer sont
vectorisés et projetés dans un espace a plusieurs dimensions définies par le jeu d’apprentissage. La
détermination de la classe d’un objet est faite en fonction de sa position par rapport a I’hyperplan de

séparation.
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3.5. Méthodes appliquées dans le cadre du projet ChemPSy

Durant ma thése, deux ensembles de données ont été utilisés dans 1’élaboration du projet
ChemPSy. Initialement, le projet ChemPSy était articulé autour des données qualitatives disponibles de
la CTD. Néanmoins, la nette amélioration des résultats sur la base de données quantitative nous a
fortement incité a assembler un autre jeu de données a partir de GEO. Ainsi, si les méthodes appliquées
sur chacun de ces jeux de données sont similaires, le prétraitement des informations issues de la CTD et
de GEO est radicalement différent. C’est pourquoi je séparerai cette partie en deux : La premicre
décrivant les méthodes appliquées aux données de la CTD et une deuxiéme pour les données issues de

GEO.
3.5.1. Méthodes appliquées sur les données de la CTD

3.5.1.1. Constitution du jeu de données transcriptomique

Les données initialement utilisées dans ChemPSy proviennent de la CTD (cf. 3.2.5 Bases de
données). L’extraction des données de la CTD et leur mise a en forme ont été effectuées via un script
Tcl/Tk. Trois fichiers ont ainsi été téléchargés et formatés. Le fichier ‘chemicals-diseases’ décrit les
relations publiées entre les composés chimiques et des pathologies ou phénotypes délétéres. De la méme
maniére, le fichier ‘chemicals-genes’ centralise tous les effets sur I’expression des geénes des substances
chimiques décrits dans la littérature. Enfin, le fichier ‘genes-disease’ décrit les associations publiées entre

les génes et les pathologies ou phénotypes déléteres.

A partir de ces informations, quatre matrices ont été constituées: pos.predictive.data et
neg.predictive.data (lignes = composés, colonnes = génes) dont les cellules correspondent aux nombres
d’articles scientifiques qui référencent une induction (pos.predictive.data) ou une répression
(neg.predictive.data) de I’expression d’un géne donné (colonne) par un composé donné (ligne);
pos.topredict.data et neg.topredict.data dont les cellules correspondent au nombre d’articles
scientifiques référencant une association positive (induction de la pathologie) ou une association négative
(traitement de la pathologie) entre une pathologie humaine donnée (colonne) et un composé donné

(ligne).

De nouvelles matrices, nommeées sum, ont été créées par la soustraction des matrices pos et neg
(ex. pos.predictive.data-neg.predictive.data = sum.predictive.data). Cette nouvelle matrice permet
d’évaluer I’action d’un composé sur I’expression d’un geéne (ou d’un phénotype) d’aprés la littérature.

Enfin, la derniére étape de transformation correspond a une simplification des matrices sum en une
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matrice dite « binaire » : bin.predictive.data et bin.topredict.data. De ce fait, toutes les valeurs inférieures
a 0 prendront une valeur de « -1 » ; les valeurs égales & 0 prendront une valeur de « 0 » et celles

supérieures a 0 prendront une valeur de « 1 » (Figure 29).
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Figure 29. Travail effectué sur les données obtenues a partir de la CTD

Les matrices pos.predictive.data (A) et neg.predictive.data (B) sont les matrices dont chaque cellule correspond au
nombre d’articles scientifiques référengant une induction (pos.predictive.data) ou une répression
(neg.predictive.data) de 1’expression d’un géne donné par un composé donné. La matrice, sum est obtenue par la
soustraction des matrices pos et neg (A — B = sum.predictive.data). Les données de la matrice sum sont simplifiées
de fagon a ce que toutes les valeurs inférieures a 0 prennent une valeur de « -1 » ; les valeurs égales a 0 prennent

une valeur de « 0 » et celles supérieures a 0 prennent une valeur de « 1 ».

3.5.1.2. Analyses multivariées et classification

L’exploitation des données de la CTD a été réalisée par des analyses multivariées en utilisant le
package FactoMineR. A partir de la matrice bin.predictive.data obtenue, des ACM ont été appliquées
afin de sélectionner les composantes les plus informatives, c’est-a-dire portant au moins 80% de

I’information cumulée. Les coordonnées des individus (substances chimiques) sur les composantes
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sélectionnées sont ensuite utilisées pour les classer sur la base de leur signature toxicogénomique, les
genes étant utilisés comme des variables. Pour cela 1’outil de classification du package FactoMineR,

HCPC ou Classification Hiérarchique sur Composantes Principales a été utilisé.

L’HCPC repose sur une méthode de classification ascendante hiérarchique (CAH) classique. 11
s’agit d’une technique statistique visant a partitionner une population en différentes classes ou sous-
groupes. Cette méthode regroupe au sein d’'une méme classe les individus présentant le plus de similarités
possible afin d’obtenir une inertie intraclasse (homogénéité des distances) la plus faible possible ainsi
qu’une inertie interclasse la plus grande possible (centre de gravité de chaque classe le plus éloigné

possible).

Le principe de la CAH est de rassembler des individus selon un critére de ressemblance défini
au préalable se présentant sous la forme d’une matrice de distances, exprimant la distance existant entre
chaque individu pris deux a deux. Deux observations identiques auront une distance nulle. Plus les deux
observations seront dissemblables, plus la distance sera importante. La CAH va ensuite rassembler les
individus de maniere itérative afin de produire un dendrogramme ou arbre de classification. Cette
agrégation est obtenue par 1’utilisation de différentes méthodes, les plus classiques étant la méthode de
Ward, le saut minimum et le saut maximum. La classification est ascendante, car elle part des
observations individuelles ; elle est hiérarchique, car elle produit des classes ou groupes de plus en plus
vastes, incluant des sous-groupes en leur sein. En découpant cet arbre a une certaine hauteur choisie, on
produira la partition désirée. Cette découpe se fait en prenant en compte la perte d’inertie interclasse lors
du passage d’un systéme a n groupes a un systéme a n + x groupes. Le dendrogramme est alors coupé

avant la forte perte d’inertie du systéme.
3.5.2. Méthodes appliquées sur les données issues de GEO

3.5.2.1. Constitution du jeu de données transcriptomique

L’objectif de cette étape est de constituer un jeu de données quantitatives massif de
toxicogénomique basé sur des approches transcriptomiques. Pour cela, le dépdt de données GEO (cf.

3.2.5. Bases de données) a été utilisé.

Pour accumuler les signatures toxicogénomiques d’un maximum de substances chimiques, je me
suis focalisé sur une espéce en particulier et une technologie. Le rat a été choisi, car il s’agit d’une espéce
modéle communément utilisée en laboratoire notamment en toxicologie pour évaluer la toxicité des

substances chimiques. La technologie choisie est celle des puces a ADN de type Affymetrix Rat 230 2.0,
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trés utilisée dans des projets majeurs de toxicogénomique et permettant d’interroger I’expression de plus
de 13877 geénes. J’ai donc parcouru la banque GEO avec minutie afin de sélectionner les études les plus

appropriées effectuées en toxicogénomique utilisant le mode¢le rat et cette technologie.

A partir de ces recherches, 18 études ont été sélectionnées. A la suite du téléchargement des
fichiers bruts (format CEL), une uniformisation des informations associées a chaque étude a été effectuée
afin de pouvoir les rendre comparables entre elles. Par exemple, les unités de temps, les doses, le nom
du tissu et de I’organisme ont été uniformisés. Cette étape a également permis de standardiser le nom
des conditions expérimentales (CE) et de les attribuer a chaque fichier CEL. Une CE se définit ici comme
la combinaison d’une substance, a une dose donnée, a un temps d’exposition donné, dans un tissu donné,
dans une espéce donnée, dans une étude donnée [CE = f (Substance, Dose, Temps, Tissu, Espéce,

Etude)].

3.5.2.2. Prétraitement des données et filtration statistique

Les fichiers CEL associés a une CE donnée ainsi qu’a la condition contréle correspondante sont
normalisés afin de permettre la comparaison des données de transcriptomique et I’identification des

signatures toxicogénomiques de chaque CE.

Dans un premier temps, la qualité individuelle des fichiers bruts d’expression (fichiers CEL) a
été vérifiée manuellement. L’image de la puce est reconstituée sous R pour chaque puce (chaque fichier
CEL) afin de détecter de potentiels problémes d’hybridation. Si celles-ci représentent plus de 20% de la

surface de la puce, cet échantillon est retiré du jeu de données (Figure 30).
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(< 20%)

Figure 30. Représentation d’une puce a ADN

Représentation visuelle d’une puce a ADN. Celle-ci permet de détecter de potentielles erreurs d’hybridation. Si
celles-ci représentent plus de 20% de la surface de la puce, cet échantillon est retiré du jeu de données. A gauche,
un exemple de puce conservé dans notre jeu de donnée et a droite un exemple de puce retirée du jeu.

Les fichiers CEL restants sont ensuite normalisés par la méthode RMA (cf. 3.1.1.2
Environnement R). Au cours de cette étape, j’ai notamment utilisé 1’environnement CDF de la puce
Affymetrix Rat 230 2.0 fourni par BrainArray (Dai et al. 2005) afin d’obtenir directement une valeur
d’expression unique pour chaque geéne (Entrez gene ID) simplifiant ainsi grandement les étapes de

conversion et de comparaison des résultats.

Une fois les données normalisées, les échantillons exposés ont ensuite été comparés aux
échantillons contrdles afin d’identifier la signature toxicogénomique correspondant a chaque CE, c’est-
a-dire I’ensemble des génes dont I’expression est significativement altérée suite a une exposition a un
composé chimique. Pour cela, nous avons a la fois utilisé un seuil sur le ratio d’expression (ou fold-
change) entre la moyenne des échantillons exposés et la moyenne des échantillons contréles, mais
également un test statistique avec mode¢le linéaire d’estimation de la variance, et correction pour les tests
multiples via la librairie Limma (cf. 3.1.1.2. Environnement R). Briévement, les génes différentiellement
exprimés présentaient un log2(fold-change) > 0.585 ou < - 0.585 (correspondant a un ratio de 1.5) et une

pvalue < 0.05 (ajustée par la méthode de Benjamini-Hochberg).
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Ensuite, toutes les signatures ont été rassemblées au sein de la méme matrice avec en lignes les
genes interrogés et colonne les CE. Celle-ci est déclinée en deux exemplaires. La matrice log2fold-
change (log2FC) qui stocke pour chaque condition la valeur du fold-change du géne interrogé et une
matrice discrétisée composé de 0 quand la valeur du log2FC = 0, 1 quand le log2FC > 0 et -1 quand le
log2FC < -1. Afin de réduire cette matrice et de garder uniquement les génes et les CEs présentant des
modifications, les geénes étant altérés dans aucune CEs ont été retirés. De méme, les CEs affectant

I’expression de moins de 10 génes ont été supprimés (Réduction des matrices).

R O
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Figure 31. Réduction des matrices

Les matrices obtenues ont ¢été réduites afin de garder uniquement les génes et les CEs présentant des modifications.
Les génes étant sur ou sous exprimés dans moins d’une CE ont été retirés. De méme, les CEs affectant I’expression

de moins de 10 génes ont été supprimés.
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Une analyse exploratoire a ensuite ét¢ effectuée sur ces données. Cette derniére consiste a
appliquer sur les deux matrices une ACP ou les individus correspondent aux CEs et les variables aux
genes. L’objectif de cette étape est de réduire les matrices et ne garder uniquement les composantes

expliquant plus de 80% de la variabilité du systéme.

Au final, quatre matrices seront utilisées pour la suite de I’analyse : les matrices dites « brutes »,
c’est-a-dire la matrice log2FC et la matrice discrétisée ainsi que les matrices issues de I’ACP, ACP-

log2FC et ACP-discrétisée.

3.5.2.3. Choix des estimateurs de similitude

Afin d’estimer les distances regroupant au mieux les CEs en fonction de leurs signatures
toxicogénomiques ainsi que leurs effets toxicologiques, j’ai tenté de déterminer s’il existait une
corrélation linéaire entre la distance toxicogénomique et la distance toxicologique. On définit ici une
distance toxicogénomique la similarité évaluée par un estimateur de distance entre deux CEs sur la base
de leur signature toxicogénomique. Pour cette distance, les estimateurs utilisés sont: la distance
euclidienne, la corrélation de Pearson, le Hubert’s score, I’indice de Kappa et I’index de Jaccard. La
distance toxicologique correspond a la proximité entre deux CEs sur la base de I’annotation des
composés chimiques fournie par la CTD. Celle-ci est estimée selon I’index de Jaccard, le coefficient de

Kappa, I’Hubert score, le zscore, I’odds ratio et la concordance.

La corrélation entre les distances toxicogénomiques et les distances toxicologiques a ensuite été
calculée afin de sélectionner les deux meilleurs estimateurs toxicogénomique, c’est-a-dire le couple
d’estimateurs de distance maximisant la corrélation entre les distances toxicogénomiques et

toxicologiques.

3.5.24. Discrimination de classes de composés chimiques

L’objectif ici est de classifier les CEs en fonction de leurs signatures toxicogénomiques via
différentes méthodes de classification non supervisées. Comme pour les distances, les meilleures
techniques de classification seront sélectionnées pour la suite du projet. Afin de regrouper les CEs
présentant une signature toxicogénomique proche, trois méthodes de classification non-supervisées
distinctes (Mclust, Hopach, Dynamic tree cut) (cf. 3.1.1.2 Environnement R) utilisant les mesures de

distance préalablement sélectionnées (euclidienne, log de 1’euclidienne et corrélation) ont été utilisées.
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Si la classification obtenue n’est pas satisfaisante, c’est-a-dire si le nombre de groupes constitués
par une de ces méthodes est inférieur a 50, une méthode récursive est employée. Cette méthode consiste
a réappliquer la méthode de clustering pour chaque cluster contenant plus de 50 éléments. En d’autres
termes, si un cluster de 75 CEs est obtenu avec la méthode Mclust, Mclust est réutilisé sur ce cluster afin

de le sous-diviser en sous-groupes.

3.5.2.5. Association des classes avec des effets toxicologiques

Dans le but d’évaluer la pertinence des classes obtenues, une méthode d'association entre les
groupes de composés et les pathologies humaines a ét¢ développée. Cette étape utilise le fichier
‘chemicals-diseases’ de la CTD décrit ci-dessus (cf 3.5.1 Méthodes appliquées sur les données de la CTD
). Pour cela, les effets toxiques les plus sur-représentés dans les différents groupes sont évalués a 1’aide
de la loi hypergéométrique. Dans notre cas, un seuil de pvalue < 0,005 a été utilisé. Enfin, pour considérer

qu’un groupe est enrichi les ensembles n et r doivent contenir un nombre minimum de CEs fixé a 3.

Un enrichissement est calculé afin de déterminer quelles sont les pathologies sur-représentées
sur la base des composés présents dans le groupe (utilisation du fichier ‘chemicals-diseases’ de la CTD).
Parmi les pathologies présentes dans la CTD, le terme « perturbateur endocrinien » n’existait pas. Pour
pallier a ce probleme, j’ai effectué un état de la littérature sur les composés présents dans notre ensemble
de données afin de discriminer les substances possédant des propriétés de PE potentiels. Les effets
toxiques les plus sur-représentés dans les différents groupes sont évalués a 1’aide de la loi

hypergéométrique.

Parall¢lement, la signature toxicogénomique de chaque classe est déterminée comme étant

I’ensemble des geénes sur/sous exprimés dans au moins 80% des CEs incluses dans cette classe.

3.5.2.6. Prédiction

Cette étape cherche a définir, sur la base de la signature toxicogénomique d’un nouveau
composé, a quelle classe il se rapproche le plus. Pour cela la méthode d’évaluation de mod¢le statistique
de classification, la cross validation (cf. 3.3.2 Evaluation d’un mod¢le statistique de classification) a été
utilisée. La cross validation s’appuie sur la reclassification d’une CE en fonction soit (i) de la méthode
de SVM (cf. 3.4.3.2 Technique d’apprentissage supervisé — les séparateurs a vastes marges) ; (ii) de la
PLS (cf. 3.4.3.1 Partial least Square regression) ; (iii) de sa proximité avec le centroide des classes
(moyenne des positions de chaque individu de la classe) ; (iv) sa proximité avec le médoide des classes
(médiane des positions de chaque individu de la classe) ; (v) de sa proximité avec la position d’une autre

CE. Dans ce cas la CE a prédire est classée dans le méme groupe que la CE la plus proche.
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Pour chaque méthode, 20% du jeu de données a été utilisé comme jeu de « test » et une technique
de rééchantillonage boostrap a été¢ appliquée afin de valider la robustesse des reclassifications (une
centaine d’itérations). La sensibilité et la spécificité moyenne ont été calculées pour chaque
rééchantillonage ainsi que le taux d’erreur pour les reclassifications basées sur le centroide, médoide et

proximité de CE.
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4. Résultats et discussion

4.1. ChemPSy : un systéme de priorisation pour les

substances chimiques

4.1.1. Résultats obtenus a partir de la CTD

4.1.1.1. Création du jeu de données

La premiére étape de ce projet a consisté en 1’intégration des données de la CTD. Gréace a cela,
il est possible d’interroger 1’ensemble des associations connues (avec des publications scientifiques a
I’appui) entre les composés chimiques référencés dans cette banque et les altérations positives ou
négatives de I’expression des génes humains qu’ils induisent ou les pathologies humaines (composés
associés a des pathologies humaines ou phénotypes délétéres) parmi lesquelles des pathologies et
désordres reproductifs et de la perturbation endocrine. Les matrices pos.predictive.data et
neg.predictive.data mettent en relation les 1477 composés de la CTD avec 19360 génes avec en moyenne
140 génes activés et 111 réprimés associés a un composé. Les matrices pos.topredict.data et
neg.topredict.data associent, quant a elles, ces 1477 substances chimiques a 3336 phénotypes différents
avec en moyenne 48 phénotypes induits par composé et 28 phénotypes traités/soignés par composé. La
matrice sum.predictive.data regroupe 19351 geénes pour 1477 produits chimiques et présente une
moyenne de 30 génes exprimés (induits - réprimés) par composé. Enfin, la matrice sum.topredict.data
relie les 1477 composés aux 3336 phénotypes avec en moyenne 22 phénotypes exprimés (induits — traité)
par substance. Bien qu’informatives sur la tendance d’un composé, les matrices sum présentent un souci
d’interprétation de la valeur 0. En effet, cette valeur correspond soit a 1’absence d’association entre le
composé et le géne/pathologie, soit & la soustraction d’un nombre équivalent d’interactions négatives et
positives. Il n’est donc pas possible de définir si le 0 correspond & une absence d’informations ou bien a

la concaténation d’informations contraires.
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4.1.1.2. Classification des données

Les 1477 composés ont été regroupés dans 111 groupes a la suite d’une classification
hiérarchique précédée d’'une ACM. Pour la grande majorité d’entre elles, ces classes sont constituées
d’une ou deux substances, alors qu’un groupe particulier contient a lui seul plus de 1200 composés sur

les 1477 au total (Figure 32).
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Figure 32. Répartition des composés en fonction des 111 groupes en pourcentage
cumulé

Les 1477 composés ont été regroupés dans 111 classes. Cependant, la majorité d’entre elles sont constituées d’une
ou deux substances, alors qu’un groupe particulier (45) contient a lui seul plus de 1352 composés sur les 1477 au
total soit 91% de nombre de substance. Ceci se traduit par 1’augmentation soudaine de la courbe.

Face a I’impossibilité d’obtenir une répartition homogene des composés, d’autres techniques de
classification ont été utilisées (Mclust, Mclust récursif et Dynamic Tree Cut). Les résultats obtenus
recoupent le précédent résultat. La méthode Mclust répartit les substances en 9 groupes dont un groupe
contenant 874 composés soit 59% du jeu de donnée. La méthode récursive de Mclust répartit les
composés dans 46 groupes dont 41 constitués de moins de 5 composés et 5 de plus de 200. Dynamic

Tree Cut sépare les composés en 2 groupes : un de 1350 composés et un deuxiéme de 127.

Au vu des résultats sur les différentes techniques de classification, les stratégies utilisées ne
m’ont donc pas permis de regrouper les substances analysées en classes exploitables a partir des données

de la CTD. Une explication plausible a cela serait que les signatures toxicogénomiques de la CTD
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manquent de fiabilité, car les données a partir desquelles elles sont extraites sont (i) qualitatives plutot
que quantitatives puisqu’elles représentent un nombre d’occurrences dans la littérature, (ii) incomplétes
et hétérogénes car chaque composé a été étudié avec un protocole différent, certains a haut débit (puces
a ADN) et d’autres de maniére ciblée (PCR quantitative par exemple). Enfin (iii) les données manquantes
ne peuvent étre différenciées des absences de variation d’expression. Nous avons alors décidé de
constituer un nouveau jeu de données, basé sur les données brutes d’expériences de puces & ADN, qui

permettrait de pallier aux différents problémes rencontrés avec la CTD.
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4.1.2. Résultats obtenus a partir de GEO

4.1.2.1. Jeu de données

Suite a I’exploration du site de dépdt de données, GEO je me suis orienté vers la technologie des
puces a ADN du type « Affymetrix GeneChip Rat 230 2.0 », car celle-ci a été trés largement utilisée
dans des expériences de toxicogénomique. Cette plateforme permet d’interroger simultanément
I’expression de 13877 genes chez le rat. Dans son ensemble, le jeu de données obtenu apres
téléchargement est composé de 18 études contenant des informations sur la réponse transcriptionnelle de
7 tissus de rat (foie, rein, coeur, muscle lisse et dans une moindre mesure cerveau, testicule et ovaire) a
452 composés chimiques, pour un total de 7465 conditions expérimentales (CEs), correspondant a plus
de 26357 échantillons, et donc autant de fichiers bruts (fichiers CEL de puces Affymetrix GeneChip Rat
230 2.0) (Tableau IX).

GSE PMID Tissu Conditions expérimentales Nombre de composé
GSE10748 19212759 Cerveau 5) 1
GSE57800 25058030 Ceeur 206 88
GSE19366 21865292 Rein 24 2
GSE57811 25058030, 26260164 Rein 365 139
TG-GATEs 25313160 Rein 1363 150
GSE57815 25058030 Foie 654 200
TG-GATEs 25313160 Foie 4776 150
GSE8238 17127748 Ovaire 1 1
GSE10557 17660231 Ovaire 1 1
GSE32890 / Ovaire 1 1
GSE9480 /]l Testicule 2 1
GSE10412 19423681 Testicule 6 3
GSE10919 18042343 Testicule g 1
GSE20245 20566332 Testicule 5 2
GSE20952 / Testicule 10 10
GSE25196 21266533 Testicule 1 1
GSE57816 25058030 Muscle 42 21

Tableau IX.Résumé des données intégrées dans ChemPSy
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Parmi ces 18 études, deux d’entre elles composent la grande majorité des informations :

- DrugMatrix (Ganter et al. 2006) est un projet du National Institute of Environmental Sciences
(NIES, USA) qui a déterminé la réponse transcriptionnelle a 376 composés différents (a plusieurs doses,

a plusieurs temps d’exposition, en triplicat) dans 5 tissus chez le rat.

- Open TG-GATEs (Toxicogenomics Project-Genomics Assisted Toxicity Evaluation system)
(Igarashi et al. 2015) est le fruit de la collaboration du NIB (National Institute of Biomedical Innovation),
du NIES et d’une quinzaine de compagnies pharmaceutiques. Il répertorie les réponses
transcriptionnelles a 150 composés (a plusieurs doses, a plusieurs temps d’exposition, en duplicat) ans

le rein et le foie chez le rat.

4.1.2.2. Filtration statistique

La normalisation (RMA) et la filtration statistique (fold-change > 1.5 et test statistique Limma,
pvalue < 0.05 ajustée par la méthode de Benjamini-Hochberg) des données ont permis d’obtenir une
signature toxicogénomique pour 7076 CEs. Deux matrices de 7076 lignes (une par CE) et 13877
colonnes (une par géne interrogeable) ont alors été constituées. Dans la premiére matrice, la valeur du
log2(fold-change) a été reportée pour chaque géne dans chaque condition expérimentale. Dans la
seconde, les données ont été discrétisées. Pour une CE donnée, un géne peut avoir 3 attributs : +1 (le
géne est surexprimé suite a I’exposition, log2(fold-change) > 0.585) ; -1 (le géne est sous-exprimé suite
a ’exposition, log2(fold- change) < -0.585) ; 0 (le géne n’est pas différentiellement exprimé, 0.585 >
log2(fold-change) > -0.585). Par la suite, ces deux matrices ont été réduites en ne conservant que les
conditions expérimentales pour lesquelles la signature toxicogénomiques contenait au moins 10 geénes
dérégulés. De la méme maniére, seuls les génes présentant une variation significative dans au moins une
CE ont été conservés. Ces deux matrices finales sont donc composées de 3022 lignes (CEs) et 11434
colonnes (genes). Les 3022 CEs correspondent a 410 composés chimiques distincts. Le foie (2246 CEs)
et le rein (573 CEs) y sont les organes les plus représentés. La majorité des composés ne sont représentés
que par une seule CE tandis que d’autres sont représentés par plusieurs dizaines de CEs : 20 pour la
gentamicine (antibiotique), 29 pour le cis-platine (chimiothérapie) et 56 pour I’ethinylestradiol
(cestrogéne actif par voie orale le plus utilis¢é au monde, notamment dans la plupart des pilules

contraceptives combinées).

