> La cellule est un systeme infiniment complexe
et méme si la biologie moléculaire a permis des
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Inférence
des réseaux

de régulation

avancées remarquables, les biologistes cher-
chent aujourd’hui a aborder cette complexité
a I’échelle du systeme, espérant ainsi mieux
décrypter les mysteres cellulaires. L'inférence des
réseaux de régulation transcriptionnelle, de leur
topologie, de leur évolution dynamique, de leur
role dans les grandes fonctions biologiques est
au ceeur de cette approche. Nous proposons une
démarche systémique, fondée sur I'intégration
de données a large échelle telles que les profils
d’expression, I’analyse par puce des produits
d’immunoprécipitation de chromatine, et I"’ARN
interférence a haut débit pour inférer ces réseaux
et caractériser les phénotypes associés. A plus
long terme, la compréhension des propriétés
des réseaux pourrait permettre la découverte de
nouvelles cibles thérapeutiques et la mise a jour
de nouvelles stratégies médicamenteuses. <

La cellule vivante est un systéme extrémement com-
plexe. Des dizaines de milliers de genes, des centaines
de milliers de transcrits, des millions de protéines, des
dizaines de millions de petites molécules interagissent
entre elles, a chaque instant au sein de la cellule pour
réguler ses fonctions. Que ce soit sous le vocable de
génomique fonctionnelle, de biologie intégrative ou
de biologie systémique, la compréhension des réseaux
d’interactions moléculaires est devenue I'un des grands
enjeux de la biologie cellulaire en ce début de siécle.

Il existe plusieurs types de réseaux biologiques, qui,
comme pour les autres types de réseaux - réseau Inter-
net, réseaux ferroviaires, réseaux sociaux, etc. - sont
représentés essentiellement par des nceuds, qui sont
les objets biologiques étudiés, et des liens ou arcs qui
définissent les interactions entre les nceuds du réseau
pour une cellule dans un état donné.

Les réseaux métaboliques regroupent toutes les réac-
tions enzymatiques et répertorient pour chaque enzyme,
les substrats et les produits de la réaction. Dans ces
réseaux, les nceuds sont les métabolites et les étiquet-
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tes des arcs sont les enzymes. Les réseaux métaboliques
sont trés bien définis en terme topologique, mais aussi
en terme quantitatif, grace a une connaissance fine des
propriétés des enzymes et de leurs parameétres cinéti-
ques (Km, Vm, constantes d’association ou d’inhibition,
etc.) acquis par des milliers de biochimistes et d’enzy-
mologistes dans le monde depuis plusieurs décennies.
La description des réseaux d’interaction «protéine-
protéine » est fondée essentiellement sur la techno-
logie du double hybride, méme si depuis peu, d’autres
approches utilisant la complémentation de fragments
protéiques et la reconstitution d’activités enzymatiques
[1] permettent aussi d’étudier ce type d’interactions.
A Pinverse des réseaux métaboliques, les nceuds du
réseau sont les protéines et les arcs symbolisent I’exis-
tence d’une interaction entre deux protéines, sans plus
d’information sur sa nature, ses régles ou son réle dans
la cellule. Ces réseaux sont donc trés peu informatifs
sur la fonctionnalité des interactions.

Les réseaux de régulation transcriptionnelle ou
réseaux génétiques, ont un niveau de complexité plus
élevé encore. lls constituent de facto des réseaux de
réseaux, car ils integrent certaines voies métaboli-
ques, comme les cascades de kinases par exemple,
des interactions protéine-protéine, par exemple I'in-
teraction de la protéine £2F avec la protéine RB (Réti-
noblastome), et des interactions plus spécifiques,
entre protéines et ADN, comme par exemple la fixation
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d’un facteur de transcription sur sa séquence régulatrice. Dans les
réseaux de régulation transcriptionnelle, les nceuds représentent
indifféremment des génes ou des protéines, les arcs définissent le
role d’un géne sur "expression d’un second. Une régle, telle que I’in-
duction ou la répression du gene y par le gene x, peut étre associée
a un arc.

