
HAL Id: tel-04529589
https://amu.hal.science/tel-04529589

Submitted on 2 Apr 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Contribution de l’approche transcriptomique dans la
physiopathologie et le traitement des hémopathies

malignes
Yasmine Labiad

To cite this version:
Yasmine Labiad. Contribution de l’approche transcriptomique dans la physiopathologie et le traite-
ment des hémopathies malignes. Sciences du Vivant [q-bio]. Aix-Marseille Université, 2016. Français.
�NNT : 2016AIXM4068�. �tel-04529589�

https://amu.hal.science/tel-04529589
https://hal.archives-ouvertes.fr


1 
 

Université d’Aix – Marseille 

Faculté des Sciences de Luminy  

École Doctorale des Sciences de la Vie et de la Santé ED 62  

 

Thèse pour obtenir le grade de : 

Docteur de l’Université d’Aix-Marseille 

Spécialité : Génomique et Bioinformatique  

 

Contribution de l’approche transcriptomique 

dans la physiopathologie et le traitement des 

hémopathies malignes 

 

Présentée et soutenue publiquement par :  

 

Yasmine LABIAD 

 

Le  Mardi 8 novembre 2016 

 

Devant le jury :  

 

Monsieur le professeur Guillaume CARTRON Rapporteur 

Monsieur le professeur  Andrea DE MARIA Rapporteur 

Monsieur le professeur  Raoul HERBRECHT Examinateur 

Monsieur le professeur  Pascal RIHET Président 

Madame le docteur  Catherine NGUYEN Directrice de thèse 

Monsieur le professeur  Régis COSTELLO Directeur de thèse 
 



2 
 

 

  



3 
 

Résume 

À la fin du 20e siècle, la première étude utilisant les microarrays  pour étudier la leucémie aiguë a 

démontré l’utilité de cette technologie dans la mise en évidence de l’expression des gènes. La 

décennie suivante a montré que l’étude de l’expression des gènes est devenue un outil précieux 

dans la recherche en hémopathies malignes. De nos jours, il a été établi que l’expression des gènes 

est devenue un outil indispensable en recherche dans le domaine de la cancérologie et en 

particulier en onco-hématologie.  

L’objectif général de cette thèse a été de mettre en évidence la contribution de l’approche 

transcriptomique dans la physiopathologie et le traitement des hémopathies malignes. En 

particulier, comment la technologie des microarrays nous a aidée à étudier diverses 

problématiques en onco-hématologie ; notamment : le décès lié aux complications infectieuses, 

l’incapacité à obtenir la rémission et le décès lié aux rechutes. 

Dans la première partie, notre objectif était d’étudier les cellules Natural killer (Nk) chez les 

patients atteints de leucémie aiguë myéloïde (LAM). Nous avons comparé la signature 

transcriptomique des cellules Nk de patients LAM à celle des cellules Nk de sujet sains et suggéré 

que le facteur de transcription ETS-1 est un bon candidat capable de réguler les récepteurs 

activateurs NCR (natural cytotoxicity receptors) dont les gènes sont situés sur deux chromosomes 

différents, même si leur expression reste fortement cordonnée. 

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés à la prédiction du sepsis en utilisant une 

approche transcriptomique dans le cadre de l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques 

(auto-CSH). En utilisant le même modèle, dans la troisième partie, nous avons mis en évidence 

l’effet du melphalan en tant que chimiothérapie de conditionnement sur les cellules mononuclées 

du sang périphérique et identifié un marqueur potentiel de rechute précoce chez les patients 

atteints de myélome dans le cas de l’auto-CSH.  

Enfin, dans la dernière partie, notre objectif a été d’analyser le profil d’expression génique des 

lymphomes B diffus à grandes cellules liés à l’infection par le VIH afin de vérifier ou pas l’existence 

des sous-types décrits chez les patients immunocompétents  
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Abstract 

At the end of the 20th century, the first study of human acute leukemia demonstrated the 

usefulness of the microarray-based technology for gene expression profiling. The following decade 

demonstrated that gene expression profiling became an invaluable tool for hematological 

malignancies research. Nowadays, it has been established that gene expression profiling became 

an available tool for study cancers and more peculiarly hematological malignancies. 

The aim of this research is to demonstrate transcriptomic approach contribution in the 

physiopathology and treatment of hematological malignancies. In particular, how microarrays 

technology is used to study several oncohematology difficulties; which remain deaths-related 

infection, as well as the failure to obtain remission and death related relapse.  

In the first part, our focus was to study natural killer cells (Nks) in patients affected with acute 

myeloid leukemia (AML). We compared transcriptomic AML-NKs signature with healthy donors-

NKs signature and suggested that ETS-1 transcription factor is a good candidate able to regulate 

the natural cytotoxicity receptors (NCRs), whose coding genes, are located on two different 

chromosomes even if their expression remain strongly coordinated. 

Our second part, aimed to predict sepsis using a transcriptomic approach in the case of autologous 

stem cell transplantation (auto-HSCT). Using the same model, in the third part, we highlighted the 

melphalan high-dose chemotherapy effect on peripheral blood mononuclear cells and identified a 

potential good biomarker of early relapse in patients affected by myeloma in the case of auto-

HSCT. 

Our final focus was to analyze gene expression profile of HIV-related large diffuse B-cell lymphoma 

type in order to verify the existence of subgroups described in immune-competent patients. 
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Parce que sans les autres, rien n’est possible…  
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siRNA Small interfering ARN 

SIRS Systemic inflammatory response syndrome 

snoRNA Small nucleolar RNA 

SOFA Sepsis-related Organ Failure Assessment 

SVM Support Vector Machine 

T reg T regulateurs 

TAGC Technologies Avancées pour le Génome et la Clinique 

TCR T cell receptor 

TdT Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 

TE Tris-EDTA 

TGF Transforming growth factor 

Th1 T helper 1 

TIA T-cell-restricted intracellular antigen 
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TLR Toll-like receptors 

TNF Tumor necrosis factor 

TNFR Tumor necrosis factor receptor  

TREM-1 Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 

Tris-HCl Tri-hydrochloride 

U Unité 

UPN Unique Patient number 

VCAM Vascular cell adhesion protein 1 

VIH Virus de l'immunodéficience humaine 

VLA Very Late Antigen 
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L’approche transcriptomique  

L’analyse moléculaire de la physiopathologie d’un organe ou d’un tissu a été longtemps limitée à l’étude de 

quelques gènes candidats. Depuis le milieu des années 90, les outils moléculaires développés permettent 

de mesurer l’expression de plusieurs milliers de gènes en même temps (1). Appliquée à l’étude des 

tumeurs, cette technologie a pour ambition de préciser les mécanismes physiopathologiques et d’identifier 

des marqueurs diagnostiques ou pronostiques (1). Le développement des technologies à haut débit a 

permis de rechercher les altérations globales dans les tumeurs qui sont responsables de leur 

développement et de leur progression. L’une des principales applications de la connaissance génomique a 

été la conception des différents types de plates-formes de biopuces pour l’analyse des altérations de l’ADN 

ainsi que l’analyse de profil d’expression de gènes (2).  

L’étude du transcriptome en utilisant les puces à ADN a pour but : l’étude simultanée de l’expression de 

milliers de gènes ou de leurs ARN simultanément (3). L’analyse bioinformatique des données du 

transcriptome de plusieurs échantillons permet leur groupement selon la similarité des profils d’expression. 

Cette analyse donne alors une image de l’expression des gènes d’une cellule, tissu, ou organe à un temps 

défini (3).    

Depuis le séquençage du génome, les analyses transcriptomiques ont permis de comprendre l’expression 

du génome au niveau transcriptionnel, ce qui a amené à découvrir la structure des gènes plus en détail, la 

régulation de l’expression génique, la fonction du produit du gène, ainsi que la dynamique du génome. 

L’analyse du transcriptome permet aussi de comprendre les réseaux de processus biologiques de régulation 

et, éventuellement, donner des indications dans le diagnostic des maladies et leur thérapeutique, dans une 

optique de traitement personnalisé en fonction de chaque couple patient/tumeur (4). 

Définition du transcriptome 

Le transcriptome est l’ensemble des ARN transcrits par le génome d’un tissu ou d’un type cellulaire à un 

temps donné, à un stade de développement et/ou sous une certaine condition physiologique (5, 6).  

Il était une fois … L’ARN 

Le transcriptome est l’étude des ARN : Acides ribonucléiques nucléiques simples brins. L’ARN n’a pas été 

séparé de l’ADN jusqu’en 1958, suite à la formulation du dogme central par Francis Crick qui est que : 

« L’information génétique est transcrite de l’ADN en ARN et transcrit de l’ARN en protéine » (7, 8). En 1961, 

Jacob et Monod ont proposé que le gène codant pour une protéine soit  transcrit à l’aide du ribosome en ce 

qu’ils ont appelé l’ARN messager (ARNm) (9). En 1958, en même temps que le dogme central de la biologie 
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moléculaire, l’hypothèse d’« adaptateur » a été formulée par Crick pour expliquer la synthèse des protéines 

(7, 10). Dans cette hypothèse, Crick prédit que chaque acide aminé est attaché à son propre « adaptateur » 

qui pourrait tenir sur la matrice de l’ARNm par appariement de bases et ainsi transporter l’acide aminé sur 

le site spécifique de la matrice d’ARN. Un court ARN stable, l’ARN de transfert (ARNt), a été identifié 

comme étant « l’adaptateur » prédit (11). Peu après, l’ARN ribosomal (ARNr) impliqué dans la synthèse des 

protéines a été purifié (4, 12). 

En 1977, Sharp (13) et Roberts (14) ont montré que la séquence d’ARNm des adénovirus présente une 

distribution discontinue dans le génome. Par conséquent, ils ont d’abord suggéré qu’un gène eucaryote 

typique se compose d’exons (les séquences codantes pour la protéine) et d’introns (séquences non 

codantes). Au cours de l’épissage de l’ARN, les introns sont découpés dans les transcrits primaires et 

dégradés, tandis que les exons sont rassemblés dans différents ARN messagers matures (épissage alternatif 

ou « splicing »). La découverte de la composition d’un gène (introns et exons) a été une surprise et a 

révolutionné la compréhension de l’architecture des gènes. 

Depuis la fin des années 1970, Cech et Altman (15, 16) ont révélé que l’ARN pouvait fonctionner comme un 

catalyseur. En 1982, Krugera a mis en avant le concept de « ribozyme », ce qui démontre que l’ARN pourrait 

agir à la fois en tant que du matériel génétique (comme l’ADN) et comme un catalyseur biologique (comme 

les enzymes protéiques). 

Au début des années 1990, il a été observé indépendamment par un certain nombre de scientifiques que 

l’ARN inhibait l’expression des gènes chez les plantes et les champignons avec un mécanisme inconnu (17, 

18). En 1998, Fire et Mello (19, 20) ont constaté que des ARN doubles brins (dsARN) pourraient reconnaître 

des séquences d’ARNm spécifiques, puis conduisent à la dégradation des ARNm cibles : les ARN interférents 

(ARNi). D’autres études ont montré l’existence de petits ARN (de 21 à 25 nucléotides) responsables 

d’interférence : les petits ARN interférents (siRNA) (21, 22). 

Ces dernières années, les différents types d’ARN augmentent rapidement avec le développement des 

technologies notamment le NGS (Next Generation Sequencing) (23, 24). De nombreux ARN non codants ont 

été identifiés et caractérisés fonctionnellement, ce qui a permis l’expansion du monde de la 

transcriptomique. 

La naissance des méthodes d’analyses transcriptomiques 

Bien que l’analyse de l’expression du gène commence dans les années 1980 avec le développement du 

Northern blot (25), cette méthode n’est évidemment pas à haut débit. Dans les années 1990, le projet du 

séquençage automatisé de l’ADN avait comme ambition : d’identifier, caractériser et analyser tous les 
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gènes (26, 27). Cette approche a révolutionné la biologie, et a permis d’ouvrir la porte à l’approche haut 

débit avec l’apparition du séquençage des marqueurs de séquences exprimées (EST), et l’accumulation de 

ces données a permis la création de bases de données dbEST (28-30). L’avancée des technologies à haut 

débit a rendu possible l’analyse simultanée de nombreux gènes dans les cellules et dans les tissus. L’analyse 

transcriptomique basée sur la détection à grande échelle des ARN est devenue alors une méthode de choix, 

principalement en raison du fait que cette méthode permet rapidement d’obtenir une vision globale de 

l’ensemble des gènes exprimés dans une population de cellules (31-33).  

Initialement, les premières analyses transcriptomiques ont été réalisées sur membrane de nylon en 

utilisant de grandes densités d’ADNc ou de produit de PCR, avec évaluation de la quantité de sondes 

hybridées sur chaque spot. Les « macroarray » sont fabriqués sur des membranes de nylon d’une dizaine de 

centimètres carrés. Cette approche est la plus ancienne, néanmoins elle est efficace pour tester des 

centaines ou quelques milliers de gènes, et de mesurer quantitativement et simultanément l’expression 

des ARN messagers dans un échantillon, un type cellulaire ou tissulaire à un temps donné. La technologie 

est basée sur l’hybridation d’ARN (d’un tissu, cellule ou autre) à un ensemble de fragments d’ADN qui 

représentent des gènes cibles disposés sur un support. Les ARN hybridés sont marqués et obtenus par 

rétrotranscription. Ils constituent un mélange complexe qui contient de nombreuses séquences différentes 

d’ADN complémentaire en diverses quantités, correspondant aux nombres de copies de l’ARN messager 

d’origine extrait de l’échantillon (31, 34-36). 

Les principaux défis de cette technologie ont été d’augmenter la sensibilité ainsi que de miniaturiser les 

macroarrays (37, 38). La plateforme de puce à ADN développée par la firme Affymetrix a répondu à cette 

demande, en utilisant comme technologie la synthèse (réactions photochimiques et technique de masque) 

de centaines de milliers d’oligonucléotides directement in situ sur des puces de silicium de quelques 

centimètres carrés (39). Ces microarrays de par leur miniaturisation ont été le début d’une grande 

révolution scientifique avec un grand potentiel d’applications dans divers domaines de la biologie et de la 

santé (40). Les technologie des microarrays les répandues sont à ce jour celles développées par Agilent et 

Affymetrix.  

En parallèle au développement de l’étude à haut débit de l’expression des gènes s’est effectué l’évolution 

du séquençage. Le NGS (Next Generation Sequencing) est basé sur le séquençage parallèle massif (4). Le 

développement des nanotechnologies a permis de séquencer des centaines de milliers de molécules d’ADN 

simultanément (23, 41). Le prototype de NGS : MSSP (massive parallel signature sequencing) (41) applique 

quatre cycles de digestion par enzyme de restriction, et des réactions de ligation pour déterminer la 

séquence nucléotidique des extrémités de l’ADNc, générant des séquences de 17-20 pb, qui correspondend 

à l’empreinte de l’ARN correspondant. Le MPSS a permis de générer plus de 100 000 signatures 

simultanément. Toutefois en raison de la nature des réactions de digestion et de la ligation, une fraction 
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importante des signatures de séquences obtenues ne sont pas assez longues pour être des empreintes 

uniques des molécules d’ARN (4). 

Pour surmonter les limites de MSSP, d’autres sociétés ont développé leurs propres plateformes telles que : 

Illumina, Roche, Thermo-Fisher Scientific, avec une amélioration considérable sur : le débit, la durée de 

lecture ainsi que sur la précision de séquençage (4, 23). Une partie, ou la totalité de l’ARN est purifiée, 

rétrotranscrite en ADNc, puis soumise à un séquençage massif. En analysant des millions à des milliards 

d’étiquettes de séquences de longueur variables (25-200 pb) après séquençage à haut débit, le 

transcriptome peut être étudié qualitativement et quantitativement (4, 42). 

Afin d’étudier avec précision le transcriptome de tissu biologique complexe, d’un échantillon précieux avec 

une faible quantité d’ARN extrait, et même la cellule unique (« single cell technology »), des techniques de 

séquençage à haut débit ont été développées : comme le séquençage direct de l’ARN, ou en développant 

des méthodes d’amplification de l’ARN (4, 43, 44). 

Les différents types d’ARN  

Il existe une grande variété d’ARN qui a en plus de leurs rôles structurels. Ils ont aussi un rôle important 

dans la régulation de nombreux processus cellulaires ; qui a été sous-estimé auparavant. En fonction de 

leurs produits, les ARN peuvent être divisés en deux classes : les ARN codants pour des protéines et les ARN 

qui ne codent pas pour des protéines (ARNnc) (45) Figure 1. 

Les ARN codants 

Ce sont les ARN qui codent pour des protéines, ils sont connus aussi sous le nom de : ARN messagers 

Les ARN non codants  

Les ARN non codants sont tous les ARN qui ne sont pas traduits en protéines fonctionnelles. Sur la base de 

leurs fonctions, les ARNnc peuvent être divisés en deux catégories : les ARNnc de ménage (House-keeping) 

et les ARNnc régulateurs. 

Les ARN non codants de ménage  

Ils jouent généralement un rôle structural et catalytique, comme les ARN de transfert, les ARN 

ribosomiques impliqués dans la traduction, les petits ARN nucléaires, qui sont impliqués dans l’épissage des 

ARN messagers, les petits ARN nucléolaires impliqués dans l’épissage des ARN ribosomiques. Et enfin les 

ARN guides (ARNg) impliqués dans l’édition de l’ARN (12, 45).  

Les ARN non codants régulateurs  
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Ils jouent un rôle de régulation dans beaucoup de processus biologiques. Selon la longueur, ils peuvent être 

divisés en deux groupes : les petits ARNnc régulateurs et les longs ARNnc régulateurs (lncRNA). 

Les petits ARN non codants sont composés de 17-35 nucléotides, comprenant les microARN (miARN) les 

siARN et les ARN interagissant avec Piwi (ARNpi). 

Les miARN sont composés de 22 nucléotides, et résultent des pre-miARN contenant des structures en 

épingle à cheveux. Les épingles à cheveux sont traitées par la RNase III Drosha et Dicer pour former des 

miARN matures. En s’hybridant à leurs cibles, les miARN inhibent l’expression des gènes en réprimant la 

traduction ou en favorisant la dégradation de l’ARNm. Les miARN jouent un rôle crucial dans la régulation 

de nombreux processus biologiques, tels que le développement ou la réponse au stress biologique (46-48). 

Les siARN et ARNpi sont de petits ARN produits par différentes voies, qui agissent principalement dans le 

blocage génique des transposons et des séquences répétitives pour maintenir la stabilité génomique (49, 

50) 

Les ARN longs non codants (lncRNA) sont des ARN composés d’environ 200 nucléotides, ils sont transcrits 

par l’ARN polymérase II. Les LncRNA peuvent être antisens, sens, intergénique, bidirectionnel, et des 

transcrits introniques (51). Ils peuvent réguler l’expression des gènes codants de différentes manières : la 

régulation transcriptionnelle peut se produire par interaction du lncRNA avec la protéine pour inhiber 

l’activité des facteurs de transcription ou de l’ARN polymérase II directement, soit indirectement. 
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Figure 1 : Les différents types d’ARN 

tRNA : transfer RNA, rRNA : ribosomal RNA, mRNA : messenger RNA, snoRNA : Small nucleolar RNA, snRNA : Small 
nucleolar, lincRNA : long intergenic non-coding RNA, lncRNA : long non coding RNA, RNAi : RNA interference, rasiRNA : 

Repeat associated small interfering RNA, stRNA : Small temporal RNA, miRNA : micro RNA, siRNA : Small interfering 
RNA, piRNA : Piwi-interaction RNA 

Modifiée de Geospiza, 2009 
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La quantification des transcrits  

Le niveau transcriptionnel du génome peut varier dans les différents tissus, sous des conditions 

physiologiques ou en réponse à des stimuli environnementaux. Le premier objectif des analyses 

transcriptomiques a été de définir les gènes exprimés de manière différentielle d’une condition par rapport 

à une autre (ou plus). Les méthodes d’isolation de séquences spécifiques telles que l’EST et le SAGE, les 

hybridations sur des puces, et le séquençage à haut débit, sont des technologies qui ont été développées 

afin de définir les gènes différentiellement exprimés entre les conditions. De nombreux gènes clés de divers 

processus de développement, physiologiques ou pathologiques ont été identifiés par ces moyens (42, 52) 

Le métabolisme de l’ARN   

Un gène est une région génomique distincte dont la transcription est régulée par un ou plusieurs 

promoteurs et des éléments régulateurs distaux ; qui contiennent les informations pour la synthèse des 

protéines fonctionnelles ou des ARN non codants, associés par le partage d’une partie de l’information 

génétique au niveau des produits finaux (protéines et ARN). Cette définition est spécifiquement conçue 

pour les gènes chromosomiques eucaryotes (53). Un gène est généralement défini comme une unité 

génétique. Quand on parle de la transcription, nous désignons également le gène comme une unité de 

transcription. Du gène à l’ARN fonctionnellement mature, plusieurs étapes de transcription et de 

traitement post-transcriptionnel ont lieu dans les cellules (54). Une procédure de transcription se compose 

de : l’initiation de la transcription (la formation du complexe d’initiation de la transcription), l’élongation, la 

pause (complexes de transcription arrêtent juste en aval du site d’initiation de la transcription) et la 

terminaison (12, 54). La combinaison de la technologie traditionnelle biochimique et biologie moléculaire 

avec le NGS, les événements de transcription ont été observés globalement en débit plus élevé et à niveau 

plus précis (55). 

Les puces à ADN  

Définition et principe  

Les puces à ADN ou microarrays sont une méthode basée sur l’hybridation d’acides nucléiques sur un 

support. Les ADN complémentaires sont marqués par fluorescence, incubés avec des sondes 

d’oligonucléotides sur la puce, puis l’abondance de l’ARN est déterminée en mesurant l’intensité de 

fluorescence (52, 56). Les microarrays ont été développés pour l’étude de l’expression de milliers de gènes 

simultanément. Différents types de puces à ADN ont été développés. La détection des produits de la 
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transcription des gènes par hybridation est le principe sous-jacent à toutes ces approches (57). Un grand 

nombre de séquences (sondes : oligonucléotides) sont synthétisées sur le support, chacune correspond à 

une partie spécifique du transcrit. Elles sont fixées à un support solide, généralement du verre. De L’ADNc 

ou de l’ARNc est synthétisé et marqué à partir de l’ARN d’une expérience ou d’échantillons contrôles et 

d’échantillons test. Il est ensuite hybridé avec des sondes complémentaires présentes sur le support. Les 

différences d’expression des gènes sont calculées sur la base de la quantification et de l’analyse statistique 

du signal fluorescent émis par l’ADNc ou ARNc marqué (58), Figure 2.  

Les puces à ADN permettent l’analyse simultanée du niveau d’expression de l’ensemble des gènes humains 

connus à ce jour. Elles ont comme objectifs la description moléculaire de l’évaluation des maladies et la 

réponse aux traitements, l’identification de cibles thérapeutiques ou encore déterminer des biomarqueurs 

pour le diagnostic et le pronostic (59). 
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Figures 2 : Pipeline classique d’une expérience de puces à ADN. 

Après la réalisation d’un plan expérimental biologique, les échantillons ou tissus (issus d’un modèle animal, d’un 
patient ou autres) sont récupérés. Les ARN sont alors extraits, marqués (simple — Cy3- ou double marquage — 

Cy3/Cy5-) puis hybridés sur les puces à ADN. Après des étapes de lavages, les puces sont alors scannées, les images 
acquises, les données brutes extraites. Les données brutes sont explorées, celles de mauvaise qualité sont mises de côté 

et le reste des données est normalisé. Selon l’objectif de chaque étude, les gènes différentiellement exprimés sont 
identifiés entre les groupes d’étude pour classer les échantillons selon leurs sous-types (maladies, traitement, ou 

autres), réaliser des analyses fonctionnelles (enrichissement en annotations fonctionnelles, études des réseaux, des 
interactions et autres…). Pour chaque étape de ce pipeline, des normes sont respectées (sur la base d’un accord 

international le : MIAME – Brazma et coll., 2001). 
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Le simple marquage ou le double marquage  

Deux stratégies d’hybridation de puces à ADN peuvent être distinguées : le simple marquage — Figure 3 — 

(une couleur) et le double marquage — Figure 4 — (deux couleurs). Les microarrays deux couleurs 

(également appelées les microarrays bicolores ou microarrays doubles étiquettes) permettant à deux 

échantillons biologiques différents d’être hybridés sur la même zone d’hybridation sur le microarray, deux 

fluorochromes sont utilisés généralement pour le marquage des échantillons : la cyanine-Cy3, émettant à 

570 nm, et la cyanine-Cy5, émettant à 670 nm. Tandis que dans les microarrays « simple marquage », un 

seul fluorochrome est employé. Habituellement, la Cy3 est utilisée pour marquer un seul échantillon par 

zone d’hybridation (array) (60).  