4.1.2.3. Sélection des meilleurs estimateurs de distance

Afin de vérifier s’il existe une corrélation linéaire entre la distance toxicogénomique (signatures

géniques) et la distance toxicologique (ontologie des composés chimiques), j’ai comparé plusieurs
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estimateurs de distance. L objectif ici étant de sélectionner les deux meilleures distances a utiliser pour

les solutions de classification afin de diminuer le nombre de méthodes a appliquer.

HG Ratio
cC DE  CC(T) Log(DE) 1] Ratio HG z Corr Kap m Z(m nm m
T, T

PCABIN - Corr 0,24 0,20 0,19 0,19 0,15 0,15 0,14 0,14 0,14 0,12 0,06 0,06 0,07 0,07

PCALOG2FC-Corr 023 019 019 018 014 014 014 014 014 012 007 007 007 007
AR-ME @8 o i Gl 6B @gd8 0l @i o iR @0 60 QY G
BIN-HG(T) 016 011 015 010 013 013 014 014 014 012 010 010 009 009
Eller G043 MR 0i @k G 08 @l 09 g 0l 0l ol 080 66

BIN-Z(T) 016 011 015 010 013 013 014 014 014 012 010 010 009 009
EHE-Ern @08 0 0dF @ @0 048 0 81 @ 04 0 6W 05 6
BIN-Corr 015 010 013 009 013 013 014 014 014 011 010 010 009 009
OO @5 G @ G 0 GiR GR @i 0 GK @8 00 G0 G5 6@
BIN-Ratio(T) 045 010 014 009 012 012 014 014 014 011 010 010 009 009
A=) @ OfR GE @9 0 GiR GR @R 0 B 08 069 G O @@

BIN - Ratio 0,14 0,09 0,13 0,09 0,12 0,12 0,13 0,13 0,13 0,11 0,09 0,09 0,09 0,09
BIN-CC(T) 005 002 005 002 006 006 006 006 006 006 005 005 004 004
BIN-CC(T) 004 001 004 001 007 007 008 008 008 007 006 006 005 005
LOG2FC-DE -012 0,090 -009 009  -008 -008 -0,08 -008 -008 -007 -001 -001 002 -002
PCALOGZFC-DE -0,12 -0,09 -009 -009 -008 -0,08 -008 -008 -008 -007 -002 -0,02 -002 -0,02
BIN-Kap 012 016 -040 15 003 -003 0,03 -003 -003 001 002 002 002 002
BIN-DE -015 -0,13 -012 -013 -009 -0,09 -009 -009 -009 -007 -001 -0,01 -0,02 -0,02
PCABIN-DE 015 -013 -012 013 -009 -009 -009 -009 -009 -007 -001 -001 -002 -002
LOG2FC - Log(DE) 0,18 -015 -014 015 010 -010 -010 -010 -0,10 -009 -003 -003 -004 -004
PCALOG2FC - Log(DE) -0,18 -0,15 -0,15 -015 -011 -0,11 -0,10 -010 -0,10 -0,09 -0,03 -003 -004 -004
BIN-Llog(DE) -020 -0,18 -016 -017 -011 -011 -011 -011 -011 -009 -002 -0,02 -0,03 -0,03

-0,20 -0,18 -0,16 -0,17 SCCLEEE OIS0 0 XL O 0 (10 R 1 02 0 02 S (03 B 0,03

Tableau X. Corrélations entre les estimateurs mathématiques de similarité toxicogénomique et

d’effets toxicologiques.

Plusieurs mesures de similarité (Corr : corrélation de Pearson ; HG : Hubert’s gamma score ; JI : index de Jaccard ;
CC : concordance ; DE : distance euclidienne ; Kap : distance de Kappa ; Z : Zscore ; Ratio : Odd ratio) ont été
utilisées pour estimer la proximité entre deux composés chimiques du point de vue de leurs signatures
toxicogénomiques et de leurs signatures toxicologiques. La relation linéaire entre ces mesures de proximité
toxicogénomique (lignes du tableau) et toxicologique (colonnes) a ensuite été évaluée par un calcul de corrélation
(intersection entre une ligne et une colonne). Concernant les signatures toxicogénomiques, les quatre matrices
décrites dans le corps du texte ont été utilisées : BIN, Matrice binaire (-1,0,1) ; PCABIN, résultat de I’ACP sur la
matrice binaire ; LOG2FC, Matrice log2 fold change ; PCALOG2FC, résultat de I’ACP sur la matrice log2 fold
change. Les noms de colonnes et de lignes annotés « T » (pour TRUE) indique que les mesures de similarité ont été
calculées sur des valeurs pondérées. L objectif est de diminuer la contribution des génes et des effets toxicologiques
fréquemment retrouvés dans I’ensemble des signatures toxicogénomiques et toxicologiques. Ainsi, un géne dérégulé
dans de nombreuses conditions expérimentales aura un poids moins important qu’un géne dérégulé dans peu de

conditions expérimentales.
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Ceux-ci ont montré une grande disparité dans les résultats obtenus (Tableau X), et les distances
toxicogénomiques présentant la meilleure relation linéaire avec les effets toxicologiques se sont avérées
étre la corrélation de Pearson (corrélation proche de 1) et la distance euclidienne (corrélation minimum).
Ces deux estimateurs ont donc été choisis pour les étapes ultérieures du projet. Par ailleurs, cette étape a
permis de vérifier I’hypothése générale de mon projet de thése, a savoir que deux substances chimiques
possédant des signatures toxicogénomiques proches, voire trés proches, sont associées a des effets

toxicologiques similaires.
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4.1.2.4. Classification

Cette étape regroupe les CEs en fonction de leurs signatures toxicogénomiques par [’utilisation

de différentes méthodes de classification non supervisées (Mclust, Hopach, Dynamic tree cut).

La classification directe des CEs, sans utilisation de la récursivité a permis d’obtenir les résultats
présentés dans le Tableau XI. Une évaluation des méthodes de classification a également été réalisée :
I’objectif est ici d’éviter d’obtenir, comme précédemment avec la CTD, un groupe contenant la majorité
des CEs et la majorité des classes restantes ne contenant qu’une poignée de CEs. Pour cela les méthodes
de classification ont été utilisées avec leurs parameétres de base sur les matrices « brutes » et issues de

I’ACP, sans étre préalablement converties en matrices de distance euclidienne et de corrélation.

A

Mclust Hopach Dynamic Tree Cut

Log2(Fc) Discrétisée Log2(Fc) Discrétisée Log2(Fc) Discrétisée

Matrice 9 9 33 / 21 18
« brute »
Matrice 10 8 35 12 a7 18
ACP
B
Mclust Hopach Dynamic Tree Cut

Log2(Fc) Discrétisée Log2(Fc) Discrétisée Log2(Fc) Discrétisée

Matrice 336 336 91 / 143 377

« brute »

Matrice 302 377 86 251 64 167
ACP

Tableau XI. Résultat de la classification des CEs sans récursivité

A — Nombres de groupes obtenus pour chaque méthode sur les quatre matrices (discrétisée, log2fc, PCA-discrétisée,
PCA log2fc). B — Nombre moyen de CEs par cluster pour les différentes méthodes de classification. La méthode
Hopach n’est pas compatible avec la matrice discrétisée « brute », c’est pourquoi aucun cluster n’est obtenu avec

cette technique.
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Au final 210 clusters sont obtenus contenant en moyenne 230 CEs par cluster. Pour chacune des
méthodes de classification appliquée, le nombre de clusters est toujours inférieur a 50 classes. Ce nombre
de classes est trop faible pour discriminer des signatures toxicogénomiques homogeénes qui permettaient
de suffisamment bien prédire les effets toxicologiques. C’est pourquoi j’ai finalement utilisé ces mémes
méthodes de maniére récursive, afin d’améliorer la granularité des solutions de classification (Tableau

XII).

A
recMclust recHopach recDynamic Tree Cut
Log2(Fc) Discrétisée Log2(Fc) Discrétisée Log2(Fc) Discrétisée
Matrice 100 70 88 / 60 45
« brute »
Matrice 1ils 89 92 43 117 118
ACP
B
recMclust recHopach recDynamic Tree Cut
Log2(Fc) Discrétisée Log2(Fc) Discrétisée Log2(Fc) Discrétisée
Matrice 30 43 34 / 50 67
« brute »
Matrice 26 33 32 70 26 25
ACP

Tableau XII. Résultat de la classification des CEs avec récursivité

A — Nombres de groupes obtenus pour chaque méthode récursive sur les quatre matrices (discrétisée, log2fc, PCA-
discrétisée, PCA log2fc). B — Nombre moyen de CEs par cluster pour les différentes méthodes de classification
récursive. La méthode Hopach n’est pas compatible avec la matrice discrétisée « brute », ¢’est pourquoi aucun cluster
n’est obtenu avec cette technique.

Au regard de ces résultats, j’ai finalement choisi les solutions de classification de la méthode
DynamicTreeCut, car celle-ci offrait le meilleur rapport nombre de CE par groupe (matrice PCA-
discrétisée). Cette technique de classification a ensuite été relancée sur la matrice PCA-discrétisée
préalablement convertie en matrice de distance euclidienne et en matrice de corrélation. Ainsi 95 groupes
sont créés a partir de la méthode DynamicTreeCut en utilisant la distance euclidienne et 104 en utilisant

la corrélation.
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4.1.2.5. Evaluation de la classification

Pour chaque méthode de classification, la pertinence des groupes a été évaluée en mesurant le
degré de variabilité intragroupe. En effet, les méthodes que j’ai utilisées cherchent a classer toutes les
CEs dans un groupe, quitte a ce que la pertinence de ce groupe soit contestable. Cela peut ainsi donner
lieu a la création dans le groupe d’un point éloigné de son centre pouvant par la suite conduire a des
erreurs d’interprétation ou de prédiction. Pour chaque CE, j’ai ainsi déterminé quelles sont les CEs les
plus proches en termes de distance. Les courbes d’agglomération obtenues permettent alors d’estimer si
la CE a été correctement classifiée ou si sa présence est au contraire due au hasard. Une condition est

considérée comme bien classifiée si I’aire sous la courbe (AUC) est supérieure a 0,8 (Figure 33)

TGGATE+LIVER+acetaminophen+F0+1000_mgkg+8_day
(AUC cor: 0.943 , AUC log.euc: 0.972)
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Figure 33. Exemple de courbe de classification d’une CE

Représentation de la validité de la classification d’une CE. Les CEs sont ordonnées de la plus proche a la plus
¢loignée de celle étudiée en utilisant la corrélation (courbe orange) et la distance euclidienne (courbe bleue). Pour
chaque CE appartenant au méme groupe que la CE ¢étudiée, la position dans la liste ainsi que le nombre cumulé de
CE retrouvée sont reportés sur le graphique. Pour évaluer la classification de la CE, 1’aire sous la courbe est calculée

(AUC). Une AUC > 0.8 signifie une bonne classification de la CE.
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Au regard des courbes individuelles des CEs, I’estimation de la meilleure distance de
classification est déterminée par le calcul de la moyenne des aires sous la courbe (AUC) individuelle de
chaque CE (Figure 34). Si la distance euclidienne et la corrélation ont toutes les deux permis de classifier
les CEs de fagon uniforme (en termes de nombre de classes obtenues et de nombre de CEs par classe), il
est en revanche intéressant de noter que la classification obtenue par la corrélation est plus précise et plus

homogene que celle obtenue avec la distance euclidienne.
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Figure 34. Estimation de la meilleure distance de classification

Boxplot de la moyenne des AUC des CEs pour le log de la distance euclidienne (bleu) et la corrélation (orange).
L’AUC individuelle de chaque CE est reportée pour le log de la distance euclidienne (bleu) et la corrélation (orange).

La corrélation donne une classification plus précise et homogene que la distance euclidienne.
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4.1.2.6. Sélection des groupes d’intéréts

La sélection de groupes de composés pertinents pour la perturbation endocrinienne et/ou la
reprotoxicité a été faite via 1’application de plusieurs critéres : seuls ceux présentant une signature
caractéristique comprise entre 10 et 120 genes et regroupant entre 2 et 10 composés (et non CEs) associés
significativement (sur-représentation) aux termes « Endocrine disorders », « Gonadal disorders » ou «
Testicular diseases » ont été sélectionnés. Cette sélection permet de s’ intéresser uniquement aux clusters
les plus spécifiques, c’est-a-dire ceux qui vont potentiellement regrouper des molécules dont I’action est
similaire. Elle a mis en évidence 3 groupes d’intéréts. Les courbes de classification des CEs de chacun

de ces groupes sont disponibles en Annexe.

Le premier groupe sélectionné est constitué de 42 CEs, obtenues dans le foie et regroupées en
utilisant la corrélation. Ce groupe est constitué de 8 molécules différentes correspondant a 42 CEs et
présente une signature génique de 108 génes. Ce groupe agglomére des médicaments a base d’hormones
stéroidiennes de synthése ainsi que des hormones stéroidiennes bien souvent utilisées dans les pilules
contraceptives (Tableau XIII). Il est donc possible ici que les composés se soient regroupés sur la base
d’une signature toxicogénomique caractéristique d’un impact sur la stéroidogenése ou de ’action sur les
récepteurs stéroidiens. Ceci peut étre confirmé par la présence des génes CYP3A18 (famille de cyP450)
intervenant au sein de stéroidogenése (Nagata et al. 1996), CREM impliqué dans I’expression du géne
StAR (Manna et al. 2002) et Paqr7 codant pour des récepteurs a la progestérone. La modification de la
stéroidogenese étant souvent associée aux pathologies testiculaires, et dans un contexte d’identification

de potentiels perturbateurs endocriniens, I’obtention de ce groupe est particuliérement intéressante.

Nom MeSH ID PE avéré Type Description

Ethinylestradiol D004997 i Médicament Dérivé de synthése de |'estradiol utilisé dans la majorité des pilules
contraceptives

D008777 / Médicament Forme synthétique de la testostérone utilisée pour traiter les hommes

Methyltestosterone P .
¥ avec une déficience en testostérone

D004958 / Hormone Dérivé de |a testostérone nécessaire au maintien de la fertilité et des

R-estradiol 4 :
caracteres sexuels secondaire chez la femme

D004054 / Médicament Ostrogénique puissant utilisé dans les années 40 pour diminuer le nombre

Diethylstilbestrol
v de fausse couches

Estriol D004964 /I Hormone Estrogéne produit par le placenta
Fluconazole D015725 / Fongicide Anti fongique utilisé pour traiter les infections
D008656 Danish Médicament Estrogéne de synthése utilisé dans la pilule contraceptive
Mestranol EPA
Norethindrone D009640 / Médicament Progestatif de syntheése utilisé dans la pilule contraceptive

Tableau XIII. Molécules du premier groupe sélectionné.
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Il est également a noter la présence d’un composé assez différent du reste du groupe : le
fluconazole. Le fluconazole est un médicament antifongique de synthése, apparenté a la famille des
imidazoles. Son action antifongique s'exerce en inhibant une enzyme appartenant a la superfamille du
cytochrome P-450 (14-déméthylase) entrainant la diminution de la synthése de I'ergostérol, composant
de la membrane cellulaire du champignon, indispensable a sa croissance. Récemment des études portées
sur le fluconazole ont mis en avant 1’utilité de cette molécule dans le traitement médicamenteux de la
maladie de Cushing (Burns, Christie-David, and Gunton 2016). Cette maladie se développe lors d’une
surproduction du cortisol par les glandes surrénales et peut étre traitée soit par ablation de ces glandes
soit par traitement chimique. Dans ce cadre, une étude a montré que le fluconazole inhibe la production
de la 11-Bhydroxylase, enzyme impliquée dans la stéroidogenése en catalysant la transformation du 11-
deoxycortisol en cortisol. Cette étude a également mis en avant que le fluconazole exerce un effet sur le
transporteur du cholestérol Star et I’enzyme de clivage de sa chaine latérale la Cypl11A1. Au vu de ces
effets, il est finalement cohérent que le fluconazole ait été regroupé au sein d’un groupe de molécules
agissant sur la stéroidogeneése. Par ailleurs, la courbe d’agglomération du fluconazole montre clairement

que I’inclusion de cette molécule dans ce groupe n’est pas une erreur (Figure 35, courbe orange).

GSE57815+LIVER+fluconazole+F0+394_mgkg+.25_d
(AUC cor: 0.953 , AUC log.euc: 0.314)

100
1
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1
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40

20
1

T T T T T T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000

Closest Conditions (ordered)

Figure 35. Classification du fluconazole a 394 mg/kg, 6 heures

Courbe d’agglomération de la CE impliquant le fluconazole a 394 mg/kg, 6 heures (selon la corrélation en orange et
le log de la distance euclidienne en bleu). Ce groupe a été obtenu en utilisant la corrélation de Pearson. L’AUCcor

> 0.8 de la courbe de corrélation indique que la CE n’a pas été classé dans ce groupe au hasard.
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Notre deuxieme groupe d’intérét est constitué de 27 CEs obtenues dans le rein, et correspond a

cinq composés (Tableau XIV).

Nom MeSH ID PE avéré Type Description
Clofibrate D002994 / Médicament Hypolipémiant
Bezafibrate D008777 / Médicament Hypolipémiant
Fenofibrate D011345 /7 Médicament Hypolipémiant
Fénoproféne D005279 / Médicament Anti-inflammatoire non stéroidien
Gemfibrozil D015248 i Médicament Hypolipémiant

Tableau XIV. Molécules présentes dans le second groupe

Ce groupe est représenté en majorité par des fibrates. Ces derniéres années, les fibrates ont été
sujets a de nombreuses investigations afin de déterminer leur potentiel de PE (Mimeault et al. 2005) et
parmi les molécules sélectionnées, le bezafibrate a déja été identifié comme potentiel PE (Hara et al.
2011; Velasco-Santamaria et al. 2011). En effet, les fibrates vont agir sur les récepteurs activés par les
proliférateurs de peroxysomes (PPARSs) et plus spécifiquement les PPARs a. Ces derniers appartiennent
a la superfamille des récepteurs nucléaires qui sont des facteurs de transcription activés par des ligands
dont I’isoforme o joue un réle dans la régulation du métabolisme des lipoprotéines et de la réponse
inflammatoire (Desvergne and Wahli 1999). Si I’action des PPARs a n’est pas limpide, certaines études
semblent mettre en avant une implication de ces récepteurs sur la stéroidogenése (Toda et al. 2003) et
plus particuliérement sur les cellules de Leydig ou ils suppriment le transport du cholestérol dans la

mitochondrie (Gazouli et al. 2002).

A ces 4 fibrates est également associé un anti-inflammatoire non stéroidien (AINS), le
fénoproféne. Tout comme certains AINS, il s’agit d’un inhibiteur de la prostaglandine g/h synthétase ou
cyclo-oxygénase, enzyme clé dans la biosynthése des prostaglandines. Les prostaglandines sont des
molécules de signalisation impliquées dans de nombreux processus métaboliques tels que la prolifération
cellulaire, la différenciation, I’apoptose ou la réponse inflammatoire. Certaines études ont par ailleurs
démontré que I’activation des PPARs o lors d’une inflammation pouvait étre a ’origine d’une inhibition
de la syntheése de molécules pro-inflammatoires telles que les prostaglandines (Poynter and Daynes
1998). Cela pourrait expliquer le fait que le fénoproféne puisse &tre associé a la perturbation
endocrinienne et soit regroupé au sein d’un groupe fibrates. Ici encore, aprés vérification de la courbe
d’agglomération, le regroupement du fénoproféne avec les autres composés du groupe apparait

clairement ne pas étre di au hasard (Figure 36, courbe orange).
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GSE57811+KIDNEY+fenoprofen+F0+52_mgkg+1_d
(AUC cor: 0.961 , AUC log.euc: 0.874)
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Figure 36. Courbe de classification du fénoproféne a 52 mg/kg, 1 jour

Courbe d’agglomération de la CE impliquant le fénoproféne a 52 mg/kg, 1 jour (selon la corrélation en orange et le
log de la distance euclidienne en bleu). Ce groupe a été obtenu en utilisant la corrélation de Pearson. L’AUCcor >

0.8 de la courbe de corrélation indique que la CE n’a pas été classé dans ce groupe au hasard.
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Enfin le troisiéme groupe, plus hétérogéne au niveau de ses composés, regroupe neuf molécules
pour 21 CEs obtenues dans le foie avec la distance euclidienne. Ce groupe rassemble plusieurs composés
ne présentant pas un mécanisme d’action partagé. Si certaines molécules ont tendance a agir de la méme
maniére, comme la phénacétine et I’acétaminophéne par exemple, les autres substances ont a priori des

mécanismes propres. (Tableau XV).

Nom MeSH PE Type Description
ID avéré
Acétaminophéne D000082 / Médicament Antalgique le plus utilisé dans le monde
N D001969 / Composé Hydrocarbure bromé utilisé comme additif dans I'essence
Bromobenzéne .
organique
Butylated D002083 TEDX Additif alimentaire Utilisé comme anti oxydant dans I'industrie alimentaire
hydroxyanisole
Chlormezanone D002720 / Médicament Anxiolytique
Dantroléne D003620 / Médicament Myorelaxant
Ethionamide D005000 / Meédicament Antibiotique utilisé contre la tuberculose
Flutamide D005485 / Médicament Anti-androgéne non stéroidien utilisé pour le cancer de la prostate
Methimazole D008713 / Médicament Antithyroidien
Phénacétine D010615 / Médicament Analgésique

Tableau XV. Molécules présentes dans le troisiéme groupe

Malgré son hétérogénéité apparente, ce groupe est particuliérement intéressant, car sur les 9
molécules dont il est composé, le butylated hydroxyanisole est un PE avéré tandis que quatre autres sont

des PE suspectés et/ou en cours d’étude dans notre laboratoire :

Acétaminophéne : plusieurs études épidémiologiques ont montré I’impact de I’acétaminophéne
chez la femme enceinte sur la prévalence d’une cryptorchidie chez les nouveau-nés (Snijder et al. 2012;
Jensen et al. 2010; S?verine Mazaud-Guittot et al. 2013) ainsi que son effet anti-androgéne sur le testicule
(Kristensen et al. 2012).

Butylated hydroxyanisole : I’effet PE de cet antioxydant n’est pas assez documenté pour
affirmer avec exactitude s’il posséde une action sur le SE ou non (Pop, Kiss, and Loghin 2013).
Cependant, de forts soupgons peésent sur cette molécule quant a son effet (anti) oestrogénique et (anti)

androgénique (Kang et al. 2005; Jobling et al. 1995).

Ethionamide : plusieurs études de cas ont mis en évidence la possible implication de cette
molécule dans le développement d’hypothyroidies surement dues a son action sur la Thyroid stimulating

hormone (Drucker et al. 1984; Mallela et al. 2015).
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Flutamide : I’action du flutamide sur les récepteurs des androgénes présents au niveau de la
prostate en fait un potentiecl PE (Sogani, Vagaiwala, and Whitmore 1984). Ceci est d’autant plus
problématique que de faibles doses de cette molécule peuvent étre retrouvées dans les eaux de surfaces
(Shi et al. 2016). Enfin, certaines études imputent au flutamide 1’apparition de pathologies génitales

males comme 1’hypospadias (Sinclair et al. 2017).

Methimazole : ce médicament utilisé en cas d’hyperthyroidie dont I1’action goitrigéne
(perturbation des hormones thyroidiennes) est bien connue. Il agit directement sur la synthése
d’hormones thyroidiennes et plus particuliérement sur la thyroid peroxidase, enzyme majeure dans la

conversion de la tyrosine en hormones thyroidiennes T3 ou T4 (Song et al. 2012).