Dans cet article, nous évoquerons uniquement les réseaux de régula-
tion transcriptionnelle pour deux raisons essentiellement. La premiére
est qu’il s’agit d’un domaine ol de grandes quantités de données peu-
vent étre générées, grace aux approches a haut débit de la génomique
fonctionnelle comme les puces a ADN. La deuxieme est que I’expression
des génes est souvent "origine et I’effecteur d’une réponse cellulaire.
C’est un point dans I"espace et le temps cellulaires ou I'information
contenue dans le génome est décodée et interprétée pour fabriquer
les protéines requises pour une action cellulaire. Nous décrirons les
développements récents en génomique fonctionnelle, qui permettent,
grace a I'intégration des données générées, d’inférer les réseaux de
régulation transcriptionnelle.

Propriétés des réseaux biologiques

Comprendre la topologie et la dynamique des réseaux biologiques
devrait nous permettre a terme de définir leurs propriétés: leur role
dans les réponses cellulaires engendrées par des perturbations intrin-
seques ou extrinseques, leur stabilité par rapport a ces perturbations
et enfin leur impact sur I’établissement d’un phénotype cellulaire. La
plupart des réseaux biologiques partagent de nombreuses propriétés
avec les autres types de réseaux. Les réseaux biologiques, comme les
réseaux sociaux ou Internet, sont sans échelle, c’est-a-dire que le
degré de connectivité d’un nceud (le nombre d’arcs connectés a ce
nceud) suit une distribution en loi de puissance (Encadré 1). Il s’en-
suit donc que la majorité des nceuds sont trés peu connectés, alors
que quelques nceuds sont au contraire hyper-connectés et agissent
comme des nceuds centraux ou hubs. Ces nceuds centraux joueraient
un role prépondérant pour conduire la réponse de la cellule a une
perturbation. La rareté des nceuds centraux donne donc de la stabi-
lité et de la robustesse au réseau. Par ailleurs, la plupart des réseaux
biologiques sont qualifiés de « petit monde », c’est-a-dire qu’il faut
tres peu d’arcs pour connecter n’importe quels nceuds du réseau entre
eux. Le trés grand nombre de relations possibles entre nceuds, via leurs
voisins, est a rapprocher de la situation observée dans les réseaux
sociaux ol les individus se découvrent des relations communes («le
monde est petit !... »).

Enfin, alors que pour les réseaux sociaux I’on observe des connexions
accrues entre les nceuds centraux, il semble que ce ne soit pas le cas
pour les réseaux biologiques. Cette originalité pourrait s’expliquer par
la nécessité d’'une compartimentation entre certaines grandes fonc-
tions cellulaires parfois opposées, prolifération et différenciation par
exemple. Ou bien encore parce qu’il existerait une limite de connexions
possibles sur un nceud central, sous peine de fragilisation excessive
du réseau. ’évolution n’aurait donc pas sélectionné ce type de nceuds
centraux trés connectés entre eux. Les lecteurs souhaitant se docu-
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menter de maniére plus exhaustive sur les propriétés
des réseaux biologiques pourront consulter I’excellente
revue de Barabasi et Oltvai [4].

Inférence des réseaux
de régulation transcriptionnelle

La complexité des réseaux de régulation transcrip-
tionnelle chez les métazoaires reflete la multitude des
fonctions qu’ils régulent et rend leur caractérisation
extrémement difficile. Pour comprendre la topologie
d’un réseau et sa dynamique, il est nécessaire d’inté-
grer diverses approches de biologie a grande échelle
[18]. Ainsi pour caractériser un réseau il convient de:
(1) définir I'identité des nceuds du réseau et caractéri-
ser leur niveau d’expression; (2) étudier la dynamique
des interactions en fonction du temps comme par exem-
ple au cours du cycle cellulaire ou de la différenciation ;
(3) étudier le comportement du réseau, notamment sa
robustesse, en réponse a des perturbations. A ce titre,
I’extinction systématique des nceuds d’un réseau par
ARN interférence et I’analyse de son impact sur le phé-
notype cellulaire est extrémement utile.

Uintérét de ces approches a haut débit est leur com-
plémentarité. Il est en effet possible de générer des
informations complémentaires, qui éventuellement se
recoupent, pour pallier les faiblesses de chacune des
approches prise isolément. Ainsi, dans notre équipe
nous utilisons une démarche expérimentale, schémati-
sée sur la Figure 1, fondée sur I'intégration de diverses
approches a grande échelle ; I'analyse du transcriptome
par puce a ADN, 'immunoprécipitation de chromatine
sur puce (ChIP on chip) et les cribles fonctionnels par
ARN interférence a haut débit.