Une approche deux couleurs a certains avantages par rapport au simple marquage. En effet, elle élimine en 

partie la variabilité provenant des différences entre les zones d’hybridation (58), comme la qualité de 

l’hybridation et les variations de la taille ou de la qualité des spots (61). En revanche, les différences 

d’émission des deux fluorochromes (la cyanine-5 fluoresce plus que la cyanine 3) et la différence 

d’efficacité d’incorporation (la cyanine-3 s’incorpore mieux que la cyanine-5) introduisent un biais de 

fluorescence (60).  

En résumé, les deux approches présentent des avantages et des inconvénients. Cependant, beaucoup 

d’études ont comparé les deux méthodes. Celles-ci sont comparables en matière de qualité des données 

ainsi que de la précision de la mesure des rapports d’expression. Par conséquent, l’utilisation d’un ou deux 

fluorochromes est principalement déterminée par le coût, les considérations de conception expérimentale 

et les préférences personnelles (60, 62, 63). 
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Figure 3 : Schéma récapitulatif du protocole simple marquage d’Agilent 

Les ARNm sont retrotranscrits en ADNc, l’ADNc est alors marqué par la Cyanine 3 et transformé en ARNc, puis hybridé 
sur la puce. 

(www.agilent.com) 
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Figures 4 : Schéma récapitulatif du protocole double marquage d’Agilent 

Les ARNm sont retrotranscrits en ADNc, l’ADNc d’un échantillon est marqué par la Cyanine 3 et le deuxième par la 
Cyanine 5  et transformé en ARNc. Les deux échantillons sont mélangés puis hybridés sur la puce. 

(www.agilent.com) 
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La normalisation des données brutes   

L’étape de normalisation permet de minorer les variations artéfactuelles inter et intra-puces (64). Il existe 

différents types de normalisations : la normalisation LOWESS, la régression linéaire, la normalisation par la 

médiane et autres (65, 66). L’une des normalisations les plus utilisées et la normalisation par les quantiles  

La normalisation par les quantiles 

La normalisation par les quantiles est l’une des méthodes de normalisation la plus utilisée. L’objectif de 

cette méthode est de rendre similaires les distributions de l’intensité des puces. Dans un premier temps, les 

valeurs sont transformées log2 afin de rendre les données symétriques et d’obtenir une distribution proche 

de la loi Normale, qui est un critère indispensable pour un certain nombre de tests statistiques. Pour 

chaque échantillon, les valeurs d’intensités sont triées, les gènes (lignes) réorganisés, la médiane est 

calculée par ligne. Les intensités des gènes sont ensuite remplacées par la médiane en gardant le rang, puis 

les positions initiales sont retrouvées (67).  

Les analyses statistiques  

Les méthodes statistiques d’analyse de données de puces à ADN peuvent être classées en deux grands 

groupes : les méthodes qui permettent d’identifier des gènes exprimés de manière différentielle, et les 

méthodes qui classent la dépendance fonctionnelle des gènes. L’objectif de la première méthode consiste à 

identifier des gènes qui sont exprimés à différents niveaux dans des conditions différentes en utilisant des 

tests statistiques classiques (t-test, test ANOVA, Mann-Whitney...). La deuxième méthode permet 

d’identifier des groupes communs d’expression de gènes, pour classer les nouvelles pathologies, de 

nouveau sous-type de pathologie, et autres (68). 

Le SAM (Significance Analysis of Microarrays) 

L’analyse SAM permet de mettre en évidence les gènes dont l’expression varie d’une manière significative, 

en appliquant à chaque gène un test t spécifique. Pour chaque gène, un score est assigné sur la base de sa 

variation d’expression par rapport à son écart-type pour des mesures répétées pour le même gène. Les 

gènes avec des scores supérieurs à un seuil sont considérés comme potentiellement significatifs. Le 

pourcentage de ces gènes identifiés par le hasard est le taux de faux positifs (False Discovery Rate – FDR). 

Pour estimer le FDR, des gènes avec des expressions aléatoires sont identifiés en utilisant les permutations. 

Le seuil peut être ajusté pour identifier des ensembles plus ou moins grands de gènes et le FDR est alors 

calculé pour chaque ensemble de gènes (69).  

Cette approche est basée sur l’analyse des fluctuations aléatoires des données. D’une manière générale, le 

rapport « signal sur bruit de fond » diminue avec la diminution de l’expression du gène. Pour un niveau 

donné d’expression, les fluctuations sont gène spécifique. Pour tenir compte des fluctuations spécifiques 
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du gène, une statistique basée sur le ratio du changement dans l’expression du gène sur l’écart-type a été 

définie. La « différence relative » d(i) de l’expression génique est donnée par la formule suivante :  

 ( )   
 ̅   ( )   ̅   ( ) 

 ( )    
 

Ou :  ̅   ( ) et  ̅   ( ) sont définis comme le niveau d’expression du gène ( ) dans l’état   et   

respectivement. La dispersion spécifique du gène  ( ) est la standard déviation des mesures d’expression 

répétées : 

 ( )  √ {∑   [   ( )   ̅ ( )]
 

 ∑   [   ( )   ̅ ( )]
   

Ou : ∑    et ∑    sont les sommes d’expression dans l’état   et , respectivement.  

a = (1/n1+1/n2)/ (n1+n2-2), n1 et n2 sont le nombre de mesure dans l’état   et  . 

L’analyse LIMMA (Linear Models for Microarray Data) 

Limma est un package pour l’analyse différentielle des données d’expression issues d’expériences de 

microarrays. Limma utilise des modèles linéaires pour analyser les microarrays. Le principe général de 

LIMMA est d’ajuster un modèle linéaire pour les données d’expression de chaque gène (70).  

Une fois les puces scannées et les images analysées, des fichiers d’intensités sont alors générés (un fichier 

pour chaque array). Chaque array peut être composé d’ARN simple marquage, ou composé d’ARN marqués 

par deux fluorochromes différents (double marquage). Les données d’expression issues d’expériences 

utilisant un simple marquage peuvent être représentées dans une matrice dont les lignes correspondent 

aux sondes (gènes) et les colonnes les arrays (échantillons). L’approche requiert deux matrices pour 

l’analyse. La première est la matrice du modèle (design) qui spécifie la représentation des différentes cibles 

d’ARN qui ont été hybridées sur la puce. La seconde est la matrice de contraste (contrast matrix), qui 

permet aux coefficients définis par la matrice design d’être combinés avec la deuxième matrice. Chaque 

contraste correspond à une comparaison d’intérêt entre les cibles d’ARN. La première étape de l’analyse 

consiste à ajuster un modèle linéaire en utilisant la fonction lmFit, qui modélise la partie systématique des 

données. Chaque ligne de la matrice design correspond à une array (échantillon) de l’expérience et chaque 

colonne correspond à un coefficient. En pratique, on peut être intéressé par plus ou moins de comparaison 

entre les échantillons qu’il y a de coefficient. L’étape suivante est l’utilisation de la fonction contrast.fit qui 

permet aux coefficients ajustés à être comparés d’autant de façon qu’il y ait de question biologique dont il 

faut répondre.  

Mathématiquement, on suppose un modèle linéaire :  [  ]      ou    contient les données d’expression 

du gène  ,   est la matrice de design, et   est le vecteur des coefficients. Là    
  est la   unième ligne de la 
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matrice d’expression et contient soit log-ratios ou log-intensités. Les contrastes d’intérêt sont donnés par : 

         ou    est la matrice de contraste. Les coefficients du modèle ajusté produit par la fonction lmFit 

contient des valeurs estimées pour   . Après avoir appliqué la fonction contrasts.fit, la composante des 

coefficients contient alors les valeurs estimées pour     (70). 

 L’analyse de variance ANOVA (analysis of variance) 

L’interprétation biologique des données d’expression de gènes est difficile, car l’information peut être 

masquée par l’effet des facteurs expérimentaux. L’analyse de variance est l’une des méthodes statistiques 

les plus populaires des analyses de puce à ADN qui tient en compte l’effet des facteurs sur l’expression des 

gènes. L’utilisation de l’ANOVA pour analyser des données de microarrays a été proposée par Ker et coll. 

(71) Le modèle de l’ANOVA est appliqué aux données transformées en log. L’analyse de variance permet de 

tenir en compte toutes les sources de variation dans les données qui sont attribuées à des facteurs autres 

que l’expression des gènes. Elle permet de combiner les informations provenant de tableaux différents en 

une seule analyse (72). Le modèle de l’ANOVA est donné par la formule suivante :  

                          

Ou : 

   : La variable expliquée 
  : La moyenne globale  
             : Les coefficients du modèle 
     : Les variables quantitatives  
              : L’effet des variables quantitatives 
 : L’erreur 

  Le test t  

Les valeurs t sont calculées pour chaque gène, et les p-valeurs sont calculées soit à partir de la distribution t 

théorique, ou à partir des permutations des données pour chaque gène. Si le niveau d’expression moyen 

d’un gène est significativement différentiel entre les deux groupes (par exemple) est déterminé par 

comparaison directe de la p-valeur du gène de la p-valeur seuil choisi ou en ajustant les p-valeurs en 

utilisant une correction pour les tests multiples et ainsi fixer un seuil de FDR. 

Le test t apparié équivaut à une « two way ANOVA » dans laquelle les variables indépendantes sont la 

sonde et de l’échantillon (73). Le test t apparié suppose que le premier échantillon de référence (ou de la 

condition 1) sera comparé avec le premier échantillon de l’essai (ou de la condition 2), et ainsi de suite (72). 

La formule du test t est donnée dans la formule suivante (74) :  

  
 ̅    

  √ 
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Avec :  

 ̅  
 

 
∑  

 

   

 

  √
 

   
∑(    ̅)

 

   

   

Ou :  
 ̅: La moyenne  
 : L’écart-type empirique  
  : La moyenne théorique  
 

Les techniques d’étude du transcriptome ont évolué depuis près de 20 ans, passant par les méthodes 

d’isolation de séquences spécifiques, les puces à ADN, le RNA-seq et le séquençage de la cellule unique. Les 

analyses transcriptomiques deviennent alors moins couteuses, à plus haut débit, avec une meilleure 

sensibilité et en utilisant moins d’ARN de départ (23, 24). 

La variabilité des résultats et les difficultés d’analyse :  

L’analyse et l’interprétation des données à haut débit issues d’expériences de microarrays sont plus 

compliquées que ce qui était prévu à l’origine (75, 76). De plus, les incertitudes associées à la validité et la 

fiabilité des résultats ont été mises en évidence par des comparaisons entre différentes méthodologies. Les 

conclusions doivent alors être tirées avec prudence (75, 77). Des études ont relevé des incohérences entre 

les données provenant de différentes plateformes expérimentales basées sur l’utilisation in situ de 

séquences nucléotidiques courtes versus des séquences nucléotidiques plus longues (78). Plus surprenant, 

des incohérences ont été relevées entre des laboratoires utilisant la même plateforme expérimentale (79). 

De plus, un jeu de données généré sur une plateforme peut être interprété différemment en utilisant des 

méthodologies de traitement et d’analyses différentes, menant à des conclusions divergentes (75, 80). Il 

existe beaucoup d’explications potentielles telles que : la différence des types et de la composition des 

sondes, l’existence de différents protocoles de dépôts, de marquage et d’hybridation (81). Par conséquent, 

il est essentiel de valider les résultats obtenus par des technologies telles que : le Northern blot, le Western 

blot ou la RT-q-PCR avant de tirer des conclusions (82). 

Il existe un manque des normes rigoureuses en matière de collecte de données, d’analyses et de validations 

(3). La conception expérimentale d’un projet utilisant une technologie comme les microarrays est très 

importante. La qualité du matériel de départ est cruciale, les échantillons (cellules, tissus…) doivent être 

traités de la manière la plus reproductible possible. Ceci est dans le but d’éviter l’introduction de variations 
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artéfactuelles dans l’expression génique des échantillons (211). La plupart des échantillons de tissus 

humains sont un mélange de types de cellules. Par conséquent, des variations dans les profils d’expression 

génique sont observées, lors de la comparaison de deux échantillons de biopsie par exemple (en raison de 

la présence de différents types cellulaires avec une quantité différente dans chaque échantillon). Des 

méthodes telles que : la microdissection par capture laser, le tri des cellules par cytométrie peuvent être 

utilisées pour pallier au problème d’hétérogénéité des échantillons. La non-standardisation des données a 

contribué à la variabilité des résultats issus d’expériences de puce à ADN. De plus, il est très difficile de faire 

une évaluation critique des différentes plateformes et des différentes méthodes d’analyses de l’ensemble 

des jeux de données publiés. Le guide MIAME (The Minimum Information About Microarray Experiments) 

décrit des normes requises pour assurer l’interprétation des données d’expression (75, 83).  

Avec l’apparition du séquençage à haut débit, la bioinformatique est devenue une partie très importante 

de l’approche transcriptomique. Le défi auquel doit répondre l’analyse bioinformatique est aussi grand que 

la procédure expérimentale qui inclut la purification de l’ARN, la préparation des libraires et le séquençage 

proprement dit. La difficulté d’analyse provient non seulement des quantités massives de données, des 

erreurs introduites par des expériences de séquençage, mais aussi de la complexité du transcriptome (4). 

De plus, aucune standardisation dans l’analyse de données de séquençage n’a été établie, chaque 

utilisateur choisit le programme et les critères et paramètres de chaque étape de l’analyse.  

En résumé, l’étude transcriptomique est confrontée à plusieurs défis. Le séquençage de l’ARN doit être 

amélioré pour surmonter les biais introduits par la préparation des librairies ou par l’amplification de l’ARN. 

La conception expérimentale et l’analyse bioinformatique doivent encore être optimisées pour caractériser 

efficacement et avec précision le transcriptome, afin de pouvoir d’acquérir plus d’impact sur la biologie 

moléculaire et les applications cliniques (4). 

Apport de l’analyse transcriptomique dans les hémopathies malignes : 

Les analyses à haut débit de l’expression des gènes ont plusieurs avantages dans certaines hémopathies 

malignes (comme les leucémies) par rapport à d’autres tumeurs. Les échantillons sanguins sont plus faciles 

à obtenir par rapport à des biopsies de tumeurs solides par exemple. La comparaison d’échantillons de 

patients atteints de LAM (leucémie aiguë myéloïde) et de LAL (leucémie aiguë lymphoblastique) en utilisant 

les microarrays a été une analyse précoce pour la classification potentielle des hémopathies basée sur la 

génomique (84, 85). D’autres études sur des échantillons de patients atteints de leucémie aiguë avec une 

translocation impliquant le gène MLL (mixted-lineage leukemia) ont été réalisées. Le profil d’expression des 

échantillons MLL était compatible avec des cellules progénitrices lymphoïdes précoces, suggérant alors un 
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arrêt de la maturation à un stade précoce dans l’hématopoïèse. Ce profil spécifique inclut une 

surexpression du gène FLT3. 

L’étude d’expression génique sur des groupes hétérogènes d’échantillons de patients atteints de LAM avec 

des caryotypes aberrants complexes a montré une surexpression des gènes ayant une fonction de 

réparation de l’ADN tel que : RAD21 (86, 87). L’étude d’expression génique a permis aussi d’identifier de 

nouveaux biomarqueurs pronostiques, en particulier dans le groupe hétérogène des LAM de caryotype 

normal. Bullanger et coll. (88) ont été en mesure de subdiviser ce groupe de patients en deux groupes qui 

ont été caractérisés par la surexpression de plusieurs facteurs de transcription tels que GATA2 ou 

l’implication des gènes responsables de la différentiation des leucocytes et de la réponse immune. Cette 

signature pronostique a été validée de façon indépendante par Radmacher et coll. (86, 89). 

Depuis l’introduction des études de profil d’expression génique dans la recherche en particulier dans le cas 

de la leucémie, la majorité des sous-groupes les plus génétiquement et immunologiquement définis chez 

les patients atteints de leucémie aiguë myéloïde et de leucémie aiguë lymphoïdes ont été caractérisés par 

des signatures transcriptomiques. Ces résultats ont été validés par des groupes d’étude indépendants (84, 

90). Les analyses de profil d’expression ont été en mesure de définir de nouveaux paramètres pronostiques 

comme l’évolution tumorale ou prédire les complications sous-jacentes. Ils permettent aussi d’adapter le 

traitement selon le profil génique. Dans les LAM, il a été possible de prédire la réponse au tipifarnib 

inhibiteur de la farnésyl par exemple sur la base du rapport d’expression des gènes RASGRP1 et APTX (91, 

92). Chez les patients avec BCR-ABL1 positif, Hofmann et coll. ont été en mesure de prédire la sensibilité à 

l’inhibition de la tyrosine kinase avec l’imatinib sur la base de l’expression de 95 gènes. Un panel de 56 

gènes fortement différentiellement exprimés a été associé au développement d’une résistance secondaire 

à l’imatinib (93). Holleman et coll. ont développé un score sur la base de l’expression des gènes indiquant 

les profils de résistance individuels pour les stéroïdes, la vincristine, l’asparaginase et la daunorubicine dans 

chez les enfants atteints de LAL (86, 94). 

 

La classification des lymphomes B a été confrontée à plusieurs problèmes. Le lymphome B diffus à grandes 

cellules (LBDGC) présente une évolution clinique variable, corrélée à la diversité morphologique, 

cytogénétique et immunologique. L’analyse de l’expression des gènes a permis de mettre en évidence trois 

nouvelles sous-classes pronostiques pertinentes : GC (germinal centre b cell), ABC (activated B cell) et de 

PM (primary mediastinal B cell). Deux évènements génétiques ont été mis en évidence dans le sous-groupe 

GC à savoir : la translocation de BCL-2 et une amplification de c-rel. Les patients classés dans ce dernier ont 

un taux de survie le plus élevé à 5 ans. De même une signature de 17 gènes a été identifiée comme étant 
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prédictive de la survie globale des patients atteints de LBDGC après chimiothérapie (95, 96). Actuellement 

les groupes ABC et PM sont regroupé dans la sous-classe : non-GC. 

Les puces à ADN ont été utilisées pour étudier les cibles de c-myc, un facteur de transcription et oncogène 

cellulaire qui est important dans de nombreuses tumeurs malignes. C-myc est impliqué dans une 

translocation chromosomique dans le lymphome de Burkitt. Les cibles génomiques de c-myc telles que : les 

gènes impliqués dans la croissance cellulaire, le cycle cellulaire, l’adhérence et l’organisation du 

cytosquelette, illustrent les multiples effets de l’activation de c-myc (97, 98).  

D’autres études ont mis en évidence les cibles en aval du répresseur transcriptionnel BCL-6, qui est 

transloqué dans de nombreux lymphomes (99). Aussi, il a été montré que le répresseur 

transcriptionnel Blimp-1 est impliqué dans la différenciation plasmocytaire (100). 

En conclusion, l’excitation initiale qui entourait l’analyse transcriptomique utilisant les microarrays a cédé 

place au sentiment que les attentes ont dépassé la réalité. Beaucoup de difficultés ont été rencontrées 

dans l’application de la technologie pour obtenir des résultats reproductibles ainsi que dans le choix de 

l’analyse à effectuer. De plus, ces études suggèrent que le taux d’ARN messager ne reflète pas toujours le 

niveau protéique. Des exemples de validation indépendante sont nécessaires en utilisant d’autres 

méthodes ou en répliquant les résultats dans des cohortes indépendantes avant l’introduction des 

ensembles de gènes identifiés comme biomarqueurs pronostiques en clinique, ou avant de proposer une 

nouvelle classification d’un type (ou sous-type) d’hémopathie maligne.  
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Introduction du travail de thèse et objectifs  

La rechute et les complications dues à une myélosupression dans le cadre de l’autogreffe, le 

dysfonctionnement de l’immunité innée ainsi que la mise en évidence de la classification moléculaire des 

hémopathies sont des problématiques courantes en oncohématologie.  

Durant ma thèse, je me suis intéressée à ces différentes problématiques en utilisant une approche 

transcriptomique. L’étude de l’immunité innée et la classification des hémopathies en étudiant en 

particulier deux hémopathies malignes qui sont : le lymphome B à grandes cellules liés à l’infection au 

VIH et la leucémie aiguë myéloïde. L’effet et la rechute suite au conditionnement chimiothérapeutique : 

le melphalan dans le cadre de l’intensification avant autogreffe, et enfin, je me suis intéressée à la 

complication redoutée chez les patients en aplasie profonde : le sepsis. 

 

Dans la première partie de mon travail, nous avons étudié les cellules natural killer (Nk) dans la leucémie 

aiguë myéloïde (LAM) dans le but de comparer la signature transcriptomique des cellules natural killer de 

patients atteints de leucémie aiguë myéloïde à des cellules natural killer de donneurs sains, ainsi que 

d’identifier des facteurs de transcription potentiels ou des voies pouvant être impliquées dans la 

régulation des NCR. Les chimiothérapies permettent une rémission complète dans plus de 50 % des 

patients atteints de LAM, mais les rechutes sont fréquentes. Ceci suggère que les cellules leucémiques 

résiduelles peuvent échapper à la chimiothérapie et au système immunitaire. Les cellules Nk issues de 

patients atteints de LAM expriment moins les récepteurs activateurs NCR (natural cytotoxicity activating 

receptors) en comparaison avec les sujets sains. Les gènes codants pour NCR1/NKp46, NCR2/NKp44 et 

NCR3/NKp30 sont situés à différents loci, sur deux différents chromosomes. Cependant, leur expression 

est étroitement coordonnée. La plupart des Nk, expriment les NCR soit fortement (NCR bright) soit 

faiblement (NCR dull), ce qui suggère l’existence d’un facteur de régulation commun aux trois récepteurs. 

Afin de trouver le/les facteur(s) de transcription impliqué(s) dans la régulation des NCR, nous avons 

comparé la signature transcriptomique des cellules NK issues de patients atteints de LAM avec la 

signature transcriptomique des cellules Nk issues de donneurs sains. 

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés au sepsis et au syndrome de réponse 

inflammatoire systémique (SIRS). L’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques (auto-CSH) est un 

bon modèle pour étudier ces problématiques. Brièvement, l’auto-CSH consiste à collecter par 

cytaphérèse des cellules souches hématopoïétiques suite à un traitement de mobilisation, puis les 

cellules sont congelées et réservées au patient. Lorsque le patient est en rémission complète ou partielle 
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de sa maladie, ce dernier reçoit une chimiothérapie de conditionnement à haute dose. Le 

conditionnement à visée antitumorale déclenche chez le patient un orage cytokinien responsable d’une 

inflammation. Après la fin de la chimiothérapie, le greffon est décongelé puis infusé au patient. La 

neutropénie débute environ quatre jours post autogreffe et dure environ 10 jours, temps nécessaire au 

greffon pour devenir fonctionnel, durant cette neutropénie, 80 % des patients sont fébriles, et un certain 

nombre développe une infection. Les patients neutropéniques sont sujets à des sepsis à la fois plus 

fréquents et plus sévères que les autres patients, pouvant aller jusqu’à mettre en jeu le pronostic vital du 

patient. L’objectif de cette étude a été d’identifier une signature transcriptomique prédictive de la 

survenue du sepsis/SIRS dans le cadre de l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques dans le but 

d’ouvrir de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur la prophylaxie antibiotique personnalisée et 

adaptée au profil de risque spécifique de chaque patient. 

Dans la troisième partie de ma thèse, j’ai réalisé une étude transcriptomique visant à mettre en évidence 

l’effet de la chimiothérapie de conditionnement ainsi que d’identifier un marqueur potentiel de rechute 

chez les patients autogreffés atteints de myélome.  