Cependant il faut noter que parmi les 21 CEs composants ce groupe, seule une seule présente
une AUC au-dessus de 0.8. La moyenne du groupe se trouvant a 0.712 et la médiane a 0 .714. Cela peut
s’expliquer par le fait que le groupe a été aggloméré en utilisant le log de la distance euclidienne,

métrique présentant les groupes les plus hétérogénes.

Malgré des AUC inférieures a notre seuil, on peut dire que les CEs n’ont pas été regroupées au
hasard. Qui plus est, cette classe comporte de nombreux perturbateurs endocriniens suspectés, c’est

pourquoi j’ai décidé de garder ce groupe dans ma sélection.

4.1.2.7. Validations expérimentales

Nous travaillons actuellement a 1’évaluation expérimentale de 22 substances extraites de la
sélection de groupes dont le bromobénze, le chlomezanone, le dantroléne et le phénacétine molécules

extraites du troisieme groupe de sélection et associés avec des PE.

Cette validation s’inscrit dans le cadre du projet MASSIVE ATTACK, Iui-méme dans la
continuité¢ directe de ChemPSy. Il ambitionne d’étudier 1’apport des signatures métabolomiques et
transcriptomiques dans 1’évaluation des risques sanitaires cumulés. Il s’agit d’évaluer les performances
de classification et de priorisation de ChemPSy en y intégrant de nouvelles données transcriptomiques
et métabolomiques non ciblées d’une centaine de molécules (dont les 22 sélectionnées) par 1’utilisation

de cultures cellulaires, en particulier la lignée NCI-H295R.

La premiére étape de validation consiste a déterminer la dose minimale non cytotoxique des
molécules par criblage in vitro uniformisé sur un plateau automatisé de cultures et de tests cellulaires
(plateforme ImPACcell, Rennes). Chaque molécule sera testée a plusieurs concentrations et une analyse
métabolomique sera réalisée sur la dose minimale non cytotoxique afin de déterminer la présence d’un

effet sur la testostérone. L’impact sur la sécrétion de testostérone par la lignée NCI-H295R sera le critere
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principal retenu comme indicateur de perturbation endocrinienne. Les molécules n’ayant aucun effet PE

sont retirées du set de substances a tester.

La seconde étape consistera au méme criblage in vitro des molécules restantes a minima a 6
doses et en quadruplicat selon le protocole de ’OCDE (Ligne Directrice n°456). Puis, la signature
métabolomique et (notamment stéroidomique) sera ensuite déterminée et analysée dans les milieux de
culture (Laboratoire d'étude et de recherche en environnement et sant¢ — LERES, Rennes) afin de
modéliser les relations doses-réponse pour chaque molécule. De ces courbes, la concentration effective
et notamment la EC50, concentration de la substance entrainant une modification de réponse de 50 %

par rapport au t¢émoin dans une expérimentation donnée, seront estimées.

Les molécules présentant un effet de perturbation endocrinienne in vitro seront a nouveau testées
en triplicat sur la lignée NCI-H295R, aux CE50s retenues. Les ARNs seront extraits pour 1’analyse
toxicogénomique et les milieux de culture prélevés pour 1’analyse métabolomique finale. Les ARNs
extraits permettront de définir la signature toxicogénomique de chaque substance en utilisant la

technologie du 3’ Digital Gene Expression Sequencing (3> DGE-seq).

4.1.2.8. Prédiction des effets de nouveaux composés

L’objectif ici est de tester notre classification et de déterminer une méthode pour prédire a quel
groupe appartient un nouveau composé sur la base de sa signature toxicogénomique. A défaut d’utiliser
une signature extérieure au jeu de données, j’ai utilisé¢ les CEs déja présentes et tenté de les reclasser
selon différentes méthodes. Pour chacune des quatre matrices, la sensibilité, la spécificité, le taux
d’erreur ainsi que le taux de réussite (1-taux d’erreur) ont été obtenues (centroide, médoide, et par CE la
plus proche). Pour les méthodes de SVM et de PLS, uniquement la sensibilité et la spécificité ont été

obtenues.

Le Tableau XVI résume la spécificité et la sensibilité moyenne pour chaque technique, matrice
et distance. Cette moyenne est obtenue par le calcul de la sensibilité et de la spécificité moyenne de
chaque groupe et pour chaque randomisation. Si les valeurs sont proches les unes des autres, on note tout
de méme qu’en moyenne les méthodes basées sur le centroide et le médoide présentent de meilleurs
résultats en terme de spécificité. Pour ce qui est de la sensibilité, les méthodes de SVM, PLS et de
centroide présentent les meilleurs résultats. On note également qu’il est plus facile de détecter les vrais
positifs et les vrais négatifs sur les matrices log2-(fold-change) en utilisant la corrélation. De méme, la
méthode de reclassification en fonction des CEs les plus proches présente de moins bons résultats avec

la distance euclidienne, par rapport aux techniques de centroide et médoide, et aux techniques utilisant
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la corrélation. Ceci s’explique par le fait que lors de la classification, une CE peut avoir été associée a
un groupe plus par défaut que par similarité. Cette CE n’est pas représentative du groupe et peut étre,

lors d’une représentation spatiale, trés éloignée du centroide de sa classe.

A

Distance Euclidienne Corrélation de Pearson
Spécificité ot (o Matrice Matrice Mo Mot Matrice Matrice WS FEr
SR PCA PCA SR PCA PCA 3
discrétisée lof2fc Al discrétisée lof2fc A i méthode
discrétisée log2fc discrétisée log2fc
SVM 0.858 0.846 0.859 0.846 0.832 0.832 0.832 0.832 0.842125
PLS 0.801 0.807 0.801 0.807 0.799 0.814 0.799 0.814 0.80525
Centroide 0.991 0.991 0.991 0.991 0.998 0.997 0.997 0.997 0.994125
Médoide 0.991 0.991 0.991 0.991 0.996 0.996 0.998 0.997 0.993875
CEs la plus 0.990 0.990 0.990 0.990 0.998 0.998 0.998 0.998 0.994
proche
Moyenne
par 0.9262 0.925 0.9264 0.925 0.9246 0.9274 0.9248 0.9276
matrice
Distance Euclidienne Corrélation de Pearson
Sensibilité Matrice Matrice Matrice Matrice Matrice Matrice Matrice Matrice VEETE R
s PCA PCA SiEmEie PCA PCA :
discrétisée lof2fc h discrétisée lof2fc i) ! méthode
discrétisée log2fc discrétisée log2fc
SVM 0.940 0.932 0.935 0931 0.939 0.846 0.939 0.944 0.93825
PLS 0.960 0.950 0.960 0.950 0.942 0.938 0.942 0.937 0.947375
Centroide 0.878 0.868 0.871 0.877 0.930 0.927 0.926 0.922 0.899875
Médoide 0.879 0.878 0.884 0.879 0.908 0.910 0911 0.910 0.894875
CEs la plus 0.839 0.839 0.837 0.836 0.903 0.903 0.909 0.902 0.871
proche
Moyenne
par 0.8992 0.8934 0.8974 0.8946 0.9244 0.9248 0.9254 0.923
matrice

Tableau XVI. Spécificité et sensibilit¢ moyenne pour chaque technique de classification

Pour chaque matrice et chaque distance, la spécificité (table A) et la sensibilité (table B) des groupes sont
déterminées en fonction de la technique utilisée (SVM, PLS, centroide, médoide et CEs la plus proche). La moyenne

des sensibilités et spécificités individuelle des groupes est ensuite calculée et reportée dans le tableau.
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Les courbes d’erreurs (Figure 37) et de réussite (Figure 38) permettent de se rendre compte de
la robustesse des groupes ainsi que des méthodes de classification. En classifiant de nouveau les CEs, le
groupe associé a la prédiction est bien celui d’origine de la CE dans 73% des cas pour la corrélation et
dans 56% pour la distance euclidienne, toutes matrices et méthodes confondues. Le groupe d’origine de
la CE, si ce n’est pas le groupe le plus proche, se trouve dans les 5 premiers groupes, dans 92% des cas

pour la corrélation et dans 76% des cas pour la distance euclidienne, toutes matrices et méthodes

confondues ici aussi.

Matrice log2fc Matrice discrétisée
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Figure 37. Courbe d’erreur cumulée de la reclassification

Pour chaque distance (euclidienne : bleue, corrélation : orange) le taux d’erreur de reclassification a été
calculé en fonction de la position du groupe d’origine en utilisant soit la matrice log2fc (A), la matrice ACP-log2fc

(B), la matrice discrétisée (C), la matrice ACP-discrétisée (D)
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Figure 38. Courbe de pourcentage de réussite cumulé de la reclassification

Pour chaque distance (euclidienne :

bleue, corrélation :

orange) et pour chaque méthode, le taux de réussite de

reclassification est représenté en fonction de la position du groupe d’origine des CEs en utilisant soit la matrice

log2fc (A), la matrice ACP-log2fc (B), la matrice discrétisée (C), la matrice ACP-discrétisée (D).
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A partir de la classification des données obtenues et en fonction des matrices, il est possible par
I’intermédiaire de ces différentes méthodes, en utilisant de préférence la corrélation sur les matrices log2-
(fold change), de prédire le groupe le plus proche de la signature toxicogénomique d’un nouveau

composé et ainsi lui inférer les phénotypes sur-représentés dans ce groupe.

Il faut toutefois nuancer les résultats obtenus par la SVM et la PLS. En effet ces techniques
nécessitent un jeu d’apprentissage pour définir les bornes du groupe. Aussi, récupérer 20% des CEs de
chacune de ces classes peut devenir problématique, notamment quand le groupe est composé de peu de
CEs. Si cela n’empéche, pas dans la majorité des cas, la SVM de classifier correctement la CE de test,
I’intervalle de confiance a 95% de cette classification peut étre compris, en fonction du groupe, entre
2,5% et 27%. Pour éviter ce type de problémes, il est nécessaire d’utiliser un jeu de données plus

important.
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4.1.3. Conclusion et perspectives du projet ChemPSy

Le processus d’évaluation des risques chimiques est aujourd’hui un challenge pour les autorités
compétentes et implique un fort investissement de temps et d’argent pour pointer du doigt les effets
néfastes des substances chimiques. Dans ce cadre, 1’utilisation de la toxicologie computationnelle
présente de nombreux avantages pour orienter ces évaluations. Elle est actuellement utilisée pour le
développement de signatures prédictives (Martin et al. 2011). Dans cette optique, le projet ChemPSy a
permis de regrouper des composés chimiques sur la base de leurs signatures toxicogénomiques.
L’utilisation des méthodes développées au sein de ce projet peut étre le point de départ d’une nouvelle
approche pour 1’aide a la décision afin d’orienter I’évaluation des risques chimiques. Il a de ce point de
vue donné pleine satisfaction et s’est montré riche d’enseignements. D’une part, celui-ci nous a permis
de réaliser que les données disponibles dans les banques de toxicogénomique, telles que la CTD, ne
permettaient pas de développer des approches prédictives efficaces (sur la base des méthodologies
testées). D’autre part il a mis en évidence I’importance et les limitations de la fouille de données et de
leur standardisation. La constitution du jeu de données quantitatives représente la premiére limitation.
En effet pour sa mise en place plusieurs dépots de données ont dii étre consultés, tous publics, mais pas
forcément tous connus. Si les données issues de I’analyse DrugMatrix sont facilement accessibles, celles
d’Open TG-GATEs le sont beaucoup moins. Il a fallu les télécharger depuis le site du consortium TG-
GATEs, site de base en japonais. Il est alors facile de comprendre le probléme rencontré par les
biologistes face a ce stockage épars des informations. La deuxiéme limitation soulevée et sans doute la
plus importante est celle de la standardisation des données. Aprés extraction des informations d’intérét,
il est en effet nécessaire de supprimer les informations redondantes et de compléter celles manquantes
(Audouze and Taboureau 2015). Cette tache difficilement automatisable est d’autant plus difficile a
mettre en place que la plupart du temps ces informations ne sont pas uniformisées. En effet, le
vocabulaire utilis¢é pour décrire les données difféere d’une expérience a une autre. En toxicologie,
I’exemple le plus flagrant est celui du nom des composés chimiques. Selon les publications, le nom usuel
de la molécule pourra étre utilisé, mais il n’est pas rare de retrouver plutét son numéro CAS (Chemical
Abstracts Service) ou encore son synonyme. Par exemple 1’estradiol peut étre présenté sous le beta-
estradiol, B-estradiol, 17beta-estradiol, 17B-estradiol, (Estradiol ou encore par son CAS 50-28-2. Face a
la multiplication de ces problémes, de nombreuses solutions sont mises en place que ce soit pour la
standardisation des composés chimiques (Eltyeb and Salim 2014), des génes (Yates et al. 2017) mais

également de I’activité biologique des substances (Mathias et al. 2013).
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Si les premiers résultats sont encourageants, il reste de nombreuses améliorations a apporter a la
méthodologie développée. La premiére consiste a uniformiser les signatures. En effet, lors de la
classification, nous avons pu observer une tendance a regrouper les CEs non pas en fonction de la
signature du composé, mais en fonction de I’organe d’origine de la signature. Ceci explique pourquoi
dans les classes que j’ai obtenues les CEs d’un seul organe est toujours retrouvé. L’ uniformisation des
signatures (par I’analyse d’un seul organe ou type cellulaire) permettrait de gommer 1’effet "organe" pour
se focaliser uniquement sur les signatures des composés. Néanmoins, en utilisant des filtres sélectifs
comme ceux appliqués dans notre sélection, il est possible d’observer un regroupement par mode action
et/ou par similarité des substances. Par ailleurs, et en dépit du poids des organes dans la classification, il
s’est avéré possible d’associer a des groupes de CEs obtenues dans un organe donné, le foie par exemple,
des effets toxicologiques ou pathologies en lien avec un tout autre organe, comme ici le testicule. Ceci
met clairement en évidence 1’existence de signatures caractéristiques des composés chimiques qui,
indépendamment de I’organe analysé, permettent la prédiction de leurs effets toxicologiques. Enfin, les
méthodes de classifications cherchent a regrouper toutes les CEs, quitte a agglomérer des CEs qui ne
feront qu’augmenter la variabilité intragroupe. Afin d’obtenir des groupes plus homogenes il faudrait
supprimer dans chaque groupe les CEs présentant une AUC inférieure a 0,8. Cette élimination
concernerait environ 30% des CEs agglomérés sur la base de la distance euclidienne et 10% en utilisant

la corrélation.

La seconde amélioration nécessaire concerne ¢videmment la taille de notre jeu de données : Plus
celui-ci sera grand et diversifié, en termes de composés chimiques, mais surtout en termes de modes
d’action de ceux-ci, plus la classification sera précise et donc meilleures seront les prédictions d’effets
toxicologiques. Aujourd’hui ChemPSy comprend deux des trois plus gros jeux de données
toxicogénomiques sur puces a ADN, a savoir Open TG-GATEs et DrugMatrix. Notre base de travail
peut notamment étre agrandie par I'intégration de The Connectivity Map (CMAP) (Lamb et al. 2006),
un programme initi€ par le Broad Institut et qui vise a analyser la réponse toxicogénomique de 164
composés dans différentes lignées cellulaires humaines. Dans cette perspective et afin de répondre aux
limitations évoquées précédemment, le projet MASSIVE ATTACK a été mis en place. Celui-ci vise a
analyser la réponse toxicogénomique de plus d’une centaine de composés qui viendront donc consolider
notre jeu de signatures. Par ailleurs, 1’intégration de données de métabolomique viendra ajouter permettra

d’affiner le clustering des CEs en fonctions des résultats de métabolomique.

Enfin, ChemPSy repose sur les interactions génes-pathologies décrites dans la CTD pour prédire
les effets toxicologiques potentiels d’un groupe de composé. La CTD n’étant pas exhaustive,

I’intégration des associations composés-pathologies avec une autre source d’information devra é&tre

160



envisagée. Parmi les solutions possibles, 'utilisation du protocole expérimental utilis¢é dans la
conception de la base de données ChemProt (Kringelum et al. 2016) est favorisée. Bri¢vement, cette
banque de données repose sur la mise en relation de pathologies avec des composés chimiques, par
extrapolation a partir des annotations des protéines. Celles-ci sont obtenues par 1’agrégation d’un grand
volume de données extraites de banques d’interaction protéines-pathologies tel que OMIM (Amberger
et al. 2015), GeneCards (Safran et al. 2002), Human Protein Atlas (Uhlen et al. 2015). En utilisant la
description des complexes protéines-pathologies il sera alors possible d’obtenir les associations
substances chimiques-pathologies. L’intégration de la base ChemProt pour améliorer les associations
entre composés chimiques et pathologies serait de fait une piste intéressante dans le but d’améliorer les

effets toxicologiques prédits par ChemPSy.

Les problémes rencontrés lors de la constitution du jeu de données, a savoir 1’extraction des
signatures toxicogénomiques, mais également la description précise et homogene des différentes CE,
nous ont fait réalisé I’absence cruciale d’espaces de dépots spécialisés dans le domaine de la toxicologie,

particulier en toxicogénomique. De ce constat a découlé TOXsIgN, le second projet de ma thése.
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4.2. TOXSsIgN : un espace de dépot pour les signatures
toxicogénomique

Face au nombre croissant de composés chimiques dans notre environnement, les
expérimentations visant a déterminer les effets délétéres de ces substances se sont considérablement
intensifiées. Or, de nombreuses inquiétudes ont récemment été soulevées a propos du manque de
reproductibilité des données dans les sciences de la vie, et plus particuli¢rement dans le domaine de la
toxicologie (“Must Try Harder” 2012; Miller 2014; Poland et al. 2014). Le National Institutes of Health
(NIH) et d’autres organismes de financement ou de protection partagent également cette préoccupation
quant a la reproductibilité des données en sciences de I'environnement (Collins and Tabak 2014). Une
des solutions envisagées consiste en la mise a disposition et en une plus grande transparence des données
générées. Si la toxicogénomique a significativement contribué a améliorer les connaissances sur les
mécanismes de toxicité des composés chimiques, le stockage et I’accessibilité des données générées

restent un probléme.

Dans ce contexte, de nombreuses banques de données ont vu le jour. Parmi eux, CEBS (Lea et
al. 2017), ToxBank (Kohonen et al. 2013) ou encore diXa (Hendrickx et al. 2015) offrent des espaces
dédiés pour déposer, annoter et structurer les données brutes issues d’analyses toxicogénomiques. De
son coté, ToxCast (US EPA) a été développé dans le but de prédire la toxicité d’un composé chimique a
partir de son profil de bioactivité (Richard et al. 2016). De méme, LINCS (NIH) correspond a un
consortium visant a améliorer les connaissances en biologie en cataloguant les changements
transcriptionnels des cellules lorsque celles-ci sont exposées a des agents perturbateurs (Cheng and Li
2016). Ces deux derniers programmes mettent a disposition un ensemble d’outils permettant la
consultation de leurs données, mais également la prédiction de toxicité ou encore I’extraction de
signatures toxicogénomique. Cependant, aucune de ces ressources web ne permet a la communauté
scientifique de déposer le résultat d’analyses sous forme de signatures toxicogénomiques — ¢’est-a-dire
I’ensemble des effets génomiques sur un individu ou sa descendance aprés exposition a des facteurs
environnementaux (simples ou en mélanges) : chimiques (pesticides, plastifiants...), physiques

(radiations, température...) ou biologiques (agents pathogénes, parasites).

Si aujourd’hui, les éditeurs imposent aux auteurs la soumission de leurs données brutes au sein
d’espaces de dépots tels que GEO ou ArrayExpress (Barrett et al. 2013; Kolesnikov et al. 2015), les
données analysées sont souvent présentées sous un format inexploitable (PDF) dans les « Supplementary
information » des papiers. La majeure partie du temps, il est donc impossible pour les scientifiques

d’avoir accés a ces résultats et de pouvoir comparer leurs résultats avec ceux publiés. De plus,
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I’hétérogénéité et la faible description de ces données « brutes » rendent le processus de comparaison
encore plus difficile et imposent que leur traitement soit réalisé par des scientifiques ayant de solides
bases bio-informatiques et biostatistiques. Face a ce constat, nous avons entrepris de développer un
espace de dépot dédi¢ a la soumission de signatures toxicogénomiques : TOXsIgN (TOXicogenomics
slgNatures). TOXsIgN offre la possibilité aux toxicologues et toxicogénomistes d’entreposer le résultat
de leurs analyses sous la forme de signatures. Ces derniéres se composent de deux listes de génes, une
pour les génes surexprimés et une autre pour les génes sous-exprimés en réponse a une exposition a un
facteur environnemental. Chaque information associée a ces signatures est décrite par ’utilisation de
vocabulaires contr6lés. Enfin, TOXsIgN intégre également un espace de travail hébergeant des outils

bio-informatiques afin d’analyser et d’interpréter les signatures toxicogénomiques déposées.
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4.2.1. Manuscrit en préparation
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Abstract

Motivation: While considerable worries are being raised about the lack of reproducibility in the field of
toxicology, several databases have already paved the way for improving storage, exchange and
analysis of raw toxicogenomics data. However, none of them provides access to processed ad filtered
data as originally reported in scientific publications. Given the increasing demand for accessing such
information, we developed TOXslgN, a repository for TOXicogenomics slgNatures.

Results: The TOXsIgN repository provides a flexible environment to facilitate online submission,
storage and retrieval of toxicogenomics signatures by the scientific community. It currently hosts 754
projects that describe more than 450 distinct chemicals and their 8491 associated signatures.
Additionally, TOXsIgN provides users with a working environment containing a powerful search engine

as well as bio-informatics/-statistics modules enabling enrichment analyses or signature comparisons.

Availability and Implementation: The TOXsIgN repository is freely accessible at
http://toxsign.genouest.org. Website implemented in Python, JavaScript and MongoDB, with all major

browsers supported.
Contact: frederic.chalmel@inserm.fr

Supplementary information: Supplementary data are available at Bioinformatics online.



1 Introduction

The modern way of life results in humans to be exposed to numerous environmental components. As
of July 2017, over 130 million chemicals were listed in the Chemical Abstract Service (CAS) among
which 100,000 are manufactured across the world according to the European Inventory of Existing
Commercial Chemical Substances (EINECS). The potential toxicity of the overwhelming majority of
these compounds remain unknown (1). In 2007, the growing concerns about their potential adverse
effects on human health and the environment have led the European Commission to create the
Regulation on Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals (REACH) (2). Such
regulation promotes innovative scientific programs aiming at: i) screening novel potential toxicants to
which humans are exposed, in particular the so-called CMR (carcinogenic, mutagenic, reprotoxic)
substances; i) investigating the molecular mechanisms underlying their actions; and, finally, iii)
developing predictive methodologies to assess chemical hazard which should ultimately reduce the
number of experimental tests on model organisms (3). In this context, several landmark projects, such
as Open TG-GATEs (4), DrugMatrix (5), CMap (6) and a myriad of other high throughput studies, have
been undertaken based on the assumption that toxicogenomics data, i.e. gene expression profiles in
response to chemicals, are expected to improve predicting and understanding their mechanisms of
toxicity (7). This concept thus supplements the traditional ligand- and structure-based predictive
approaches to assess the safety of compounds by postulating that transcript profiling can effectively
discriminate classes of compounds showing similar adverse effects (8, 9).

Recently, considerable worries have been raised regarding the lack of reproducibility of biomedical
research (10), and more particularly in the field of toxicology (11-13). Funding agencies, such as the
National Institutes of Health (NIH), share this concern and discuss ways to enhance reproducibility in
environmental sciences (14). Among all practical points to consider when planning and reporting
toxicology studies, one of them, raised by Collins and colleagues, is to provide a greater transparency
of the data, including negative findings or contradictory results (13). Some agencies, such as the
European Research Infrastructure Consortium (ERIC), try to establish a model service for system
biology data management. The objectives are to make biological data FAIR: Findable, Accessible,
Interoperable and Reusable (15). This is especially the case for toxicology. Several resources, such as
CTD (16) (http://ctdbase.org), diXa (17) (http://www.dixa-fp7.eu), ToxDB (18)
(http://toxdb.molgen.mpg.de), CEBS (19)
(https://www.niehs.nih.gov/research/resources/databases/cebs/index.cfm) and Drug2Gene (20)
(http://www.drug2gene.com) have paved the way for improving toxicological data storage, exchange
and analysis (21). The Toxicity Forecaster (ToxCast) developed by the US Environmental Protection
Agency is another good example of innovative tools aiming at generating and sharing standardized data
and predictive models for thousands of toxicants, including endocrine disruptors (22).