Immunoprécipitation
de chromatine sur puce (ChIP on chip)

La technologie des puces a ADN, abondamment décrite
dans la littérature [5-8], permet d’obtenir des profils
d’expression, c’est-a-dire de mesurer la concentration
al’équilibre de la totalité des ARNm d’une cellule. Tou-
tefois, un changement de concentration a I’équilibre
est parfois abusivement assimilé a un accroissement
de la vitesse de transcription ou méme a une modi-
fication du niveau de protéines traduites a partir de
cet ARNm, alors que ce changement de concentration
pourrait résulter simplement d’un ralentissement de la
dégradation de PARNm, donc de I’augmentation de sa
demi-vie, sans que sa transcription ait été affectée.
Pour compléter les données d’expression, préciser si
la transcription est affectée et extraire des informa-



tions quantitatives supplémentaires, la technologie trices et leurs cibles. Ce point est particulierement important car
de « ChIP on chip » récemment proposée [9] offre des il permet d’étudier le nombre d’intermédiaires entre un facteur de
perspectives intéressantes. Développée initialement transcription et ses cibles, contrairement aux profils d’expression
chez la levure, elle permet d’étudier in vivo tous les ou aux expériences basées sur la génétique qui ne permettent pas
sites de fixation d’un facteur de transcription sur un  de distinguer les effets directs des effets indirects. Enfin, la tech-
génome et complete ainsi les données du «trans- nologie de ChIP on chip permet d’identifier des sites de fixation des
criptome » [10, 11]. €lle présente donc de nombreux facteurs de transcription dont les séquences nucléotidiques sont
avantages pour I’analyse des réseaux génétiques. €n  tres proches, ou, a I’inverse, de caractériser des sites tellement dif-
effet, les études de ChIP on chip se font a partir de férents qu’il n’existe pas de vraie séquence consensus entre eux. Or
cellules tout a fait normales, caractérisées par une ce n'est pas le cas des approches purement algorithmiques in silico
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expression constitutive et naturelle des facteurs de de détermination de séquences régulatrices, qui ont parfois du mal
transcription. Ensuite, la méthode mesure uniquement @ distinguer des sites de fixation de facteurs de transcription d’une
les interactions directes entre les protéines régula- méme famille ayant des séquences tres proches.
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bre de liens (arcs) que ce nceud a établi avec les autres nceuds du L . L
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nceud A posséde un degré k = 3. Dans des réseaux dirigés comme celui =
en (2), il est possible de discriminer le degré entrant, qui dénombre ™ L * @ |
les liens qui pointent vers le nceud, du degré sortant qui caractérise o L L
les liens qui partent du nceud considéré. Par exemple, en (2), le nceud [ ] L [ ]
A possede un degré entrant k, =1 et un degré sortant k,, =3. Un L ® T -3 A
réseau non dirigé avec N nceuds et L liens est caractérisé par un degré
moyen <k >=2L/N. Les réseaux sans échelle. ’étude du réseau Internet ou des réseaux
sociaux a montré que fréquemment, ces réseaux échappent a la dis-
! 2 tribution en loi de Poisson. €n fait, ces réseaux sont extrémement
. hétérogenes, leur topologie étant dominée par quelques nceuds
hyper connectés, que I’on appelle nceuds centraux ou « hubs »
selon le modéle de Barabasi et Albert [3]. Les « hubs » lient les
A AI . nceuds faiblement connectés au systeme (5). La connectivité dans
| ces réseaux suit une loi de puissance selon laquelle la majorité des
J k. =1 nceuds sont trés peu connectés, alors que quelques nceuds seule-
k=3 . k. =3 ment sont des « hubs » (graphique 6) (les axes sont logarithmiques
sur cette figure). La probabilité qu’un nceud crée un lien avec un
La distribution du degré. La distribution du degré P(k) donne la pro- neeud préexistant est proportionnelle au degré de cet autre nceud.
babilité qu'un nceud donné ait exactement k liens. P(k) est obtenu  L€S nouveaux nceudls ont donc tendance a se lier a des nceuds déja
en comptant le nombre de nceuds N(k) avec k = 1, 2... liens et en le fortement connectés.
divisant par le nombre total de liens. La distribution du degré permet 5 6
de différencier les réseaux et renseigne sur leurs topologies et donc @ B8 8 [ ]
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Les réseaux aléatoires. Jusqu’au début des années 2000, les réseaux = . ol & |
complexes ont été modélisés selon la théorie des réseaux aléatoires . - ® a® B
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nceuds dans le réseau est connectée au hasard avec une probabilité p. . k
Cela conduit & un réseau homogene dans lequel la plupart des nceuds !l existe un troisieme modele, les réseaux hiérarchiques, qui combi-
ont le méme nombre, k, de liens, malgré le caractére aléatoire du  nent regroupements locaux et topologie sans échelle. Ces derniers
réseau (3). La connectivité suit alors une loi de Poisson, avec un maxi- ~ réseaux ne seront pas abordés dans le cadre de cette revue.
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Figure 1. Une approche systématique et inté-
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grative pour inférer le réseau de régulation
transcriptionnelle d’un facteur de transcrip-
tion (FT) particulier. Afin d’identifier les génes
régulés par FT, des cellules délétées (cellules
FT/-) ou non (cellules sauvages) pour ce FT
peuvent étre utilisées pour analyser les modu-
lations résultantes au niveau transcriptionnel
(données transcriptome) et au niveau des
cibles génomiques (données ChIP on chip).
U'intégration de ces données génomiques peut