Pour la dernière partie, notre but a été de mettre en évidence des profils géniques permettant de définir 

des sous-types au sein des lymphomes B diffus à grandes cellules (LBDGC) liés à l’infection au VIH, de 

façon parallèle aux résultats obtenus dans le cadre du sujet immunocompétent. Aussi de définir la 

pathophysiologie des différents sous-types et de faire ressortir les voies moléculaires dérégulées qui 

peuvent avoir une valeur pronostic. Les traitements des lymphomes non hodgkinien (LNH) liés à 

l’infection au VIH sont calqués sur les patients non immunodéprimés. Les analyses transcriptomiques ont 

permis des avancées pathophysiologie et thérapeutique concernant les traitements des LNH du patient 

immunocompétent. Au sein des LBDGC, trois sous-types ont été définit un profil GC (germinal cell) un 

profil ABC (activated B cell) et un profil PMBL (primary B cell mediastinal lymphoma). Ces analyses ont 

défini des voies d’activation particulières comme une amplification de REL, les translocations de BCL-2, 

d’hypermutations des loci des immunoglobulines pour les profils GC, et d’activation de la voie NF-kB 

pour les profils ABC. L’objectif de cette étude est donc d’analyser le profil d’expression génique des 

LBDGC-VIH afin de vérifier l’existence des sous-types décrits chez les patients immunocompétents ou de 

définir de nouveaux profils. 
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Chapitre 1 : 

L’étude des cellules Naturel 

killer chez les patients atteints 

de leucémie aiguë myéloïde : de 

l’étude phénotypique à 

l’analyse transcriptomique 
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L’étude des cellules naturel killer chez les patients 
atteints de leucémie aiguë myéloïde : de l’étude 
phénotypique à l’analyse transcriptomique 

 

Introduction et justificatifs du travail  

La leucémie myéloïde aiguë (LAM) est caractérisée par une prolifération de leucocytes immatures et 

anormaux qui entravent l’hématopoïèse normale. Bien que les patients soient souvent en rémission 

complète après la chimiothérapie, la rechute est fréquemment constatée (101-103). Ceci suggère un 

échappement des cellules leucémiques résiduelles à la chimiothérapie et à l’immunité innée, qui joue un 

rôle central dans la réponse antitumorale (104-106). 

Les Natural Killer sont des effecteurs centraux de l’immunité innée. Dans des conditions physiologiques 

normales, les cellules dites « normales » sont protégées de la lyse cellulaire médiée par les cellules NK avec 

l’expression des molécules CMH de classe I (103, 107, 108). 

Les NK tuent les cellules tumorales grâce à des récepteurs activateurs qui sont les NCR (natural cytotoxicity 

receptors) : NCR1/NKp46, NCR2/NKp44 et NCR3/NKp30. Le déficit de fonctions des NK a été décrit dans les 

hémopathies malignes, y compris dans les LAM (109-113). Plus de 80 % des cellules NK issues de donneurs 

sains expriment fortement les NCR (NCR bright), quand plus de 80 % des patients LAM expriment faiblement 

les NCR (NCR dull). L’effet antitumoral de l’expression des NCR est d’autant plus robuste, que les patients 

présentant un phénotype NCR bright ont un meilleur pronostic que les patients NCR dull. Deux études ont mis 

en évidence la corrélation entre l’expression des NCR bright et le bon devenir des patients atteints de LAM 

(114, 115). De plus, le traitement par l’IL-2 + Ceplene © (histamine dichlorhydrate) dans le cas des LAM en 

consolidation, restaure l’expression normale des NCRs (en particulier l’expression de NCR1/NKp46), et 

améliore la survie sans progression chez les patients atteints de LAM (109, 111, 116, 117). Les gènes 

codants pour NCR1/NKp46, NCR2/NKp44 et NCR3/NKp30 sont situés dans des loci différents, et répartis sur 

deux chromosomes, cependant, leur expression est étroitement coordonnée. Les cellules NK expriment 

fortement les trois NCR (NCR bright) ou faiblement les trois NCR (NCR dull), suggérant l’existence d’un/des 

facteur(s) de régulation (positive ou négative) pour les trois NCR.         

Pour répondre à cette question, une analyse in silico pour l’identification de sites putatifs de fixations de 

facteurs de transcription a été réalisée dans les promoteurs des NCR ; dans le but de mettre en évidence le 

régulateur commun capable d’expliquer la coordination de l’expression des trois NCR. Sur la base des 
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travaux menaient par Ramirez et coll. (118) ; le facteur de transcription ETS-1 serait un candidat potentiel 

capable à réguler l’expression des NCR. De plus, afin de trouver des facteurs de transcriptions potentiels ou 

des voies pouvant être impliquées dans la régulation des NCR chez les patients atteints de LAM, la 

signature transcriptomique des cellules NK de patients atteints de LAM a été comparée à celle de donneurs 

sains. 
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Discussion :  

Les cellules NK issues de patients atteints de leucémie aiguë myéloïde in vitro ont une prolifération 4 fois 

plus faible que les cellules NK issues de sujets sains, même après 30 jours d’expansion. Après expansion, 

nous observons une restauration partielle des récepteurs activateurs des NK en comparaison avec les NK de 

sujets sains. Cependant, ce protocole pourrait être approprié pour la thérapie cellulaire avec activation des 

Nk ex vivo, car il restaure l’expression de NCR1 et NCR3. Au vu des résultats obtenus, nous avons cherché à 

mieux comprendre les mécanismes sous-jacents de la régulation des trois NCR. Leurs expressions 

coordonnées nous ont conduits à la recherche d’un facteur de transcription commun. Le facteur de 

transcription ETS-1 semblait particulièrement intéressant. Des cellules Nk de souris déficientes pour le 

facteur de transcription ETS-1 ont montré une diminution de la cytotoxicité. Durant les premiers stades de 

différenciation des Nk chez la souris, ETS-1 favorise l’expression des récepteurs activateurs tels que NKp46 

(118). Cependant, il est difficile de savoir si ce facteur de transcription joue un rôle dans la cytotoxicité 

(119-122). Un motif homologue du site de fixation de ETS dans le promoteur de perforine a été identifié 

dans des cellules cytotoxiques (122, 123). Nous avons démontré que le facteur de transcription ETS-1 se 

fixe in vivo sur la région promotrice prédite in silico des NCR dans des cellules Nk-92. De plus, l’expression 

de ETS-1 est sous-exprimée en présence de blastes leucémiques et suit le même schéma de l’expression 

des NCR. Cependant, notre étude ne permet pas de conclure la liaison directe de ETS-1 sur la région ciblée. 

Beaucoup de facteurs de transcription coopèrent afin d’induire la transcription. Des expériences d’ARN 

interférant devraient étudier cette question. 

La comparaison du profil d’expression des NK de patients atteints de LAM avec le profil d’expression de NK 

de sujets sains, avec et sans expansion, nous a permis de mettre en évidence deux clusters (Custer I et II) 

qui différencient dans un premier temps les NK expandus des NK non expandus, en ne tenant pas compte 

de leurs origines (patients LAM ou sujets sains). Une signature de spécifique des cellules NK—LAM non 

expandues a été identifiée ; nous ne savons pas dans quelle mesure cette signature pourrait être spécifique 

d’un défaut de cytotoxicité et conduire à l’échappement au contrôle du système immunitaire inné. Par 

contre, cette signature transcriptomique est réversible après l’expansion des NK. Sous nos conditions de 

culture cellulaire, les cellules NK expandues surexpriment des molécules centrales des 

fonctions cytotoxiques (NCR 1, NCR3, NKG2D) et un facteur de transcription important (ETS-1). Cette 

surexpression a été identifiée chez les NK de patients ainsi que les NK de sujets sains, ce qui suggère la 

récupération du phénotype cytotoxique. Nous relevons par contre la différence de la médiane d’âge entre 

les deux populations de Nk (donneurs sains et patients LAM). Cette différence peut être expliquée par le 

fait que les échantillons de sang de donneurs sains ont été récupérés de l’établissement français du sang 

(EFS) et que la médiane des donneurs est beaucoup plus inférieure à la médiane de survenue d’une LAM. Il 
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aurait été judicieux de faire plus attention à ce paramètre et faire en sorte que les médianes deux des 

populations soient les plus proches possible. 

L’analyse en utilisant les microarrays nous offre une vue générale de la variation de l’expression des gènes 

incluant les gènes codants pour des facteurs de transcription. L’analyse in silico des sites putatifs de fixation 

de facteurs de transcription en amont des NCR permet d’identifier un certain nombre de facteurs de 

transcription potentiels régulant les NCR. Cette approche nous a permis d’identifier la signature 

transcriptomique des cellules NK issues de patients atteints de leucémie aiguë myéloïde, mettre en 

évidence l’effet de l’expansion ainsi que choisir un facteur de transcription candidat qui pourrait réguler 

l’expression cordonnée des trois NCR. 

L’approche transcriptomique nous a permis d’une part identifier une signature transcriptomique des Nk 

issus de patients LAM et d’autre part, monter l’effet de restauration partielle des fonctions du Nk après 

expansion. Elle nous a permis aussi de valider partiellement les prédictions bioinformatiques avec la 

surexpression de ETS-1. Les résultats encourageants sur la restauration in vitro les fonctions des NK issus de 

patients LAM après expansion (expression et phénotype) nous offre un nouveau concept sur en thérapie 

cellulaire. Cette dernière est basée sur l’expansion in vitro des NK avant de les injecter à des patients 

atteints de LAM. 

Conclusion et perspectives :  

L’analyse transcriptomique nous a permis d’identifier une signature spécifique des patients atteints de 

LAM. Cependant, l’expansion des NK gomme cette signature in vitro et permet la surexpression des 

molécules centrales de la fonction du NK   (NCR, NKG2D) et de ETS-1, ce dernier étant un bon candidat pour 

jouer un rôle central dans la régulation d’expression des NCR. ETS-1 se fixe in vivo à une région prédite in 

silico sur une région du promoteur des NCR et son expression diminue en présence des blasts leucémiques 

et suit la même expression que les NCR. Pour valider cette hypothèse, des tests de transfection de la lignée 

cellulaire Nk-92 avec un siRNA anti-ETS-1 sont en cours de réalisation, cette expérience permettra d’inhiber 

le facteur de transcription ETS-1 et mettra en évidence l’impact du facteur de transcription ETS-1 sur la 

transcription et l’expression des NCR à la surface du NK.  
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Identification de la signature transcriptomique 
prédictive de la survenue du sepsis et/ou de SIRS  

Introduction  

L’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques 

Définition   

L’autogreffe consiste à appliquer une chimiothérapie myéloablative à haute dose, ensuite, injecter des 

cellules souches hématopoïétiques du même patient dans le but d’avoir une rapide reconstitution 

hématologique (après avoir prélevé des cellules souches hématopoïétiques). L’injection de CSH réduit la 

durée de la myélosupression induite par la chimiothérapie à haute dose, avec un taux de mortalité inférieur 

à 3 % (124-126) Figure 5. 

 

Figure 5 : Le principe de l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques  

Les CSH sont mobilisées par injection de facteurs de croissance et chimiothérapie, puis sont collectées par aphérèse et 
congelées. L’ACSH consiste en à appliquer une chimiothérapie à haute dose et injecter les CSH au préalablement 

congelées  

Épidémiologie   

Le nombre d’autogreffes de cellules souches hématopoïétiques réalisé en Europe et déclaré par le groupe 

EBMT (European Bone Marrow Transplantation) (Rapport annuel/14) a considérablement augmenté au 
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cours des deux dernières décennies. Elles s’élevant de 3 000 en 1990 à près de 23 000 en 2013. Cinq cents 

ACSH ont été réalisés dans le cadre de leucémies aiguës. 17 774 dans le cadre d’hémopathies malignes 

lymphoïdes agressives (myélome, lymphome non hodgkinien lymphome hodgkinien), 1 483 dans le cadre 

de tumeurs solides et 179 dans le cadre de pathologies non tumorales en 2013. 

Indications   

Cette procédure est indiquée entre autres en première ligne dans le myélome du sujet jeune et en seconde 

ligne chez les patients atteints de lymphome.  

Mobilisation, collection et conservation des celles souches hématopoïétiques  

Les greffons sont actuellement principalement collectés par aphérèse après une mobilisation des cellules 

souches hématopoïétiques périphériques, plutôt que par prélèvement direct de la moelle osseuse. La 

collection par aphérèse évite au patient une anesthésie générale, permet de diminuer le temps de 

récupération hématologique ainsi que diminuer les contaminations potentielles des greffons (127). 

Cependant, la collection par aphérèse peut entraîner des complications telles que : des troubles ioniques 

(hypocalcémie, hypomagnésémie, hypokaliémie), la thrombopénie, l’infection sur cathéter ou la thrombose 

(128). 

L’autogreffe et les hémopathies malignes   

Le traitement et le pronostic des myélomes multiples ont changé drastiquement durant la dernière 

décennie. La médiane de survie était inférieure à 1 an avant l’utilisation des agents alkylants (129-131). La 

mise en place de la greffe de cellules souches représente une avancée dans le traitement du myélome 

multiple. Cette dernière a permis une nette amélioration de la survie des patients, par rapport à la 

chimiothérapie conventionnelle (129, 132). L’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques est le 

traitement de référence pour les patients jeunes (<65 ans) atteints de myélome.  

L’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques est le traitement de référence des lymphomes 

hodgkiniens réfractaires ou en rechute (133). Elle est aussi le traitement standard en première ligne dans le 

cas du lymphome du manteau chez les sujets jeunes. Une combinaison de cisplatine et de cytarabine en 

alternant ou pas avec du R-CHOP est utilisée comme chimiothérapie d’induction, suivie de la réinjection des 

cellules souches hématopoïétiques (134, 135). Le lymphome folliculaire ne peut pas être guéri par 

chimiothérapie conventionnelle, d’où l’intérêt de l’intensification thérapeutique. Mais d’un autre côté, 

l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques en première ligne n’améliore pas la survie globale du 

patient (136-138). 
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Les complications de l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques   

La reconstitution hématologique et les infections sont les deux principales complications chez les patients 

autogreffés. En plus de la toxicité chimiothérapeutique, un ensemble de facteurs contribuent au 

développement de l’infection. Bien que les dommages directs causés à la peau, aux muqueuses ainsi qu’à la 

défaillance de la réponse cellulaire et humorale sont importants. La sévérité et la durée de la 

neutropénie (diminution des polynucléaires neutrophiles circulants) sont les principaux déterminants dans 

le développement de l’infection (139, 140). Le risque de survenue de l’infection chez les patients avec une 

neutropénie fébrile est principalement déterminé par la durée et la profondeur de la neutropénie et des 

maladies sous-jacentes (141).   

Les germes responsables du choc septique sont souvent des bacilles endogènes à Gram négatif (comme 

Escherichia Coli). En outre, l’immunosuppression prolongée expose les patients à des infections fongiques. 

Une prophylaxie antifongique est souvent administrée. L’efficacité de la prophylaxie microbienne n’a pas 

été clairement établie, c’est pour cela qu’elle est moins souvent administrée (142). Cependant, la 

prophylaxie antimicrobienne augmente le risque de diarrhée à Clostridium difficile (143). L’alopécie, les 

mucites, les nausées et vomissements ainsi que l’aplasie profonde sont des complications classiques de la 

chimiothérapie à haute dose. Moins fréquente que dans les allogreffes, la maladie veino-occlusive 

hépatique peut compliquer l’autogreffe. Elle se manifeste par une hépatomégalie douloureuse, la jaunisse 

ou de la rétention d’eau (144). 

Les patients autogreffés ont des complications pulmonaires dans 25 % des cas, le plus souvent en raison 

des complications infectieuses. Les complications pulmonaires non infectieuses sont essentiellement : 

l’œdème pulmonaire aigu (5 %), le syndrome de pneumonie idiopathique (1 %), et l’hémorragie alvéolaire 

diffuse (2 %) (145) 

La toxicité à long terme n’est pas à négliger (144, 145). Tout d’abord, sur la subfertilité ou l’infertilité (chez 

l’homme et chez la femme) est une conséquence possible de la chimiothérapie à haute dose. Le nombre de 

grossesses obtenues sans assistance médicale après autogreffe est de 15 %. Par conséquent, une 

cryoconservation de sperme ou d’ovocytes est préférable. Sur le long terme, les patients transplantés 

présentent un risque accru de leucémies secondaires, de maladies cardiovasculaires, des troubles 

endocriniens et métaboliques. Ceci justifie un suivi spécialisé au minimum annuel, même au-delà des 5 ans 

(qui est considéré comme une période de guérison pour des lymphomes de haut grade par exemple). 
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Le syndrome de réponse inflammatoire systémique et le sepsis 

Définitions   

Syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS)  

Le syndrome de réponse inflammatoire systémique ou SIRS est un syndrome clinique qui se traduit par une 

réponse systémique due à une infection localisée ou généralisée, un traumatisme, une lésion thermique ou 

des processus inflammatoires stériles, à savoir la pancréatite aiguë par exemple (146). Le SIRS est 

caractérisé par la présence d’au moins deux des signes suivants : 

–  Température corporelle > 38 °C ou < 36 °C 
–  Fréquence cardiaque > 90 battements par minute 
– Fréquence respiratoire > 20/min ou hyperventilation se traduisant par une PaCO2 < 32 mmHg (< 4,3 kPa) 
en air ambiant 
–  Leucocytose > 12.000/mm3 ou < 4.000/mm3 ou > 10 % de cellules matures 
 
Alors que les manifestations cliniques de l’inflammation systémique sont très communes, les caractères 

biochimiques sont un peu plus spécifiques (147). Dans la littérature, les chercheurs ont décrit des taux 

élèves d’interleukine 6 (IL-6) (148), d’adrénomédulline (149), de CD 14 soluble (150), de phospholipase 

extracellulaire A2 (151), de protéine C réactive (152).  

Le sepsis 

 Le sepsis est défini comme un syndrome clinique avec la coexistence d’une réponse inflammatoire 

systémique et une infection suspectée ou documentée (146). Par conséquent, le sepsis peut être aussi 

fortement soupçonné sans être microbiologiquement confirmé. Figure 6  

L’infection 

 L’infection est un processus pathologique causé par l’invasion d’un tissu, d’une cavité ou d’un fluide 

corporel par des micro-organismes pathogènes ou potentiellement pathogènes. Souvent, l’infection est 

fortement suspectée sans être microbiologiquement confirmée (146).  

Le sepsis sévère  

 Le sepsis sévère est un état pathologique défini comme étant un sepsis compliqué par un 

dysfonctionnement d’organes. Le sepsis sévère est considéré comme une des causes les plus fréquentes de 

décès dans les unités de soins intensifs (146).  

Le choc septique   

Le choc septique est un état d’insuffisance circulatoire aiguë, c’est une aggravation du sepsis sévère qui se 

caractérise par une hypotension artérielle persistante chez l’adulte. L’hypotension est définie par une 



69 
 

pression artérielle systolique inférieure à 90 mm Hg (chez l’enfant moins de 2 SD - écarts-types - inférieur à 

la normale par rapport à l’âge) (146). 

 

 

Figure 6 : Illustration de la relation entre SIRS, le sepsis, et les autres infections : 

Le SIRS est dû aux traumatismes, aux pancréatites, et aux brulures. Le sepsis est l’interaction entre l’état 
d’inflammation systémique, et l’état infectieux. Le sepsis peut aussi se compliquer en sepsis sévère avec des 

défaillances d’organes. 

Adaptée de Chest 1992; 101:1644-55 

Épidémiologie du sepsis  

Le sepsis affecte 1,8 million de personnes dans le monde chaque année. L’incidence annuelle du sepsis 

augmente de 8 % chaque année. Ceci peut être expliqué par les différents facteurs de risque comme le 

vieillissement de la population, l’émergence de pathogènes résistants aux antibiotiques, l’utilisation 

d’immunosuppresseurs, ainsi que l’augmentation des interventions médicales invasives (153). En France, le 

choc septique est en augmentation croissante au cours des 20 dernières années (8,2 % en 1993 à 15,4 % en 

2010 au sein du service de réanimation). En revanche, on relève une diminution significative de la mortalité 

en réanimation (60,1 % en 1993 à 39,5 % en 2010). Cette diminution de la mortalité est peut-être liée à 

l’intérêt porté par les réanimateurs à cette pathologie ces dernières années, ainsi qu’à l’optimisation des 

prises en charge des patients. Quoi qu’il en soit, les chiffres de mortalité restent très élevés (154). 
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Physiopathologie du sepsis   

Le sepsis, le sepsis sévère et le choc septique ainsi que le dysfonctionnement d’organes sont des processus 

complexes qui englobent notamment la réponse pro-inflammatoire, anti-inflammatoire, humorale, et 

cellulaire (155). L’apoptose ou mort cellulaire programmée pourrait avoir un rôle important dans le 

dysfonctionnement d’organes (156). La pathogenèse du sepsis implique une interaction complexe entre le 

système immunitaire de l’hôte et les micro-organismes infectieux. Les bactéries et leurs produits 

déclenchent des cascades de la réponse cellulaire impliquant plusieurs types de cellules (leucocytes, 

mastocytes, cellules endothéliales et plaquettes), et plusieurs voies moléculaires (pro-inflammatoire, anti-

inflammatoire, cascades de coagulation, activation du complément, adhérence et apoptose) (153, 157, 

158). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6 : Le sepsis en deux phases. Après l’infection, une phase d’hyperinflammation est déclenchée caractérisée par le 
SIRS, celle-ci peut être résolue (phase de récupération) ou peut progresser en sepsis sévère. Durant cette phase, une 

réponse anti-inflammatoire systémique compensatrice (CARS) est enclanchée avec une immunosuppression et un 
dysfonctionnement d’organe. Cette phase peut être résolue avec les supports médicaux appropriés, mais souvent mène 

au décès du patient. (Modifiée de Faix, 2013) 

Le rôle des cellules de l’immunité innée et adaptative au cours du sepsis   

Le rôle et les changements cellulaires au cours du sepsis sont résumés dans la figure 8 
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Le Rôle des cellules de l’immunité innée au cours du sepsis   

 Les polynucléaires neutrophiles  

Les neutrophiles sont des cellules clés impliquées dans la phagocytose des micro-organismes. Ils 

constituent une réserve de substances antimicrobiennes puissantes, telles que les enzymes protéolytiques, 

les ROS (reactive oxygen species), ainsi que les composés réactifs de l’azote (159, 160). Le développement 

du sepsis favorise des changements dans l’expression des molécules d’adhésion à la surface des cellules 

endothéliales ainsi qu’à la surface des neutrophiles. Par exemple, il a été observé une augmentation de 

l’expression des molécules-1 d’adhésion intercellulaires (ICAM-1 — Intercellular adhesion molecule — 1) et 

molécule-1 d’adhésion des cellules vasculaires (VCAM-1 - Vascular cell adhesion molecule-1) sur les cellules 

endothéliales de différents organes (160, 161). En réponse à des médiateurs proinflammatoires, les 

neutrophiles activés expriment des niveaux élevés d’intégrine β1 et β2, et de CCR2 qui est spécialement 

surexprimée durant le sepsis (162, 163). Au stade initial, les neutrophiles sont recrutés au niveau du site de 

l’infection, en réponse à des chimiokines telles que CXCL1, CXCL2, et CXCL8. Tous ces acteurs renforcent 

l’adhérence des neutrophiles activés dans les organes viscéraux (164). Lors du sepsis, l’exposition des 

neutrophiles aux PAMP et la signalisation TLR augmentent l’expression de NF-κB médiée par la production 

de cytokines proinflammatoires, entraîne l’accumulation des cytokines dans les vaisseaux sanguins et la 

coagulation intravasculaire disséminée (CIVD) provoquant des défaillances d’organes (160, 165). La charge 

microbienne active aussi les facteurs du complément, comme C5a, C3a et C3b. Outre la régulation de la 

coagulation du sang, ces facteurs (en particulier C5a) jouent un rôle important dans le contrôle des activités 

des cellules immunitaires innées au cours de l’infection (160, 166, 167). En plus des fonctions cellulaires, 

des neutrophiles peuvent combattre les agents infectieux par la formation de pièges extracellulaires (NET – 

Neutrophil extracellular traps). Les NET se composent de chromatine transformée et des protéines 

granulaires qui jouent un rôle essentiel dans le piégeage et la mise à mort de l’agent pathogène (168). 

 Les macrophages   

Les macrophages sont les sentinelles du système immunitaire. Ils jouent un rôle dans la reconnaissance des 

produits bactériens via ses récepteurs de reconnaissance des pathogènes (PRR - Pattern recognition 

receptors) durant le sepsis (160, 169). En réponse à cette reconnaissance, les macrophages libèrent des 

cytokines proinflammatoires telles que TNF-α et l’IL-1, celles-ci agissent sur le macrophage lui-même ainsi 

que sur d’autres types cellulaires tels que les neutrophiles et les cellules endothéliales. Ce processus 

d’activation conduit à la libération d’un grand nombre de cytokines proinflammatoires comme : TNF-α, IL-6, 

IL-1β, IL-8, IL-12, le facteur d’activation plaquettaire (PAF), les ROS, et les composants microbicides 

(lysozymes, protéines cationiques, les hydrolases acides, et lactoferrine) qui agissent contre les agents 

infectieux (170). Les lipopolysaccharides microbiens (LPS) stimulent les macrophages pour la production de 

MCP-1 qui active NF-κB. Le récepteur CCR2 de MCP-1 (CCL2) et de CCL7 est impliqué dans l’infiltration des 
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monocytes sur le site de l’inflammation. Les médiateurs inflammatoires libérés par les macrophages 

activent également les neutrophiles. Par conséquent, ils contribuent à l’orage cytokinien et à la défaillance 

d’organes lors du sepsis (160, 171). D’autres facteurs contribuent aussi au recrutement des neutrophiles au 

site de l’infection (172, 173). Le facteur C5a du complément pourrait induire une hyper production de 

cytokines proinflammatoires par les macrophages, qui à leur tour, contribuent aux lésions tissulaires et à la 

défaillance des organes (174). 