It is now well-established that scientists must make their data publically available, especially when it
comes to omics experiments, at the time they publish their results. Nowadays, however, investigators
are only supposed to submit raw data in public databases such as the Gene Expression Omnibus (23)

and ArrayExpress (24). Nevertheless, to the best of our knowledge, none of the resources mentioned



above allows scientists to actively submit toxicogenomics signatures, i.e. the sets of genes showing
altered expression in individuals or their descendants after exposure to single or combined
environmental factors. While those signatures constitute the heart of toxicogenomics studies, they
usually only appear as supplementary tables which further complicate their direct reusability and
comparison. Given the demand of scientists for easily accessing such information (i.e. without a time-
consuming downloading and re-processing raw data), we developed TOXsIgN (for TOXicogenomics
slgNatures), a user-friendly resource that supports online submission, storage and retrieval of
toxicogenomics signatures. One of the unique features of TOXsIgN relies on its ability to archive
heterogeneous data as it allows users to upload lists of over-/under-expressed genes from different
kinds of omics experiments (e.g. transcriptomic, proteomic, epigenomic) while making them compatible
with cross-species and cross-technology comparisons. Furthermore, TOXsIgN also intends to serve as
a warehouse for toxicogenomics and predictive toxicology tools leaning on the overall set of signatures

deposited by the community.

2 Method

2.1 Data storage, management and retrieval

The database underlying TOXsIgN is based on MongoDB (https://www.mongodb.com), a free and open-
source cross-platform document-oriented database program. This NoSQL database technology
provides many interesting features including flexible storage of massive and rapidly changing types of

data, data replication and JavaScript compatibility.

The TOXsIgN search engine is based on the implementation of an ElasticSearch server
(https://www.elastic.co). Briefly, ElasticSearch is a NoSQL database manager with a powerful search
engine primarily used to index textual data. It thus allows TOXsIgN to index all four layers of a TOXsIgN
project information (project, study, assay, and signature) and investigators to query the database by
using several entry types such as chemicals, genes, doses, species, cell lines and tissues.

2.2 Web interface

The web interface of TOXsIgN was built using two open web frameworks, Pyramid
(https://trypyramid.com/) and AngulardS (https://angularjs.org/). The former embeds many features such
as a REST API, a JSON renderer, a SQLAIchemy Object-relational mapper (ORM), a Deform library for
forms generation, and a compatibility with SMTP server. The later corresponds to an open JavaScript
framework which is an extension of traditional HTML vocabulary, allowing implementation of readable

and quick to develop web environments.

To ensure website traffic as well as data security, scalability and deployment, each component of
TOXsIgN (website-server, MongoDB database, Elasticsearch server) are hosted on an individual virtual
machine using Docker (https://www.docker.com) as a container system. Briefly, Docker is an open-

source virtualization system allowing easy deployment of container images which correspond to



lightweight, stand-alone, executable packages embedding everything needed to run a piece of software,
such as code, runtime, system tools, libraries and settings.

2.3 Workspace

The workspace leans on the database and includes a job submission system to execute local scripts
written in Python, R and Tcl/Tk, and any kind of stand-alone programs. The corresponding web interface
is based on the Pyramid framework as well as Python scripts and allows users to run modules and to
access the corresponding results. When a module is executed by the investigator, a new job is created
by using a python wrapper. The status of each job is available in a table accessible through the “running
jobs” web page in which queued, running and complete jobs are colored in grey, orange and green,
respectively.

Uploaded toxicogenomics signatures correspond to tab-delimited text files composed of Entrez gene
identifiers (IDs) (25). Prior to running available modules from the workspace, these IDs are
supplemented with other related information such as gene symbols, gene descriptions, taxonomy IDs,
and HomoloGene IDs (26) using the “gene_info” and “homologene.data” files provided by the NCBI

website (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3 Results and discussion

3.1 TOXslgN overview and current content

TOXsIgN information is organized thanks to a four-layer architecture (Project > Study > Assay >
Signature) to which unique trackable identifiers are associated and can be reported in submitted
manuscripts, similarly to raw data identifiers from GEO or ArrayExpress (23, 24). Scientists are thus
supposed to submit projects (each receiving an identifier with the “TSP” prefix) which are subdivided
into studies (or sub-projects, “TSE” prefix) addressing specific questions and describing experimental
assays (“TST” prefix) from which specific outcomes are extracted in the form of toxicogenomics
signatures (“TSS” prefix), i.e. the set of over- and under-expressed genes in the corresponding assays.
Of note is that these assays can be performed directly in exposed individuals or in their descendants,
and can consist of an exposure to a single environmental factor or a combination of several ones. This
definition underlines several unique features of TOXsIgN such as the fact that it is compatible with: i)
transgenerational studies; /i) chemical mixture studies — by default each assay is a mixture of at least
one environmental factor; iii) several kinds of environmental factors including chemical (e.g. pesticides,
plasticizers, drugs, endocrine disruptors), physical (e.g. radiations, temperature) or biological (e.g.
pathogens, parasites) factors; and, iv) gene sets resulting from several kinds of (transcript-/prote-
/epigen-)omics experiments. Importantly, TOXsIgN allows scientists to submit and describe other
outcomes than toxicogenomics signatures, such as physiological signatures (e.g. association with a
specific phenotype) and molecular signatures (e.g. change in the concentration of a specific hormone)

for both interventional (participants undergo some kind of treatment in order to evaluate its impact)



and/or observational studies (individuals for which different outcomes are measured) (27). While
growing in terms of heterogeneous signatures, this other feature of TOXsIgN will contribute to break
down barriers between different fields of environmental sciences which still remain poorly connected to

each other.

Currently, the TOXsIgN repository includes 754 projects for 911 studies that deal with more than 450
compounds performed in human, rat, mouse and drosophila (supplementary table 1 and supplementary
information). Together these experimental assays include 8491 toxicogenomics signatures that were
extracted from 32688 microarray experiments using 10 different technologies, including data from two
major toxicogenomics resources, DrugMatrix and the Toxicogenomics Project-Genomics Assisted
Toxicity Evaluation System (Open TG-GATES) (4, 5). The former initiated by the National Institute of
Environmental Sciences (NIES, USA) aims at studying the transcriptional response in the rat after
exposure to 376 compounds in five different tissues (at multiple doses and multiple exposure times).
The latter is a collaborative project between the National Institute of Biomedical Innovation (NIB), the
National Institute for Environmental Studies (NIES) and about fifteen pharmaceutical companies
intending to study 150 chemicals and their transcriptional responses (at multiple doses, multiple
exposure times) in two rat tissues (liver and kidney). Our repository also hosts 326 physiological and
molecular signatures from four interventional studies and four observational studies (supplementary
table 1). In the next future, toxicogenomics signatures from other research programs, such as CMAP,
CEBS and diXa (6, 17, 19), will also feed TOXsIgN.

3.2 Signature submission and access

In order to make the submission procedure quick and easy, all required information has to be recorded
by investigators in a dedicated Excel template that embeds one tab for each layer (Project, Study, Assay
and Signature). This document integrates a dozen of landmark controlled vocabularies allowing
scientists to precisely describe their toxicogenomics studies and corresponding outcomes using
ontologies, as recommended (28, 29) (supplementary table 2). Once uploaded, a first evaluation of the
Excel template is performed by the TOXsIgN webserver to point out: i) “critical errors” for essential
information that would not be properly filled (such as the project title) and would therefore prevent the
project upload; /i) “warnings” for important but not essential missing information (such as a PubMed
identifier); and, iii) “information” for any other data not appropriately filled (such as additional). If no
“critical errors” are detected by the system, the user is next invited to upload the associated
toxicogenomics signatures. Each signature consists of three one-colmun text files corresponding to: i)
all interrogated genes; ii) significantly over-expressed genes; and, iii) under-expressed genes. Because
reliable and consistent identifier conversion is a complex problem, toxicogenomics signatures should
only be composed of Entrez Gene IDs thanks to up-to-date resources (30, 31). When using Affymetrix
GeneChip technologies, users are highly recommended to normalize their raw data (CEL files) using
the Brainarray custom Chip Description Files (CDF) so that intensity values are not summarized for

each probeset but directly for each Entrez gene ID (32) (c.f. supplementary information).



By default, each submitted project and related signatures are tagged with a “private” status meaning
that only authorized users (the owner but also co-authors) can access the uploaded data. At this stage,
information can still be modified by simply uploading an updated version of the Excel template. For each
project, a button is available on the web interface to request the TOXslgN administrators to switch from
a “private” to a “public” status. If some “warnings” are still detected this demand is then rejected. The
TOXsIgN administrators will then help the investigators to make the necessary modifications in order to
activate the “public” status. Full instructions and examples of the submission procedure are provided in
the tutorial section of the TOXsIgN website.

A powerful search engine is implemented to access all “public” information within TOXsIgN. Users can
thus interrogate the database based on many distinct fields such as environmental factors, organisms,
tissues or technologies. They can also easily make more advanced queries thanks to the intensive use
of ontologies to describe toxicogenomics signatures. For instance, an investigator can retrieve 33
toxicogenomics signatures for which the expression of Cyp3a18 (cytochrome P450, family 3, subfamily
a, polypeptide 18; a gene encoding a member of the cytochrome P450 superfamily highly expressed in

the liver (33)) is negatively affected in liver after exposure to hydroxyl steroid compounds (Figure 1).

In addition to toxicogenomics signatures archived in TOXsIgN, other data are also made available in a
dedicated web page accessible through the “Download” tab on the main interface. It notably includes
the last release of the Excel template document for uploading signatures in the repository and all
ontologies (OBO files) used in TOXsIgN.

3.3. Inferring adverse effects from toxicogenomics signatures

Predictive toxicology approaches that are based on toxicogenomics data intend to evaluate compounds’
toxity using altered gene expression as an endpoint. In 2004, Steiner and colleagues established the
proof-of-concept that close toxicogenomics signatures imply close adverse effects (8). In this study, the
authors used support vector machines (SVMs) to classify hepatotoxic and non-hepatotoxic chemicals
based on transcriptomic data. Although parameters were likely overfitted due to the small number of
compounds, this approach properly predicted hepatotoxic effects for 90% of known hepatotoxicants.

To illustrate the usefulness of archiving massive toxicogenomics signatures in a public repository we
tried demonstrate the hypothesis formulated by Steiner and colleagues at a higher scale (supplementary
information). A subset of the current TOXsIgN repository including 3022 toxicogenomics signatures from
5 rat tissues after exposure to 410 toxicants was used and the degree of linear correlation between
basic toxicogenomics distances (Pearson’s correlation and Euclidean distance calculated between two
toxicogenomics signatures) and the toxicological distance (concordance, i.e. the number of shared
adverse effects between two toxicants) was evaluated. We first confirmed a highly significant
association between toxicogenomics and toxicological distances, particularly by using the Pearson’s
correlation for the toxicogenomics distance (r? = 0.051, P < 0.0) (Figure 2, panels A-B). This result thus
confirms the hypothesis that a significant correlation between gene expression profiles also implies

close toxicities. Strikingly, we observed a slightly better linear correlation by using a discretized



expression data (r? = 0.056, P < 0.0; panels C-D), i.e. an expression matrix in which fold-change
information were simplified to only three distinct status (c.f. supplementary information): 1, over-
expressed genes after exposure; -1, under-expressed; and, 0, no differential expression. This
strengthens the idea that toxicogenomics signatures can be archived as simplified text files, thus

simplifying their submission, without penalizing their predictive potential.

3.4 The signature enrichment analysis module for comparing toxicogenomics
signatures

The core feature of the TOXsIgN workspace is to provide bioinformatics and biostatistics modules
allowing retrieval, analysis and comparison of the toxicogenomics signatures uploaded in the repository.
The cross-species and cross-technology compatibility of this workspace relies on the fact that
toxicogenomics signatures are first converted into HomoloGene IDs prior to being used by the different
tools. On the web page dedicated to each toxicogenomics signature, a “Save in workspace” button
allows investigators to transfer the corresponding signature into the workspace for further analyzes,
while all available modules can be accessed through the “Tools” tab from the main interface.

In addition to the search engine and other conversion tools, three other modules are already available

via the interface:

i) Signature comparison. This module embeds an interactive Venn diagram viewer, called jvenn,
to easily compare up to six selected toxicogenomics signatures (34).

ii) Functional enrichment analysis. This tool allows user to explore the mechanisms of toxicity of a
given environmental factor by identifying biological processes, molecular functions, cellular
components and phenotypes associated to its toxicogenomics signature. Briefly, it determines
the significance of the resulting overlaps by using the hypergeometric probability.

iif) Signature enrichment analysis. This module aims at identifying closely-related toxicogenomics
signatures in the repository as compared to a selected one. Similar to Functional enrichment
analysis, the hypergeometric probability is used to determine the significance of the overlaps. It
also includes a distance matrix calculation using the Euclidean distance and the Pearson’s

correlation to discriminate the closely-related toxicogenomics signatures.

To illustrate the relevance of these modules, we uploaded in the workspace a toxicogenomics signature
corresponding to 381 over-expressed and 494 under-expressed genes in the rat liver after exposure to
diethylstiloestrol (a well-known estrogenic endocrine-disrupting chemical (35, 36)) for 5 days, at 2.8
mg/kg (TOXsIgN signature identifier: TSS230). We next used the Signature enrichment analysis module
using default parameters, which took about one minute to complete the corresponding job: consistently,
three of the top-10 toxicogenomics signatures includes experiments performed in the rat liver after
exposure to the same exact compound but at different doses (three experimental conditions) (Figure 3).
The seven other signatures correspond to other well-known estrogenic compounds sharing similar
mechanisms of action with DES (such as ethinylestradiol, estriol, mestranol and B-estradiol) (37, 38),

yet confirming the proof-of-concept established by Steiner and colleagues (8).



In the near future, the TOXsIgN workspace will also provide advanced tools leaning on the archived
toxicogenomics signatures that will help investigators predict and prioritize the toxicological effects of

environmental factors relevant to their specific interests.

4 Conclusion and perspectives

Our goal when designing TOXsIgN was to develop a new cross-species repository allowing scientists
to easily submit their own published toxicogenomics which we believe to be of very high quality data
since they are evaluated by experts during the peer-review process. By definition, TOXsIgN is neither
intended to archive raw data such as GEO and ArrayExpress (23, 24), nor to replace existing
toxicological databases(16, 17, 19), but rather to complement these resources by acting as a distribution
hub. We believe TOXsIgN could constitute a new alternative for toxicological data storage, accessibility
and reusability and could thus improve toxicological experiment reproducibility. The success of such
repository obviously resides on the scientists® willingness to make their data FAIR, but also on scientific
journal’s editors. Indeed, making raw data available to the community could be considered insufficient
given the demand of the community to directly and easily access process interpreted data. We propose
that the same effort could be done to encourage scientists to upload toxicogenomics and toxicological
signatures in TOXsIgN prior to submitting a manuscript for publication. On our side, we already
integrating additional toxicogenomics signatures from other major toxicogenomics projects such as
CMAP, CEBS and diXa (6, 17, 19). Likewise, we also plan to make TOXslgN compatible with other kind
of environmental factors, such as physical and biological factors. Altogether, we expect that this new
resource could significantly contribute to risk assessment.

In addition to serving as a public repository, TOXsIgN also intends to become a warehouse for
toxicogenomics and predictive toxicology tools. lts modular design facilitates the implementation of
additional bio-informatics modules leaning on the deposited toxicogenomics signatures that will help
investigators analyze and predict adverse effects of environmental factors relevant to their specific
interests. Several changes are already planned: First, prediction and prioritization systems for chemical
toxicity currently under development in our lab will be made available. We will also implement a module
to automatically extract toxicogenomics signatures from raw data by using our own workflow. Another
important aspect would be to add social features in TOXsIgN allowing several investigators to work on
the same data. Together these efforts will improve TOXsIgN’s utility, making a front-line resource
relevant to a large audience, including toxicologists, biologists, epidemiologists and environmental

sciences in general.
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Figure 1- The TOXslIgN advance search engine. Results for toxicogenomics signatures in which the
expression of Cyp3a18 (Gene id: 252931) is downregulated in the rat liver after exposure to hydroxy!
steroid compounds. From top to bottom, “search parameters”, “full query” and “results table” are
displayed. “Search parameters” allow users to describe their request among projects, studies, assays
or signatures. For each request, the ElasticSearch query used to retrieve information is displayed on
the top of the “results table”. The “results table” is a three-tab panel displaying result sorted according
to projects, studies or signatures and providing a link towards the corresponding page.
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Figure 2- Correlation between toxicogenomics distances and toxicological distance. The linear
correlation between toxicogenomics distances (Pearson’s correlation and Euclidean distance calculated
between two toxicogenomics signatures) and the toxicological distances (concordance, i.e. the number
of shared adverse effects between two toxicants) was evaluated. Panel A-B show a significant
association between toxicogenomics and toxicological distances using the Pearson’s correlation for the
toxicogenomics distance on the log-fold-change matrix (r2 = 0.051, P < 0.0). Panels C-D demonstrate
better linear correlation by using a discretized expression matrix (r2 = 0.056, P < 0.0), i.e. expression
data where fold-change information were discretized in only three distinct status (1, over-expressed
after exposure; -1, under-expressed; and, 0, no differential expression).
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(DES)

toxicogenomics signature (2.8 mg/kg, 5 days, rat liver) was compared to all toxicogenomics signatures
indexed in TOXsIgN using the Signature enrichment analysis tool. This signature shows significant
enrichment with three other toxicogenomics signatures obtained after exposure to DES. Other
estrogenic chemicals sharing similar mode(s) of action such as ethinylestradiol, estriol, mestranol and
B-estradiol are found to significantly overlap the selected signature. N is the total number of
HomoleGene IDs measured, R is the total number of HomoleGene IDs meeting the criterion, n is the
total number of HomoleGene IDs in the selected signature, r is the number of HomoleGene IDs meeting
the criterion in this signature, while the ratio corresponds to r/union(n, R). P-value is obtained using the
hypergeometric probability law adjusted for multiple testing. Euclidean distance and Pearson’s

correlation were also calculated to estimate the distance between two toxicogenomics signatures.



Supplementary information

1. Current toxicogenomics signatures hosted in TOXsIgN

1.1. A massive dataset of toxicogenomics microarray studies

In July 2017, the TOXsIgN repository hosted toxicogenomics studies assembled from Open TG-GATEs
(7) and DrugMatrix (2) as well as from the Gene Expression Omnibus public repository (3). Together we
assembled a transcriptomic dataset composed of 32688 raw data files (Affymetrix CEL files) from 9
technologies corresponding to 8491 experimental conditions in 4 species (supplementary table 1). An
experimental condition is defined as an experiment performed on one sample (tissue or cell line)

exposed at one chemical at one dose and one exposure time.

1.2. Quality control and raw data preprocessing

The data in the resulting CEL files were processed using the affy package available in Bioconductor (4).
Briefly, the RMA method was used for data normalization, background correction and summarization by
using appropriate custom CDF files (version 20.0.0, ENTREZG) available at the Brainarray website
(http://brainarray.mbni.med.umich.edu) (5). Experimental conditions and their related exposed and
control samples were preprocessed separately. The data were quality controlled by box plots, Kullback-
Leibler distance matrix and surface intensity distribution as previously described in (6). Among the 32688
CEL files, 68 failed to pass the quality control procedure mostly because damages or scratches
exceeded 20% of the array surface (supplementary figure 1).

A Surlace Intnsity Disribution of the G410 CEL g2 smple B Surisce Intensity Disrbution ofthe 01111 CEL gz mmple

Supplementary figure 1. Quality control using surface intensity distribution. Panel A shows the surface
intensity distribution of a good-quality CEL file. Panel B shows the surface intensity distribution of a CEL file that
failed to pass this test as scratches exceeded 20% of its array surface.



1.3. Statistical data analysis and extraction of toxicogenomics signatures

Genes showing a differential expression among exposed and control samples of a given experimental
condition were identified by applying three filtering steps (supplementary figure 2). First detectable
genes with at least one signal above the background expression cutoff corresponding to the overall
median log2-transformed intensity were selected. Next, the subset of detectable genes showing highly
variable signals between exposed and control samples was filtered (fold-change = 1.5). Finally, genes
showing a significant change among the samples (P < 0.05) were filtered by using the statistical test
implemented in the LIMMA (linear models for microarray data) package (7). P-values were corrected for
multiple testing by using the false discovery rate (FDR) adjustment method. The set of genes
significantly over- and under-expressed after exposure to a chemical (by comparing exposed and control
samples) that results from this statistical filtration constitutes the toxicogenomics signature of the
corresponding experimental condition.

This strategy allowed us to identify one toxicogenomics signature for the 8491 experimental conditions.
Among them, 3719 experimental conditions modified the expression of at least 10 genes and 3734 were

not associated with significant and detectable transcriptional changes after exposure.

TSS230: Diethylstilbestrol 2.8 mg/kg, 5 days
Rat 230 2.0, 13877 genes
|

1 - Detectable (in at least one condition)
Signal > overall median log2-transformed intensity

7272 genes

2 — Differential expression
fold-change 2 1.5

1182 genes

3 — Significant change
LIMMA, P(BH) < 0.05

875 genes

381 over-expressed 494 under-expressed
genes genes

Supplementary figure 2. Toxicogenomics signature workflow. A schematic diagram of the strategy used to
identify the toxicogenomics signature of a chemical compound. The diethylstilbestrol signature obtained from Rat
230 2.0 microarray was selected (TOXsIgN signature identifier: TSS230). This microarray interrogates 13877
genes. First detectable genes with at least one signal above the background expression cutoff corresponding to the
overall median log2-transformed intensity were selected. 7272 genes passed this test. Next, detectable genes
showing highly variable signals between exposed and control samples was filtered (fold-change > 1.5). From the
previously 7272 selected genes, only 1182 succeed to pass the test. Finally, genes showing a significant change
among the samples (P < 0.05) were filtered by using the statistical test implemented in the LIMMA (linear models
for microarray data) package. P-values were corrected for multiple testing by using the false discovery rate (FDR)
adjustment method. From the 1182 genes, 875 was selected including 381 over-expressed genes and 494 under-
expressed genes.



1.4. Assembly of massive toxicogenomics signhature matrices to validate the hypothesis

formulated by Steiner and colleagues

This section focus on the Steiner’s proof-of-concept (8) suggesting that close toxicogenomics signatures

may have close mechanisms of toxicity.

Among the 8491 toxicogenomics signatures deposited in the TOXsIgN repository we assembled a
subset of 7505 signatures from experiments performed with the exact same technology, the Affymetrix
Rat GeneChip 230 2.0 (enabling to interrogate the expression level of 13877 genes). Next, we selected
452 chemicals associated with 7465 toxicogenomics for which known adverse effects were described
in the literature and reported by the Comparative Toxicogenomics Database using a disease ontology
(CTD) (9.

A Log2FC B Discretized
11433 genes 11433 genes
A G, G, Gy ... Giugp G, G, G; ... Gy
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Supplementary figure 3. Toxicogenomics matrices. Four distinct types of toxicogenomics matrices were
produced. Panel A shows the initial matrix, called Log2FC, in which each line represents experimental conditions
and each column represents a gene. Log2-transformed fold-change values are reported in each cell of this matrix.
In the second matrix, called discretized, expression changes were discretized by using the following rules: genes
over- and under-expressed were associated with a “1” and “-1” status and genes not differentially expressed after
exposure with a “0” status (panel B). A principal component analysis of both matrices Log2FC and discretized
were then performed resulting in to other matrices called PCA(Log2FC) and PCA(discretized) (Panels C and D).

Two toxicogenomics matrices were assembled in which rows correspond to 7465 signatures and
columns to 13877 genes (supplementary figure 3). In the first matrix, called log2fc matrix, a log2-
transformed fold-change value between exposed and control samples is reported for each signature

and each gene. In the second matrix, called discretized matrix, expression change information were



discretized using only three status: “1” and “-1”, over- and under-expressed genes after exposure (c.f.
1.3. Statistical data analysis and extraction of toxicogenomics signatures); and, “0”, no significant
differential changes detected. Next, we reduce these two matrices by selecting: toxicogenomics
signatures composed of more than 10 genes showing an altered expression after exposure; and, genes
showing a significant change in expression in at least one toxicogenomics signature. Both resulting
toxicogenomics matrices encompassed 3022 toxicogenomics signatures (rows) from 410 toxicants and

11433 genes (columns).