alors permettre de construire la topologie du
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réseau en identifiant les genes régulés par
ce FT et d’étudier la dynamique de ce réseau,
notamment via I'utilisation de séries tempo-
relles. Pour identifier les régulateurs du FT,
une stratégie différente est envisagée. Des
cellules contenant une construction reportrice
dans laquelle le promoteur du FT est fusionné

a un gene rapporteur sont utilisées pour cribler

a haut débit des collections de siARN sur puce. Lidentification des génes dont I’extinction entrafne une induction ou une répression de I’expression

du FT permet de compléter la topologie du réseau, en identifiant les génes régulant le FT. Uensemble des informations collectées sur la topologie

du réseau peut également servir de base pour identifier les partenaires clés du FT dans le réseau. Ces partenaires peuvent a leur tour étre éliminés

et servir a générer de nouvelles données génomiques qui viendront enrichir la topologie du réseau établie précédemment. L'impact du réseau sur

le phénotype des cellules est étudié par extinction systématique des nceuds du réseau.

Lutilisation de I’ARN interférence systématique

Pour compléter I’étude d’un réseau, I’ARN interférence a haut débit
appliquée a I’ablation systématique de chaque nceud d’un réseau est
une méthode de choix. Elle permet en effet de tester la robustesse
d’un réseau et définir ainsi les nceuds qui stabilisent, ou au contraire,
sensibilisent le réseau. ARN interférence a beaucoup d’avantages
par rapport aux méthodes conventionnelles utilisées pour supprimer
Pexpression d’un géne [12, 13, 19]. €lle est adaptable au crible &
haut débit et I"ablation transitoire « non chronique » d’un facteur
de transcription peut permettre d’éviter les phénomenes compensa-
toires, les redondances fonctionnelles, que I’on observe parfois chez
les souris knock-out. Les puces a siARN que nous développons dans
notre laboratoire [14, 15] permettent par exemple d’étudier tous les
geénes qui régulent "activité d’un promoteur grdce a une extinction
systématique de tous les genes humains pouvant contrdler la régu-
lation de I’expression de ce gene d’intérét. Le principe de I’étude
est d’utiliser des cellules ayant intégré une construction contenant
le promoteur du géne X fusionné a un géne rapporteur, afin de
cribler les genes activateurs ou répresseurs de la transcription du
géne X (Figure 24). Pour réaliser ce crible & haut débit, nous avons
développé une puce a siARN permettant de transfecter des cellules
simultanément avec des milliers de siARN et d’analyser I'influence de
chaque siARN sur cette construction utilisée comme « rapporteur »
(Figure 2B).
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U'extinction de genes nous sert également a comparer les
profils d’expression et les cibles identifiés par ChIP on chip
dans des cellules sauvages pour le facteur de transcription
considéré et dans des cellules dans lesquelles I'expression
de ce facteur de transcription a été drastiquement réduite.
A partir de ces mémes cellules nous analysons les phénoty-
pes pertinents par rapport a la question biologique initia-
lement posée, prolifération ou différenciation par exemple.
A partir de la connaissance de la topologie du réseau et de
sa dynamique, des prédictions sur le phénotype peuvent
méme étre faites et vérifiées expérimentalement.