Quand le macrophage est exposé aux endotoxines telles que le LPS, il peut aussi entrer dans un état non 

réactif, ne répondant pas aux endotoxines avec la diminution de la production des cytokines ou des 

chimiokines proinflammatoires. Le macrophage est alors en phase de tolérance aux endotoxines. En 

conséquence de cette tolérance, il existe une reprogrammation cellulaire (M1-M2), qui régule l’expression 

des médiateurs immunosuppressifs. Il est connu que les mécanismes anti-inflammatoires aident à la 

restauration de l’homéostasie tissulaire suite à une inflammation. Cependant, leur production excessive en 

phase de tolérance provoque une immunosuppression et favorise le sepsis (160, 175, 176). 

 Les cellules dendritiques 

Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigène. Ce sont les activatrices majoritaires 

des cellules T. Elles sécrètent de l’IL-12 et de l’IL-10, expriment le CMH-II et des molécules de costimulation 

sur leurs surfaces, agissant ainsi comme un pont de liaison entre le système immunitaire inné et l’adaptatif. 

Au cours du sepsis, les cellules dendritiques sont particulièrement vulnérables à l’apoptose. Les cellules 

dendritiques chez les patients ayant un sepsis expriment le HLA-DR et produisent plus de IL-10, ce qui 

enclenche l’immunosuppression. Les cellules dendritiques qui se développent à partir des monocytes, au 

lieu d’activer les cellules T effectrices, causent notamment la prolifération des cellules T régulatrices qui 

conduit au stade d’immunosuppression (160, 177, 178). 

 Les cellules natural killer (NK) 

Les cellules NK (CD3-, CD56 +) ont des propriétés cytotoxiques et produisent des cytokines, comme 

l'interféron-ɣ (IFN-ɣ). Les NK sont très importants pour se défendre contre diverses bactéries, telles que : 

Streptococcus  pneumoniae, Escherichia  coli, Toxoplasma gondii , and Listeria monocytogenes. Cependant, 

dans le sepsis, les cellules NK peuvent avoir des effets protecteurs, mais sont également responsables de 

conséquences néfastes (160, 179-181). 

Le rôle des cellules de l’immunité adaptative au cours du sepsis   

 Les lymphocytes T  

Le développement et la progression du sepsis sont aussi associés au dysfonctionnement de la réponse des 

cellules T, qui inclut l’activation de l’apoptose, l’inhibition de la fonction des cellules Th1, la dérégulation de 
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la fonction des récepteurs TCR, et la présence accrue des cellules T régulatrices dans les tissus. Au cours du 

développement du sepsis, les lymphocytes T jouent un rôle important dans la neutralisation des produits 

intrinsèques (par exemple, les stéroïdes, NO, les gènes de la famille Bcl-2) ou extrinsèques (par exemple, 

l’antigène Fas, le ligand Fas, CD95), qui sont responsables du déclenchement de cascades néfastes au cours 

du sepsis (160, 182-184). Durant le sepsis, l’équilibre entre les cytokines Th1 et Th2 est perturbé, résultant 

du passage du phénotype Th1 à Th2 menant à l’immunosuppression. Lors de la stimulation du TCR, une 

absence de production d’IFN-ɣ, de TNF- α, d’IL-6 et d’IL-10 a été observée dans les échantillons de tissu de 

rates et de poumons isolés de patients septiques décédés en réanimation, en comparaison avec des 

échantillons de patients non septiques. Cette constatation suggère l’altération des fonctions des cellules T 

au cours du sepsis sévère. De même, les lymphocytes de patients septiques ont une diminution de 

l’expression des facteurs de transcription T-bet, GATA3 et ROR- ɣt au cours du sepsis (185-187). 

La capacité de l’hôte à éliminer les micro-organismes au cours du sepsis est également liée à l’épuisement 

des cellules T, comme en témoigne la surexpression de PD-1 dans les lymphocytes T circulants. Cette 

constatation a été confirmée par des études sur des modèles animaux. L’inhibition de l’interaction PD1-

PDL1 pourrait améliorer la survie dans le sepsis en réduisant l’épuisement des cellules T. Diverses études 

suggèrent que l’apoptose des lymphocytes induite par le sepsis et l’épuisement des cellules T, pourrait 

affecter la réponse à une infection précocement après le début de l’épisode septique (187-190). 

 Les lymphocytes natural killer T (NKT) 

Les cellules NKT ont été dans un premier temps découvertes chez le modèle murin, avec l’expression du 

TCR dans les thymocytes en même temps que les marqueurs des cellules NK. Contrairement aux cellules T 

CD4+, T CD8+ ou Tαβ, qui reconnaissent les antigènes peptidiques, les cellules NKT peuvent reconnaître et 

tuer des cellules cibles exprimant des antigènes lipidiques, présentés par les molécules du CMH-I. Les 

cellules NKT peuvent être activées par des cytokines telles que l’IL-12 ou l’IL-18 à l’aide de présentation de 

l’antigène par le CD1. Les cellules NKT peuvent exprimer une large gamme de TLR leur permettant de 

répondre immédiatement à une variété d’agents infectieux. Bien que le rôle des cellules NKT dans le cadre 

du sepsis associé aux dysfonctionnements immunitaires n’a pas été étudié en profondeur, des données 

montrent l’importance des cellules NKT dans la modulation des réponses de l’hôte dans le sepsis (160, 191-

194). Les cellules NKT produisent à la fois des cytokines pro- et anti-inflammatoires et ont la capacité de 

promouvoir ou d’inhiber la réponse immunitaire au cours du sepsis (63). 

 Les lymphocytes T ɣδ 

Les cellules T ɣδ sont une sous population des lymphocytes qui expriment la chaîne ɣ et δ dans leur TCR 

avec le CD3. Cela peut activer de manière non spécifique et indépendante des antigènes, par les PAMP, les 

cytokines et les super-antigènes. Les lymphocytes T ɣδ jouent un rôle dans la réponse immunitaire anti-
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infectieuse par l’intermédiaire d’une activité cytotoxique et la production de cytokines (160, 195-197). Il a 

été démontré que les T ɣδ peuvent moduler la fonction des macrophages et des neutrophiles. Ils peuvent 

aussi réguler l’apoptose ainsi que la production de cytokines, contribuant ainsi aux dysfonctionnements 

immunitaires induits par des blessures (198, 199). Matsushima et coll. ont montré qu’en comparaison avec 

des témoins, les patients présentant un SIRS et les patients traumatisés, ont des lymphocytes T ɣδ activés, 

mais leur nombre était diminué dans le sang périphérique. Une autre étude a également soutenu la 

diminution du pourcentage et une altération de la fonction des cellules T ɣδ dans le sang périphérique suite 

à un choc septique (200, 201). 

 Les lymphocytes T régulateurs (T reg)  

Les lymphocytes T régulateurs sont généralement caractérisés par différents récepteurs de surface, comme 

la chaine IL-2Rα (CD25), le CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4), le GITR (glucocorti-coid-

induced TNFR) et FOXP3 (forkhead box p3) (202).  

Wisnoski et coll. ont montré que la surexpression de FOXP3 dans les T régulateurs serait IL-10 dépendant, 

suggérant un lien possible avec le développement des cellules Th1 au lieu de T regs au cours du sepsis. La 

déplétion des T reg restaurerait la production d’INF-ɣ, et de l’IL-2 par les CD4+, mais n’a aucun effet sur la 

mortalité globale induite par le sepsis (203). Les données recueillies à partir de plusieurs études montrent 

que les effets immunosuppresseurs des lymphocytes T régulateurs sont augmentés lors du sepsis et des 

brûlures. Aussi, les T régulateurs sont non seulement importants pour la diminution de la réponse Th1, 

mais jouent également un rôle important dans la suppression de la production de cytokines pro-

inflammatoires après une blessure grave. Cependant, les mécanismes précis (production d’IL-10/TGF-b, 

interaction CTLA4 et apoptose) impliqués dans ce processus restent à établir (160). 

 Les lymphocytes B  

Les anticorps (immunoglobulines) produits par des cellules B protègent contre les agents infectieux, par la 

liaison aux molécules de surface des bactéries et des virus (opsonisation) et en neutralisant les toxines. Les 

immunoglobulines jouent un rôle vital dans l’activation des facteurs du complément, ainsi que les 

neutrophiles et les cellules T (204, 205). Le rôle des lymphocytes B dans la pathogenèse du sepsis est mal 

connu. Cependant, sur la base d’observation dans des modèles de sepsis expérimental, il a été proposé que 

les cellules B pouvaient contribuer à l’amélioration de la réponse immunitaire innée précoce au cours du 

sepsis bactérien. Par exemple, la production de GM-CSF (granulocyte  macrophage  colony-stimulating 

factor) par les cellules B joue un rôle important dans la préservation des fonctions de l’immunité innée 

telles que la chimiotaxie et la phagocytose des neutrophiles. Ces dernières sont des fonctions qui se 

dégradent durant la progression du sepsis (160, 206). 
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Figures 8 : Aperçu des changements cellulaires au cours du sepsis  

La reconnaissance des PAMP se fait par les PRR qui sont exprimés sur les cellules immunitaires innées, induit une 
cascade de réactions inflammatoires, y compris la régulation positive de molécules d’adhésion, les cytokines et la 
production de ROS. Ces réponses peuvent dégrader les agents pathogènes, il existe une régulation positive de la 

réponse anti-inflammatoire et, finalement, la restauration de l’homéostasie tissulaire. Toutefois, si la réponse innée et 
la réponse adaptative ne parviennent pas à contenir l’infection au niveau local, l’infection se propage déclenchant 

alors une réponse immunitaire (innée et adaptative) systémique ce qu’il en résulte : une hyperinflammation. La 
progression de l’infection altère la réponse cellulaire, incluant la modification de l’expression des récepteurs de surface, 

sécrétion des médiateurs inflammatoires inappropriés et l’apoptose prématurée de certaines cellules immunitaires, 
conduisant ainsi au développement du sepsis. Pour réguler l’hyperinflammation, les réponses d’immunorégulation sont 
activées conduisant au stade d’immunosuppression. Ainsi, une réponse de l’hôte qui a pour but de protéger contre les 

agents infectieux provoque des dommages tissulaires conduisant à des défaillances d’organes. 

Code couleur : rouge = surexpression, vert = sous-expression (Adaptée de Bhan et coll.,2016) 

Les biomarqueurs et médiateurs du sepsis   

Il est souvent très difficile d’identifier une infection chez les patients en fonction des signes et des 

symptômes cliniques. Ces derniers sont des symptômes très généraux et partagés par plusieurs 

pathologies ; Figure 8 et Figure 9. 

Les cytokines et chimiokines proinflammatoires 

TNF, IL-1β et IL-6 sont des cytokines qui assurent la réaction initiale de la réponse immunitaire innée en 

réponse à une blessure, un trauma ou une infection. TNF et l’IL-1β, activent les cellules endothéliales, et 

attirent les leucocytes polymorphonucléaires (PMN) au site de la blessure. Leurs taux sont élevés au cours 

du sepsis. L’IL-6 stimule le foie à produire notamment la CRP, et stimule aussi l’augmentation de la 
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production des PMN dans la moelle osseuse (207). Plusieurs études ont montré l’association de 

l’augmentation du taux de l’IL-6 avec la mortalité chez les patients en choc septique. Cependant, ces 

marqueurs sont exprimés dans beaucoup de pathologies et donc ne sont pas des biomarqueurs spécifiques 

du sepsis (208, 209). 

La chimiokine IL-8 a été proposée comme biomarqueur de diagnostic du sepsis, et la chimiokine MCP-1 a 

été proposée comme biomarqueur prédictif de la mortalité dans le cadre du sepsis (210, 211). MCP-1 initie 

l’inflammation en attirant les monocytes au site de la blessure ou de l’infection, mais aussi peut induire la 

synthèse de la cytokine anti-inflammatoire IL-10. MCP-1 a donc un rôle important dans l’évolution du sepsis 

de la phase pro-inflammatoire à la phase d’immunosuppression.   

La procalcitonine (PCT) et la protéine C réactive (CRP) comme biomarqueurs  

La protéine C réactive et la procalcitonine sont deux protéines produites au cours de l’inflammation et/ou 

de l’infection. Elles sont probablement les protéines les plus utilisées en tant que biomarqueur en clinique 

dans le cadre du sepsis. 

La CRP a bien été établie comme étant un marqueur de l’inflammation et de l’infection. Elle fait partie du 

groupe de protéines synthétisées dans le foie, son rôle durant la phase aiguë de l’inflammation n’est pas 

encore très clair. Elle peut se fixer aux composants phospholipides des microorganismes, facilitant ainsi leur 

suppression par les macrophages (208, 212).  

La procalcitonine est une prohormone (précurseur de l’hormone calcitonine), son induction durant 

l’infection et le sepsis est régulée différemment que celle de l’hormone mature. La PCT est un biomarqueur 

du sepsis et de l’infection décrite pour la première fois en 1993 (213). Le rôle biologique de PCT n’a pas 

encore été totalement élucidé, elle est impliquée dans la modulation de l’oxyde nitrique synthétase ainsi 

que de l’induction des cytokines, en outre, la protéine interfère avec la liaison au récepteur d’autres 

hormones peptidiques qui jouent un rôle dans la modulation du fluide intravasculaire et du tonus 

vasculaire. La procalcitonine est produite ubiquiterement en réponse aux endotoxines ou en réponse aux 

médiateurs sécrétés en réponse aux infections bactériennes (tels que : IL-1β, TNF-α, et IL-6). Le taux de PCT 

est corrélé fortement à la sévérité de l’infection bactérienne (208, 214, 215).  
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Figure 9 : La réponse inflammatoire et infectieuse  

Les agents infectieux déclenchent la libération des PAMP et/ou DAMP, qui sont reconnus par différents mécanismes 
tels que les PRR, la présentation d’antigène ou autres. Ceux qui réceptionnent les signaux peuvent être différents types 

de cellules, tissus, ou organes, mais aussi des protéines ou d’autres molécules qui elles-mêmes peuvent fonctionner 
comme des effecteurs pour moduler la réponse immunitaire par le biais de divers médiateurs et biomarqueurs pro ou 

anti-inflammatoires. Par conséquent, l’agent infectieux peut être éliminé, et la fonction d’organe peut être altérée 
temporairement ou définitivement. 

PAMP: Pathogen-associated molecular patterns, LPS : Lipopolysaccharides, DAMP : Damage-Associated Molecular 
Pattern, CRP: C-reactive protein, LBP: Lipopolysaccharide-binding protein, PCT: Procalcitonin, ELAM 1: Endothelial-
Leukocyte Adhesion Molecule 1, ICAM-1 : Intercellular Adhesion Molecule 1, IL : Interleukine, TNF : Tumor Necrosis 
Factor, MIF : Macrophage migration inhibitory factor, HMGB1: High mobility group box 1, HLA: human leukocyte 

antigen, TREM-1: Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells-1 

(Modifiée de Rinhart et al . 2012) 

Les protéines du complément comme biomarqueurs du sepsis   

Les protéines du complément induisent la phagocytose des microorganismes par opsonisation à l’aide du 

fragment C3 de la protéine 3 du complément appelé C3b. L’activation de la cascade du complément induit 

aussi la production de peptide pro-inflammatoire (C5a). Le système du complément a un rôle dans 

l’initiation de l’état inflammatoire durant le sepsis. Le C5a a été considéré comme un biomarqueur 
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potentiel du sepsis. Le rôle de C5a peut avoir à la fois un rôle pro et anti-inflammatoire durant le 

développement de l’infection, la liaison de C5a par des PMN activés semble supprimer des fonctions 

immunitaires innées importantes telles que la phagocytose (208, 216).  

Les biomarqueurs des neutrophiles et des monocytes activés dans le sepsis  

Une étude sur 47 patients a montré une augmentation de l’expression de CD64, chez les patients atteints 

de sepsis (217). Aussi, l’expression quantitative du CD64 corrèle avec la progression du sepsis en sepsis 

sévère (218). 

L’expression de l’intégrine CD11b, qui initie la capacité des neutrophiles à adhérer à l’endothélium sur le 

site de l’inflammation, est aussi augmentée lors d’une infection bactérienne, il a été proposé d’utiliser le 

CD64 et le CD11b pour diagnostiquer le sepsis.  

TREM-1 (triggering receptor expressed on myeloid cells-1) est un membre de la superfamille des 

immunoglobulines qui est comme CD64, surexprimé quand les PMN sont exposés aux bactéries. Le taux de 

TREM-1 soluble dans le plasma serait un facteur de mauvais pronostic chez les patients septiques (219). 

La protéine HBP (Heparin-binding protein ou azurocidine) est libérée par les PMN, elle modifie la structure 

du cytosquelette endothélial, et induit la rupture des jonctions intercellulaires, en améliorant la capacité 

des PMN à passer à travers la barrière des cellules endothéliales. Une étude a montré que la protéine HBP 

est un bon biomarqueur de l’œdème et du collapsus vasculaire observés dans le sepsis sévère (220). HPB 

peut être considéré comme un bon marqueur du sepsis sévère (208). 

Le TLR à la surface des macrophages et des monocytes reconnaît les endotoxines à l’aide d’une autre 

protéine membranaire le CD14. De même, le LBP (lipopolysaccharide-binding protein) de la phase aiguë 

permet à l’endotoxine de se lier au CD14. À des concentrations élevées, la protéine LBP neutralise 

efficacement le LPS, et peut même être anti-inflammatoire. Comme un récepteur du complexe LPS-LBP, le 

CD14 peut activer une série de signaux de voies transductionelles et des cascades de l’inflammation 

conduisant à une réponse inflammatoire systémique. Récemment, il y a été montré l’intérêt de la mesure 

de la forme soluble du CD14 en tant que biomarqueur dans le cadre du sepsis. Ce biomarqueur est 

comparable à la PCT pour le diagnostic de l’infection bactérienne et son taux est corrélé avec le degré de 

gravité des patients septiques (208, 221-224). 

Les biomarqueurs de la dysfonction d’organe  

Les scores, APACHE (Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II) et SOFA (Sepsis-related Organ 

Failure Assessment score) sont utilisés pour évaluer le degré de gravité de la maladie dans les unités de 

soins intensifs. Les scores APACHE (I, II, II) sont calculés à partir de l’âge du patient ainsi que d’autres 

paramètres physiologiques de routine (tels que : la fréquence cardiaque, la fréquence respiratoire, le taux 
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de sodium, le taux de potassium, la créatinine, l’hématocrite, la numération des cellules sanguines et 

autres). Le score SOFA est basé sur six différents scores pour le système respiratoire, cardiovasculaire, 

hépatique, rénal, neurologique et de coagulation. Les taux de bilirubine et de créatinine indiquent le 

dysfonctionnement du foie et des reins respectivement. Cependant, le marqueur biologique le plus 

largement utilisé comme marqueur de dysfonction d’organe est le taux de lactate dans le sang (208).  

Justificatifs du travail  

Dans ce chapitre, je me suis intéressée à l’étude du sepsis et du SIRS dans le cadre de l’autogreffe de 

cellules souches hématopoïétiques en utilisant une approche transcriptomique. Les patients atteints 

d’hémopathies malignes sont traités principalement par chimiothérapie. Ce traitement a comme principal 

effet secondaire une toxicité médullaire responsable d’une atteinte des trois lignées hématopoïétiques. 

Tandis que l’anémie et la thrombopénie peuvent être prises en charge par une thérapie transfusionnelle 

adaptée, un des effets secondaires les plus redoutés est la neutropénie (baisse du nombre de 

polynucléaires neutrophiles < 0,5 G/L) qui favorise les complications infectieuses pouvant aller jusqu’à 

mettre en jeu le pronostic vital du patient. L’infection est aussi une cause de morbidité, qui a pour 

conséquence une hospitalisation prolongée, et la consommation d’anti-infectieux (antibiotiques, 

antifungiques, antiviraux) qui reste couteuse et parfois toxique. L’autogreffe de cellules souches 

hématopoïétiques nous offre un modèle quasi expérimental pour l’étude du SIRS et du sepsis. 

L’objectif de cette partie a été d’identifier une signature transcriptomique prédictive de la survenue du 

sepsis et/ou de SIRS dans le cadre de l’autogreffe. Cette signature prédictive pourrait ouvrir de nouvelles 

stratégies thérapeutiques basées sur la prophylaxie antibiotique personnalisée et adaptée au profil de 

risque spécifique de chaque patient. 

Patients, matériels et méthodes  

Echantillons biologiques   

Les patients  

Les patients ont été admis au service d’hématologie de l’hôpital de la Conception — Marseille — pour une 

autogreffe de cellules souches hématopoïétiques. Tous les patients ont moins de 65 ans et ont été suivis au 

sein du service d’hématologie pour un myélome multiple ou un lymphome de haut grade. La totalité des 

patients candidats à une auto-CSH sont informés de l’existence du protocole de recherche, et de la 

possibilité d’y participer. Il leur a été souligné que la participation à cette étude de recherche ne leur 

portera aucun bénéfice individuel direct. Avant l’autogreffe de CSH, les patients étaient en rémission 
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complète ou partielle de leur maladie après une chimiothérapie conventionnelle. Les critères d’inclusion 

sont les mêmes critères que l’éligibilité à une autogreffe de CSH. Soixante-six patients ont été inclus dans 

cette étude et les échantillons de vingt et un patients ont été analysés. 

Aspects légaux et éthiques 

Le projet s’inscrit dans le cadre d’une recherche biomédicale interventionnelle, au sens de l’article L.1121-1 

portant sur un produit mentionné à l’article L.5311-0 du code de la santé publique. Il est soumis au 

nouveau dispositif règlementaire qui s’applique aux recherches « organisées et pratiquées sur l’être 

humain en vue du développement des connaissances biologiques et médicales », à savoir la loi de santé 

publique n° 2004-806 du 9 août 2004 relative à la politique de santé publique et ses décrets d’application 

du 27 août 2006, visant à mettre la règlementation française en conformité avec le droit européen. 

L’étude a été approuvée par le comité de protection des personnes de l’Assistance Publique des Hôpitaux 

de Marseille (AP-HM), et eut un avis favorable de l’autorité compétente représentée par la direction 

générale de la santé. Un consentement a été signé par chaque patient. Cette recherche a été conduite 

selon les bonnes pratiques cliniques, constituant un ensemble d’exigences de qualité dans le domaine 

éthique et scientifique. 

La chimiothérapie de conditionnement 

Le conditionnement d’intensification chimiothérapeutique est le melphalan (200 mg/m2) pour les patients 

atteints de myélome et BEAM pour les patients atteints de lymphome. Le conditionnement BEAM se 

compose d’une cure de carmustine à 300 mg/m2 durant 6 jours, de l’etoposide à 150 mg/m2 durant 5 jours, 

deux fois par jour, d’une cure de cytarabine 200 mg/m2 durant 5 jours, deux fois par jour et une cure de 

melphalan 140 mg/m2 durant un jour, suivi une autogreffe de cellules souches hématopoïétiques. 

La collection des cellules souches hématopoïétiques  

La mobilisation des cellules souches hématopoïétiques périphériques exige l’administration de facteurs de 

croissance (G-CSF dans la majorité des cas). Deux procédures ont été utilisées pour mobiliser les CSH, soit 

par injection de 10 µg/kg/jour de G-CSF quand la moelle osseuse est dans un état physiologique, ou par 

mobilisation chimiothérapeutique en injectant une dose de cyclophosphamide (entre 1,5 – 4 g/m2) associée 

à 5 µg/kg/jour de G-CSF. Quand la collection des CSH échoue, une dose de plerixafor – 240 µg/kg - (SDF-

1/CXCR4 interaction inhibitor) peut être utilisée et aide à la collection des CSH chez les patients non 

mobilisables. Les cellules sont alors congelées à raison de 6 x 106 CD34+/kg de patients. 
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Le modèle expérimental  

Trois échantillons sanguins par patients ont été collectés. Le premier, le jour de l’hospitalisation et avant le 

conditionnement chimiothérapeutique (T1), le deuxième, après le conditionnement chimiothérapeutique 

et avant la réinjection de cellules souches (T2), et le dernier, après la sortie d’aplasie (T3). Figure 10 

La récolte des PBMC  

Le plasma est séparé du reste du sang par centrifugation pour de potentielles expériences 

complémentaires. Le sang concentré est alors dilué et les cellules mononuclées du sang périphérique 

(PBMC) sont collectées par gradient de densité (Ficoll-Hystopaque density-gradient) (225). Les cellules sont 

congelées à — 80 °C en culot sec. 