Finally, both matrices were subjected to principal component analyses using the FactoMineR package
(70) implemented in R (77) in which genes were used as variables. This technique is particularly suited
to reduce massive data to low-dimensional space only composed of orthogonal components maximizing
the variance. Only the top-ranked components explaining the greatest amount of the variance by using
the Estim_ncp_ PCA function implemented FactoMineR were selected for further analyses (2670 and
2741 components for the log2fc and discretized matrices, respectively) resulting in two other matrices
called PCA(log2fc) and PCA(discretized).
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Supplementary table 1. TOXsIgN repository content. Currently TOXsIgN hosts 8491
toxicogenomics signatures and 326 molecular and physiological signatures of more than 450
chemicals on 17 different tissues or cell lines in five species.

PubMed . Tissue / n° of Signature .

GSE D Species Study type Cell Chemicals type Signature Technology
GSE10748 19212759 Rat Interventional Brain 1 Genomic 5 GPL1355
GSE57800 25058030 Rat Interventional Heart 88 Genomic 206 GPL1355
GSE19366 21865292 Rat Interventional Kidney 3 Genomic 24 GPL1355
GSE57811 25058030 Rat Interventional Kidney 139 Genomic 365 GPL1355
TG-GATEs 25313160 Rat Interventional Kidney 150 Genomic 1363 GPL1355
GSE57815 25058030 Rat Interventional Liver 200 Genomic 654 GPL1355
TG-GATEs 25313160 Rat Interventional Liver 150 Genomic 4776 GPL1355

GSE8238 17127748 Rat Interventional Ovary 1 Genomic 1 GPL1355
GSE10557 17660231 Rat Interventional Ovary 1 Genomic 1 GPL1355
GSE32890 22808131 Rat Interventional Ovary 1 Genomic 1 GPL1355

GSE9480 / Rat Interventional Testis 1 Genomic 2 GPL1355
GSE10412 19423681 Rat Interventional Testis 3 Genomic 6 GPL1355
GSE10919 18042343 Rat Interventional Testis 1 Genomic 3 GPL1355
GSE20245 20566332 Rat Interventional Testis 2 Genomic 5 GPL1355

. Primary .
GSE9387 19409404 Rat Interventional 5 Genomic 10 GPL1355
hepatocyte
GSE10015 20521778 Rat Interventional Liver 2 Genomic 24 GPL1355
GSE57816 25058030  Rat Interventional ;:gl‘e 21 Genomic 42 GPL1355
GSE10093 16972790 Mouse Interventional  CD8 T cells 1 Genomic 1 GPL339
GSE10408 19409404 Rat Interventional Liver 2 Genomic 6 GPL1355
GSE10409 19409404 Rat Interventional Liver 3 Genomic 3 GPL1355
GSE10411 19409404 Rat Interventional Liver 3 Genomic 6 GPL1355
GSE11695 19737576 Drosophila Interventional ~ Whole body 1 Genomic 1 GPL1322
. Primary .
GSE14553 19692669 Human Interventional 2 Genomic 27 GPL96
hepatocyte
GSE14554 19692669  Rat Interventional . "imary 2 Genomic 14 GPL85
hepatocyte
GSE30861 23221170  Mouse Interventional Liver 1 Genomic 6 GPL1261
GSE31540 25448281 Mouse Interventional Liver 1 Genomic 9 GPL1261
. Human )
GSE40117 23393228 Rat Interventional . 15 Genomic 15 GPL570
embryonic
GSE44783 23393228 Mouse Interventional Liver 13 Genomic 56 GPL1261
24535564, . . .
GSE48126 25448281 Mouse Interventional Liver 13 Genomic 15 GPL1261
GSE51969 25448281 Mouse Interventional Liver 13 Genomic 12 GPL1261
GSE53082 24830643 Rat Interventional Liver 13 Genomic 15 GPL341
. Primary .
GSE53634 25270620 Mouse Interventional 13 Genomic 15 GPL1261

hepatocyte



GSE72081 27338304 Mouse Interventional  Hepatocytes 13 Genomic 42 GPL1261
GSE72755 26697389 Mouse Interventional Liver 13 Genomic 2 GPL6246
GSE74676 26775027  Rat Interventional Hipp"gamp” 13 Genomic 2 GPL1355
GSE10410 19409404 Human  Interventional . P1Ma"Y 13 Genomic 11 GPL570
hepatocytes

GSE11869 18936297 Human Interventional 'S*;tﬁg”a 13 Genomic 12 GPL570
GSE27094 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27095 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 3 GPL570
GSE27096 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27167 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27168 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27169 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27170 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27182 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27188 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27189 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27190 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27191 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27192 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27196 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27198 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 2 GPL570
GSE27202 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 10 GPL570
GSE27204 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 8 GPL570
GSE27208 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 9 GPL570
GSE27210 19159671 Human Interventional HK-2 13 Genomic 26 GPL570
GSE46909 23824090 Human Interventional  Jurkat cells 13 Genomic 32 GPL570
GSE50705 24062438 Human Interventional MCF-7 13 Genomic 86 GPL570

/ in press Human Interventional Testis 13 Physijlogic 4 /

/ 23547264 Chinese Interventional Ovary 13 Molecular 122 /

hamster

/ 24030937 Human Interventional Testis 13 Molecular 45 /

/ 25681860 Human Observational / 13 Phys;ollogic 38 /

/ 26445054  Human Observational / 13 Phys;ollogic 48 /

/ 24100206  Human Observational / 13 Phys;ollogic 9 /

/ 27740510 Human Observational / 13 Physiologic 60 /

al




Supplementary table 2. Controlled vocabularies. The TOXsIgN repository encompasses 12
distinct ontologies to structure information such as chemical, tissue or cell line, associated adverse
effects. Those controlled vocabulairies allow investigators to precisely describe toxicogenomics
studies and their corresponding outcomes.

Name Abbreviation PMID TOXsIgN Link

Excel field
National Center for NCBITAXON 27899561 Species https://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy
Biotechnology Information
(NCBI) Organismal
Classification
Chemical Entities of CHEBI 23180789 Chemical  https://www.ebi.ac.uk/chebi/
Biological Interest
Foundational Model of FMA 14759820 Tissue http://si.washington.edu/projects/fma
Anatomy
Human Phenotype Ontology HP 18950739  Phenotype http://human-phenotype-ontology.github.io/
Phenotypic Quality Ontology PATO / Phenotype  http://www.obofoundry.org/ontology/pato.html
Human Disease Ontology DOID 25348409 Phenotype  http://www.disease-ontology.org/
Gene Ontology GO 14681407 Molecular/Cellu http://www.geneontology.org/

lar phenotype
Cell Ontology CL 15693950 Cell https://www.ebi.ac.uk/ols/ontologies/cl
Cell Line Ontology CLO 25852852 Cell Line http://www.clo-ontology.org/
BRENDA Tissue and Enzyme BTO 25378310 Tissue http://www.brenda-
Source Ontology enzymes.org/ontology.php?ontology_id=3
Mammalian Phenotype MP 20052305 Phenotype  https://www.ebi.ac.uk/ols/ontologies/mp
Ontology
Ontology for Biomedical OBI 27128319 Experiments http://obi-ontology.org/

Investigations




4.2.2. Résultats et discussion

4.2.2.1. Données accessibles

Les 8900 signatures toxicogénomiques actuellement déposées dans TOXsIgN sont issues de 36
publications dont 7093 proviennent du jeu de données utilisé dans le projet ChemPSy. Si les données
d’Open TG-GATEs et de DrugMatrix (REF) sont d’ores et déja intégrées dans le systéme, d’autres
projets massifs devraient également étre intégrés afin de maintenir 1’attractivité de TOXsIgN. En effet,
Open TG-GATEs et DrugMatrix mettent a la disposition de la communauté des données trés souvent
réutilisées et réorganisées dans les différentes banques du domaine (Prathipati and Mizuguchi 2016;
Romer et al. 2014; Pérez, Gonzalez-José, and Garcia 2016; Mulas et al. 2017). Pour cette raison, nous
travaillons actuellement a I’intégration des données de toxicogénomique issu de CMap, diXa et CEBS
(Lamb et al. 2006; Hendrickx et al. 2015; Lea et al. 2017). Les données issues de ces bases permettront
de diversifier I’origine de nos signatures, mais également d’avoir accés a des données de

toxicogénomique non accessible via les dépdts communément utilisés comme GEO.

4.2.2.2. Soumission de signatures

En I’état actuel, TOXsIgN permet la soumission et la consultation de signatures
toxicogénomiques. Cette étape de soumission est réalisée par 1’intermédiaire d’un fichier Excel.
L’utilisation de ce format pour I’importation des informations est pensée de facon a ce que tous les
utilisateurs puissent facilement déposer un nombre important de signatures. D’autres espaces de dépots,
tels que GEO (Edgar, Domrachev, and Lash 2002), utilisent également ce principe pour la soumission

de données par les utilisateurs.

Néanmoins, ce systétme comporte quelques limitations. L’association de la description de
certains champs avec les ontologies oblige les utilisateurs a avoir accés aux termes de ces ontologies. Or,
étant donné le volume de ces derniéres, il est actuellement impossible de les intégrer directement dans le
fichier Excel. L utilisateur reste ainsi dépendant d’internet pour chercher les termes ontologiques dont il
a besoin. Une autre limitation du fichier Excel actuel est qu’il ne permet pas de soumettre les signatures
toxicogénomiques directement. En effet, celles-ci doivent étre transmises ultérieurement sous la forme
de trois fichiers indépendants : un pour les génes surexprimés, un pour les génes sous-exprimés et un
dernier pour I’ensemble des geénes interrogés. Une solution actuellement envisagée est de créer un
logiciel d’importation des données dans TOXsIgN sous la forme d’un tableur couplé aux ontologies

utilisées pour soumettre un nouveau projet.
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4.2.2.3. Confidentialité des informations

Apres soumission, chaque projet est associé¢ automatiquement a un statut « privé ». Un lien vers
une publication scientifique (PubMed ID) est une condition indispensable pour faire évoluer le statut
« privé » en statut « public ». Ce lien correspond au seul gage de qualité assurant que I’analyse a été
évaluée par des experts du domaine. Seuls les projets « publics » sont utilisés par le systéme. Toutefois,
TOXsIgN offre également la possibilité aux utilisateurs de soumettre des listes et de les maintenir en
statut « privée » tout utilisant I’espace de travail sans qu’aucun autre utilisateur ne puisse avoir acces a

ces signatures.

L’utilisation du lien vers la publication comme condition de changement de statut peut étre un
frein au dépot de données. En effet, dans le cadre de I’amélioration de la reproductibilité des données en
toxicologie, il est indispensable que la communauté puisse partager leurs résultats contradictoires et
négatifs. Néanmoins, étant donné la difficulté de publier ce type d’informations, la plupart des signatures
correspondantes ne pourront donc jamais étre « publique » en raison de I’absence de publication. De
plus, actuellement la méthode de transition de statut nécessite une approbation manuelle pour évaluer la

validité du lien PubMed ce qui pourrait poser des problémes a 1’avenir.

4.2.2.4. Espace de travail

Grace a I’indexation des banques Entrez gene et HomoloGene (NCBI Resource Coordinators
2016; Maglott et al. 2011), I’espace de travail de TOXsIgN permet de comparer les signatures
toxicogénomiques de maniére intertechnologies et interespeces. En effet, lors du dépdt des signatures
génomiques, les listes d’Entrez gene IDs sont converties en listes d’identifiants HomoloGene. Ce sont
ces derniers qui sont utilisés par tous les outils présents dans I’espace de travail. A ce jour, TOXsIgN
n’est compatible qu’avec les listes d’Entrez gene IDs. Il conviendra également d’autoriser le dépot de
listes avec d’autres types d’identifiants, tels qu’Ensembl (Harrow et al. 2014). De plus, la conversion
interespéce n’est actuellement possible que pour la vingtaine d’espéces disponible dans HomoloGene.
Pour pallier a ce probléme, 1’intégration d’autres banques d’orthologies/homologies, telles que GeneTree
(Vilella et al. 2009) et OMA (Altenhoff et al. 2015) est envisagée afin d’améliorer considérablement les
comparaisons de listes appartenant a des espéces différentes — OMA couvrant a elle seule plus de 2000
espéces. Toutefois, il est important de noter que la vaste majorité de ces derniéres ne constitue pas des

modéles fréquemment utilisés en toxicologie.

Ces outils d’analyses et de comparaisons sont couplés a un gestionnaire de tiches permettant aux

utilisateurs d’exécuter ces modules (job) sur la machine hébergeant le site de TOXsIgN. Une page dédiée
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permet également de visualiser en temps réel I’évolution du job jusqu'a la production de résultats ainsi
que I’historique de toutes les actions effectuées. Actuellement, ce systéme est parfaitement fonctionnel,
mais nécessiterait de nombreuses améliorations comme, par exemple, la mise en place d’un systéme de
file d’attente pour ne pas surcharger la machine, mais également la mise en place d’un systéme de

répartition des ressources informatiques disponibles toujours dans un souci d’optimisation.
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4.2.2.5. Exemple d’utilisation de TOXsIgN

Pour illustrer I’intérét de I’outil TOXsIgN, j‘ai utilisé 1’outil de recherche et de comparaison pour
démontrer la proximité de la signature toxicogénomique du fluconazole (394 mg/kg, a 6 heures

d’exposition) avec d’autres composés oestrogéniques.

En utilisant I’outil de recherche avancée, j’ai cherché la signature toxicogénomique du
fluconazole testé a 394 mg/kg pendant 6 heures. Cette recherche a abouti a la requéte suivante (Figure
39).

Advanced search

Search parameters
AND || Select afield v m

AND - (_type:signatures AND type:*genomic®) i
AND - (_type:signatures AND tags:*fluconazole’) i
AND - (_type:signatures AND _all:"394 mgkg") &

Search results

Projets (No Result) Studies (No Result) Signatures (4)

TSS437 - DrugMatrix - Toxicogenomics signatures of Liver after exposure to fluconazole (394 mgkg, 5

days) in the rat

(view)

Type : Genomic Project : TSP121
Organism : Rattus norvegicus Study : TSE158

Assay : TSA437

TSS441 - DrugMatrix - Toxicogenomics signatures of Liver after exposure to fluconazole (394 mgkg, 3
days) in the rat

(view)

Type : Genomic Project : TSP121
Organism : Rattus norvegicus Study : TSE158
Assay : TSA441

TSS439 - DrugMatrix - Toxicogenomics signatures of Liver after exposure to fluconazole (394 mgkg,
.25 days) in the rat

(view)
Type : Genomic Project : TSP121

Organism : Rattus norvegicus Study : TSE158
Assay : TSA439

TSS438 - DrugMatrix - Toxicogenomics signatures of Liver after exposure to fluconazole (394 mgkg, 1

days) in the rat

(view)

Type : Genomic Project : TSP121
Organism : Rattus norvegicus Study : TSE158

Assay : TSA438

Figure 39. Capture d’écran de 1’outil de recherche avancée de TOXsIgN

Afin de récupérer la signature toxicogénomique du fluconazole a 394 mg/kg, I’outil de recherche a été utilisé. La
signature de I’exposition durant 6 heures a ensuite été sélectionnée. L’identifiant de la signature est TSS439 (en

rouge sur la figure).
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Un bouton disponible sur la page de cette signature (TSS439) permet de directement charger
celle-ci dans I’espace de travail. Cette signature, composée de 793 génes (376 sous exprimés et 417 sur
exprimés) correspondant a 751 identifiants HomoloGene, a ensuite été comparée aux autres signatures
déposées dans ’espace de dépdt a 1’aide de 'outil de comparaison de signature, en utilisant les

parametres par défaut (Figure 40).

Euclidean Correlation
Signature r R n N Ratio Pvalue Zscore distance distance
TSS205 - DrugMatrix - Toxicogenomics 378 751 652 10770 37 % 6.82400848363682e- 52.7519108270255 25.5929677841395 0.534376945687471
signatures of Liver after exposure to 299
ethinylestradiol (10 mgkg, .25 days) in the rat
TSS440 - DrugMatrix - Toxicogenomics 226 751 303 10770 27 % 6.36886760856969¢- 46.8727616291122 24.576411454889  0.471643209686015
signatures of Liver after exposure to 206
fluconazole (10 mgkg, .25 days) in the rat
TS8209 - DrugMatrix - Toxicogenomics 395 751 907 10770 31 % 3.86865632630525e- 45.1938705112248 29.4957624075053 0.477294182349352
signatures of Liver after exposure to 250
ethinylestradiol (1480 mgkg, .25 days) in the
rat
TSS317 - DrugMatrix - Toxicogenomics 370 751 868 10770 30 % 9.18014164343925e- 43.0104207805062 29.9499582637439 0.446945614807702
signatures of Liver after exposure to 227
thioguanine (12 mgkg, .25 days) in the rat
TSS231 - DrugMatrix - Toxicogenomics 240 751 456 10770 25% 5.7766416913478e-  39.1166618451114 27.2213151776324 0.397995858992561
signatures of Liver after exposure to 165
diethylstilbestrol (2.8 mgkg, .25 days) in the rat
TSS8101 - DrugMatrix - Toxicogenomics 275 751 588 10770 26 % 1.0304122120797e- 38.9653679019577 28.3725219182222 0.401742152149809
signatures of Liver after exposure to 173
phenothiazine (386 mgkg, .25 days) in the rat
TS8325 - DrugMatrix - Toxicogenomics 162 751 227 10770 20 % 1.6263078589976e- 38.497966312286  25.6124969497314 0.389713731650171

signatures of Liver after exposure to raloxifene 139
(8.5 mgkg, .25 days) in the rat

TSS4913 - Open TG-GATEs - Toxicogenomics 216 751 391 10770 23 % 3.92362905821027e- 38.1731674523351 26.7581763205193 0.392878608562451
signatures of Liver after exposure to danazol 153

(2000 mgkg, 9 hours) in the rat

TSS1181 - DrugMatrix - Toxicogenomics 303 751 726 10770 26% 9.46420997144378e- 38.079982786754 29.8161030317511 0.400849743540137
signatures of Liver after exposure to beta- 176

estradiol (150 mgkg, .25 days) in the rat

TSS1070 - DrugMatrix - Toxicogenomics 272 751 610 10770 25% 1.18501377064355e- 37.5555824108014 28.8963665535998 0.388380732801847

signatures of Liver after exposure to 164
norethindrone (375 mgkg, .25 days) in the rat

Figure 40. Capture d’écran du résultat de comparaison (top 10) de la signature du
fluconazole

Ce résultat est obtenu en comparant la signature du fluconazole 394 mg/kg, 6heures (signature sélectionnée) a toutes
les signatures toxicogénomique de TOXsIgN (signature comparée). Cette page affiche les informations a propos de
la signature : Identifiant et nom de la signature comparée permettant un accés direct a la page de la signature ; r :
nombre d’identifiants HomoloGene en commun entre la signature sé¢lectionnée et la signature comparée ; R, nombre
d’identifiants HomoloGene présent dans la signature comparée ; n, nombre d’identifiants HomoloGene présent dans
la signature sélectionnée ; N, nombre total d’HomoloGene ; Ratio, ratio r/R ; pvalue, pvalue retournée par le calcul
d’enrichissement (loi hypergéométrique) ; Zscore, zscore; Euclidean distance, valeur de la distance entre la signature
sélectionnée et la signature comparée basée sur les identifiants HomoloGene ; Correlation distance, valeur de la

corrélation entre la signature sélectionnée et la signature comparée basée sur les identifiants HomoloGene.
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La comparaison indique un enrichissement significatif (pvalue < 1e'%) de la signature
sélectionnée avec d’autres signatures de la méme molécule, mais a des doses différentes (10 mg/kg
pendant 6 heures). Cette analyse permet également d’identifier des similarités avec des composés
oestrogéniques connus tels que 1’ethinylestradiol ou le B-estradiol et d’autres ayant des propriétés
oestrogéniques comme le diethylstilbestrol et le norethindrone (Lopez et al. 2013; Miyagawa, Sato, and
Iguchi 2011). Ces substances sont les mémes que celles présentes dans le groupe issu de ChemPSy, dont
le fluconazole est extrait confirmant ainsi la similarité entre les signatures du fluconazole et celle de ces
substances. On note également que la signature du fluconazole est trés similaire a des scelles du
thioguanine (traitement pour les maladies auto-immunes), du phénothiazine (antipsychotique), du
raloxifene (traitement hormonal de substitution) et du danazole (molécule inhibitrice des

gonadotrophines et utilisée comme médicament dans I'endométriose).

4.2.3. Conclusion et perspectives

TOXsIgN est un environnement facilitant la soumission, le stockage et la recherche en ligne de
signatures toxicogénomiques grace a l'utilisation de douze ontologies distinctes utilisées pour décrire les
expériences toxicologiques et leurs résultats. L'une des caractéristiques principales de TOXsIgN est sa
capacité a archiver des données hétérogenes : sans restriction d’espéces ; expériences in vivo, ex vivo ou
in vitro ; études transgénérationnelles ; mélanges de facteurs environnementaux. Actuellement, le dép6t
TOXsIgN héberge 8491 signatures toxicogénomiques provenant de 32688 expériences de puces a ADN
chez I’homme, le rat, la souris et la drosophile. Chaque signature déposée est associée a un identifiant

unique pour faciliter I'accés aux données et améliorer la transparence scientifique.

De nombreuses améliorations sont prévues a courts, moyens et longs termes. A court terme, la
possibilité de déposer des signatures issues d’expositions a des facteurs biologiques et physiques sera
développée. La mise en place de nouveaux outils pour la toxicogénomique comme I’intégration de
ChemPSy ou encore d’un outil d’extraction de signatures toxicogénomiques est également envisagée
dans un futur trés proche. A moyen terme, la mise en place d’un systéme d’avertissement par mail sera
mise en place afin de prévenir les utilisateurs de I’existence de listes similaires aux leurs. La refonte de
I’espace de travail est également planifiée afin d’optimiser ses performances et sa facilité d’utilisation.
Il pourrait ainsi étre envisagé de déployer une instance Galaxy méme si actuellement il est difficile de
relier cet outil & une base de données autre que celles préalablement prévues. A plus long terme, de
nouvelles fonctionnalités viendront enrichir 1’aspect communautaire de TOXsIgN. Plusieurs utilisateurs
pourront ainsi travailler sur le méme projet. Nous envisageons également de mettre en place un systéme

de notation des signatures basées sur leur fréquence d’utilisation.
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TOXslIgN met a disposition des données qui intéressent fortement la communauté : les signatures
toxicogénomiques. Les utilisateurs peuvent étre également séduits par le potentiel de citation que
représente TOXsIgN. En effet, I’outil de comparaison permet de remettre sur le « devant de la scéne »
des études toxicogénomiques de qualité ce qui devrait considérablement augmenter leur potentiel de
citation dans les articles scientifiques. Néanmoins, pour que TOXsIgN soit reconnu par la communauté,
il est nécessaire que celle-ci prenne part a la construction de ce dépot en mettant a disposition leurs
données. Pour inciter cette démarche, nous devons mettre a disposition un plus grand nombre de
signatures afin que les scientifiques y trouvent un intérét qualitatif & déposer leurs signatures. Cette
démarche pourrait également étre accélérée si les éditeurs encouragent vivement le dépdt de ce nouveau

type de données (les signatures toxicogénomiques) au méme titre que les données brutes.

Le dépot de données dans TOXsIgN se limite actuellement aux données de toxicogénomique.
Cependant, la modularité et la flexibilité de sa base n’excluent pas la possibilité de mettre en place une
compatibilité¢ avec d’autres types de données toxicologiques. Dans ce contexte, il est déja possible de

déposer des signatures physiologiques, moléculaires ou issues d’études épidémiologiques.