Conclusion

Méme si les réseaux de régulation transcription-
nelle restent excessivement complexes a étudier,
des technologies et des stratégies expérimentales
se mettent en place, pas a pas, pour inférer leur
topologie et étudier leur dynamique. Lobjectif a tres
long terme serait de pouvoir prédire « I'attracteur »
d’un réseau, c’est-a-dire son prochain état stable en
réponse & une perturbation (Encadré 2). Cela pour-
rait étre, par exemple, la caractérisation des réseaux
de régulation transcriptionnelle mis en place au
cours de I'initiation et de la progression tumorales.
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’étude des réseaux de régulation transcriptionnelle permet de mieux
comprendre la cascade d’événements conduisant une cellule vers un
état stable transcriptionnel associé a un phénotype d’intérét: une
cellule proliférante, une cellule différenciée, une cellule transformée,
etc. A titre d’exemple nous mentionnerons deux études récentes ayant
utilisé I'inférence des réseaux génétiques pour caractériser de grandes
fonctions cellulaires.

Le réseau associé a I'oncogeéne Myc est un régulateur majeur de la phy-
siologie des lymphocytes B. l'analyse des profils d’expression de 336
phénotypes de lymphocytes B, normaux, transformés ou génétiquement
modifiés, a permis de déterminer que Myc est un «hub » régulant, au
travers de sous-réseaux, la maturation des lymphocytes B et donc la
production d’anticorps ou I’initiation et la progression tumorales [16].
Le réseau associé au facteur de transcription MyoD controle la dif-
férenciation musculaire. Uexpression de ce gene est nécessaire et
suffisante chez les mammiferes pour engager la différenciation de
myoblastes en myotubes. Le réseau de régulation de MyoD, c’est-a-
dire I’ensemble de ses genes cibles, a été caractérisé par analyse de
multiples profils d’expression au cours de la différenciation muscu-
laire [17].
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Figure 2. Identification des régulateurs transcriptionnels
d’un facteur de transcription particulier par puce a siARN.
A. Principe du crible. Des cellules contenant une construc-
tion reportrice dans laquelle le promoteur du géne FT est
fusionné a un gene rapporteur, en I"occurrence I’eGFP
(enhanced green fluorescence protein), sont produites.
Les cellules présenteront donc un niveau d’expression de
I’eGFP qui reflete le niveau basal d’expression du gene FT
dans un type de cellules donné. Le niveau d’expression de
I’eGFP peut étre facilement mesuré a I’aide d’un scanner
permettant de détecter ’émission de fluorescence résul-
tant de I’excitation de la GFP. La transfection parallele
dans ces cellules de quantités massives de siARN permet
d’identifier les régulateurs du gene FT. En effet, les genes
cibles des siARN entrainant une augmentation du niveau
d’expression de la GFP, correspondront a des régulateurs
négatifs du gene FT. A Pinverse une diminution de Iex-
pression de la GFP indiquera que le géne ciblé par le siARN
agit comme un régulateur positif du géne FT dans la cel-
lule. B. Principe des puces. Les collections de siARN sont
déposées de maniére ordonnée sur une lame de verre a
I’aide d’un robot. Chaque dépot correspond a un mélange
d’un siARN particulier complexé a un agent de transfection
et a un polymere. Les cellules peuvent alors étre cultivées
sur la lame de verre de telle sorte qu’au niveau de chaque

dépot les cellules seront transfectées par un siARN parti-

culier. Aprés 2 & 3 jours de culture, le phénotype résultant de ’ARN interférence pourra &tre analysé en terme d’augmentation (spot

rouge), de diminution (spot blanc) ou d’absence de modulation (spot vert) du niveau d’expression de I’eGFP.

Comprendre ces réseaux permettrait peut-étre de
pouvoir un jour les rediriger vers « I'attracteur » de
notre choix et de limiter I'initiation ou la progression
tumorales. ¢

SUMMARY

Inference of transcriptional regulatory networks

The cell is a very complex system and although molecu-
lar biology allowed spectacular progresses, biologists are
currently trying to tackle complexity at the system level, to
unravel cell mysteries. The inference of transcriptional regu-
latory networks, the characterization of their topology, their
dynamic, their role in major cell functions is at the heart
of this strategy. We are proposing a systemic approach,
based on integration of large scale data such as expression
profiling, ChIP on chip analysis and high throughput RNA
interference using siRNA microarrays to infer these networks
and characterize associated phenotypes. Ultimately, the
characterization of the properties of these networks should
impact our understanding of biology and offer potential
applications in medicine and pharmacology. ¢
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