 

 

Figure 10 : Schéma récapitulatif du modèle expérimental  

Chaque patient a des antécédents médicaux, avant l’autogreffe de cellules souches, le diagnostic de l’hémopathie 
maligne est posé, un traitement primaire pour la transplantation de cellules souches autologuela réduction de la 

tumeur est admis. Les patients inclus dans le protocole sont des patients atteints de myélome ou de lymphome. Après 
aphérèse qui consiste à prélever des cellules souches du sang périphérique puis la congélation des cellules, les patients 

sont hospitalisés, ils reçoivent chimiothérapie à haute dose, deux chimiothérapies sont administrées, le Melphalan pour 
les patients atteints de myélome et le BEAM pour le patient de lymphome, après la chimiothérapie, les cellules souches 

déjà congelées sont injectées au patient. La chimiothérapie induit une inflammation, cette inflammation induit de la 
fièvre, alors que la neutropénie peut se compliquer d’infection, infection qui peut être suspectée ou confirmée  

Protocole évalué et accepté par le Comité pour la protection des personnes — CPP – 

T1 : Avant la chimiothérapie à haute dose, T2 : Après la chimiothérapie à haute dose et avant la réinjection des cellules 
souches, T3 : Après la sortie d’aplasie  
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Extraction de l’ARN, quantification et contrôle qualité  

Selon le nombre de PBMC, deux kits d’extraction d’ARN ont été utilisés, le RNeasy mini kits de Qiagen 

(Qiagen, Valencia, California) qui accepte jusqu’à 10 millions de cellules, et le RNeasy midi kit de Qiagen, qui 

accepte jusqu’à 100 millions de cellules. Les ARN ont été extraits selon le protocole fourni par Qiagen. La 

lyse et l’homogénéisation complète des cellules sont réalisées par pipetage et seringue à insuline dans un 

tampon de lyse contenant du β-mercaptoéthanol et de l’isothiocyante de guanidine, agent dénaturant des 

protéines et inhibiteur des RNases. Le lysat contenant les ARN a été ensuite mélangé à de l’éthanol 70 % 

est déposé sur la colonne contenant une membrane de silice, ainsi les ARN se fixent spécifiquement à la 

membrane après centrifugation. Les ARN ont été ensuite lavés trois fois successivement, par deux tampons 

différents. Le premier contient un sel de guanidine ainsi que de l’éthanol qui permet de supprimer les 

molécules telles que les protéines et les glucides. Le second permet d’éliminer les traces de sels. L’élution 

des ARN a été faite dans de l’eau RNase free.  

Les ARN ont été quantifiés par mesure de densité optique en utilisant le NanoDrop 1000 (NanoDrop 

Technologies, San Diego, CA). La densité optique est mesurée à 260 et à 280 nm et les rapports « 260/280 » 

et « 260/230 » (> 1,8) indiquent la pureté de l’ARN. 

La qualité de l’ARN extrait est vérifiée par « Agilent Bioanalyzer 2100 » (Agilent Technologies, Santa Clara, 

California). Le principe est de séparer les ARN en fonction de leur taille. Cela permet de détecter 

d’éventuelles dégradations mais aussi la contamination à l’ADN génomique. Un score sur une échelle de 0 à 

10 est calculé automatiquement, il est attribué à chaque échantillon. Cette valeur correspond au score 

d’intégrité de l’ARN (RIN : RNA Integrity Number). En dessous de 7, l’échantillon n’est pas utilisé. Pour les 

échantillons qui présentent une contamination à l’ADN génomique, un traitement à la DNase RNase Free a 

été réalisé en utilisant le kit : RNase Free DNase Set kit de Qiagen. 

Etude transcriptomique   

Les puces à ADN Agilent  

Pour l’analyse transcriptomique, la puce SurePrint G3 Human GE 8x60K v2 d’Agilent est utilisée. Cette 

dernière offre une grande couverture des gènes et des transcrits, avec une grande sensibilité. La puce 

comporte huit zones d’hybridation (array), dont chacune 62 976 sondes. Plusieurs sondes du même 

transcrit sont synthétisées sur la puce qui ciblent différents endroits du gène, celles-ci ont une taille de 60 

nucléotides.  
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L’étude d’expression pangénomique  

Le protocole des puces à ADN comporte plusieurs étapes dont : le marquage, la purification de l’ARN 

amplifié, la quantification de l’ARNc marqué, l’hybridation et le lavage, et enfin l’acquisition des données 

brutes. 

Le marquage 

Cent nanogrammes de l’ARN total contenus dans 1,5 µl d’eau ont été marqués en utilisant le kit et le 

protocole « One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis : Low Input Quick Amp (LIQA) labeling ». 

Un mélange de Spike (composé d’ARN de séquences connues) a été ajouté. Celui-ci est considéré comme 

des contrôles internes de l’expérience. L’amplification et le marquage des ARN se font en deux étapes, la 

première est la synthèse du ADNc en ajoutant des amorces promotrices T7 et la deuxième en rajoutant une 

T7 ARN polymérase et de la cyanine-3 CTP. 

La purification de l’ARN amplifié 

La purification des ARN a été faite sur colonne « RNeasy mini kit Qiagen », les ARN sont fixés sur la colonne 

puis lavés et élués dans de l’eau RNase free   

La quantification de l’ARN complémentaire (ARNc) marqué 

La concentration et le taux d’incorporation de la cyanine-3 ont été mesurés par NanoDrop. Un rendement 

minimum de 825 ng et une activité spécifique de 6 pmol de cyanine-3 par microgramme d’ARNc sont 

indispensables pour la suite du protocole.  

   (                       
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                      (    )⁄
      

          (          )   
                      (    )     (  )⁄

    
 

  

L’hybridation et le lavage 

Un total de 600 ng d’ARN marqué a été fragmenté puis hybridé sur les puces en formant un sandwich : 

puce/gasket slide. Celui-ci a été placé dans une chambre d’hybridation puis incubé dans un four 

d’hybridation pendant 17 h à 65 °C sous rotation. Les lames ont été ensuite lavées puis séchées avant 

l’acquisition des données. 

L’acquisition des données 

Les lames sont scannées par Agilent Microarray Scanner, la fluorescence est mesurée après excitation à des 

longueurs d’onde allant de 550 à 610 nm. La visualisation des images et les intensités mesurées sont 

récupérées à l’aide du logiciel Feature Extraction. 
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Analyses bioinformatique  

La normalisation des données  

La libraire AgiND qui est implémentée dans le logiciel R a été utilisée pour la normalisation. Elle a été 

développée pour le diagnostic et la normalisation des puces à ADN du type Agilent (tagc.univ-

mrs.fr/ComputationalBiology/AgiND). La normalisation par les quantiles a été utilisée, avec l’objectif 

d’homogénéiser la distribution des données ainsi que de minorer les variations artéfactuelles inter et intra-

puces (64). 

Le traitement des données normalisées  

Un premier filtre qui sert à supprimer les contrôles a été appliqué. Le deuxième avait pour but de 

supprimer les gènes qui sont exprimés autour du bruit de fond, dans au moins 80 % des échantillons de 

chaque groupe.  

Les analyses statistiques  

Afin de tester l’effet des cofacteurs sur l’expression des gènes (genre, traitement, infection), le logiciel 

GeneANOVA a été utilisé pour réaliser une analyse de variance (ANOVA) sur les données normalisées dans 

le but d’estimer la contribution de chaque facteur sur l’expression des gènes (gène, genre, traitement, 

infection) (226). Le modèle de l’ANOVA globale est donné par la formule suivante :  

                         

Ou :  

 : est la variable expliquée,   : est la moyenne globale,           : sont les coefficients du modèle,       : 

sont les variables quantitatives,       : est l’effet du genre,      : est l’effet du traitement et/ou la 

pathologie ,      :est l’effet de l’infection,   : est l’effet de l’infection et est l’erreur. 

L’analyse différentielle des gènes a été réalisée en utilisant Limma. Limma est une analyse multivariée qui 

prend en compte l’effet des facteurs testés par l’analyse ANOVA dans notre cas. 

Pour mettre en évidence l’impact de l’« infection » sur l’expression des gènes visuellement sur le 

dendogramme, des intensités d’expression de gènes ont été calculées en soustrayant l’effet des facteurs 

« genre » et « traitement ». Le modèle et un exemple de calcul sont résumés dans la figure 11. 
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Figure 11 : Le modèle de calcul des données ajustées sur l’effet des cofacteurs 

 

Un clustering hiérarchique non supervisé a été réalisé sur les données normalisées et ajustées sur la 

médiane (gènes et échantillons) selon leurs expressions en utilisant TMeV (Tigr MultiExperiment 

Viewer http://www.tm4.org/mev). La corrélation de Pearson a été utilisée, les clusters ont été groupés sur 

la base de « linkage average method ». Figure 12 

Validation de la signature transcriptomique  

Le SVM (Support Vector Machines) 

Le SVM est un ensemble de méthodes d’apprentissage qui nous ont permis de prédire la classification des 

patients de la cohorte selon la signature transcriptomique prédictive trouvée. Le SVM utilise un ensemble 

d’entrainement dans lequel les gènes sont reliés aux autres par fonction ou des échantillons appartenant à 

un groupe sont considérés comme un exemple positif et les gènes ou les échantillons n’appartenant pas à 

cette classe sont considérés comme exemples négatifs. Dans notre cas, nous avons considéré deux groupes 

d’échantillons, le groupe sepsis/SIRS et le groupe patient qui ne développent pas de fièvre. Ils ont été 

combinés dans un ensemble d’entrainement pour SVM pour distinguer les membres de la classe, des 

membres n’appartenant pas à la classe (sur la base des données d’expression). Après avoir pris 

connaissance des caractéristiques d’expression de la classe, SVM peut alors identifier et classer chaque 

échantillon selon son profil d’expression (227, 228). L’outil SVM utilisé est implémenté dans le logiciel 

TMeV (MeV : MultiExperiment Viewer http://www.tm4.org/mev/). 

http://www.tm4.org/mev
http://www.tm4.org/mev/
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Figure 12 : Pipeline d’analyse de l’expression des gènes 

Les données brutes sont filtrées et les contrôles supprimés. Une analyse de variance est réalisée afin de tester l’effet 
des facteurs sur l’expression des gènes, ces facteurs sont alors intégrés dans une analyse multivariée dans le but de 
définir des gènes différentiellement exprimés. Une correction des tests multiples est réalisée et un FDR de 5 % a été 

fixé. Un ajustement de l’effet des cofacteurs sur l’expression des gènes permettra de mettre en évidence uniquement 
l’effet de l’infection sur le dendogramme, puis un clustering hiérarchique est appliqué sur des données ajustées. 
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La PCR quantitative à haut débit  

Cette partie a pour but de valider la signature transcriptomique trouvée en microarrays.  

La RT-PCR a été réalisée en utilisant le protocole du SuperScript VILO MasterMix. 60 ng d’ARN de chaque 

échantillon ont été rétrotranscrit en utilisant 4 µl de SuperScript VILO MasterMix et de l’eau RNase Free 

pour un volume final de 20 µl. Le mélange est incubé 10 min à 25 °C, 60 min à 42 °C puis 5 min à 85 ° C. 

La PCR quantitative a été réalisée à l’aide de la technologie de la q-PCR microfluidique à haut débit en 

utilisant le Biomark (Fluidigm) et la puce FlexSix. Une étape de préamplification a été réalisée pour chaque 

échantillon. Un microlitre de chaque primer 100 µM est ajouté à 176 µL d’eau (12 couples de primers) pour 

une concentration finale de 500 nM. 0,5 µL du mélange de primer est ajouté à 1 µL du PreAplification mix 

et 1,25 µL de l’ADNc ainsi que de l’eau pour un volume final de 5 µL. Une étape de holding est réalisée 

durant 2 min à 95 °C, suivi par 20 cycles d’amplification : 15 s à 95 °C et 4 min à 60 ° C. L’étape de 

préamplification est suivie par une étape de traitement à l’exonucléase. 2 µL d’exonucléase I (4 U/µL) ont 

été ajoutés à chaque échantillon préamplifié. La digestion a été réalisée durant 30 min à 37 °C et 

l’inactivation durant 15 min à 80 ° C. Le produit final est dilué 5 fois en rajoutant 18 µL de tompon TE (10 

mM Tris-HCl, 1mM EDTA). Dans un deuxième temps une RT-qPCT 12 x 12 (12 échantillons x 12 couples 

primers) a été réalisée pour chaque couple de primer et pour chaque échantillon en utilisant la puce 

FlexSix. De l’EvaGreen a été utilisé en suivant le protocole fourni par Fluidigm. Les valeurs de Ct ont été 

calculées à l’aide du logiciel Biomark Real-Time PCR Analysis (Fluidigm). Les séquences des primers utilisés 

sont résumées dans le tableau suivant :  

Gene R F 

SLC18B1 - C6orf192 5'-GCAGGACAGCTTTTCAGTATCAC-3' 5'-CCTGGCCTTAAACATCACCG-3' 

CNN3 5'-GGCTGGCTCCTTTATTAGTGC-3' 5'-AAGCTGGCCAAAGTGTAATTG-3' 

MTMR8 5'-ACTTAAGTGGGGAGAGGGGT-3' 5'-GAGGCAGACTACTCCAAGCA-3' 

GPAT2 5'-GCCCAGAGAAGCCTACATCA-3' 5'-CATCAGAAGCTCCTGGGGGA-3' 

PLCG1  5'-ACAGGAATCTTGGTGCTTCAGT-3' 5'-CAGGGAGGTACATGGCCAAT-3' 

ANKRD42 5'-CGCCCATGAAAAGCTGCATA-3' 5'-GGAGCAAATCTGACAGCCCA-3' 

ATC B 5'-ATGGCATGGGGGAGGGCATAC-3' 5'-GCCGTACCACTGGCATCGTGA-3' 

GAPDH 5'-CCACCACCCTGTTGCTGTGA-3' 5'-CCCACTCCTCCACCTTTGAC-3' 

EDAR 5'-ACATGAGCTGACACTGGCTG-3' 5'-TGAGTGTGCCATTCCAGGAT-3' 

TRAV3 5'-GCCTCGGTTGGGGTATTGAA-3' 5'-CTCAGCCGGAAGATCAGGTC-3' 

CHAT 5'-CAGCAGAACATCTCCGTCGT-3' 5'-ATGGCCATTGACAACCACCT-3' 

LOC100289230 5'-GTGCTTCCGGAAAACGTAAA-3' 5'-TCCTGTGCCCGTAATTTCTC-3' 
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Résultats  

Analyse des patients et sélection des échantillons  

Soixante-six patients ont été inclus dans le protocole, parmi ces patients, seuls les échantillons de 21 

patients validaient les critères moléculaires pour l’analyse transcriptomique. 6 patients ont très bien 

répondu à leur conditionnement chimiothérapeutique et n’ont pas développé d’inflammation ni de fièvre 

et donc pas de sepsis, 14 patients ont développé au moins un SIRS, dont 5 ont développé un sepsis avec 

une infection documentée, et 1 patient a développé un choc septique. Les données cliniques des patients 

sont résumées dans la table 1. 

Identification de la signature transcriptomique  

Au total, les échantillons de 21 patients ont été analysés sur des puces Agilent SurePrint Human GE 8 x 60K 

v2. Après 17 h d’hybridation, les puces ont été lavées, scannées, et les images ont été alors récupérées afin 

d’avoir une première idée de la qualité des expériences (saturation, absence de signal…). Les comptes 

rendus de contrôle qualité ont été analysés afin de vérifier la qualité de chaque zone d’hybridation. Tous les 

échantillons ont passé cette seconde vague de critères de qualité. Les données brutes ont été ensuite 

transformées en log2 et normalisées par la méthode des quantiles. Un total de 24 046 sondes a une 

expression supérieure au bruit de fond.  

Le « traitement » et la « pathologie » sont des facteurs confondants. En effet, les patients atteints de 

lymphomes sont traités par BEAM et les patients atteints de myélomes sont traités par melphalan. Afin de 

savoir si c’est le facteur « pathologie » ou le facteur « traitement » qui a un effet sur l’expression des gènes, 

une analyse ANOVA deux facteurs (Facteur 1 : myélome/melphalan ; Facteur 2 : lymphome/BEAM) a été 

réalisée, sur les données normalisées du T1 (les échantillons de patients le jour de l’hospitalisation et avant 

chimiothérapie) Figure 12. Cette analyse a pour but de voir un profil d’expression différentielle entre les 

patients atteints de myélome et traités par melphalan et les patients atteints de lymphome et traités par 

BEAM. Une deuxième analyse statistique a été réalisée, une analyse SAM deux classes (Classe 1 : 

myélome/melphalan ; Classe 2 : lymphome/BEAM) sur les données normalisées du temps T1. 10 000 

permutations ont été générées au hasard afin de calculer le FDR. Que ce soit pour l’analyse ANOVA ou pour 

l’analyse SAM, aucun gène différentiellement exprimé n’a été retrouvé. 
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Références de base et caractéristiques démographiques n = 21 

Age médian des patients 
58 ans 

Intervalle [32-68] 

Le genre 

Homme 

Femme 

 

14 (67%) 

7 (33%) 

Hémopathie maligne 

Lymphome 

Myélome multiple 

 

2 

19 

Conditionnement chimiothérapeutique 

BEAM 

Melphalan à haute dose 

 

2 

19 

Nombre de CD 34+ injectés (x 106 / kg) 

 

2,82 

Intervalle [0,751-3,64] 

Durée moyenne de la fièvre 

 

3 jours 

Ecart type [-4,30 - 4,30] 

Durée moyenne de la neutropénie 

 

3 jours 

Ecart type [-2,90 - 2,90] 

Les infections bactériennes documentées 

Bactéries Gram-positive 

Staphylococcus hominis 

Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus aureus 

Streptococcus mitis 

Clostridium difficile 

 

Bactéries Gram-negative 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumonia 

 

6 (30%) 

75% 

1 

2 

1 

1 

1 

 

25% 

1 

1 

Les infections fungiques documentées 
0 (0%) 

 

Classification des patients 

Pas de fièvre 

SIRS 

Sepsis avec documentation + 

Sepsis sévère 

Choc septique 

 

6 (29%) 

9 (42%) 

5 (24%) 

1 (5%) 

0 (0%) 

 

 

Table 1 : Les caractéristiques et données cliniques des patients 
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Afin de mesurer l’impact de chaque cofacteur (genre, traitement, infection) sur la variation de l’expression 

des gènes, une analyse de variance dite : globale a été réalisée. À partir du score F de l’ANOVA, une p-

valeur a été calculée pour chaque facteur. Pour chacun des facteurs testés, les p-valeurs sont inférieurs à 

0,000 1 (Table 2). Le score F du facteur « infection » étant le plus élevé (F = 890,96). Le facteur « Gène » a 

un score de 115,45 et une p-valeur <0,000 1. Le facteur « traitement » et le facteur « genre » ont un impact 

sur la variation de l’expression des gènes avec un score F de 176,21 et 156,07, respectivement.  

Facteur Somme des carrés DF Variance Score F p-valeur 

Gène 3476905,49 28114 123,67 115,45 < 10-4 

Infection 954,39 1 954,39 890,96 < 10-4 

Traitement 188,75 1 188,75 176,21 < 10-4 

Genre 167,18 1 167,18 156,07 < 10-4 

Résidu 602328,16 562297 1,07 - - 

Total 4080543,97 590414 6,91 - - 

 

Table 2 : Résultats de l’analyse ANOVA globale 

DF : Degrees of Freedom 

Dans le but de définir les gènes différentiellement exprimés entre les groupes d’échantillons de patients qui 

ont développé sepsis et/ou un SIRS et les patients qui n’ont pas développé de fièvre, une analyse LIMMA 

est réalisée en incluant les cofacteurs identifiés dans l’analyse ANOVA : le « genre » et le « traitement ». 11 

gènes différentiellement exprimés ont été identifiés avec un FDR fixé à 5 % : CHAT, CNN3, ANKRD42, 

LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRM8, LOC10289230, XLOC-005643 (Table 3). 
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Gène Nom complet Id Ensembl Coordonnées chromosomiques  Sens 

SLC18B1 / 

C6ORF192 

solute carrier family 18 

member B1 

ENSG00000146409 Chr 6: 132,769,370-132,798,553 -1 

CNN3 calponin 3 ENSG00000117519 Chr 1: 94,896,949-94,927,278  -1 

MTMR8 myotubularin related 

protein 8 

ENSG00000102043 Chr X: 64,268,081-64,395,431  -1 

PLCG1-AS1-001 

(miscRNA) / 

TOP1-AS1 

PLCG1 antisense RNA 1 ENSG00000226648 Chr 20: 41,098,329-41,138,003  -1 

CHAT choline O-acetyltransferase ENSG00000070748 Chr 10: 49,609,095-49,665,104  +1 

EDAR ectodysplasin A receptor ENSG00000135960 Chr 2: 108,894,471-108,989,372 -1 

ANKRD42 ankyrin repeat domain 42 ENSG00000137494 Chr 11: 83,193,739-83,260,694  +1 

GPAT2 glycerol-3-phosphate 

acyltransferase 2, 

mitochondrial 

ENSG00000186281 Chr 2: 96,021,946-96,039,451  -1 

ENST0000039042

5/ TRAV3 

T cell receptor alpha 

variable 3 

(gene/pseudogene) 

ENSG00000211777 Chr 14: 21,723,713-21,724,321  +1 

LOC100289230  NS NS Chr 5: 98,929,134-98,931,009  +1 

XLOC_005643 

LNC RNA 

lnc-CMAHP-1:1 / linc-

FAM65B-1/RP3-425P12.2 

ENSG00000230372 Chr 6: 25,061,853-25,063,735 -1 

Table 3 : Les caractéristiques des gènes différentiellement exprimés 
Ch : Chromosome ; +1 : sens positif, de 3’ à 5’ ;-1 : sens négatif, de 5’ à 3’ 

 

Pour mettre en évidence sur le dendogramme (Figure 14), l’effet de l’infection (facteur infection), des 

données d’expression ont été calculées, à partir du modèle de la figure 10. Un exemple de calcul des 

données ajustées sur l’effet des cofacteurs est présenté dans la figure 13.  

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000146409;r=6:132769370-132798553
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000117519;r=1:94896949-94927278
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000102043;r=X:64268081-64395431
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000226648;r=20:41098329-41138003;t=ENST00000454626
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000070748;r=10:49609095-49665104
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000135960;r=2:108894471-108989372
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000137494;r=11:83193739-83260694
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000186281;r=2:96021946-96039451
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000211777;r=14:21723713-21724321;t=ENST00000390425
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=otherfeatures;g=100289230;r=5:98929134-98931009;t=NR_036530.1
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Figure 13 : Un exemple de calcul des données d’expression ajustées sur l’effet des cofacteurs 

Avec : L = lymphome, M=myélome, F=femme, H=homme, R=pas de fièvre, FND=fièvre non documentée, FD=fièvre 
documentée, T=traitement, G=genre. 

 

Un clustering hiérarchique non supervisé a été réalisé en utilisant les expressions ajustées sur l’effet des 

cofacteurs, des 11 gènes identifiés par l’analyse statistique, afin de construire le dendogramme. Les 

échantillons sont alors groupés par la similarité de leur profil d’expression. Les profils d’expression des 

gènes sont groupés sur l’axe horizontal et les échantillons sur l’axe vertical. Sur le dendogramme 

(Figure 16), le clustering hiérarchique sépare en deux groupes distincts, les patients atteints de sepsis et/ou 

de SIRS et les patients qui ne développent pas de fièvre. Sur les 11 gènes identifiés, 10 gènes sont sous 

exprimés chez les patients qui ne développent pas de fièvre par rapport à ceux qui développent un sepsis 

et/ou de SIRS (CHAT, CNN3, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRM8, 

LOC10289230) et un gène surexprimé (XLOC-005643) chez les patients qui ne développent pas de fièvre par 

rapport à ceux qui développent un sepsis et/ou de SIRS. 
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Nous n’avons pas eu de résultats pour les enrichissements en termes fonctionnels et cela est dû au petit 

nombre de gènes différentiellement exprimés identifiés. Une recherche bibliographique gène par gène a 

été réalisée afin d’assimiler une fonction aux gènes retrouvés, identifier le lien possible avec l’infection ainsi 

que potentiellement le lien entre eux. 