La problématique soulevée dans le projet TOXsIgN d’accessibilité des données analysées sous
la forme de signatures nous a permis d’envisager de généraliser ce principe a I’ensemble des disciplines
du vivant. Ainsi, avec mes encadrants, je coordonne é¢galement le développement d’un nouvel espace de
dépot, GeneULike, trés fortement inspiré de TOXsIgN. Comme ce dernier était limité au niveau des
identifiants des signatures (Entrez gene) et également sur la thématique biologique (la toxicologie), sa
généralisation sous-entend détendre le format des signatures en offrant la possibilité de déposer des listes
d’identifiants provenant de diverses banques (sondes nucléotidiques, protéines, génes ou encore
transcrits par exemple) et ayant trait & de nombreux sujets biologiques. Briévement, GeneULike est un
espace de dépot multiespeces et multitechnologiques destiné a héberger des listes d’entités biologiques
(génes, transcrits, protéines, sondes nucléotidiques, ...) accessibles a la communauté scientifique via un
serveur web. Ces listes sont organisées sous forme de projets associés a un identifiant unique et sont
décrites par I'utilisation d’un vocabulaire contr6lé (organisme, informations, éléments méthodologiques
et expérimentaux, liens PubMed vers I’article, ...). Tout comme pour TOXsIgN, un espace de travail

permettra de mettre a disposition un ensemble d’outils destinés aux utilisateurs.
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4.3. The ReproGenomics Viewer (RGV) : un navigateur de
génome pour les données de reprogénomique

A I’heure actuelle, un des grands défis en biologie consiste a traiter, héberger et interpréter les
données issues des projets utilisant les technologies de séquencage a ultra-haut débit (NGS) (Merelli et
al. 2014). En effet, si les informations obtenues grace aux puces a ADN peuvent étre facilement
visualisées et stockées dans des banques de données organisées autour de I’annotation des genes, la
problématique est tout autre en ce qui concerne les approches NGS. Ces dernieres générent des données
a I’échelle des bases nucléotidiques qui requiérent donc des solutions adaptées et spécifiques pour leur
visualisation et leur stockage. Ce changement d’échelles est a 1’origine de 1’apparition de nouveaux outils
tel que les « genome browsers » ou navigateurs de génome. Le plus connu d’entre eux est le navigateur
de génomes généraliste de 'UCSC (Rosenbloom et al. 2014) qui héberge des données variées de
génomique (transcriptomique, épigénomique, etc). Depuis quelques années et grace a la popularisation
d’outils de visualisation open source tel que JBrowse (Westesson, Skinner, and Holmes 2013), de
nombreux navigateurs de génomes plus ou moins spécialisés, centrés sur une espéce donnée ou sur un
type particulier de données, ont vu le jour (Choo, Heydari, et al. 2014; Heydari et al. 2013, 2014; Choo,
Ang, et al. 2014; Hackenberg, Barturen, and Oliver 2011). Si de nombreuses banques hébergeant les
données de puce a ADN en lien avec la reproduction ont été mises en place au cours de ces 15 derniéres
années (Lardenois et al. 2010; Y. Zhang et al. 2013; T.-L. Lee et al. 2009) aucun navigateur de génome
dédi¢ a cette thématique n’existait jusqu’alors. L’objectif de RGV (Darde et al. 2015) a ét¢ de mettre a
disposition de la communauté scientifique d’un espace travail et de visualisation de données de NGS
interespéce et dédié a la reproduction. Il se base sur I’implémentation du module JBrowse ainsi que d’un
espace de travail Galaxy afin d’offrir aux utilisateurs la possibilité d’analyser des données NGS et de les

visualiser via une interface intuitive.

4.3.1. Publication du ReproGenomics Viewer
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ABSTRACT

We report the development of the ReproGenomics
Viewer (RGV), a multi- and cross-species working en-
vironment for the visualization, mining and compari-
son of published omics data sets for the reproductive
science community. The system currently embeds 15
published data sets related to gametogenesis from
nine model organisms. Data sets have been curated
and conveniently organized into broad categories in-
cluding biological topics, technologies, species and
publications. RGV’s modular design for both organ-
isms and genomic tools enables users to upload and
compare their data with that from the data sets em-
bedded in the system in a cross-species manner. The
RGV is freely available at http://rgv.genouest.org.

INTRODUCTION

Sexual reproduction in eukaryotes involves a wide spec-
trum of biological processes by which species give rise to
new individuals and thus perpetuate. These include the for-
mation of haploid gametes after meiosis, a specific type of
cell division that takes place only in the germ line. In the
male, the differentiation of germ cells into highly special-
ized spermatozoa is a complex and tightly regulated pro-
cess called spermatogenesis. This developmental process in-
volves the sequential and coordinated expression of thou-
sands of genes, many of them testis-specific. Spermatogen-
esis has thus been widely explored by several microarray-
based expression studies over the last two decades (1,2) and
several databases devoted to spermatogenesis and gameto-
genesis (3-5) or to reproduction in general (6-8) have been
developed to organize and provide access to this massive
quantity of data.

More recently, ultra-high-throughput next-generation se-
quencing (NGS) projects have imposed new challenges on
the life science research community: the complex tasks of
processing, hosting and interpreting these data (9). The
repositories or databases referred to above, however, can-
not cope with several intrinsic features of NGS data. For
instance, although microarrays provide an average measure-
ment of gene or transcript expression that can be easily dis-
played, NGS offers quantification at a single-base resolu-
tion, a feature that could only be observed by specific visu-
alization tools that can take into account both genome co-
ordinates of sequenced nucleotides and coverage informa-
tion along every genomic locus. Additionally, microarray-
based expression databases are typically organized around
annotated entities, i.e. probes, transcripts, genes or, per-
haps, corresponding proteins. Their structure is therefore
incompatible with the ability of RNA-sequencing to lead
to new discoveries (e.g. when new transcript isoforms are
assembled and/or new loci identified) and not adapted to
ChIP- or Methyl-seq analyses of specific chromatin regions,
the boundaries of which cannot be strictly defined. The
so-called genome browsers, a new type of database, have
emerged to meet these requirements (10). UCSC’s famous
website (11) is a pioneer in this regard. The implementa-
tion of new modules (12,13) makes it possible to create even
more flexible and intuitive browsers. These allow the host-
ing, visualization, customization, retrieval and analysis of
various types of genomics data in a single environment,
thus enabling researchers to extract and share data easily
and construct new hypotheses from them. Most of these
browsers, however, focus on a single species (14-17) or a sin-
gle type of genomic data (18,19). To our knowledge, there is
no tool directed toward a specific research field and scien-
tific community that can bring together the major relevant
studies, regardless of species and technology type.
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Here we present the ReproGenomics Viewer (RGV), a
cross-species genomic toolbox for the reproductive com-
munity. The system is based on the implementation of a
‘JBrowse genome browser’ (20) and a ‘Galaxy bioinformat-
ics workflow environment’ (21-23). It was developed to pro-
vide a one-stop genomic working environment and aims to
assist scientists in the analysis and the mining of a wide
range of high-throughput repro-genomics data, including
sequencing data. RGV allows hosting, visualization and di-
rect comparison of users’ data to published genomics stud-
ies as well as to relevant genetic variations linked to repro-
duction. One way it does this is by enabling various ge-
nomic file format conversions. These genomic coordinates
can be converted not only between genome releases of a
given species but also and more importantly between dif-
ferent species. This key feature allows the direct compari-
son of data sets acquired in different organisms and thus
makes RGV not only a multispecies genome browser but
also a true cross-species tool for comparing reproductive
genomics data. The RGV currently hosts data sets that are
oriented mainly toward testis biology and spermatogenesis.
In the near future, these will extend to other areas of repro-
duction, including gonad development, urogenital cancers
and reproductive toxicology.

DESCRIPTION OF DATA SETS

As mentioned above, the RGV currently embeds 15 pub-
lished studies related to male gamete development or ga-
metogenesis in general (24-36) (Table 1). These data sets
are publicly available through the NCBI Gene Expression
Omnibus Repository (37). They describe the extensive re-
exploration of the spermatogenesis process over the past
few years by the emerging ultra-high-throughput sequenc-
ing technologies. Specifically, the studies investigated the
dynamic omics landscape of developing male germ cells,
including: (i) chromatin remodeling and epigenetic fea-
tures such as active and repressive marks (24-25,27-30);
(ii) cistromes of transcription factors important for sper-
matogenesis (26,29); (iii) transcriptional landscapes, defined
mainly by RNA sequencing technologies (24,28,31-36); and
(iv) proteomic profiles generated with the recent Proteomic
Inferred by Transcriptomic approach (34). All these ex-
periments took place in a wide spectrum of model or-
ganisms, including Homo sapiens (25,30,36), Gorilla gorilla
(36), Macaca mulatta (36), Mus musculus (24-29,31-32,35),
Rattus norvegicus (33,34), Monodelphis domestica (36), Or-
nithorhynchus anatinus (36), Gallus gallus (29,36) and Sac-
charomyces cerevisiae (as sporulation in yeast is the devel-
opmental process analogous to spermatogenesis in higher
eukaryotes (38—41)). Taken together, these published data
sets currently represent 342 samples, 168 of vertebrates.

In a critical step, we also gathered allele and genotype
frequency data and significant genetic association findings
from such public databases as GWAS and ClinVar (42,43).
The control vocabulary provided by both projects enabled
us to split genetic association studies into two categories:
reproductive and non-reproductive symptoms. Direct links
to PubMed and variant databases are provided.

THE RGV BACKBONE: DATA PROCESSING AND OR-
GANIZATION

The backbone of the RGV is the series of tools for process-
ing and organizing data within the system (Figure 1A). Four
types of information were manually extracted and curated
for each study, including: the scientific name of each species
and the genome release with which the experiments were
performed and analyzed; the associated scientific publica-
tion; each biology topic investigated in the study; and the
high-throughput technologies performed. Then each sam-
ple of a given data set underwent a series of automatic con-
versions to make it fully compatible with the RGV sys-
tem (Figure 1B). Briefly, for a given sample X analyzed
under a genome release -/ of Species Y, five processing
steps were sequentially performed: (i) each of the various
input data formats (bedGraph/BED, WIG, bigWig) was
converted into a simple tab-delimited text file (BED); (ii)
as some differences can occur even in the same genome re-
lease of a given species, the resulting BED data file might
have needed to be modified to standardize, for example, the
chromosome names that might differ between the Ensembl,
UCSC and NCBI databases; (iii) the standardized BED file
was then converted into an indexed binary format (bigWig
or bw) to enable fast remote access to the data; the pairwise
alignments between genome assemblies and between species
provided by UCSC made it possible to convert genome co-
ordinates in the resulting bigWig file from a genome release
r-1 of the species Y into (iv) the current assembly r of the
same species Y and then (v) the current assembly r of an-
other species Z.

Finally, we used manually extracted information to orga-
nize the processed data into four broad categories, i.e. bio-
logical topics, technologies, publications and species (Fig-
ure 1A). This organization is mirrored in the ‘Available
Tracks’ option of the ‘JBrowse genome browser’ imple-
mented in RGV (see the next section) to facilitate access to
curated and relevant experimental data (Figure 1C).

BIOINFORMATICS TOOLS DEPLOYED IN THE RGV
WORKING ENVIRONMENT

The system also integrates an implementation of the
‘JBrowse genome browser’ (20) and of the ‘Galaxy bioinfor-
matics workflow environment’ (21-23), grafted to the RGV
backbone.

The RGV working environment

To host genomics tools essential for data comparisons be-
tween genome releases and above all between species, we
implemented a ‘Galaxy bioinformatics workflow environ-
ment’. Briefly, Galaxy is an open web-based platform for ge-
nomic research that provides users with an easy-to-use web
interface to create complex biological workflows by tools
that simply need to be dragged and dropped. It is worth
mentioning that the ‘RGV Galaxy session’ is available with-
out creating an account. Users are, however, strongly invited
to create an account to have access to their history, saved
analyses, data sets and workflows. By default, this environ-
ment contains a myriad of tools designed mainly to assist
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Figure 1. The RGV backbone. (A) A schematic diagram of the strategy used to process and organize each individual sample from the published data sets
embedded in the RGV system. The publication by Chalmel ez al. is taken as an example (33). The organization of the data is based on the information
manually extracted from the publication (species name, genome release, biological topic and technology). (B) The ‘RGV data processing’ workflow used to
convert data file formats, standardize data files and then to convert genome coordinates between assemblies (r—; — r) and between species (species Y —
Z). (C) Screenshot of the JBrowse ‘Available tracks’ menu illustrating the ‘in-house’ organization of the published data sets embedded in the RGV system
in several categories, such as ‘Biological topics’, ‘“Technologies’, ‘Publications’ and ‘Species’.
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Table 1. Published data sets relevant to gamete development currently included in the RGV system and some relevant characteristics

Publication PubMed IDs Species (release) Technologies Biological topics
Chocu et al., 2014 (34) 25210130 Rat (rn4) RNA-seq Spermatogenesis
Hammoud ez al., 2014 (25) 24835570 Multi (2 species) Chip-seq, Bisulfite-seq Spermatogenesis
Chalmel et al., 2014 (33) 24740603 Rat (rn4) RNA-seq Spermatogenesis
Meikar et al., 2014 (35) 24554440 Mouse (mm9) RNA-seq, smallRNA-seq Spermatogenesis
Necsulea et al., 2014 (36) 24463510 Multi (7 species) RNA-Seq Tissue profiling
Soumillon et al., 2013 (32) 23791531 Mouse (mm9) RNA-seq Spermatogenesis
Erkek et al., 2013 (28) 23770822 Mouse (mm?9) RNA-seq Spermatogenesis
Gan et al., 2013 (24) 23759713 Mouse (mm9) RNA-seq, ShMeDIP-seq Spermatogenesis
Laiho et al., 2013 (31) 23613874 Mouse (mm9) RNA-seq Spermatogenesis
Lietal, 2013 (29) 23523368 Multi (2 species) ChIP-seq Spermatogenesis
Gaucher et al., 2012 (26) 22922464 Mouse (mm9) RNA-seq Spermatogenesis
Brick et al., 2012 (27) 22660327 Mouse (mm9) ChIP-seq Spermatogenesis
Lardenois ez al., 2011 (38) 21149693 Yeast (sacCer3) Tiling Array Sporulation (SK1,
MATa-alpha)
Brykczynska et al., 20473313 Human (hgl8) MNase-seq Spermatogenesis
2010 (30)
Granovskaia et al., 20193063 Yeast (sacCer3) Tiling Array Mitosis (W101, MATa)
2010 (41)

users in handling files; these are largely simple file manipu-
lation tools to convert, filter, sort, select, extract features or
combine files. The current release already uses this versatile
Galaxy working environment to deploy two workflows.

The ‘RGV data processing’ workflow described in the
RGYV backbone section (Figure 1B) was conveniently im-
plemented as a Galaxy module. This pipeline is based on
the implementation of three tool suites: UCSC tools (44),
bedtools (45) and CrossMap (46). The former is used for all
data file format conversions in either bedGraph or bigWig
formats. The second is employed for the data standardiza-
tion step. Finally, the latter is used in both cross-assembly
and cross-species conversions of genome coordinates and
makes use of pair-wise alignment files (chain format) pro-
vided by UCSC. The entire process takes roughly 30 min
for an input file (bam format) of 200 Mb. Once the conver-
sion is completed, the user can easily upload the resulting
bigWig file to the ‘RGV JBrowse session’.

‘A genome alignment workflow” based on the Blast-Like
Alignment Tool (BLAT) (47) was implemented as a tool
in the Galaxy working environment. Briefly, it allows users
to use a one-step procedure to automatically align their
DNA/RNA or protein sequences (fasta format) onto the
13 reference genome sequences available in the RGV sys-
tem. The resulting alignments are post-processed and made
available in two forms: a table including direct links to the
‘JBrowse session” and a General Feature Format (gff) file
that can be uploaded to the genome browser.

The RGYV JBrowse session

As many more genomes, transcriptomes and epigenomes
will be sequenced in the decade to come, a user-friendly
genome browser has become essential for work in reproduc-
tive biology.

JBrowse advantages. The client-server architecture of
JBrowse offers several advantages over other genome
browser solutions, such as GBrowse (13): (i) the system is
fully compatible with a wide spectrum of data types, includ-
ing sequence files (fasta format), genomic feature files (gff),
alignment files (bam) and quantitative data files (bedGraph,

wig, bigWig); (i) genome browsing is rapid even when mul-
tiple users are processing data simultaneously; (iii) JBrowse
provides a user-friendly and highly flexible graphical inter-
face in which users can efficiently pan and zoom over a ge-
nomic sequence region and turn genomics tracks on and off
by simply clicking buttons.

Track organization. As mentioned above, RGV currently
includes 15 published data sets. Each has been standard-
ized and converted via the ‘RGV data processing’ pipeline.
Data were then organized into four broad categories in
the JBrowse track selector, from the information manually
extracted from the original publications. These categories
(Figure 1C) currently include: biological topics (spermato-
genesis and tissue profiling), technologies (epigenomics,
regulomics or transcriptomics), publications and species
(nine species).

User interaction. The implementation of JBrowse allows
users to download data sets embedded into the RGV
genome browser by choosing a track of interest and then
by clicking on ‘Save track data’. Users can also upload their
own data sets (several file formats are allowed: gff3, gtf, big-
Wig, bam and vcf) in the ‘JBrowse session’ to compare them
to the existing tracks by using the option ‘Open’ in the ‘File’
tab. If necessary the user can first run the ‘RGV data pro-
cessing’ pipeline, implemented in the ‘Galaxy session’ (see
the previous section), and then upload their own tracks into
the system.

Example. During spermiogenesis, sperm chromatin is re-
modeled into a condensed inactive state due to the replace-
ment of histones by protamines (48,49). The latter are small
arginine-rich proteins binding DNA expressed in the late-
stage spermatids of many animals and plants. We used the
‘RGV JBrowse session’ to illustrate the mammalian con-
served expression pattern of the genes encoding PRMI,
PRM2 and PRM3 which are clustered on the human chro-
mosome 6 (Supplementary Figure S1). Once the genes have
been selected with the search bar and the genome fixed
to Human (hgl9), three expression data sets from human,



mouse and rat were compared (32-33,36). The correspond-
ing tracks were accessed by (i) the ‘Publications’ tab, by
selecting 2013>Soumillon et al’, 2014>Necsulea et al.’
and 2014>Chalmel et al’. Note that the ‘Available Tracks’
menu is organized so that the same tracks could have been
identified by (ii) the ‘“Technologies’ tab or by (iii) the ‘Bio-
logical topics’ tab. The examination of the displayed tracks
highlights the specific post-meiotic expression of the genes
encoding protamines, as well as its strong conservation
across mammals.

DISCOVERING NOVEL GENES ACTIVE IN SPER-
MATOGENESIS

The large variety of ultra-high-throughput data across
many eukaryotic organisms encourages the use of the RGV
as a testing ground for building novel scientific hypotheses
on the basis of relevant, curated experimental data on re-
production. The possibilities are numerous, and the appli-
cations of RGV diverse. For example, the integration and
visualization of pertinent transcriptome data and genome-
wide association studies related to reproductive symptoms
in the ‘JBrowse session’ may help to elucidate the mecha-
nisms through which genetic mutations lead to reproduc-
tive disorders. Another example concerns the integration
of active/repressive epigenetic marks and transcriptomic
data, which may help to identify the role of specific epige-
netic modifications in modulating the expression of genes
involved in spermatogenesis.

To corroborate RGV’s usefulness, we decided to test its
ability to identify novel human loci dynamically expressed
during male gamete development and conserved across
species. We first integrated three RNA-sequencing stud-
ies in the ‘JBrowse session’: a tissue profiling project in-
cluding samples from human testis and three other tissues
(ovary, brain and placenta) published by Necsulea et al.
(36); then we added two high-resolution expression pro-
files of male germ cells, one in rats (33) and the other
in mice (32). Next, we analyzed the human testis sam-
ple provided by Necsulea ez al and assembled the tran-
scripts with the cufflinks tool suite (50). We then sought to
identify novel intergenic and multi-exonic loci that are ex-
pressed in human testes and have a meiotic and/or postmei-
otic expression pattern in rodents (data not shown). This
allowed us to select one promising candidate, designated
TCONS_00962903, for further experimental validations to
illustrate the relevance of our strategy (Figure 2A). This
novel locus maps to chromosome 6 (positions 41 349 211-
41 350 871) and is composed of three exons with a cumu-
lative exon size of 659 bp. It shows preferential expression
in testes compared with the other three tissue types in the
study by Necsulea et al. (36). A simple examination of the
‘JBrowse session’, using the cross-species feature of RGYV,
showed very strong conservation in rodents, in which ex-
pression of this locus unambiguously peaked in sperma-
tocytes and spermatids. This finding suggests its expres-
sion pattern in humans and rodents is similar (Figure 2A).
Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
found substantial amounts of TCONS_00962903 RNA in
human, mouse and rat testis samples, compared with the
other tissue samples analyzed (brain, kidney, liver and lung
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for rodents; epididymis, seminal vesicle and prostate for hu-
mans) and thus confirmed its ‘testis-restricted’ expression
pattern (Figure 2B-D) (Supplementary file S1). Finally, as
suggested by the rodent RNA-seq data, we clearly con-
firmed that the expression of this novel gene in the testis is
restricted to the human germ cells at spermatid stage (Fig-
ure 2E).

FUTURE DEVELOPMENTS

In the near future we intend to extend the scope
of the RGV to keep pace with rapid technological,
bioinformatics/genomic and biological /clinical advances in
the reproductive sciences. In concrete terms, we are cur-
rently planning four separate actions. First, we will gather
other relevant data sets from a wide range of species in RGV
to cover other reproductive biological topics (e.g. gonad de-
velopment, oogenesis, reproductive cancers and reproduc-
tive toxicology). We have already selected 18 studies to inte-
grate into the system (Supplementary Table S1), and we en-
courage data submission from colleagues. Second, we will
be adding other genetic information related to reproductive
disorders (such as GWAS and Quantitative trait loci infor-
mation from diverse sources and diverse model organisms).
Third, we plan to develop community tools that will greatly
facilitate collaborative work and stimulate the emergence of
novel forms of collaboration in our research field.

Finally, we will be enhancing the features and function-
alities of the ‘RGV-Galaxy working environment’. In par-
ticular, we intend to embed the ‘JBrowse genome browser’
directly into the Galaxy environment. Users will thus be
able to entirely customize, and eventually share, their own
personal genome browser session with their ultra-high-
throughput data sets. This integration of JBrowse within
the RGV-Galaxy working environment will also facilitate
communications and data export between the two sessions.
Another crucial point involves the direct implementation
of several workflows for analysis of NGS data (e.g. RNA-
seq, ChIP-seq) within the Galaxy environment. This will
have several user benefits, for it will enable reproductive
biologists/clinicians to perform their own analyses indepen-
dently. Above all, it will help to standardize data analysis
procedures within the reproductive science community to
facilitate comparisons of data sets.

CONCLUSIONS

We report the development of the RGV, a webserver-based
toolbox for reproductive scientists. The system combines
specific solutions for ultra-high-throughput data manage-
ment, curation and organization, with data conversion
across releases and species (CrossMap), genome browsing
(JBrowse session) and a bioinformatics workflow environ-
ment to deploy analysis pipelines (Galaxy session). RGV
currently embeds 15 published data sets related to germ
cell development from nine eukaryotic species. We intend
to complete RGV’s repertoire with other related biological
processes, other model organisms and other technologies
of interest related to reproductive biology in the near fu-
ture. This may help scientists and clinicians who work on
reproduction to compare their own data sets to relevant
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Figure 2. Tissue and cell-specific expression patterns of one novel intergenic locus are shown. (A) Structure of the novel intergenic locus (blue boxes
correspond to introns), TCONS_00962903, in the human genome (release hgl9), is displayed in the ‘RGV JBrowse session’. Four RNA-seq data sets were
selected to illustrate the transcript abundance of this promising candidate in human testes (Chalmel, F. and Rolland, A.D., in preparation) (36) as well as in
rodent meiotic and post-meiotic germ cells (32,33). The amount of transcript determined in each tissue/cell and in each study is displayed as color-coded
red heat maps. Red histogram bars represent the sequence conservation score distributions between 100 species as provided by the UCSC genome browser
(phastCons scores, y-axis ranges from 0 to 1). TCONS_00962903 detection at the RNA level was further confirmed by RT-PCR in four rat (B) and mouse
(C) tissue samples, including total testis (TT), brain (BR), kidney (K1), liver (LI) and lung (LU). RT-PCR analysis was also performed in four human
tissue samples (D), including total testis (TT), epididymis (EP), seminal vesicle (SV) and prostate (PR), as well as five isolated testicular cell populations (E)
including Leydig cells (LC), peritubular myoid cells (PC), Sertoli cells (SC), spermatocytes (Spc), round spermatids (rSpt) and total testis (TT) as positive
control.



published studies in their specific field by overcoming the
standard technical problems we face daily regarding data
format, genome release and species issues. To the best of
our knowledge, the RGYV is the first cross-species working
environment dedicated to a single biological field of inter-
est. This community-based system could thus be applicable
to other conserved biological processes studied in several
model organisms.

SUPPLEMENTARY DATA
Supplementary Data are available at NAR Online.
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Animal, human samples and ethical considerations

Adult male Sprague-Dawley rats and male C57BI/6 mice were used for tissue collection (testis, brain,
kidney, liver and lung) and RT-PCR experiments. They were purchased from Elevage Janvier (Le
Genest-Saint-Isle, France). Animal experiments were performed in conformity with the principles for
the use and care of laboratory animals and in compliance with French and European regulations on
animal welfare.