Figue 14 : Profil d’expression des gènes ajustés sur l’effet des cofacteurs 

Chaque ligne représente un gène et chaque colonne un échantillon 

Rouge : Gène surexprimé 

Vert : Gène sous exprimé  

 

La validation de la classification des échantillons selon leur profil d’expression  

SVM et la cross validation one -leave-one out ont été utilisés pour valider la classification des patients selon 

leurs profils d’expression. Les 21 échantillons ont été divisés en deux groupes, le premier contenait 15 

échantillons : l’ensemble des patients atteints de sepsis et/ou de SIRS, le second contenait 6 échantillons : 

l’ensemble des patients qui n’ont pas développé de fièvre. Le groupe de patients atteints de sepsis et/ou de 

SIRS est considéré comme le groupe positif et le second comme étant le groupe négatif. La totalité des 15 

patients atteints de sepsis/SIRS (du groupe positif), ont été classés dans le groupe positif (Vrais positifs = 

15) et aucun échantillon du groupe négatif (échantillons de patients qui ne développent pas de fièvre) n’a 

été classé dans le groupe positif (Faux négatifs = 0). Les 6 échantillons du groupe négatif (patients qui ne 
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développent pas de fièvre) ont été classés dans le groupe négatif (Vrais négatifs = 0) et aucun des 

échantillons négatifs n’a été classé dans le groupe positif (Faux positifs = 0). 

La validation de la signature transcriptomique par RT-qPCR 

Dans le but de confirmer les résultats d’expression par microarray, une RTq-PCR de neuf gènes composant 

la signature transcriptomique a été réalisée. L’expression de LOC 100289230 chez les patients atteints de 

sepsis et/ou de SIRS par rapport à ceux qui ne développent pas de fièvre est différentielle avec un p-valeur 

de 0,003 ; celle de TRAV 3 avec une p-valeur de 0,004 ; celles de EDAR, PLCG1-AS1-001, GPAT2, MTRM8, 

CNN3 et de SLC18B1 avec des p-valeurs de : 0,01 ; 0,01 ; 0,01 ; 0,05 ; 0,009, 0,09 et 0,01, respectivement. 

Figure 15. 

 

Figures 15 : Validation de la signature transcriptomique par RT-qPCR 

Expression relative des gènes composant la signature transcriptomique par rapport aux à l’expression des gènes de 
patients qui ne développent pas de fièvre (contrôles) 

*  = 0,05, **  = 0,01, ***  ≤0,01, NS = non significatif 
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La validation de la signature transcriptomique dans une cohorte de 

validation indépendante  

Afin de valider, la robustesse de la signature transcriptomique prédictive trouvée, une RT-q-PCR a été 

réalisée sur les échantillons de 10 patients atteints d’hémopathies malignes dans le cadre de l’autogreffe 

de cellules souches hématopoïétiques (cohorte indépendante). Les Ct ont été normalisés sur l’expression 

de la GAPDH, puis les ∆∆ Ct ont été calculés par rapport à une moyenne théorique calculée à partir de 

données d’expression de patients qui n’ont pas développé de fièvre (pas d’infection) dans le même cadre. 

Les données d’expression relatives sont ensuite calculées. L’expression relative des échantillons : de UPN1 

à UPN9 sont au-dessus de seuil 100 %. Ce seuil a été délimité en fonction de l’expression des gènes des 

échantillons de référence (patients qui n’ont pas développé de fièvre, d’infection dans le cadre des 

autogreffes). Seule la majorité de l’expression relative des gènes de l’UPN 10 est au niveau d’expression de 

la moyenne de référence. Aucun test statistique n’a été effectué au vu du nombre faible de replicats 

techniques (2 replicats par échantillons et par gène), Figure 16. 

Figure 16 : Niveau d’expression des gènes composant la signature transcriptomique dans une cohorte de validation 
indépendante 

 Représentation du niveau d’expression des gènes composant la signature transcriptomique en RT-q-PCR en utilisant 
les échantillons de 10 patients d’une cohorte de réplication indépendante que celle de l’étude transcriptomique. 

L’expression est normalisée sur l’expression de la GAPDH (gène de ménage) et celle-ci est relative à une valeur de 
référence théorique (calculée à partir de la moyenne de l’expression des gènes de la signature transcriptomique 

d’échantillons de patients qui n’ont pas développé de fièvre) 

(UPN : unique patient number).    
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Discussion  

La première difficulté de l’étude a été d’équilibrer les groupes d’étude. En effet 80 % des patients atteints 

hémopathies malignes candidats à l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques, développent au 

moins de la fièvre après intensification chimiothérapeutique. Cela engendre un déséquilibre dans la 

composition des groupes (entre les patients atteints de sepsis et/ou de SIRS et ceux qui ne développent pas 

de fièvre). La seconde difficulté a été d’avoir assez d’échantillons de patients pour l’étude 

transcriptomique. La chimiothérapie à haute dose est une chimiothérapie myéloablative qui a pour but de 

détruire les cellules de la moelle osseuse ainsi que du sang périphérique. Après intensification 

chimiothérapeutique, nous récoltons très peu de cellules au moment du prélèvement T2 (après 

chimiothérapie et avant la greffe) et spécialement dans le cas du lymphome ou la chimiothérapie (BEAM) 

est plus longue et plus agressive que dans le cas du myélome. Après coloration au bleu de Trypan, et 

observation sous microscope, souvent beaucoup de débris cellulaires et de cellules mortes sont observés. 

Le nombre d’échantillons de patients diminué à chaque étape du protocole, en effet le prélèvement du T2 

(après chimiothérapie et avant la greffe) est un temps critique et souvent très peu de cellules sont 

récoltées, et quand une quantité suffisante de cellules est récoltée, très peu d’ARN est extrait, et dans le 

cas où la quantité d’ARN est suffisante, ce dernier est altéré et donc ne passe les contrôles de qualité 

requis.  

C’est pour cela qu’après 4 ans et demi de récolte d’échantillons, étude a été quand même réalisée sur un 

petit nombre d’échantillons, cependant, celle-ci nous a quand même permis d’identifier une signature 

transcriptomique différentielle entre les patients sepsis et/ou de SIRS et les patients ne développant pas de 

fièvre (contrôles). Dans le protocole hospitalier soumis aux commissions, un 4e temps de prélèvement a été 

prévu au moment du pic fébrile, ce temps serait informatif de l’état infectieux du patient. Sauf que, la 

fièvre se manifeste en moyenne 48h après la greffe, et en 48 h, la reconstitution hématologique n’est pas 

encore faite, et les patients sont toujours en neutropénie profonde. C’est pour cela que seuls trois 

prélèvements ont été réalisés (le premier ; avant la chimiothérapie, le second après la chimiothérapie et 

avant la greffe et le dernier ; à la sortie de l’aplasie).  

Dans le protocole, les patients atteints de myélomes reçoivent le melphalan en tant que chimiothérapie de 

conditionnement et les lymphomes reçoivent le BEAM. Les deux facteurs traitement et pathologie sont liés 

(un traitement pour une pathologie), ils sont alors considérés comme facteurs confondants. Dans le but 

d’évaluer l’effet de chacun des facteurs « traitement » et « pathologie » sur l’expression des gènes, j’ai 

réalisé deux analyses statistiques, une ANOVA deux facteurs (patients atteints de lymphome vs. patients 

atteints de myélome) et une analyse SAM deux classes (patients atteints de lymphome vs. patients atteints 

de myélome) sur les données normalisées du T1 (avant chimiothérapie). À ce temps-là, les patients 
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n’avaient pas encore reçu de chimiothérapie de conditionnement, et seul l’effet de la pathologie est 

présent. Pour les deux analyses, aucun gène différentiellement exprimé n’est retrouvé, autrement dit, le 

profil d’expression des cellules mononuclées circulantes est le même pour les patients atteints de myélome 

et les patients atteints de lymphome. Nous avons conclu alors que c’est le traitement qui a un effet sur 

l’expression des gènes et non pas la pathologie. 

La diversité des caractéristiques des patients (homme, femme, myélome, lymphome…) dans le modèle de 

l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques, nous oblige à tester l’effet de chaque facteur afin de 

prendre en considération l’effet de tous les cofacteurs et mettre en évidence juste l’effet du facteur voulu, 

dans notre cas l’effet de l’infection. Les patients atteints de myélome et de lymphomes ne reçoivent pas le 

même conditionnement chimiothérapeutique, melphalan pour les myélomes et BEAM pour les lymphomes. 

De plus, la durée des traitements est différente pour les deux chimiothérapies, et le BEAM étant plus 

agressif et de plus longue durée que le melphalan seul. D’autre part, il a été décrit dans la littérature que le 

genre était un facteur important dans le cadre des infections. En effet, les hommes ont un risque 

significativement plus élevé de développer des complications infectieuses que les femmes (229). L’analyse 

de variance nous a permis de mettre en évidence l’effet de chaque cofacteur (Table 6). Le score F du 

facteur infection étant le plus élevé (F = 890,96), cela suggère que le facteur « infection » a le plus d’impact 

sur la variation de l’expression des gènes. Le facteur « Gène » a un score de 115,45 et une p-valeur 

<0,000 1, cela explique le comportement différent des gènes. Le facteur traitement et le facteur genre ont 

un impact sur la variation de l’expression des gènes avec un score F de 176,21 et 156,07, respectivement, 

et une p-valeur <0,000 1. 

L’analyse statistique Limma a mis en évidence, onze gènes significativement différentiels (FDR=5%) 

prédictifs de la survenue d’un sepsis et/ou de SIRS juste après le conditionnement chimiothérapeutique (et 

au minimum 48h avant le développement de l’infection). Dix de ces gènes (CHAT, CNN3, ANKRD42, 

LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRM8, LOC10289230) sont surexprimés chez les 

patients qui développent un sepsis et/ou de SIRS et seulement un gène est sous exprimé (XLOC-005643). 

Au vu du nombre de gènes qui composent la signature prédictive trouvée, nous n’avons eu aucun résultat 

pour les analyses classiques d’enrichissement en termes fonctionnels (DAVID, KEGG Pathway, g : profiler). 

C’est pour cela qu’une recherche bibliographique gène par gène a été réalisée afin de comprendre 

l’implication des gènes de la signature dans les processus inflammatoires et infectieux.   

Les mécanismes d’activation des cellules T par les lipoprotéines se produisent via l’interaction de 

l’antigène CD1a qui est un médiateur de la reconnaissance des antigènes du non-soi et le TCR. TRAV3 est 

impliqué dans le réarrangement des chaines α du TCR, qui permet la reconnaissance des complexes CMH-
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peptides (230, 231). Il se pourrait alors que TRAV3 aurait un rôle important dans la réponse anti-

infectieuse. 

Faris et coll. ont démontré une très forte diminution de la production d’IL-2 dans une étude in vitro de 

cellule Jurkat déficiente pour la Glycerol-3 phosphate acyltransferase mitochondrial (GPAMKD - Glycerol-3 

phosphate acyltransferase mitochondrial knock down) avec une altération de la masse des phospholipides 

et une augmentation de l’apoptose. Les Jurkat déficientes pour la GPAM (Glycerol-3 phosphate 

acyltransferase mitochondrial) sécrètent 40 fois moins d’IL-2 en réponse à la stimulation CD3/CD28 par 

rapport aux contrôles. Dans notre cas, nous avons observé une augmentation significative de la GPAT2 

(Glycerol-3 phosphate acyltransferase mitochondrial-3) chez les patients qui développent un sepsis et/ou 

un SIRS. L’interleukine-2 est une cytokine principalement sécrétée par les cellules Th1 qui sont nécessaires 

à la maturation des CD4+ et des CD8+ et sert à maintenir une réponse immunitaire en renforçant les voies 

pro-prolifération (232). Il serait donc possible que GPAT2 ait un rôle dans l’apoptose dans le cadre du 

sepsis/SIRS.  

EDAR est un membre de la superfamille des TNF récepteurs. Comme pour la voie de signalisation 

TNF/TNFR, la voie de signalisation EDA/EDAR aboutit à la voie canonique NF-kB (233). L’implication de la 

voie NF-kB dans l’inflammation et l’infection a déjà été décrite dans la littérature (234-236). Durant 

l’infection, les PRR reconnaissent les agents infectieux ou leurs produits (tels que le LPS), ces molécules 

déclenchent des voies conduisant à l’activation des facteurs de transcriptions, dont NF-KB qui a un rôle 

central dans la signalisation. NF-KB régule des médiateurs essentiels à la réponse inflammatoire ainsi qu’à 

la défense de l’hôte. Il est impliqué dans la production des cytokines, des chimiokines et de l’oxyde nitrique, 

il peut aussi inhiber l’apoptose et augmenter la survie cellulaire lors de l’inflammation. L’activation de NF-

kB par l’intermédiaire de la voie classique est dépendante d’IKK β et IKKγ et de la dégradation d’iKBα. 

L’activation est aussi associée à la translocation de l’hétérodimère p50/p65 ; qui est très importante dans la 

coordination de la réponse immunitaire innée et dans l’inflammation, et qui serait très importante lors du 

sepsis précoce (236) Figure 17. 

Les lymphocytes T peuvent exprimer la choline transférase (ChAT), l’enzyme qui catalyse la biosynthèse de 

l’acétylcholine et produit et libère l’acétylcholine. L’expression de ChAT dans les cellules T activées par un 

anti-CD3, permet la sécrétion de l’IL-10, IL-17 et INF-ɣ ainsi que de l’IL-2 (237). Il serait donc probable que 

ChAT joue un rôle dans la réponse aux infections et aux inflammations systémiques. 

En 2011, l’équipe de Vanska décrit l’élévation de la pentraxin 3 comme étant prédictive du choc septique et 

de la bactériémie durant l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques au début de la neutropénie 

fébrile et après intensification chimiothérapeutique des patients atteints d’hémopathies malignes (238). 

Cette dernière n’est pas une étude pangénomique, mais elle se base sur un dosage protéique ciblé. 
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L’augmentation de la concentration de la pentaxin 3 chez les patients autogreffés prédit le choc septique et 

la survenue de la bactériémie chez les patients qui sont déjà en neutropénie fébrile.  

 

Figure 17 : Résumé schématique de la voie EDA/EDAR 

(Adaptée de Mikkola et Thesleff, 2013) 

Beaucoup de biomarqueurs prédictifs sont utilisés en routine en clinique tels que : le dosage de la CRP, la 

procalcitonine, ou récemment la presepsin (CD14 soluble) et autres. Mais, aucun de ces biomarqueurs ne 

permet de prédire assez précocement la survenue d’une infection avant le déclenchement des cascades 

moléculaires. 

Tous les patients exprimant cette signature transcriptomique développent un sepsis ou un SIRS dans les 

48 h après le conditionnement chimiothérapeutique (avec un intervalle de 24 h à 7 jours). Tous les patients 

ont été bien classés selon leur profil d’expression dans le bon groupe sur la base de l’analyse SVM, ce qui 

suggère une robustesse des résultats. La signature transcriptomique trouvée prédit la survenue le profil 

sepsis/SIRS et elle est d’autant plus robuste par le fait que l’effet du genre et de la chimiothérapie à haute 
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dose sont pris en compte et exclus dans l’analyse statistique. Cette étude expose une approche originale de 

l’étude de la survenue du sepsis dans le cadre de l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques avec 

aucune analyse similaire dans la littérature.  

Dans le but de confirmer la signature transcriptomique, une validation par RT-qPCR d’échantillons de 

patients une cohorte indépendante a été réalisée. En effet, Les ARN de 10 patients autogreffés ont été 

extraits à l’aveugle (sans connaitre le devenir du patient sepsis/SIRS/pas de fièvre) à partir de PBMC de 

patients autogreffés après la chimiothérapie et avant la réinjection des cellules souches. Neuf gènes de la 

signature transcriptomique ont été mesurés par RT-qPCR, puis les résultats ont été comparés au devenir 

septique des patients. Nous avons alors pu séparer les patients qui ont développé un sepsis ou un SIRS des 

patients qui n’ont pas développé de fièvre. Ces résultats confortent l’hypothèse de la signature 

transcriptomique prédictive de la survenue du sepsis et/ou de SIRS. Ce qui pourrait ouvrir la perspective du 

traitement antibiotique et antifungique en prophylaxie chez les patients identifiés à haut risque de 

développer un sepsis ou un SIRS selon leur profil d’expression. 

Des analyses complémentaires sont en cours de réalisation au laboratoire. Le dosage des protéines dont les 

gènes ont été identifiés comme étant différentiellement exprimés est réalisé par ELISA (Enzyme Linked 

ImmunoSorbent Assay). Cette expérience permettra de vérifier la corrélation entre le niveau d’expression 

des gènes et la quantité de protéine dans le plasma de la même cohorte d’étude.  

Cette étude ouvre la possibilité de mettre en place un dépistage clinique en routine chez les patients 

autogreffés, non pas en utilisant les microarrays (expérimentations trop longues et couteuses), mais en RT-

qPCR. Cette dernière permettra de quantifier l’expression des gènes de la signature transcriptomique 

identifiée. Selon le profil d’expression, les cliniciens seront aptes en quelques heures après la fin de la 

chimiothérapie de conditionnement à connaitre le devenir du patient et cela minimum 48 h avant le 

déclenchement de la fièvre. Ainsi, adapter un traitement antibiotique et antifungique en prophylaxie. Bien 

que les résultats biologiques soient intéressants et pertinents, leurs intérêts cliniques restent encore à 

démontrer. La prochaine étape serait donc de prouver qu’une prophylaxie antibiotique ou antifungique 

administrée aux patients dits : « a risque de développer un sepsis et/ou de SIRS » les empêcherait de 

développer un sepsis dans le cadre de l’autogreffe.  
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Conclusion et perspectives 

Les complications infectieuses sont un problème majeur chez les patients recevants autogreffes de cellules 

souches hématopoïétiques. Onze gènes (CHAT, CNN3, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2, 

ENST00000390421, MTRM8, C6orf192 et LOC10289230 et XLOC-005643) sont nettement différemment 

exprimés chez les patients qui développent un sepsis et/ou de SIRS dans les 48 heures suivant le 

conditionnement chimiothérapeutique. 

Dans ce contexte, nous collaborons avec Advanced BioDesign (ABD) dont le pôle recherche et 

développement s’intéresse à l’identification de marqueurs spécifiques et prédictifs de la survenue du sepsis 

dont le but est de développer des kits prédictifs à utiliser en routine dans le milieu hospitalier. ABD a donc 

émis un intérêt pour les marqueurs que nous avons identifiés (qui codent pour des protéines) pour les 

rajouter dans le kit qu’ils développent. Ainsi, faire établir un protocole de diagnostic en routine pour les 

patients autogreffés juste après leurs chimiothérapies de conditionnement.  

Cette signature transcriptomique prédictive reste un résultat très intéressant et ouvre des perspectives 

innovantes dans la prévention du sepsis. De nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur un antibiotique 

et/ou prophylaxie antifongique adaptée au profil de risque spécifique de chaque patient pourraient être 

une évolution élégante dans la gestion du risque de sepsis. Une telle approche transcriptomique devrait 

également être appliquée à des patients recevant une allogreffe ou des patients atteints de leucémies 

myéloïdes aiguës, qui sont à risque plus élevé de complications septiques.  
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Abstract  

Autologous hematopoietic stem cell transplantation (auto-HSCT) is considered as a standard treatment in 

multiple myeloma in young patients and relapsed or refractory high-grade lymphoma (non Hodgkin and 

Hodgkin lymphoma). Immediately after auto-HSCT, hematologic reconstitution and infectious 

complications are the two critical issues to monitor in transplanted patients. Though many patients will 

develop infectious complications after therapeutic intensification, it remains impossible to predict whether 

they will or not. Therefore the goal of this work was to determine and identify a SIRS and/or sepsis 

predictive transcriptomic signature in patients receiving auto-HSCT. 

High throughput transcriptomic and bioinformatics analysis were performed to analyze gene expression 

modulation in peripheral blood mononuclear cells in 21 patients undergoing auto-HSCT for hematological 

malignancies.  

After conditioning regimen, eleven genes CHAT, CNN3, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2, 

ENST00000390421, MTRM8, C6orf192 and LOC10289230 and XLOC-005643 were significantly differentially 

expressed in patients who will develop SIRS and/or sepsis within 48 hours. Such predictive transcriptomic 

signature opens up to new therapeutic strategies based on an antibiotic and/or antifungal prophylaxis 

adapted to the specific risk profile of each patient. 

 

Introduction  

Autologous hematopoietic stem cells transplantation (Auto-HSCT) after therapeutic intensification is based 

on the administration of myelosuppressive high-dose chemotherapy, followed by infusion of autologous 

hematopoietic stem cells in order to obtain a faster hematologic reconstitution. Hematopoietic stem cells 

(HSCs) infusion helps to reduce the duration of chemotherapy-induced myelosuppression and lowers the 

procedure-related mortality rate below 3% [1] [2] [3]. Over the past two decades, auto-HSCT has shown 

remarkable development thanks to the use of hematopoietic growth factors. With few exceptions (solid 

tumors, autoimmune diseases), auto-HSCT is widely indicated for the treatment of hematological 

malignancies and is considered as a standard treatment in multiple myeloma in young patients and 

relapsed or refractory high-grade lymphoma (non Hodgkin and Hodgkin lymphoma).  

Immediately after auto-HSCT, hematologic reconstitution and infectious complications are the two major 

issues to monitor in transplanted patients. Besides direct toxicity of conditioning regimens, deep and 

prolonged neutropenia exposes patients to significant risks of infection. Saprophytic gram-negative bacilli 

(such as Escherichia coli) are the most common cause of septic shock[4] and chronic immunosuppression 
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exposes to the risk of fungal infection. An anti-fungal prophylaxis is usually administered [5] but 

antimicrobial prophylaxis is less often given because its effectiveness is not clearly established and 

increases the risk of Clostridium difficile diarrhea [6]. Unfortunately, though many patients will develop a 

systemic inflammatory response syndrome (SIRS) and/or a sepsis, it is not possible to foresee which 

patients will develop a SIRS and/or a sepsis. Therefore, it remains impossible to adjust the antibiotic or 

antifungal prophylaxis to the specific risk profile of each patient.      

The main objective of this work was to determine and identify a predictive transcriptomic signature of the 

SIRS and/or sepsis in patients receiving auto-HSCT. 

 

Patients, materials and methods 

Patients 

The study was approved by the institutional review board of the Assistance Publique des Hôpitaux de 

Marseille (AP-HM). Written informed consent was obtained from each patient. Patients were admitted in 

the hematology department of the Conception university hospital for undergoing auto-HSCT. All patients 

were under 65 years and were already followed in the hematology department for multiple myeloma or 

high-grade lymphoma. Before auto-HSCT, patients were in complete remission (CR) or in partial remission 

(PR) after conventional chemotherapy. Inclusion criteria were the same as required for being eligible to 

auto-HSCT. Twenty fours patients were included in this study protocol. Twenty one were analyzed. Blood 

samples were collected for each patient at three moments: before the conditioning regimen (T1), after the 

conditioning regimen and before the graft infusion (T2) and at the end of the neutropenic phase (T3) 

(Figure 1).  

SIRS and sepsis definitions  

Systematic Inflammatory Response Syndrome (SIRS) and sepsis definition are based on the American 

College of Chest Physicians society of Critical Care Medicine consensus.  SIRS is defined as the systemic 

inflammatory response to a variety of severe clinical symptoms with at least two of the following criteria: a) 

Temperature higher than 38°C or lower than 36°C b) Heart rate higher than 90 beats/min c) Respiratory 

rate higher than 20 breaths/min or PaCO2 lower than 32 mmHg d) White blood cell counts higher than 

12,000 cells/mm3 or lower than 4,000 cells/mm3, or the presence of more than 10% immature neutrophils. 

The last criterion cannot be considered in auto-HSCT context because of the long aplasia phase following 

auto-HSCT [7] [8]. Sepsis is defined as SIRS secondary to documented or suspected infection. Patients with 
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severe sepsis are patients with sepsis and at least one organ dysfunction. Septic choc is defined by severe 

sepsis associated with refractory hypotension [8].  

Conditioning regimens  

Conditioning regimen for therapeutic intensification was high dose of melphalan (200mg/m2) for patients 

with myeloma and BEAM for patients with lymphoma. BEAM conditioning regimen consisted in carmustin 

300 mg/m2 (day 6), etoposide 150 mg/m2 (days 5 to 2 twice daily), cytarabin 200mg/m2 (days 5 to 2 twice 

daily) and melphalan 140mg/m2 (day 1), with auto-HSCT on day 0.  

Hematopoietic stem cell collection  

Peripheral hematopoietic stem cells (HSCs) mobilization required hematopoietic growth factors (G-CSF in 

most cases). Two procedures have been used to mobilize HSCs: steady-state collection: G-CSF is injected at 

the dose of 10µg/kg-a-day while bone marrow is in physiological conditions or mobilization chemotherapy: 

high doses of cyclophosphamide (between 1.5 to 4g / m2) associated to 5µg/kg-a-day of G-CSF. When HSCs 

collection fails with these usual procedures, plerixafor (SDF-1/CXCR4 interaction inhibitor) can be used at 

the subcutaneous dose of 240 µg / kg and helped to collect HSCs in initially non-mobilizable patients.   

PBMCs isolation  

Blood samples were centrifuged to separate plasma and other blood components. Concentrate blood was 

diluted and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were collected by Ficoll-Hystopaque density-

gradient centrifugation.[9] Isolated PBMCs were frozen at -80°C until RNA extraction.  

RNA extraction, quantification quality controls   

Depending on cell number, two kits were used for RNA extraction, the RNeasy Mini Kit Qiagen ™ (Qiagen, 

Valencia, California), which accepts 10 million of cells and the RNeasy Midi Kit Qiagen ™, which accepts up 

to 100 million cells. RNAs were extracted according to the Qiagen protocol.  

RNAs were quantified by NanoDrop 1000 (Nano Drop Technologies, San Diego, CA). Optical density was 

measured at 260 and 280 nm and the ratio 260/280 (> 1.8) indicates its purity. 

Extracted RNA quality was checked with Agilent 2100 Bioanalyzer ™ (Agilent Technologies, Santa Clara, 

California). A score on a scale of 0 to 10 was automatically attributed to each sample and corresponded to 

RNA Integrity Number (RIN). Sample with a RIN under 7 was discarded. For samples presenting genomic 

DNA contamination, DNase treatment was performed using the RNase Free DNase Set kit of Qiagen ® 
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Pangenomic gene expression assay 

One hundred nanogram of total RNA was labeled using One-Color Microarray-Based Gene Expression 

Analysis: Low Input Quick Amp (LIQA) labeling protocol. 0.6 µg of the purified Cy3 labeled cRNA were 

hybridized for 17h at 65°C, at 60rpm, using the SurePrint G3 human GE 8x60K V2 chips (Agilent 

Technologies, Santa Clara, California). Microarrays were composed of 62 928 features. Probes synthesized 

on chips had a size of 60 nucleotides. Microarrays were washed using Gene Expression Wash Buffer Kit 

(Agilent Technologies) and scanned through standard Agilent protocol. Data were processed using Feature 

Extraction software. 

Differential gene expression analysis 

The library AgiND is implemented in R software in order to analyze and visualize data. AgiND was 

developed on Bioconductor library model (tagc.univ-mrs.fr/ComputationalBiology/AgiND/) and is used to 

diagnose data quality and data microarrays normalization. Quantile method was used to normalize data; 

the objective was to homogenize distribution of microarray intensity. [10] 

A filter was applied on row data to delete controls, then a second filter was applied to delete genes which 

were expressed under the background in at least 80% of samples in each group (Sepsis, SIRS, no fever). 

To test co-factors effects (gender, treatment, infection) on gene expression, GeneANOVA software was 

used to perform ANalysis Of Variance (ANOVA) on normalized data to determine an estimation of the 

contribution of each factor (genes, gender, treatment, infection) in gene expression variation. Global 

ANOVA model is given in the following formula: Y = µ + βG G + βT T + βI I + ε, where Y is explained variable, 

µ is global mean, βG, βT, βI, are model coefficients, G, T, I, are the quantitative variables, βG G, is the gene 

effects, βT T, is the treatment effects, βI I, the infection effects ε, is the error term. [11] 

Differential gene expression analysis was performed using linear Models for Microarray Data (Limma). 

Limma is a multivariate analysis and takes into account co-factors-effect tested by ANOVA analysis 

(treatment and gender) (Table 2).  

In order to determine infection impact on gene expression and on the heat map, new gene expression was 

calculated after subtracting gender and treatment co-factors effects.   

Unsupervised hierarchical clustering was applied on adjusted gene expression median adjusted data to 

group  genes and samples, according to their expression using « TMeV» (Tigr MultiExperiment Viewer) 

MeV: MultiExperiment Viewer | Part of the TM4 Microarray Software Suite [http://www.tm4.org/mev/]. 

Pearson correlation was used, and clusters were grouped on basis of average linkage method.   
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SVM 

Support Vector Machines (SVMs) were applied to predict classification of patients according to the 

predictive signature. SVMs use a training set in which genes known to be related to each other by function 

or samples related to a group are described as positive examples and genes or samples known not to be 

members of that class are labeled as negative examples. In this study samples were attributed to two 

groups: SIRS and Sepsis patients in the first group and patients with no temperature in the second. They 

were combined into a set of training examples used by SVM to distinguish class members from non-

members on the basis of expression data.  After learning the class expression features, the SVM can be 

used to recognize and classify each sample on the basis of their expression [11] [12]. SVMs tool is 

implemented in TMeV software MeV: MultiExperiment Viewer | Part of the TM4 Microarray Software 

Suite. [http://www.tm4.org/mev/] 

High-throughput quantitative PCR 

RT-PCR was performed using SuperScript™ VILO™ MasterMix protocol described by Invitrogen. Sixty 

nanogram of RNA of each sample was retrotranscribed, using 4µL of SuperScript™ VILO™ MasterMix, and 

RNase DNase Free water for a final volume of 20µL. Mix was incubated 10 min at 25°C, 60min at 42°C and 

5min at 85°C. 

Quantitative PCR was performed with FlexSix array on BioMark™ HD (Fluidigm). A pre-amplification of each 

sample was applied according to the protocol provided by Fluidigm. One microliter of 100µM of each 

primer was added to 176 µL of DNA Suspension Buffer for a final concentration of 500 nM. Then, 0.5µL of 

the previous mix was added  to 1 µL of PreAmplification mix, 1.25µL of cDNA and RNase DNase Free water 

for a final volume of 5µL. Holding step was done 2min at 95°C followed by 20 cycles of 15s at 95°C and 4 

min at 60°C. The pre-amplification step was followed by an Exonuclease I treatment (BioLegend) to remove 

unincorporated primers. 2µL of diluted Exonuclease at 4 U/µL was added to each pre-amplification 

reaction. The digestion was performed during 30min at 37°C and the inactivation during 15min at 80°C. The 

final product was diluted 5-fold using 18µl of TE Buffer (10 mM Tris-HCl, 1mM EDTA). The diluted reaction 

products were stored at -20°C. 

In a second part, 12 x 12 (samples x primers) qRT-PCR reactions are performed for each primer pair on each 

sample on the 12 x 12 array (FlexSix). We used the EvaGreen detection assay for following standard 

Fluidigm protocols. Ct values were calculated from the system software Biomark Real-Time PCR Analysis 

(Fluidigm). The primers used were:  
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Gene R F 

SLC18B1 - C6orf192 5'-GCAGGACAGCTTTTCAGTATCAC-3' 5'-CCTGGCCTTAAACATCACCG-3' 

CNN3 5'-GGCTGGCTCCTTTATTAGTGC-3' 5'-AAGCTGGCCAAAGTGTAATTG-3' 

MTMR8 5'-ACTTAAGTGGGGAGAGGGGT-3' 5'-GAGGCAGACTACTCCAAGCA-3' 

GPAT2 5'-GCCCAGAGAAGCCTACATCA-3' 5'-CATCAGAAGCTCCTGGGGGA-3' 

PLCG1 - LOC100505725 5'-ACAGGAATCTTGGTGCTTCAGT-3' 5'-CAGGGAGGTACATGGCCAAT-3' 

ANKRD42 5'-CGCCCATGAAAAGCTGCATA-3' 5'-GGAGCAAATCTGACAGCCCA-3' 

GAPDH 5'-CCACCACCCTGTTGCTGTGA-3' 5'-CCCACTCCTCCACCTTTGAC-3' 

EDAR 5'-ACATGAGCTGACACTGGCTG-3' 5'-TGAGTGTGCCATTCCAGGAT-3' 

TRAV3 - ENST00000320425 5'-GCCTCGGTTGGGGTATTGAA-3' 5'-CTCAGCCGGAAGATCAGGTC-3' 

CHAT 5'-CAGCAGAACATCTCCGTCGT-3' 5'-ATGGCCATTGACAACCACCT-3' 

LOC100289230 5'-GTGCTTCCGGAAAACGTAAA-3' 5'-TCCTGTGCCCGTAATTTCTC-3' 

  



111 
 

Results  

Patients analyze  

Twenty fours patients were included in the study, among these patients; only 21 validated the molecular 

criteria for transcriptomic analysis. Among these 21 patients, 6 patients didn’t develop a fever or SIRS. Nine 

patients developed SIRS, 5 a sepsis and 1 a severe sepsis. Patients’ clinical data are summarized in the table 

1.  

Pangenomic gene expression 

21 samples were analyzed on Agilent microarrays "SurePrint G3 GE 8x60K human." After 17 hours of 

hybridization, the chips were washed and scanned. Results passed microarrays quality controls. Raw data 

were transformed into log2 and normalized with quantile method. 

24 046 probes expressing a higher signal than background (in at least one group) have been selected. Two 

methods were used for statistical analysis: ANOVA analysis to measure the impact of each factor on gene 

expression variation (infection, gender, treatment) and Limma analysis on three groups (no fever, SIRS, 

Sepsis) with the following co-factors: gender and treatment, to define differential gene expression (Figure 

2).  

ANOVA analysis was performed on the 24 046 probes to estimate impact of each factor (infection, gender, 

treatment) in gene expression variation. P-value was calculated for each factor. For all factors (genes, 

infections, gender, and treatment) p-values were < 10
-4

(Table 2).  

Infection F score was the highest, suggesting that "infection" had the greatest impact on gene expression. 

Genes F score was of 115.45 (p-value < 10
-4

) and explains genes fluctuation. Treatment and gender had an 

impact on the variation of gene expression with a F score of respectively 176.21 and 156.07 (p-value < 10
-4

). 

Unsupervised hierarchical clustering method was used to classify the differently expressed genes identified 

by Limma analysis. Expression similarity profiles of the genes were grouped on the horizontal axis and 

samples on the vertical axis. Genes expression profiles are shown in heat map (Figure 3). With a FDR (False 

Discovery Rate) fixed to 5 %, 11 genes differentially expressed were identified between the patients who 

did not have temperature (controls) and the patients who developed SIRS and sepsis (taking account effect 

of gender and treatment). The eleven differentially expressed genes were: CHAT, CNN3, ANKRD42, 

LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRM8, LOC10289230 and XLOC-005643 (Table3). Gene 

expression profiling distinguished two groups: patients who did not develop temperature on one hand and 

patients with SIRS or sepsis on the other hand. CHAT, CNN3, C6orf192, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, 
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GPATZ, ENST00000390421, MTRM8, LOC10289230 were over expressed and XLOC-005643 was under-

expressed in patient samples with SIRS or Sepsis in contrast to patients who did not develop fever.  

SVM  

SVM and Leave-one-out cross-validation were used to classify patients according to their gene expression. 

21 samples were separated into two groups, the first group was composed of 15 SIRS and septic patients 

and the second of the 6 patients who didn't have temperature. SIRS and sepsis patients were considered as 

positive experiments, and the other as negative. All 15 patients of the positive experiments were classified 

as positive, staying in positive class (True positives =15) and none was transferred from negative class to 

positive (False negatives = 0). On the 6 patients of the negative experiments, all were classified as negative, 

all retained in negative class (True negatives =15) and none was recruited into negative class from positives 

(False positives = 0) 

RT-qPCR 

In order to confirm the microarray gene expression results, RT-qPCR was performed on 9 genes that 

composed the transcriptomic signature. The expression of LOC 100289230 in patients who develop SIRS or 

sepsis compared with patients who do not develop fever is differently expressed with a significant p-value: 

0.003. TRAV3, EDAR, PLCG1-AS1-001, GPAT2, MTRM8, CNN3 and SLC18B1 were also differentlly expressed 

with p-values: 0.004, 0.01, 0.01, 0.005, 0.009, 0.09 and 0.01, respectively. Figure 4 

Discussion  

This analysis highlighted eleven genes significantly and differentially expressed in patients who developed 

SIRS or sepsis after the conditioning regimen. Ten of them were up-regulated (CHAT, CNN3, ANKRD42, 

LOC100505717, EDAR, GPATZ, ENST00000390421, MTRM8, C6orf192 and LOC10289230) while only one 

were down-regulated (XLOC-005643). All patients with this specific transcriptomic signature have 

developed a SIRS or a sepsis within 48 hours (range 24 hours-7 days) following conditioning regimen. 100% 

of patients were classified in the right group according to their gene expression and based on SVMs 

analysis. Transcriptomic signature may predict SIRS/sepsis profiles and is more robust than the main 

confounding factors, such as conditioning regimen type or gender, which were therefore excluded from the 

analysis. BEAM conditioning regimen was more myelosuppressive than melphalan alone and men have had 

a more significant risk to develop infectious complications than women [13]. Auto-HSCT patients affected 

by multiple myeloma receive high dose of melphalan and patients with lymphoma high dose of BEAM 

chemotherapy, meaning that treatment and pathology are confounding factors. A SAM (Significant Analysis 
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of Microarray) and an ANOVA analyzes were performed on the data of patient samples before 

chemotherapy, and no differentially-expressed genes were found between patients affected by lymphoma 

or myeloma. Pathologies (lymphoma vs. myeloma) have no effect on gene expression in this study, in 

contrast to the treatment (Melphalan vs. BEAM).  This work exposes an original approach of the sepsis 

issue during the auto-HSCT neutropenic phase with no similar analysis in the scientific literature. In 2011, 

Vanska et al. described that high pentraxin 3 level (protein assay) predicted septic shock and bacteremia at 

the onset of febrile neutropenia after intensive chemotherapy of hematologic patients [14]. But, this was 

not a transcriptomic approach and high pentraxin 3 level predicted septic shock in patients who already 

had a febrile neutropenia. In contrast, our predictive transcriptomic signature identifies patients who have 

strong chances to develop a SIRS and/or a sepsis, during the 48 hours before onset of fever. In order to 

confirm our results, our transcriptomic signature has been validated on a 10 patient’s prospective 

validation cohort (Supplementary data). Early identification of patients who will develop SIRS and/or sepsis 

could provide a further adjustment of antibiotic or antifungal prophylaxis according to the specific risk 

profile of each patient.  

However, gene expression analysis in not possible in clinical routine for time and cost-effective reasons. In 

contrast RT-PCR analysis on a blood sample (feasible in 2 hours and inexpensive) of the eleven dysregulated 

genes hereby identified is completely workable in clinical routine. Indeed, RT-PCR analysis is adapted to 

necessity for clinician to get a fast answer in order to begin or not an adapted antibiotic or antifungal 

prophylaxis treatment. It is still to be proven if a heavy antibiotic or antifungal prophylaxis in these “septic-

risk patients” could prevent them from developing SIRS and/or severe sepsis. While results are biologically 

relevant, their clinical interests remain to be demonstrated.   

In scientific literature, genes composing this predictive signature are not directly involved in sepsis or 

infection pathways. In this cohort of 21 patients, 9 had developed a SIRS, 5 a sepsis and only one a severe 

sepsis. None of 21 patients had developed a septic shock. Patient who developed severe sepsis did not 

have a significantly different transcriptomic signature from the SIRS/sepsis patients. Thanks to supportive 

care improvement, auto-HSCT-procedure-related mortality rate remains below 3% and severe sepsis/septic 

shock are less and less frequent [1] [2] [3]. This small cohort did not allow determining a specific 

transcriptomic signature for the severe sepsis and/or septic shock, which would be clinically more relevant 

and it would be interesting to reproduce this work with a larger cohort to evaluate this. In addition, since a 

SIRS/sepsis predictive signature before the conditioning regimen was not identified, the transcriptomic 

signature seems not to be linked to the patient but depends on conditioning patient’s response.  

This predictive transcriptomic signature remains an interesting result and opens up to innovative 

perspectives in the sepsis prevention. New therapeutic strategies based on an antibiotic and/or antifungal 
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prophylaxis adapted to the specific risk profile of each patient could be an elegant evolution in the sepsis 

risk management. Such a transcriptomic approach should also be applied to patients receiving allogeneic 

stem transplantation or to acute myeloid leukemia patients, which are at high-risk for septic complications.  

 

Conclusion  

Infectious complications are a major issue in patients receiving auto-HSCT. Eleven genes (CHAT, CNN3, 

ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRM8, C6orf192 and LOC10289230 and 

XLOC-005643) are significantly differentially expressed in patients who will develop SIRS and/or sepsis 

within 48 hours following the conditioning regimen. Such predictive transcriptomic signature opens up to 

new therapeutic strategies based on antibiotic and/or antifungal prophylaxis adapted to the specific risk 

profile of each patient.    
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Table 1: Patients, pathologies and auto-HSCT characteristics 

Baseline and Demographic Characteristics n = 21 

Patients age (median) 

 

58 years 

Range [32-68] 

Patient gender 

Male 

Female 

 

14 (67%) 

7 (33%) 

Hematologic malignancy 

Lymphoma 

Multiple Myeloma 

 

2 

19 

Conditioning Regimen 

BEAM 

Melphalan high dose 

 

2 

19 

Injected CD 34
+
 (x 10

6
 / kg) 

 

2,82 

Range [0,751-3,64] 

Mean duration of fever 

 

3 days 

SEM [-4,30 - 4,30] 

Mean duration of neutropenia 

 

9 days 

SEM [-2,90 - 2,90] 

Documented bacterial infections 

Gram-positive bacteria 

Staphylococcus hominis 

Staphylococcus epidermidis 

Staphylococcus aureus 

Streptococcus mitis 

Clostridium difficile 

Gram-negative bacteria 

Escherichia coli 

Klebsiella pneumonia 

 

6 (30%) 

75% 

1 

2 

1 

1 

1 

25% 

1 

1 

Documented fungal infections 0 (0%) 

Patient classification 

No fever 

SIRS 

Sepsis 

Severe sepsis 

Septic shock 

 

6 (29%) 

9 (42%) 

5 (24%) 

1 (5%) 

0 (0%) 
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Table 2: co-factors effect on gene expression.  

ANOVA analysis was performed to test the co-factors impact (infection, treatment and gender) on genes expression 

for samples taken at T2 (after chemotherapy). With p-values < 0, 05 infection, treatment and gender have a significant 

effect on gene expression. DF: Degrees of Freedom 

 

 

 

 

Factors Sum of squares DF Variance F score P-value 

Genes 3476905,49 28114 123,67 115,45 < 10
-4 

Infection 954,39 1 954,39 890,96 < 10
-4 

Treatment 188,75 1 188,75 176,21 < 10
-4 

Gender 167,18 1 167,18 156,07 < 10
-4 

Residual 602328,16 562297 1,07 - - 

Total 4080543,97 590414 6,91 - - 
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Table 3: Differentially expressed gene caracterictics 

Ch : Chromosom, +1 : Forward strand, from 3’ to 5’, -1 : Reverse strand, from 5’ to 3’ 

Gene Complete name Ensembl ID Location Sens 

SLC18B1 / C6ORF192 solute carrier family 18 

member B1 

ENSG00000146409 Chr 6: 132,769,370-132,798,553 -1 

CNN3 calponin 3 ENSG00000117519 Chr 1: 94,896,949-94,927,278 -1 

MTMR8 myotubularin related 

protein 8 

ENSG00000102043 Chr X: 64,268,081-64,395,431 -1 

PLCG1-AS1-001 

(miscRNA) / TOP1-

AS1 

PLCG1 antisense RNA 1 ENSG00000226648 Chr 20: 41,098,329-41,138,003 -1 

CHAT choline O-

acetyltransferase 

ENSG00000070748 Chr 10: 49,609,095-49,665,104 +1 

EDAR ectodysplasin A receptor ENSG00000135960 Chr 2: 108,894,471-108,989,372 -1 

ANKRD42 ankyrin repeat domain 

42 

ENSG00000137494 Chr 11: 83,193,739-83,260,694 +1 

GPAT2 glycerol-3-phosphate 

acyltransferase 2, 

mitochondrial 

ENSG00000186281 Chr 2: 96,021,946-96,039,451 -1 

ENST00000390425/ 

TRAV3 

T cell receptor alpha 

variable 3 

(gene/pseudogene) 

ENSG00000211777 Chr 14: 21,723,713-21,724,321 +1 

LOC100289230 / NS NS Chr 5: 98,929,134-98,931,009 +1 

XLOC_005643 LNC 

RNA 

lnc-CMAHP-1:1 / linc-

FAM65B-1/RP3-

425P12.2 

ENSG00000230372 Chr 6: 25,061,853-25,063,735 -1 

http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000146409;r=6:132769370-132798553
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000117519;r=1:94896949-94927278
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000102043;r=X:64268081-64395431
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000226648;r=20:41098329-41138003;t=ENST00000454626
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000070748;r=10:49609095-49665104
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000135960;r=2:108894471-108989372
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000137494;r=11:83193739-83260694
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000186281;r=2:96021946-96039451
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000211777;r=14:21723713-21724321;t=ENST00000390425
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=otherfeatures;g=100289230;r=5:98929134-98931009;t=NR_036530.1
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Figure 1: Autologous stem cell transplantation protocol. 

Three blood samples were collected for each patient, first sample (T1) were collected before conditioning regimen. 

The second (T2) were collected after high dose chemotherapy and before the autologous stem cells transplantation 

and the last (T3) were collected at the end of the neutropenic phase. 

Abbreviation: G-CSF: Granulocyte-Colony Stimulating Factor, HSC: Hematopoietic Stem Cells, CXCR4: chemokine receptor type 4 
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Figure 2: Differential genes expression flow-chart. 

Pangenomic array for the transcriptomic analysis have been used, data were filtered and the controls were 

suppressed, cofactors effects were tested based on their implication on variation of gene expression. A multivariate 

analysis – LIMMA - using the cofactors already tested was performed to define the gene differentially expressed using 

Bioconductor library. The LIMMA model is given in the following formula: Y = α + β1.T + β2.G + β3.I + ε, where Y is the 

explained variable, α is the global mean, β1.T, β2.G, β3.I, are the model coefficients, T, G, I, are the quantitative 

variables, β1 T, is the treatment, β2.G, is the gene effects, β3.I is the infection effects and ε is the error term. Than we 

performed multi-testing correction by fixing the threshold to 5 %, we adjusted the expression data based on the co-

factors before to perform the hierarchical clustering 

*: Linear Models for Microarray data 

 

 

 

 

 

  



121 
 

Figure 3: Gene expression profile adjusted on the effects of the cofactors. 

Microarray analysis revealed 11 genes differentially expressed. This genes cluster distinguished SIRS or sepsis patients 

from patients who didn’t develop any fever. 
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Figure 4: Transcriptomic validation signature by RT-qPCR 

Relative gene expression composed the transcriptomic signature of patients who develop SIRS or sepsis compared to 

patients who do not develop fever (controls) 

* = 0.05; ** = 0.01; *** ≤0.01, NS = not significant 
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Supplementary data:  

Figure 1: Gene expression level of the transcriptomic signature in an independent validation cohort 

Gene expression level of the transcriptomic signature using RT-q-PCR in 10 patient samples of an independent 

replication cohort. Expression level was normalized on GAPDH gene (Housekeeping gene) and a theoretical value 

(calculated from average gene expression of patient sample who did not develop fever –controls) 

UPN: Unique patient number 

 

 

  



124 
 

 

 

  



125 
 

 

 

Chapitre 3 : 

Interleukine -1 β : marqueur 

potentiel de rechute précoce 

chez les patients autogreffés 

recevant le melphalan comme 

chimiothérapie de 

conditionnement 

  



126 
 

  



127 
 

Interleukine -1 β : marqueur potentiel de rechute 
précoce chez les patients autogreffés recevant le 
melphalan comme chimiothérapie de 
conditionnement 

Introduction et justificatifs du travail  

La rechute précoce des patients atteints de myélome ayant reçu une autogreffe de cellules souches 

hématopoïétiques en raison du rush cytokinien est un problème en hématologie et le besoin d’identifier un 

marqueur de rechute précoce est nécessaire. Dans cette partie de ma thèse, nous avons eu comme 

objectif : d’identifier l’effet de du conditionnement chimiothérapeutique du melphalan sur les PBMCs en 

utilisant une approche transcriptomique, ainsi que d’identifier un marqueur potentiel de rechute précoce 

chez ces patients autogreffés.  

Matériels et Méthodes 

Cette partie de l’étude a été réalisée en utilisant le même matériel et les mêmes données biologiques que 

l’étude précédente (identification de la signature transcriptomique de la survenue du sepsis et et/ou de 

SIRS) pour cela les parties : échantillons biologiques, aspects légaux et éthiques, chimiothérapies de 

conditionnement, modèle expérimental, récolte des PBMC, extraction des ARN, quantification et contrôle 

de qualité, l’étude transcriptomique (les puces à ADN Agilent, l’étude d’expression pangénomique) la 

normalisation des données, et traitement des données normalisées, de la partie : matériels et méthodes 

restent identiques. Seule la partie : analyse statistique diffère et sera expliquée en détail ci-dessous.  