Human materials were obtained at Rennes University Hospital from patients: normal testis and
epididymis samples were collected at autopsy; normal seminal vesicles were collected from patients
who underwent radical prostatectomy; prostate tissues were obtained from healthy men who
underwent prostatic adenomectomy for benign prostatic hyperplasia. The local Ethics Committee
approved the study protocol, "Study of normal and pathological human spermatogenesis”, registered
under n° PFS09-015 at the French Biomedicine Agency. Human tissues used for RT-PCR were
frozen in liquid nitrogen and stored at —80°C until analysis. Human testicular cells (spermatids,
spermatocytes, Sertoli cells, peritubular myoid cells, and Leydig cells) were isolated from human
testes as described in (Chalmel et al., 2007) (Chalmel, Rolland et al., in prep.).

RNA isolation and RT-PCR

RNA was isolated using the RNeasy miniextraction kit (Qiagen) and treated with DNase (Promega).
Complementary DNA was obtained from 500 ng of total RNA using the High capacity RNA-to-cDNA
Kit (Applied Biosystem). Conventional PCR was performed using Taqg polymerase (Qiagen) and a
Peltier thermocycler (Labgene). Forward and reverse primers are listed below (overlined in yellow) for
human, mice and rat TCONS respectively. Sequences and product sizes (overlined in blue) are
indicated.

Human

GGGACAGGAGCCCTAGGCAATATGTATTAAGTAGACTTTCATGAACTCAACGAGATACTGCAAGAGATAAAATAA
TGAGATGCTACGTCATAGGATCTGTCTCTGAGTCCACATTGTGGGAGAAAAGACCATTCTTCGGAAAGATGCAGA
GGAAGCCCCGTACCTCAAGGGATTGAGATGGGAGACTGAGGGAATCCTGGGGTCTCTGCCCTCTCCCTCACTGGG
AAACAAGCTCTGTTTCTTCATGTGCTGGAGCCCTGCCTCTGTGGGTGCAGCCTGAGGACAAAGGCAGTGCTGCAT
CCCCTGATCCCCTGCCCCCTACAACCTCCTGCCCAGCCTCTTGGGTGCTCCTCAGCTTGTCGTCAGGGAGGAAGC
AGCCATCTCCTCCGATGACTGACTTCAAGCCTCAACTCTCCCACAGCTTCTCAAAAGCCAAGGCTGAGGCCAAGT
CCTAGCTGCTGCCTTGGGACAGGTCAAGGGCCTCCTGCAATCTCATGCACAAA CTGGTACCCATGAGCATGTGGC
CTAAGAGATTTATTGACCCCTCTCCAAGTCCTTGCCAGAGGAATCCTGCACACCTATATCCACAATGAAGGGAGC
CATATCCCCAGCTGGGTAGCCATA

Forward primer: CAGGAGCCCTAGGCAATATG
Reverse primer: CACATGCTCATGGGTACCAG

SEQUENCE SIZE: 624
PRODUCT SIZE: 519

Mouse

GACATCACAGCAGGGAGAGGGGCCCTTCACAACCTTT CCCACTTGGACTTTCAAGGACTCAGAAAGCTAGTGCTA
GAGAAAGAAGATCATGTCCTTGGGAAAGATGGAGAATGAGTTCGAAGTCAGGAAAGCCCGACTCTACAAGGGACT
GAGATGGAAGACCCAGACCCAGGGCGACCCGCACTCCCACTCACCTGGGAATGAGCTCTGCCCCTCCACGGAGCA
AGCTTCAAAGGTCTGCCTGTGTGGCTGCAGCTTGCGGACAAAAGCGGTCCTCCACCCCAGGCCGGATCCAGTCCC
TCTTCTAGTCTCTCGGGGGCCGTCCAGCTTGCCATCAGAGAGGAAGACACTGGTTTCCAAGGAGACAGTCTTTCC
AGCTCAGCTCTCCCACCACTCTCCGAAGGAAAAAGCTGAGGGCAAGTCCCAGCTGTTATCTTGGCGGGATCCGGT
ACCTCTGCGCCAGCTGGTGCCTATGAGCGTGTGGCCCAAGGGCTTTATTCATCCACTCCCCAAACCTTTGCCAGG


http://www.jbc.org/cgi/redirect-inline?ad=Qiagen
http://www.jbc.org/cgi/redirect-inline?ad=Qiagen

GCAAGCTCTGAGCACCTTTATCCATGTTGAAGGGGTTCACATCCCTAGGGCAGTATCTCCGGTGACATCACTGGT
GGAAGATAACAAGTCTTCTATGCCACCTTTACTAAAATGAACGTGCCTGCTCAATTAATTGCTATTTATCTGTGT
CTACTGTAAACACGCAAAACTGTCCATTTTTAACTGAGAATATATTTTTATCCTCAATGTGAACCCAGTTGGGAC
TTCCAGAATACTGTATCCCAGTGTATCTTTCAAAATATATTTTTATTTTTATTTGTGCATGT

Forward primer: GAGGGGCCCTTCACAACCTTT
Reverse primer: CACACGCTCATAGGCACCAG

SEQUENCE SIZE: 812
PRODUCT SIZE: 467

Rat

GACATCACAGAAGGGGAGGGGCCCTTCACAACTTG

CTGGTGCCCATGAGCGTGTGGCCCAAGGGCTTTATTGACCCGCTCCCCAAGCTTTTGCCAGAGAAAGCT
TTGAGCACCCTTATCCATATTGAAGGGATTCACATCCCCAGGGCAGTATCCCCCGTGATGGCACTGGGGAAAGAT
ACCAAATCCTCTCTGCCACCTTTACTGAAATGAGCGTGTCCACTCAATTAATCACTAATTTTCTGTATCTACTGT
AAACATATGAAGCTATTTTAATGGAGAATATATTTATATTCTCATTATGACCCCAGTGGGGACTTCCAGAACACT
GTATCCCAATGTATCTTTCAAAATACATTT

Forward primer: GAGGGGCCCTTCACAACTTG
Reverse primer: CACACGCTCATGGGCACCAG

SEQUENCE SIZE: 780
PRODUCT SIZE: 461



Supplementary Table S1 - Published datasets relevant for the reproductive science community
selected for integration within the RGV system.

Publications Pubmed IDs Species (release)
Zimmermann et al. Submitted Mouse (mm9)
Chalmel, Rolland et al. In prep. Human (hg19)
Becker et al. In prep. Yeast, sacCer3
Mu et al., 2014 25228648 Mouse (mm9)
Wang et al., 2014 24813617 Mouse (mm10)
Margolin et al., 2014 24438502 Mouse (mm9)
Smagulova et al., 2013 23870400 Mouse (mm9)
Jiang et al., 2013 23663777 Zebrafish (danRer7)
Yokobayashi et al., 2013 23486062 Mouse (mm9)

Ng et al., 2013 23352811 Mouse (mm3)
Shen et al., 2012 23235881 Mouse (mm9)
Sleutels et al., 2012 22709888 Mouse (mm9)

Khil et al., 2012 22367190 Mouse (mm9)
Lavigne et al., 2012 21997732 Yeast (sacCer3)
Tan et al., 2011 21925322 Mouse (mm9)
Smagulova et al., 2011 21460839 Mouse (mm9)
Bernstein et al., 2010 20944595 Human (hg19)

Xu et al., 2009 19169243 Yeast, sacCer3




Supplementary Figure S1 - Tissue and cell-specific expression patterns of protamines. Structure
of the genes encoding protamines (PRM1-3) (blue and orange boxes correspond to untranslated and
coding exons respectively) in the human genome (release hgl9), is displayed in the RGV JBrowse
session. Four RNA-seq datasets were selected to illustrate the transcript abundance of these genes in
human testes (Necsulea et al., 2014; Chalmel, Rolland et al., in preparation) as well as in rodent
meiotic and post-meiotic germ cells (Soumillon ef al., 2013; Chalmel et al., 2014).
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4.3.2. Résultats

4.3.2.1. Version antérieure de RGV

RGYV est un projet initié avant mon arrivée au sein du laboratoire. Lorsque j’ai débuté ma thése,
ce navigateur de génome dédi¢ a la reproduction reposait sur ’outil GBrowse (Generic Genome
Browser) (Stein et al. 2002) et indexait 5 études dans 4 espéces différentes (Homme, rat, souris et levure).
GBrowse est un outil de visualisation d’annotations de génomes développé dans le cadre du projet
GMOD (Generic Model Organism Database). Il embarque les mémes fonctionnalités que Jbrowse (outils
de navigation sur le génome, visualisation de données quantitatives et qualitatives, importation de
fichiers, ...), ce dernier étant lui-méme un dérivé de GBrowse. Toutefois, GBrowse repose sur une
technologie plus difficile a maintenir dans le temps et surtout plus cofiteuse en ressources informatiques,
ce qui entrainait d’importants ralentissements lors de la navigation. Par ailleurs JBrowse présente un
affichage plus clair et plus agréable d’un point de vue graphique. J’ai ainsi procédé a la migration de

RGYV de GBrowse vers Jbrowse.

4.3.2.2. Données stockées

Depuis sa publication, de nombreuses études accessibles au public via le dépot GEO ont été
ajoutées a RGV. Au total le site indexe plus de trente études traitant de la spermatogenése et du
développement des gamétes en général par des approches de séquencgage a ultra-haut débit (NGS)
(Tableau XVII). Plus spécifiquement, ces études portent sur: (i) la dynamique transcriptionnelle au cours
du développement des cellules germinales males ; (ii) le remodelage de la chromatine et des marques
épigénétiques dans ces mémes cellules ; (iii) le cistrome de facteurs de transcription importants pour la
spermatogeneése; et (iv) des approches de protéogénomique couplant reconstruction de transcrits par
RNA-seq et identification des produits de génes correspondants par spectrométrie de masse de type
MS/MS. Enfin, j’ai également intégré (v) les données génotypiques issues des bases de données
publiques GWAS (Welter et al. 2014) et ClinVar (NCBI Resource Coordinators 2015). Toutes ces
expériences ont été réalisées chez un large éventail d'organismes mode¢les, dont ’'Homme, le gorille, le
singe, la souris, le rat, I’opossum, I’ornithorynque, la poule et la levure. Pris ensemble, ces données

représentent 507 échantillons, dont plus de 240 chez les vertébrés.
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Publication PMID Espéce Technologie Sujet biologique
Chocu et al., 2014 25210130 Rat RNA-seq Spermatogenesis
Hammoud et al., 2014 24835570 Multi Chip-seq, Bisulfite-seq Spermatogenesis
Chalmel et al., 2014 24740603 Rat RNA-seq Spermatogenesis
Meikar et al., 2014 24554440 Souris RNA-seq, smallRNA-seq Spermatogenesis
Necsulea et al., 2014 24463510 Multi RNA-Seq Tissue profiling
Soumillon et al., 2013 23791531 Souris RNA-seq Spermatogenesis
Erkek et al., 2013 23770822 Souris RNA-seq Spermatogenesis
Ganet al,, 2013 23759713 Souris RNA-seq, ShMeDIP-seq Spermatogenesis
Laiho et al., 2013 23613874 Souris RNA-seq Spermatogenesis
Lietal, 2013 23523368 Multi ChIP-seq Spermatogenesis
Gaucher et al., 2012 22022464 Souris RNA-seq Spermatogenesis
Brick et al., 2012 22660327 Souris ChIP-seq Spermatogenesis
Tan et al., 2011 21925322 Souris ChIP-seq Spermatogenesis
Sleutels et al., 2012 22709888 Souris ChIP-seq Spermatogenesis
Ngetal, 2013 23352811 Souris ChIP-seq Tissue profiling
YDkOb?;]S ? etal, 23486062 Souris RNA-seq Spermatogenesis
Margolin et al., 2014 24438502 Souris RNA-seq Tissue profiling
Howarth et al., 2014 24874946 Souris RNA-seq Spermatogenesis
Korfanty et al., 2014 25450459 Souris ChIP-seq Spermatogenesis
Soh et al., 2015 26378784 Souris RNA-seq Tissue profiling
Smaguzlg;fell ctay 21460839 Souris ChIP-seq Tissue profiling
Lardenois et al., 2011 21149693 Levure Tiling Array Sporulation
Brykczzl(;ilr)a siells 20473313 Homme MNase-seq Spermatogenesis
G“‘""";g;‘g‘ etal, 20193063 Levure Tiling Array Mitosis
Zlmmerznarign ek, 25710594 Souris RNA-seq Spermatogenesis
Khil et al., 2012 22367190 Souris ChIP-seq Spermatogenesis
Xu et al., 2009 19169243 Levure Tiling Array Sporulation
Lavigne et al., 2012 21997732 Levure DIPP Sporulation

Tableau XVII. Liste des études disponibles dans RGV
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4.3.2.3. Outils de conversion

Le coeur de RGV repose sur I’enchainement spécifique d'outils pour le traitement et
l'organisation des données au sein du systéme. Tout d’abord, quatre types d'informations doivent étre
extraites et organisées manuellement pour chaque étude : le nom de I’espéce et la version du génome a
partir de laquelle les analyses ont été réalisées ; la publication scientifique associée ; la thématique
biologique de 1'étude ; les technologies a haut débit utilisée (Figure 41A). Pour chaque échantillon une
série de conversions automatiques a ensuite €t€ mise en place afin de rendre les données correspondantes
compatibles avec le syst¢tme RGV (Figure 41B). Ainsi, pour un échantillon X d’une espéce Y et une
version de génome r-1, cing étapes de traitement sont successivement réalisées: (i) Les données d'entrée
(bedGraph / bed, wig, bigWig) sont converties en simple fichier texte tabulé (bed); (ii) le fichier bed est
normalisé afin, par exemple, d’homogénéiser les noms de chromosomes qui peuvent étre différents entre
les bases de données Ensembl, UCSC et NCBI ; (iii) le fichier bed standardisé est ensuite converti en un
format de fichier binaire indexé (bigWig ou bw) pour permettre un acces rapide aux données; Enfin, les
fichiers d’alignements entre les différentes versions d’un méme génome et entre les génomes d’espéces
différentes (chain files fournis par UCSC) sont utilisés afin de convertir les coordonnées de la version r-
1 du génome de l'espéce Y dans (iv) la version actuelle r du génome de la méme espece Y, puis (v) dans
la version actuelle r du génome d’une espéces Z. Les informations extraites ensuite manuellement
organisées en quatre grandes catégories (les sujets biologiques, les technologies, les publications et les
especes) afin de permettre aux utilisateurs d’explorer les données et de sélectionner celles qu’ils

souhaitent afficher.
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Espéce : Rattus norvegicus

Version du génome : rn4

Pub. : et al. 2014, Biol Reprod.

Sujet biologique : Spermatogenesis
Dataset Technologie : RNA sequencingChalmel

RNA-seq data

Informations

Echant. 1, rn4 Echant. 2, rn4 Echant. 3, rn4 Echant. 4, rn4
Cellule de Sertoli | Spermatogonia | Spermatocytes Spermatides

RGV conversion
Standardisation du format de

ichier et conversion de génome N —
f g 10 espeéces différentes

Echant. 2, rné Echant. 2, ...
Spermatogonie Spermatogonie

B

RGV conversion Conversion des
coordonnées
Conversion format rnd 2 rn5 Conversion format stockage
Input = bedgraph bedgraph = bigwig

Spg, rn4 Spg, rn4 Spg, rn4 Spg, rn5 Spg, hg19 Spg, hg19

wig bedgraph Stand. bedgraph Stand. bedgraph Stand. bedgraph bigWig

Standardisation des Conversion des
Spg : spermatogonie informations coordonnées
PE 5P & eX. nom des chromosomes m5 > hg19

Figure 41. Outil de conversion de RGV

Processus d’indexation des informations dans RGV. A- Organisation des informations. Pour un set de données
téléchargé, les information associées (auteur, publication, espéce, version de génome, ...) sont extraites et classées
selon quatre niveau (publication, espéce, technologie et sujet biologique). Avant d’étre stocké sur RGV, chaque
échantillon du jeu de données subit un processus de conversion. B — Conversion des données. Les données d'entrée
sont converties en simple fichier bedgraph puis normalisées (homogénéisation des informations). Les fichiers
d’alignements entre les différentes versions d’un méme génome et entre les génomes d’especes différentes (chain
files fournis par UCSC) sont utilisés afin de convertir les coordonnées de la version r-1 (rn4) du génome de l'espéce
Y (rat) dans la version actuelle r (rn5) du génome de la méme espece Y (rat), puis dans la version actuelle r (hgl9)

du génome d’une especes Z (Homme).

216



4.3.3. Discussion et perspectives

The ReproGenomics Viewer est navigateur de génomes spécialisé autour d’une thématique
biologique, la reproduction. Il présente cependant une caractéristique unique par rapport aux autres outils
du genre en permettant de comparer des études menées chez des especes différentes et de visualiser les

résultats sur I’un des 13 génomes indexés.

A T’heure actuelle, je travaille sur la mise en place d’un certain nombre d‘améliorations
permettant de faire évoluer RGV, aussi bien en ce qui concerne les données intégrées, la maniére dont

elles sont traitées ou encore leur visualisation :

Dans cette nouvelle version, la variété des sujets indexés sera étendue a 1’oogencse, a la
différenciation des gonades, aux cancers de la sphére urogénitale ainsi qu’a la reprotoxicologie. Pour
faire face au nombre croissant d’études et a I’augmentation exponentielle des conversions qui devront
étre réalisées, ces dernicres seront limitées aux espeéces modeles telles que I’ Homme, le rat, la souris, le

chien, la vache et le poisson-zébre.

Actuellement la conversion d’une espéce a une autre est dépendante de 1’existence des fichiers
chain présent sur le site de ’'UCSC. Le passage d’un génome a un autre peut nécessiter la conversion
vers un ou deux génomes intermédiaires si le fichier chain n’existe pas. Par exemple la conversion
d’échantillon obtenu sur le génome de la vache (bosTau) version bosTau7 vers la version mé6 du rat
nécessite une conversion au préalable de bosTau7 vers rn4 puis de rn4 vers rn5 et enfin de rn5 vers rné.
En plus d’étre chronophage, ces conversions accumulent les pertes d’informations au fur et 8 mesure des
enchainements. Ceci est d’autant plus vrais quand on passe par une espéce intermédiaire. Pour pallier a
ce probleme, je travaille avec ’aide de 1’équipe bioinformatique de I’'UCSC, sur la mise en place de

processus automatisé pour la création des fichiers chain quand ceux-ci n’existe pas.

Dans sa version précédente, RGV était par ailleurs limité aux études pour lesquelles les auteurs
fournissaient des fichiers bed. Dans la nouvelle version ce sont les fichiers de données brutes de
séquences qui seront utilisés : cela permettra d’inclure plus d’études (non plus limitées a celles
fournissant des fichiers bed) tout en permettant d’uniformiser le traitement des données. L harmonisation
du protocole d’analyse permettra de plus de proposer pour chaque nouvelle piste du navigateur de
génome un affichage brin spécifique, indispensable notamment pour discriminer les données
d’expression de génes chevauchants localisés sur des brins différents de I’ADN. De plus, une
visualisation des profils d’expression a I’échelle du géne ou du transcrit sera rendue possible. Toujours
en termes de visualisation, nous travaillons actuellement a rendre possible I’affichage de données de type

cellules uniques (Single-Cell RNA-seq).
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Enfin, un dernier point d’amélioration de RGV vise a corriger la dissociation entre I’espace de
travail (Galaxy) et le navigateur de génome (Jbrowse). Actuellement il n’est en effet pas possible de
visualiser directement dans Jbrowse les fichiers générés sous Galaxy : il faut préalablement télécharger
le fichier de résultat puis le charger dans le navigateur L’intégration de de RGV directement au sein du
JBrowse de Galaxy, comme cela est par exemple le cas pour le navigateur Trackster (Goecks et al. 2012),
permettrait de résoudre ce probléme. Le navigateur de génome RVG s’inscrit dans le cadre de ma thése
puisqu’il constitue un outil potentiellement intégrable a I’espace de dépot TOXsIgN. Bien que n’ayant
pas été initialement congu comme tel, 1’utilité de cet outil appliqué a la toxicogénomique sera indéniable

au vu de la démocratisation des approches de NGS dans ce domaine.
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Abstract

Among the 20 000 human gene products predicted from genome annotation, about 3000
still lack validation at protein level. We developed PepPSy, a user-friendly gene expres-
sion-based prioritization system, to help investigators to determine in which human tis-
sues they should look for an unseen protein. PepPSy can also be used by biocurators to
revisit the annotation of specific categories of proteins based on the ‘omics’ data housed
by the system. In this study, it was used to prioritize 21 dubious protein-coding genes
among the 616 annotated in neXtProt for reannotation. PepPSy is freely available at

http://peppsy.genouest.org.

Database URL: http://peppsy.genouest.org.

Introduction

Analysis of the human genome led to the identification of
approximately 20 000 protein-coding genes, which produce
a variety of functional proteoforms via different mechan-
isms including genetic polymorphisms, alternative splicing,
post-translational modifications, or processing. The Human
Proteome Project (HPP) launched by the Human Proteome
Organization (HUPO) aims at providing experimental valid-
ation for these proteoforms and understanding their role in
health and disease (1). neXtProt is an innovative knowledge

©The Author(s) 2016. Published by Oxford University Press.

platform focusing on human proteins, that is built on top of
UniProtKB/Swiss-Prot annotations (2) and provides add-
itional expert-curated information on protein expression,
subcellular localization, post-translational modifications
and protein variations, gathered from selected high-through-
put datasets (3). Whenever possible, neXtProt provides links
to primary data providers, such as the Human Protein Atlas
(HPA) (4). It is also cross-referenced to the main expert-
curated sequence knowledgebases UniProt (2) and RefSeq
(5), and to integrative databases such as GeneCards (6) that
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automatically collect available information on human genes.
Since neXtProt has been chosen as the reference database
for the HPP, it collects and displays all the mass spectrom-
etry and antibody-based data generated by the HPP consor-
tium (7).

Since 2008, UniProtKB has been assigning a ‘protein exist-
ence’ (PE) score to each entry, ranging from PE1 (entry with
evidence at protein level) to PES (uncertain). PES entries cor-
respond to dubious protein sequences that are kept in
UniProtKB/Swiss-Prot until other major genome annotation
resources involved in the CCDS project (8) reach a consensus
and annotate them either as coding or as noncoding. If the se-
quence is annotated as noncoding, the corresponding entry is
removed from UniProtKB and stored in UniParc (9). If it is
annotated as coding, then it can take a PE score of 1 (exist-
ence validated at protein level), 2 (existence validated at tran-
script level), 3 (existence validated by homology), or 4
(existence validated by a gene model), depending on the avail-
able information. neXtProt uses the same classification and
upgrades PE2, PE3 and PE4 entries to PE1 when there is clear
mass spectrometry evidence for the existence of the corres-
ponding gene products. According to the standard metrics
table of the neXtProt database (release 2014-09-19), there are
still about 3000 genes that were classified as coding but for
which none of the products could be validated at protein level
(3). Most of these proteins escaped detection either because
their physico-chemical properties are not compatible with
mass-spectrometry or antibody-based techniques, or because
their expression pattern is restricted in time or space. One of
the first objectives of the Chromosome-centric Human
Proteome Project (C-HPP) is to validate the existence of those
so-called ‘missing’ proteins corresponding to neXtProt entries
annotated with PE scores ranging from PE2 to PE4 (7).

Customizable workflows, such as CAPER 2.0 (10),
have already been used to discover novel genes by integrat-
ing transcriptomic and proteomic data (11). In the HPP
context, the use of transcriptomics datasets has also proven
to be valuable to determine where to look for missing pro-
teins (12-14). To the best of our knowledge, there is no
dedicated and freely-accessible workflow to assist re-
searchers in prioritizing missing proteins for detection, and
suggesting potential biological samples. We thus developed
PepPSy, a user-friendly gene expression-based system aim-
ing at identifying the tissues in which unseen gene products
should be looked for. PepPSy currently embeds eight filtra-
tion criteria and seven prioritization modules dedicated to
the filtration of protein candidates and their ranking ac-
cording to gene expression-based information.

Since most PES entries correspond to erroneous transla-
tions of non-protein-coding elements, they are not ex-
to be detected
Therefore, any claim for a PES protein identification is a

pected in proteomics experiments.

priori considered as artefactual and needs to be carefully
documented (15). However, recent publications high-
lighted that a few of them might still be true proteins
(16,17). In order to get a chance to be validated by prote-
omics, it is crucial that these entries are kept in UniProtKB,
the safest way being by upgrading their PE status to PE2-4.
We have applied PepPSy to revisit the annotation of PES
entries based on existing expression information. As a re-
sult, 21 entries have been provided transcriptomic evidence
for further validation and reclassification by neXtProt and
UniProt, and eight entries have been reclassified.

PepPSy data and interface
The “Filtration’ tab

PepPSy has a simple and intuitive interface including a
‘Filtration’ tab (Figure 1A) which enables users to apply up
to eight selection criteria from menus organized into four
categories: General information, Transcriptomic and
proteomic data, Annotation data and Search your own
proteins. In the former category, the user can select candi-
dates according to: (i) the neXtProt database release; (ii)
the chromosome location provided by neXtProt; (iii) the
neXtProt protein existence (PE) status; and, (iv) the observ-
ability status (ranging from ‘observable’ to ‘unobservable’)
according to the Farrah et al. classification that is supposed
to reflect the probability to identify a given protein based
on several parameters (18). In the Transcriptomic and
proteomic data category, PepPSy allows users to filter can-
didate gene products based on (v) their presence in six dis-
tinct transcriptomic and proteomic datasets including: the
NCBI UniGene/EST dataset (45 human experimental con-
ditions (HECs), such as tissues, organs or cell types) (5); an
Affymetrix 3/ array dataset (109 HECs;
Supplementary Table S1) (19); an Affymetrix All Exon
array dataset containing 12 human tissues (raw data avail-

Gene

able on manufacturer’s website at http://www.affymetrix.
com/support/technical/sample_data/exon_array_data.

affx); the Illumina RNA-sequencing dataset (32 HECs) of
the Human Protein Atlas (HPA) database (4); the anti-
body-based protein expression profiling (83 HECs) of
HPA (4); and a LC/MS-based protein expression profiling
(30 HEGs) (20). One can also directly select candidates ex-
pressed in (vi) specific anatomical systems or tissues. In the
corresponding menu, HECs that are analysed in at least
one of the 6 transcriptomic and proteomic datasets are
classified using the human anatomy ontology provided by
the neXtProt platform (ftp://ftp.nextprot.org/pub/current_
release/controlled_vocabularies/caloha.obo). Briefly, the
menu contains 2 levels in which 60 human tissues/organs
(level 2) are classified in 17 major systems of the human

body (level 1).
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Figure 1. PepPSy layouts. (A) The ‘Filtration” and (B) the ‘Prioritization’ tab contain menus to filter proteins and sliders to increase (red, from +1
to +10) or decrease (blue, from -10 to -1) contribution of each prioritization module to the final ranking.

The Annotation data category allows users to select
candidates according to (vii) their associated annota-
tions including biological process, molecular function
and cellular component GO terms as well as keywords
that are searched in the ‘Keyword’ field of each entry
(21) as provided by neXtProt (3). Finally, (viii) a custom
list of gene products can be queried using the text field
of the latter category termed ‘Search your own proteins’.
The User is also able to select candidates by searching
keywords in the ‘description’ field of each entry.
Currently, PepPSy only accepts neXtProt and NCBI’s
Entrez Gene identifiers as well as gene symbols. For
other database entry conversions, users are referred to
the UniProt’s online conversion service available at
http://www.uniprot.org/uploadlists (9).

The ‘Prioritization’ tab

PepPSy provides a direct access to seven different ranking
modules in a ‘Prioritization’ tab organized into three

categories (Figure 1B), 1ie. General Information,
Transcriptomic data and Proteomic data.

The General Information category contains three mod-
ules which allow to obtain a ranked list of the neXtProt
entries according to: (i) their degree of evolutionary se-
quence conservation across vertebrate genomes by averag-
ing the base-by-base phastCons conservation scores
calculated among 100 vertebrate species as provided by the
UCSC genome browser (22); (ii) their neXtProt PE status;
and, (iii) their observability status as defined by Farrah and
collaborators (18).

Both Transcriptomic data and Proteomic data catego-
ries include two modules, Maximal expression and
Specificity, which rank neXtProt gene products according
to their maximal abundance at the (iv) transcript- and (v)
protein-levels by using the transcriptomic and proteomic
datasets described in the ‘Filtration’ tab; and to their re-
stricted expression pattern across human tissues at the (vi)
transcript- and (vii) protein-levels as defined by the

Shannon entropy Q (categorical) (19,23).


Deleted Text: &hx201C;
Deleted Text: &hx201D; 
Deleted Text: &hx201C;
Deleted Text: <italic>&hx201D;</italic>. 
Deleted Text: &hx201C;
Deleted Text: &hx201D; 
http://www.uniprot.org/uploadlists
Deleted Text: &hx201C;
Deleted Text: &hx201D; 
Deleted Text: <italic>.</italic> 
Deleted Text: &hx201C;
Deleted Text: &hx201D; 
Deleted Text: &hx201C;
Deleted Text: &hx201D; 

Page 4 of 10

Database, Vol. 2016, Article ID baw070

Importantly, the interface of the Prioritization tab en-
ables users to apply higher or lower weights to each priori-
tization module thus increasing or decreasing its
contribution to the final ranking algorithm. By taking the
applied to the Specificity module of the
Transcriptomics data category as an example: a high posi-

tive weight (from+1 to+10) will tend to give a better

weight

ranking to gene products displaying an expression at the
(based on the UniGene/EST, the
Affymetrix 3’ Gene array, the Affymetrix All Exon array

transcript-level

and/or the Illumina RNA-sequencing transcriptomic data-
sets) restricted to only few human tissues than to gene
products ubiquitously detected in all organs; a low nega-
tive weight (from -10 to -1) will give a high final rank to
ubiquitously-expressed genes; finally, a weight of 0 means
that this module will be not taken into account to compute
the overall ranking. Another example: a high positive
weight (from+1 to+10) to the Sequence conservation
module will tend to give high importance in the overall
ranking to neXtProt entries associated with protein se-
quence conserved across 100 vertebrate species.

By default, the output page displays the top 20
neXtProt entries but users can change this setting as they
deem appropriate. The result is displayed in the form of a
table (Figure 2A) containing one protein entry per line
with columns for: neXtProt IDs (hyperlinked to the
neXtProt knowledgebase); gene symbols (hyperlinked to
the HGNC database (24)) and protein descriptions; NCBI
Entrez gene IDs (hyperlinked to the NCBI website); the
color-coded evolution of the neXtProt PE status over time;
the current PE status; the observability status according to
the classification published by Farrah er al. (18); the rank
of each neXtProt entry computed by the PepPSy prioritiza-
tion system based on the weight scheme defined by the
user; and the human tissues in which the corresponding
gene products display the highest abundance based on the
six distinct transcriptomic and proteomic datasets (NCBI-
UniGene, Affymetrix 3’ array and All Exon, Illumina RNA
sequencing, HPA antibody-based and HPM LC/MS-based
protein expression profiles) (Figure 2A). Results can be ex-
ported as an archive file containing both a complete (full)
and a lighter (light) text files (tabular format) reporting the
entire protein list and corresponding ranking information
via a ‘click here’ link at the top of the page and subse-
quently imported into an Excel sheet.

In addition to the output table, a graphical interactive
interface (Figure 2B), called Body map, is conveniently
available by clicking on the stickman to the left of each
neXtProt entry (Figure 2A). This tool may help users to
summarize and explore the current knowledge regarding
the expression at the transcript- and protein-level of each
individual gene product in all major tissues of the human

body through the six transcriptomic and proteomic tech-
nologies hosted in the system. Briefly, a menu on the right
side contained 3 levels in which HECs (level 3, blue and
italic font style) are organized in human tissues/organs
(level 2) classified in major systems of the human body
(level 1). Human systems, tissues and HECs are color-
coded according to the expression levels of the considered
gene product, measured by the six transcriptomic and
proteomic technologies and displayed as first, second and
(Figure 2B) (cf.
Implementation). The expression values of a gene product

third quartile values Design and
at the system level (level 1) are inferred from the maximum
expression values observed in the tissues (level 2) belonging
to the same system which themselves are inferred from the
maximum expression values measured in the HECs (level
3) belonging to the same tissues.

Finally, it is worth mentioning that the welcome page
includes a link to a brief tutorial for PepPSy.

Design and implementation

Transcriptomic and proteomic data pre-
processing

For each neXtProt entry in each human experimental con-
dition (HEC), the number of ESTs from the UniGene data-
set (5), intensity values from the Affymetrix 3’ Gene array
and All Exon datasets (25), FPKM values from the RNA-
seq dataset provided by HPA (4) and protein expression
levels provided by Kim and coworkers in the HPM data-
base (20) were extracted from the different datasets, log2-
transformed and quantile-normalized to facilitate compari-
son between HECs. Staining intensity information pro-
vided by HPA were associated with staining intensity
values of 0, 1, 2 or 3 for not-detected, low, medium or
high staining intensities, respectively.

Finally, the resulting transcriptomic and proteomic ex-
pression values were discretized into four levels using quar-
tile values: low (< first quartile, Q1), medium (< Q2), high
(< Q3) and very high (> Q3).

Weight scheme and overall prioritization

The prioritization parameters enable users defining their
own weight combination or scheme reflecting the contribu-
tions of each module to the overall prioritization. This
highly supple feature allows for complex queries pertaining
to very specific biological questions.

As already described in the gene prioritization system
(GPSy) (19), the integration of transcriptomic and prote-
omic datasets with distinct ranking strategies forms the
basis of PepPSy’s modular architecture allowing for
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maximum query flexibility. In PepPSy, the precomputation
of module-wise ranks greatly accelerates the process of pri-
oritization. To combine the ranking output of each individ-
ual module, the absolute rank of each neXtProt entry in a
ranked list (module i, protein j) is transformed into relative
ranks using the formula:

7R. .

Tij
LI=R;

where 7;; and 7R;; are the absolute and relative ranks of
the protein respectively, and R; is the total number of
entries in the ranked list.

When the system is queried, candidate protein entries in
the input list are mapped onto the pre-computed ranked
lists. An overall rank 7R; of a given neXtProt identifier j is
computed based on an inter-module weighted average of
the individual module ranks:

I
w; X rR,g,'
=1

i=
TR,' = i

i=1

where w; is the weight applied to each module selected in
the user interface. The final output is a reordered list based
on the overall ranking of each gene product entry.

Technical issues and updates

Above the PepPSy database generated by Python and Tcl/
Tk scripts, there is a web application implemented in PHP
with the Symfony framework. The application indexes the
input files using the Lucene library. This index allows to
search in the whole elements with multiple input cross par-
ameters. When user selects information, the application
searches in the index for matching gene product identifiers
and calls the Tcl/Tk scripts with the selected prioritization
parameters and the matching proteins. Results (JSON for-
mat) are then returned and displayed as a table.

As PepPSy is closely related to the neXtProt knowledge-
base, information for each gene product entry is updated
and processed every time a novel neXtProt release is made
available to the community. Note that PepPSy offers the
possibility to query the system and to prioritize lists of
gene products based on the information of the older
neXtProt releases.

Application to PE5 protein reannotation

The PepPSy interface was used to search for solid tran-
script expression information relative to the 616 entries
labelled as ‘dubious’ (PES) in the neXtProt release

2014-09-19. In the Filtration ‘tab’, we selected 2014-09-19
as release date, PES as neXtProt protein evidence, and the
four transcriptomics datasets. Default parameters were
used for the ‘Prioritization’ step. The result was ten entries
for which there was information in all the four transcrip-
tomics datasets. Table 1 shows the prioritized list of these
ten entries, with the corresponding gene symbols, observ-
ability status, and the two tissues in which they have the
highest expression level according to each dataset.

The first entry on this list (NX_B1AHS88) corresponds
to a very unusual annotation case in UniProtKB/Swiss-Prot
(hence neXtProt). Although the usual UniProtKB/Swiss-
Prot procedure is to merge all the splice isoforms that arise
from one gene into a single UniProtKB/Swiss-Prot entry,
this particular isoform has been annotated as a separate
entry because it results from another reading frame and
does not share any sequence with the other isoform
(NX_P30536)  (26). NX _B1AH88  and
NX_P30536 are potentially transcribed from the same

Because

gene, they are mapped to the same Ensembl gene identifier
(ENSG00000100300) and inherit any transcriptomics data
linked to this gene identifier. Therefore, the data that was
retrieved for the dubious NX_B1AH88 isoform is probably
an artefact and would need to be remapped to the well-
known isoform (NX_P30536, PE1).

The second entry from the list, NX_Q9NPU4, corres-
ponds to the C140rf132 gene. There is a complete consensus
across the four transcriptomics datasets showing that
C140rf132 is expressed at highest levels in the brain. Initially,
the annotation resources had predicted that this gene would
encode a 173 aa protein. After reexamination, they chose an-
other reading frame, resulting in a 83 aa transmembrane pro-
tein, that would be conserved in most mammalian species.
The sequence has been changed in UniProtKB (04-MAR-
2015 release) and neXtProt (2015-04-28 release). Given the
available transcriptomics data, one should look for it in brain
samples, if possible after membrane enrichment. Since trypsin
cleavage would lead to a single, hydrophobic peptide, a spe-
cial methodology may be required for its detection. Until a
conclusive proof for its existence at protein level is estab-
lished, the status of the entry has been changed to PE3 (vali-
dated by homology).

For two other entries, NX_Q8NS5Q1 (FAM71E2, line
9) and NX_Q9BWV7 (TTLL2, line 4), there is also a clear
consensus among the four transcriptomics datasets, indi-
cating highest expression levels in testis. Because cDNAs
for FAM71E2 have been found in different tissues (thymus,
testis and brain), the status of the entry has been changed
to PE2 (validated at transcript level) in UniProtKB (04-
MAR-2015 release). Since two unique peptides corres-
ponding to FAM71E2 were identified by mass spectrom-
etry in sperm (27), neXtProt reclassified the corresponding
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Figure 2. PepPSy outputs. (A) The output displays columns for neXtProt IDs, gene symbols, protein description, NCBI Entrez gene IDs, a color-coded
evolution of the neXtProt Protein Existence status over time, the current Protein Existence status, the observability status, the prioritized rank of each
gene product and the human tissues in which ranked genes are expressed in the different transcriptomic and proteomic datasets.

entry as PE1. The TTLL2 gene has a mouse ortholog,
cDNAs have been found in testis, and the CCDS consor-
tium has recently reclassified it as protein-coding.
Therefore, NX_Q9BWV7 is currently under examination
by UniProtKB/Swiss-Prot and neXtProt curators for
upgrading to PE2 (validated at transcript level). The pep-
tide GGLDAPDCLPYDSLSFTSR, which uniquely maps on
the corresponding NX_Q9BWV7 entry has been identified
in testis by mass spectrometry. Since a single peptide is not
sufficient to upgrade a protein to PE1 (validated at protein
level), targeted LC-SRM studies on testis, using other pep-

tides will need to be performed.

For NX_Q96SF2 (CCTS8L2, line 6), three datasets out
of four show highest expression levels in testis. The
CCTS8L2 gene, only found in Human and Chimp, is
thought to have arisen by duplication in the Hominoidea
lineage after its divergence from the Cercopithecidae (28).
Although some mass spectrometry information is available
(20), it has not passed the stringent criteria quality of the
HPP for validation. Until we gain a more conclusive proof
for its existence at protein level, the status of the entry has
been changed to PE2 (validated at transcript level). Given
the available transcriptomics data, it would be wise to look
for this protein in testis-related samples. However, its
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Table 2. Summary of the reannotation of PE5 entries

neXtProt accession Gene symbol New PE Sample suggestion for further analyses

NX_B1AHS88 TSPO PES

NX_QI9NPU4 Cl4orf132 PE3 Brain; membrane fraction

NX_POCF97 FAM200B PE3 Brain; will be difficult to distinguish from FAM200A
NX_Q9BWV7 TTLL2 PE1? (in progress) Testis

NX_Q5T036 FAM120A0S PE3? (in progress) Placenta?

NX_Q96SF2 CCTS8L2 PE2 Testis; will be difficult to distinguish from CCT8L1P
NX_Q8IVY1 Clorf210 PE1

NX_POCB46 CASP16 Deleted

NX_Q8N5Q1 FAM71E2 PE1

NX_Q96HZ7 C21orf119 PES

NX_QS8IYSS8 BOD1L2 PE2 Testis

NX_P0CG32 ZCCHC18 PE3 Brain?; will be difficult to distinguish from ZCCHC12
NX_C9J798 RASA4B PE3 Skeletal muscle; quasi undistinguishable from RASA4

them, further unambiguous proof of their existence needs
to be found by mass spectrometry or Ab-based proteomics.
Table 2 indicates in which sample these proteins could be
investigated.

We will continue to provide UniProtKB/Swiss-Prot cur-
ators with transcriptomic evidence and other available in-
formation for all PES entries with transcriptional
information in at least one of the available transcriptomics
datasets (433 entries in total). We have started the process
with the 11 PES entries which have RNA-seq information
in HPA and EST information in UniGene, as well as infor-
mation in one of the two microarray datasets. Following
this work, the status of three entries (NX_QS8IYSS,
BOD1L2; NX_P0CG32, ZCCHC18 and NX_C9]798,
RASA4B) has been upgraded to PE2-3. According to the
three datasets, BOD1L2 highest levels are found in testis.
Interestingly, BOD1L2 was unambiguously identified by
two peptides detected by mass spectrometry in spermato-
zoa samples (27). Therefore, the entry will probably be
upgraded to PE1 soon. For ZCCHC18 and RASA4B, there
is no clear consensus between the transcriptomic datasets,
and even with the right sample, it will be difficult to unam-
biguously validate their existence at protein level due to
strong similarity with ZCCHC12 (NX_Q6PEW1) and
RASA4 (NX_043374), respectively.

Conclusion

PepPSy has been developed as a user-friendly gene expres-
sion-based prioritization system, to help investigators to
determine in which human tissues they should look for an
unseen protein and curators to quickly look at available
transcriptomics data for a list of protein. In this work,
PepPSy has been applied to prioritize twenty-one proteins
annotated as ‘Uncertain’ (PES) in UniProtKB/Swiss-Prot
and neXtProt for revision. As a result, 21 proteins have

been provided transcriptomic evidence and biocurators
have changed the status of eight of these based on all avail-
able information. PepPSy can now be used to choose the
samples in which to look for the seven proteins that have
been reclassified as PE2 or PE3, and to identify potentially
problematic cases. In the near future, PepPSy will be used
to revise the annotation of the 412 remaining PES entries
with transcriptional information in at least one of the
available transcriptomics datasets. Therefore, PepPSy has
been revealed as an efficient companion tool for neXtProt
biocuration and quality management workflows, and for
the C-HPP project which aims to get an accurate picture of
the validation status of all human protein coding genes. In
the near future we will extend the scope of PepPSy to stay
abreast of rapid technological advances. We will gather
other relevant datasets in PepPSy to cover other biological
topics by including other tissues, specific cell types from
single-cell RNA-seq data, and chemical-induced/disease-
associated experimental samples. Finally, we are also cur-
rently planning to develop a community tool embedded in
PepPSy that will stimulate the annotation of other missing
proteins by facilitating collaborative work.

Supplementary data

Supplementary data are available at Database Online.
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Conclusion

Cette theése s’est attachée a proposer de nouvelles contributions dans la toxicologie, la toxicologie
prédictive et dans I’évaluation des risques chimiques. Ce travail s’inscrit dans le cadre des nombreuses
réglementations sur la production et la distribution des composés chimiques ayant vu le jour ces dernieres
années. Celles-ci incitent la communauté scientifique a développer des méthodes alternatives orientant
les recherches et facilitant I’estimation des risques des molécules. Dans cette thése, je me suis plus

particulieérement attaché aux problémes posés par les perturbateurs endocriniens (PEs).

Le défi scientifique posé par les PEs est loin d’étre résolu. Néanmoins, la compréhension de
leurs mécanismes d’action couplés a 1’évolution des technologies en toxicologie (RNA-seq, single cell,
organe-on-chip) laisse entrevoir la mise en place de nouvelles stratégies de tests (Gundert-Remy et al.
2015). Les PEs possédant de nombreuses cibles, il est nécessaire de mettre en ceuvre une stratégie prenant
en compte la multiplicité de ces cibles et des voies de signalisation moléculaire impliquées. Ces
approches de biologie systémique tentent d’intégrer I’ensemble des informations disponibles a différents
niveaux de complexité (génomique, moléculaire, cellulaire, physiologique...) afin de mettre en relation
toutes ces données sous forme de réseaux et de construire plus facilement des modéles biologiques les
plus proches possible des modéles in vivo (Gautier, Taboureau, and Audouze 2013)). Dans ce contexte,
les nouvelles technologies en toxicologie constituent de puissants outils pour la caractérisation des
risques des PE s’affranchissant des limites inhérentes aux tests ou offrant des approches a différents

niveaux.

Les approches dites « omiques » sont des outils de choix pour comprendre les grands
mécanismes d'action de la toxicité des PEs, et notamment pour aborder les études des effets a faibles
doses et de mélanges (Altenburger et al. 2012). Les approches de Single Cell RNA-seq prodiguent une
meilleure compréhension au niveau cellulaire des effets toxiques d’une molécule (B. Zhang et al. 2017).
Elles offrent la possibilité de visualiser les signatures transcriptomiques de type cellulaire minoritaire
qui normalement ne sont pas visible, car « diluées » dans les cellules du tissue. C’est notamment le cas
pour le rein qui est un organe constitué de nombreux types cellulaires. L utilisation de ces approches
permet également de limiter les wvariations intra-individuelles inhérentes aux processus
d’expérimentation. L’évolution de ces technologies ces derniéres années a permis [’accés a des
technologies de transcriptomiques de faible cott tel que le DGE-seq. Pour 25€, il est maintenant possible
de faire séquencer un échantillon alors que le séquencage classique peut monter jusqu’a 750€ par

échantillon. Cette diminution du prix impacte directement les expérimentations, offrant la possibilité de
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faire séquencer plus d’échantillons, d’augmenter le nombre de réplicas et ainsi augmenter la puissance

statistique des analyses.

Enfin, I"utilisation de ces techniques dans le cadre de stratégies prédictives in silico pourrait non
seulement permettre 1'extrapolation espeéces expérimentales/homme, mais aussi définir des profils
toxicologiques, de modéliser la courbe de dose-réponse d’un composé ou encore évaluer une exposition
a une substance (Suter, Babiss, and Wheeldon 2004). Les organes sur puces (ou organe-on-chip)
prennent en compte les interactions complexes du vivant et ont ainsi une approche méthodologique plus

pertinente (Pamies and Hartung 2017).

De nombreux programmes d’évaluation des risques présentent parmi leurs objectifs un volet
basé sur le développement de telles méthodes. Outre la Commission européenne avec REACH, 1’ US
EPA avec Tox21, d’autres sont tout aussi importants dans le domaine de la toxicologie prédictive. eTOX
(Taboureau et al. 2012), SEURAT (Daston et al. 2015), PREDICT-IV (Pfaller et al. 2015) ou encore The
Human Toxome Project (Bouhifd et al. 2015), pour ne citer qu’eux proposent la mise en place de
protocoles dans le but d’affiner le spectre d’informations accessibles sur les composés chimiques et a

terme mettre en place des outils prédictifs plus fins.

Si la plupart des outils prédictifs utilisent les QSARs ou les modeles PBPKs, de nouvelles
méthodes basées sur la protéomique ou la transcriptomique voient également le jour (Crawford et al.
2017). C’est dans ce contexte que s’est inscrit mon projet de these et plus spécifiquement le projet
ChemPSy. Visant au départ a estimer la possibilité de regrouper des pathologies entre elles en fonction
de profils de transcriptomiques particuliers, I’envergure du projet a été étendue au fur et & mesure de ses
avancements. Dans un premier temps, ChemPSy a permis de redémontrer a grande échelle la preuve de
concept établi par Steiner et ses collaborateurs (Steiner et al. 2004) : des signatures toxicogénomiques
proches sont associées a des effets délétéres proches. Cependant, ChemPSy est allé au-dela en
extrapolant ces résultats sur d’autres organes en utilisant une myriade de composées possédant des effets
déléteres hétérogeénes et non centrés sur I’hépatotoxicité. Cette étape de classification a pu mettre en
avant une vingtaine de molécules, dont I’effet PE est connu pour la plupart d’entre elles et dont I’effet
pour cing d’entre elles reste a démontrer lors de 1’étape de validation expérimentale actuellement en
cours. Enfin, si I’étape de prédiction de phénotype semble fonctionner, il sera nécessaire d’améliorer sa
sensibilité par I’ajout de nouvelles données transcriptomiques, mais également par 1’ajout d’autres
informations structurales, pharmacocinétiques ou méme métabolomiques. Dans le prolongement de ces
recherches, un autre projet a vu le jour : MASSIVE ATTACK. Ce projet permettra d’agrandir de manicre