L’analyse statistique 

Dans le but d’identifier les gènes différentiellement exprimés chez les patients qui ont reçu le melphalan en 

tant que conditionnement chimiothérapeutique entre le T1 (temps d’hospitalisation et avant 

chimiothérapie) et le T2 (après chimiothérapie et avant la greffe), un test-t apparié a été appliqué sur les 

données normalisées après filtre (24 046 sondes). Le principe du test-t apparié est de comparer le T1 du 

patient 1 au T2 du patient 2, ainsi de suite. Au total, les échantillons de 15 patients ont été analysés (15 

échantillons du T1 et 15 échantillons du T2). Une correction des tests multiples a été effectuée et un FDR 

de 5 % a été fixé. (Figure 18) 
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Figure 18 : Pipeline d’analyse de l’expression des gènes 

Les données brutes sont filtrées et les contrôles supprimés, une normalisation par les quantiles est 

appliquée. Un test t apparié sur les données normalisées puis un clustering hiérarchique a été réalisé sur les 

gènes retrouvés comme différentiellement exprimés. Un FDR de 5 % a été fixé. 

Un clustering hiérarchique non supervisé a été réalisé sur les données normalisées et ajustées sur la 

médiane (gènes et échantillons) selon leurs expressions en utilisant TMeV (Tigr MultiExperiment 

Viewer http://www.tm4.org/mev). La corrélation de Pearson a été utilisée, les clusters ont été groupés sur 

la base de linkage average method. 10 000 permutations ont été générées au hasard afin de corriger les 

tests multiples et fixer un seuil de significativité. Ici, le FDR a été fixé à 5 %. 

J’ai réalisé un enrichissement en termes fonctionnels en utilisant l’outil g : Profiler. C’est une base de 

données publique qui permet d’analyser les listes de gènes issues d’expérimentations génomiques à haut 

débit. Les termes Gene Ontology sont la source la plus utilisée pour l’annotation fonctionnelle. L’outil g : 

Profiler permet aussi d’identifier des voies biologiques et métaboliques ainsi que de mettre en évidence les 

enrichissements de site de fixation de facteurs de transcription pour chaque gène. Nous avons fixé le seuil 

de significativité à une p-valeur corrigée de Bonferroni à 0,05 (239, 240). 

http://www.tm4.org/mev
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Résultats  

Identification du profil d’expression de l’effet du melphalan  

J’ai réalisé un test t apparié sur les données normalisées (24 046 sondes dont l’expression est au-dessus du 

bruit de fond). Le test t permet d’identifier 6 985 sondes ce qui correspond à 5 225 gènes différentiellement 

exprimés entre le T1 (temps du jour de l’hospitalisation et avant chimiothérapie) et le T2 (après 

chimiothérapie et avant la greffe) chez les patients traités par melphalan. Autrement dit, la variation des 

5225 gènes représente l’effet du melphalan sur l’expression des PBMC avec un FDR de 5 %. Les échantillons 

ont été séparés en deux, d’un côté le T1 (échantillon de patient avant chimiothérapie) et de l’autre côté le 

T2 (échantillons de patients après chimiothérapie et avant la greffe) figure 10. Le groupe T1 est censé 

n’être composé que d’échantillons du groupe T1 mais celui-ci est hétérogène et se compose d’échantillons 

appartenant au groupe T1 ainsi que d’échantillons du groupe T2. Le groupe T2 est homogène et se 

compose d’échantillons appartenant seulement au groupe T2. Les gènes sont divisés en deux grands 

clusters (Figure 19). Le cluster 1 correspond aux gènes qui sont différentiellement exprimés entre T1 et T2 

et sont surexprimés chez les patients après avoir reçu la chimiothérapie, le cluster 1 est composé de 425 

gènes. Au contraire, le cluster 2 correspond aux gènes différentiellement exprimés entre T1 et T2 et sont 

surexprimés chez les patients avant la chimiothérapie, le cluster 2 est composé de 1 909 gènes. 

Les 5225 gènes différentiellement exprimés issus de l’analyse statistique ont été utilisés pour l’annotation 

fonctionnelle in silico. Un enrichissement en termes fonctionnels permet d’identifier les différentes 

catégories de gènes différentiellement exprimés. Pour cela g : Profiler a été utilisé en fixant un seuil de 

significativité à 5 %. Pour le Cluster I (se compose des gènes qui sont sous-exprimés dans le T1 par rapport à 

T2) des enrichissements en termes fonctionnels ont été retrouvés tels que : régulation de l’apoptose, 

chimiotaxie, ou régulation de l’activité des transférases avec des p-valeurs corrigées significatives de 7,3. 

10-4, 1,9. 10-3 et 4,9. 10-2, respectivement (Figure 20).  

 

 

 

 

 

 



130 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Profil d’expression de l’effet du melphalan  

Les gènes sous exprimés sont représentés en vert, les gènes surexprimés sont en rouge. Sur l’axe des 
abscisses ; les échantillons séparés sur deux branches T1 (Avant chimiothérapie) et T2 (Après 

chimiothérapie). Sur l’axe des ordonnées ; les sondes qui représentent les gènes différentiellement 
exprimés, ces dernières sont séparées en deux clusters ; Cluster I et Cluster II   

 

Pour le Cluster II (gènes qui sont surexprimés dans le T1 par rapport à T2) des enrichissements en termes 

fonctionnels ont été retrouvés tels que : biosynthèse des protéines, activation des lymphocytes, apoptose, 

et endommagement de l’ADN avec des avec des p-valeurs corrigées significatives de 1,4. 10-44, 1,4. 10-7, 1,4. 

10-5 et 2,5. 10-5, respectivement (Figure 21) 
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Figure 20 : Enrichissement en termes fonctionnels du Cluster I 

Résumé de certains enrichissements en termes fonctionnels (Go termes) trouvés avec g : Profiler pour le Cluster I. En 
ordonne, les p-valeurs corrigés (correction de Bonferroni) en fonction de Go termes sélectionnés. Tous les 

enrichissements sont statistiquement significatifs avec des p-valeurs < 0,05. 

 

 

Figure 21 : Enrichissement en termes fonctionnels du Cluster II 

Résumé de certains enrichissements en termes fonctionnels (Go termes) trouvés avec g :Profiler pour le Cluster II. En 
ordonne, les p-valeurs corrigés (correction de Bonferroni) en fonction de Go termes sélectionnés. Tous les 

enrichissements sont statistiquement significatifs avec des p-valeurs < 0,05. 
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Discussion 

Dans la bibliographie, je n’ai relevé aucune étude transcriptomique qui a été réalisée dans le cadre de 

l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques, visant à voir l’effet du melphalan sur l’expression 

génique des PBMC. 5 225 gènes ont été identifiés comme étant différentiellement exprimés entre le T1 

(temps du jour de l’hospitalisation et avant chimiothérapie) et le T2 (après chimiothérapie et avant la 

greffe) chez les patients traités par melphalan avec un FDR de 5 %. Autrement dit, l’expression de 5 225 

gènes est dérégulée après le conditionnement chimiothérapeutique.   

Le cluster I se compose des gènes différentiellement sous-exprimés du T2 (après la chimiothérapie) par 

rapport au T1. Le melphalan est un agent alkylant cytostatique, il empêche la séparation et la réplication de 

l’ADN (241). Par ses deux groupes alkylés, il établit les liaisons covalentes stables avec les groupements 

nucléophiles des deux brins d’ADN, empêchant alors la réplication cellulaire. Il inhibe aussi la synthèse de 

l’ADN et de l’ARN et cause une cytotoxicité dans les cellules tumorales. Cela explique la surexpression des 

gènes appartenant aux voies de régulation de l’apoptose, de chimiotaxie ainsi que d’autres voies 

biologiques. D’un autre côté, le cluster II se compose des gènes différentiellement sous-exprimés du T2 

(après la chimiothérapie) par rapport au T1. En effet, le mécanisme d’action du melphalan explique aussi 

l’enrichissement en termes fonctionnels que nous avons mis en évidence dans le cluster II, notamment, la 

sous expression des gènes impliqués dans la réplication de l’ADN, et de l’ARN, de la production des 

protéines, dans le cycle cellulaire et autres. Nous avons mis en évidence une sous-expression de certains 

gènes de l’apoptose, ceci peut être expliqué par le fait que la cellule enclenche des systèmes de résistance 

à la mort cellulaire en sous-exprimant certains gènes apoptotiques, mais que cela ne modifiera pas l’issue 

de l’effet du melphalan à haute dose qui est la destruction de la majorité des cellules circulantes du sang 

périphérique ainsi que de la moelle osseuse.  

Comme attendu, le clustering hiérarchique a permis de séparer les échantillons de patients en deux 

groupes selon leur profil d’expression. Le groupe T1 qui se compose des échantillons de patients à leur 

admission à l’hôpital et avant la chimiothérapie à haute dose, et le groupe T2 qui se compose des 

échantillons de patients après le conditionnement chimiothérapeutique et avant la réinjection des cellules 

souches. Cependant, la composition du groupe T1 n’est pas homogène, 4 sur 15 échantillons de patients 

qui sont censés appartenir au groupe T2, clusterisent avec les échantillons du groupe T1. Une analyse plus 

approfondie, nous a permis de démontrer que chez les patients du groupe T2 qui se clusterisent avec les 

échantillons du groupe T1, l’expression de l’IL-1β était statistiquement à la hausse (p-valeur = 5 x 10 -10) par 

rapport aux échantillons des patients appartenant au groupe T2 et qui se clusterisent dans le bon groupe.  

De plus, il n y a pas de corrélation entre la rechute précoce et le statut de réponse à la chimiothérapie 

(rémission complète ou rémission partielle). 
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L’expression de l’IL-1β par les PBMC induit l’expression et la sécrétion de l’IL-6 par les plasmocytes. L’IL-6 a 

un rôle important dans le cas du myélome, s’impliquant ainsi dans le développement normal et anormal 

des plasmocytes (242). L’interleukine-6 est un facteur crucial dans la croissance cellulaire, la prolifération et 

la survie des cellules myélomateuses (243-247). Cette cytokine est aussi un stimulateur puissant de 

l’ostéoclastogenèse et un sculpteur du microenvironnement dans la moelle osseuse des patients atteints 

de myélome. Pour cela, l’intérêt pour l’IL-6 est suscité et celle-ci a été considérée comme une cible 

thérapeutique potentielle dans le cas du myélome (243). Comme application à cette théorie, des études 

précliniques et cliniques ont été mises en place (243, 248). Hunsucker et coll. réalisent une étude in vitro 

sur des lignées cellulaires myélomateuses et sur des échantillons de patients atteints de myélome et 

montrent que l’association Siltuximab (un anti-IL-6) melphalan améliore l’effet antiprolifératif des 

plasmocytes primaires issus de patients atteints de myélome, les gammapathies monoclonales de 

signification indéterminée et l’amylose. Ceci pourrait justifier l’utilisation du Siltuximab en clinique en 

combinaison avec le melphalan (249). San-Miguel et coll. réalisent une étude clinique randomisée en 

phase II sur l’utilisation d’une combinaison de bortezomib-melphalan et prednisone en avec ou sans 

Siltuximab (un anti-IL-6), dans le cadre d’une chimiothérapie conventionnelle (réduction tumorale) chez des 

patients non éligibles à une autogreffe de cellules souches hématopoïétiques (patients dont l’âge est ≥ 65 

ans). Cette étude inclut 106 patients, ces derniers ont été divisés en deux groupes (avec Siltuximab vs sans 

Siltuximab). L’étude n’a pas confirmé son hypothèse selon laquelle l’ajout de l’anti-IL-6 augmenterait le 

taux de réponse au traitement (248).  

Le Siltuximab (CNTO 328) est un anticorps monoclonal chimérique Homme-souris anti-IL-6, il a démontré 

une activité anti-cancéreuse prometteuse dans le cadre du myélome en combinaison avec le bortezomib 

(250) et avec la dexaméthasone (251) dans des modèles précliniques de myélome (249). En raison des 

résultats encourageants sur l’inhibition de l’IL-6 dans le myélome (252) ainsi que des données précliniques, 

le Siltuximab est actuellement inclus dans des essais cliniques en combinaison principalement avec le 

bortézomib (253) et la dexaméthasone (249, 251). Chez l’Homme, dans des modèles de lignées cellulaires 

myélomateuses et en présence d’IL-6, le Siltuximab inhibe la phosphorylation de ERK-1/2, STAT-1, et STAT-

3, bloquant ainsi les signaux essentiels pour la croissance cellulaire et la survie (249, 250). De plus, le 

Siltuximab inhibe la surexpression de Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1) induite par le bortézomib et la 

protéique heat shock 70 (HSP-70), ces deux protéines pourraient être impliquées dans la chimiorésistance 

(250). En raison de ces données prometteuses que montre l’effet di Siltuximab ainsi que d’autres 

approches anti-IL-6 telles que le fragment de la chaine unique NRI (254) et l’anticorps humanisé 1339 (255) 

il serait très intéressant d’évaluer la combinaison du melphalan en tant que conditionnement 

chimiothérapeutique et d’un anti-IL-6. 
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Chez les patients de notre cohorte, la moyenne de la durée de rechute des patients dont les échantillons ne 

clusterisent pas avec le bon groupe et dont l’expression de l’IL-1β est élevée (Les 4 sur 15 échantillons 

appartenant au groupe T2, mais clusterisant avec le groupe T1) est de 15 mois avec un écart-type standard 

de 8,24. La moyenne de rechute des patients dont les échantillons clusterisent avec le bon groupe (les 11 

sur 15 échantillons appartenant au groupe T2 et clusterisant avec le groupe T2) est de 27,25 mois et un 

écart-type standard de 9,77. Parmi les 11 échantillons qui clusterisent correctement, 4 patients ont 

rechuté. Les 7 autres sont en rémission depuis en moyenne 37,3 mois avec un écart-type standard de 13. La 

différence de taux de rechute est significativement différente avec une p-valeur de 0,05 entre les patients 

dont l’expression de l’IL-1β est augmentée par rapport aux à ceux dont l’expression de l’IL-1β est diminuée. 

Nous n’avons malheureusement pas pu confirmer le taux de l’IL-1β et l’IL-6 par dosage protéique. Des 

expériences d’ELISA et de cytométrie de flux ont été investiguées dans le but de doser les interleukines 

dans le plasma d’échantillons de patient n’ont donné aucun résultat. Nous pouvons l’expliquer par deux 

hypothèses différentes : la première est un problème technique, les plasmas de patients ont été récupérés 

puis stocker à -80 ° C durant toute la durée de l’étude, les cytokines ont été peut-être altérées et 

dégradées. La seconde hypothèse est que la différence dans l’expression de l’IL-1β que nous avons mis en 

évidence est trop précoce et que la protéine (IL-1β) n’est pas encore produite et par la même explication 

nous n’avons pas pu doser l’IL-6. Une mise en place de protocole de dosage de l’IL-1β et l’IL-6 dans le 

plasma à des intervalles réduits après la chimiothérapie à haute dose puis un suivi de patient en corrélant le 

taux des cytokines à la période de rechutes pourraient confirmer notre hypothèse.   

Nous proposons le modèle suivant (Figure 22) ; l’augmentation de l’expression de l’IL-1β par les PBMCs 

influe sur l’expression à la hausse de l’expression et de sécrétion de l’IL-6 par les plasmocytes, ce qui induit 

la prolifération des plasmocytes et une rechute précoce des patients ou une résistance à la chimiothérapie 

(249). Même si l’ajout de l’anti IL-6 en combinaison du Bortezomib-melphalan-prednisone dans l’étude 

clinique de phase II (en chimiothérapie conventionnelle) de San-Miguel et coll. n’améliorait pas le taux de 

réponse au traitement, il serait intéressant de voir l’effet de la combinaison melphalan à haute dose et 

Siltuximab (Anti-IL-6) dans le cadre du conditionnement chimiothérapeutique et d’une autogreffe de 

cellules souches hématopoïétiques. Ceci pourrait diminuer le rush cytokinien, ce qui réduirait la 

prolifération des cellules tumorales, augmenterait l’efficacité du melphalan et réduirait le risque de rechute 

précoce post-autogreffe. 
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Figure 22 : Schéma montrant l’implication de l’IL-1β et l’IL-6 dans la résistance à la chimiothérapie et la rechute 
précoce 

La sécrétion de l’IL-1β par les PBMC induit l’expression de l’IL-6 par les plasmocytes qui aide à leur prolifération ce qui 
en résulte la résistance à la chimiothérapie et à la rechute précoce des patients autogreffés. 
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Conclusion 

L’inteuleukine-1β sécrété par les PBMC, induit l’expression de l’interleukine-6 par les cellules plasmatiques. 

L’IL-6 est une cytokine impliquée dans croissance cellulaire, la prolifération et dans la survie cellulaire des 

cellules myélomateuses. La surexpression de l’IL-1β pourrait être un bon biomarqueur de rechute précoce 

chez les patients atteints de myélome candidats à une autogreffe et recevant le melphalan comme 

chimiothérapie de conditionnement. 

En perspective, une étude sur une cohorte plus grande serait un bon moyen de vérifier l’hypothèse que l’IL-

1β serait un marqueur pronostique de rechute précoce. Il serait aussi intéressant ensuite de combiner le 

melphalan à un anti-IL-6 (comme le Siltuximab) afin de réduire le rush cytokinien, ce qui réduirait la 

prolifération précoce des cellules tumorales, et ainsi augmenter l’efficacité du melphalan et réduire la 

rechute précoce des patients autogreffés atteints de myélome. 
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Introduction 

Multiple myeloma (MM) is a hematological malignancy disease that affects clonal B cells and which 

is characterized by the accumulation of clonal plasma cells due to increased  survival and proliferation (249, 

256). Adhesion of myeloma cells to bone marrow stromal cells induces the latter to secrete pro-survival 

cytokines, including interleukine-6 (IL-6). IL-6 activates multiple cell survival and proliferation signaling 

pathways in plasmocytes, suggesting that IL-6 blockade could be a good therapeutic target for MM therapy 

(249, 256). 

Autologous hematopoietic stem cells transplantation (auto-HSCT) remains the first line reference 

treatment in young (<65 years) patients. Melphalan is an alkylating agent that induces the formation of 

DNA interstand crosslinks regarded as critical toxic lesion (249, 257, 258). In MM, melphalan is 

administrated as high-dose conditioning chemotherapy for auto-HSCT and as low dose therapy in 

combination with other drugs (259, 260). The aim of our study is to analyze using a transcriptional 

approach the effects of high-dose melphalan chemotherapy on peripheral blood mononucleated cells 

(PBMCs) in order to identify prognosis factors in MM patients treated by auto-HSCT. 

 

Material and methods  

Patient recruitment 

The protocol was accepted by the AP-HM Comité de Protection des Personnes (CPP) Aix-Marseille II and 

patients were included in the protocol after informed consent. Fifteen patients with MM undergoing auto-

HSCT were recruited in the Hématologie et Thérapie Cellulaire Department in the La Conception university 

hospital (Marseille). There were 10 men and 5 women, with a median age of 59 (range 32-78 years old). All 

patients had VRD (Velcade®, Dexamethasone®, Revlimid®) chemotherapy (3 to 4 cycles) before auto-HSCT 

and were in complete remission (n=8), partial remission (n=3), very good partial response (n=3), or in 

progression (n=1) before auto-HSCT. 

 

PBMCs isolation 

For each patient, blood was collected at two time points, just before and 24 hours after melphalan 

conditioning regimen, before reinfusion of the autologous stem cell graft. Blood samples were centrifuged 

in order to separate the plasma and the other blood components. The plasma was frozen at – 80°C. PBMCs 

were prepared by Ficoll-Hypaque density-gradient centrifugation. Isolated PBMCs were frozen at -80°C until 

RNA extraction. 

 

RNA extraction, quantification quality controls 
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Depending on the cell number, two kits were used for RNAs extraction, the RNeasy Mini Kit Qiagen ® that 

accept 10 million of cells and the RNeasy Midi Kit Qiagen ® that accept 100 million cells. The RNAs were 

extracted according to the protocol provided by Qiagen. The RNAs were quantified by measuring the 

optical density measured at 260 and 280 nm, the ratio 260/280 (> 1.8) indicating the purity of the 

preparation. Quality extracts of ARNs was verified with Agilent 2100 Bioanalyzer ®, which separate RNAs 

according to their size allowing to detect RNA degradation and also to verify the absence of contamination 

with genomic DNA. A score on a scale of 0 to 10 was automatically attributed for any sample (RNA Integrity 

Number) and under 8 the sample was not used. For samples presenting genomic DNA contamination, 

DNase treatment was performed using the RNase Free DNase Set kit of Qiagen®. 

 

Pangenomic gene expression 

A total of 100ng of RNA was labeled using One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis: Low Input 

Quick Amp Labeling protocol. Purified Cy3 labeled cRNA (0.6 µg) was hybridized for 17h at 65°C, using the 

SurePrint G3 human GE 8x60K V2 chips (Agilent Technologies ®). The microarrays are composed of 62 928 

feature. The Probes synthesized on chips have a size of 60 nucleotides. The microarrays were washed using 

the Gene Expression Wash Buffer Kit (Agilent Technologies, USA) and scanned as for the standard Agilent 

protocol. The data were processed using Feature Extraction software. 

 

Microarray data normalization Statistical analysis   

The library AgiND is implemented in R software allowing to analyze and visualize the data. AgiND is 

developed on Bioconductor library model tagc.univ-mrs.fr/ComputationalBiology/AgiND/. It is used to 

diagnose and the normalization of the microarray data. Quantile normalization method was used to 

normalize the data; the objective is to homogenize the distribution of microarray intensity. A first filter was 

applied on the data in order to delete controls, then a second filter was applied in order to delete the genes 

that were expressed at background level in >80%of the samples in each group. For the statistical analysis, 

we used « TMeV» (Tigr MultiExperiment Viewer) that implements the paired-t test. This statistical analysis 

aims to identify genes differentially expressed between samples. The empirical p-values were calculated 

using 10 000 permutations. We performed a hierarchical clustering to group the genes according to their 

expression. Pearson correlation was used, and the clusters were grouped on the basis of average linkage 

method (Figure 1). Enrichment analysis was performed using g: profiler tool which is a public web server for 

characterizing and manipulating gene lists resulting from high-throughput genomic data.  

 

  

http://tagc.univ-mrs.fr/ComputationalBiology/AgiND/
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Results 

A paired t-test was performed on the normalized data (24 046 probes which expression is higher 

than the background). The t-test identified 6 985 probes (5225 genes) differentially expressed between 

sample of patients before and after melphalan conditioning   (T1: before chemotherapy; T2: after 

chemotherapy and before reinfusion of autologous stem cell graft) Otherwise, variation of the 5225 genes 

represents melphalan effect on PBMC with FDR = 5%. On the dendogram, in the abscissa, patient samples 

are separated in two groups, T1: patient samples before melphalan, T2: patient samples after 

chemotherapy but before reinfusion of autologous stem cell graft) (Figure 2). T1 group is heterogeneous 

and composed with T1 and T2 samples. In contrast, T2 group is homogeneous and it is composed only with 

T2 samples. In the ordinate, probes are separated on two clusters. Cluster I, corresponds to the 

differentially expressed genes between T1 and T2, and are over expressed in the patients that have 

received their chemotherapy (melphalan), it is composed of 425 genes. Rather, cluster II is composed of the 

differentially expressed genes between T1 and T2 and are over expressed in the patient after 

chemotherapy and before auto-HSCT. The cluster II is composed of 1909 genes. 

The 5225 differentially expressed genes were used to perform in silico functional annotation. 

g:profiler was used fixing a FDR of 5%. For the cluster I, a list of functional terms enrichment were found 

like: chemotaxis, regulation of apoptosis and regulation of transferase activity with significant corrected p-

values: 1.9.10-3, 7.3.10-4, and 4.9.10-2, respectively (Figure 3).  

For the cluster II, a list of functional terms enrichment were found like protein biosynthesis, 

lymphocyte activation, apoptosis and DNA damage with significant corrected p-values: 1.4.10-44, 1.4.10-7, 

1.4.10-5 and 2.5.10-5, respectively (Figure 4). 

Discussion  

The transcriptomic specific profile of melphalan high dose chemotherapy effect on PBMSc identified 5225 

differentially expressed (T1 versus T2) genes with a FDR of 5%. Cluster I is composed of genes that are 

differentially down expressed in T2 group compared with T1. Cluster II is composed of genes that are 

differentially up expressed in T2 group compared with T1. Hierarchical clustering allowed to separate 

sample patients into two groups depending on their gene expression profile. The T2 group is composed of 

patient samples that received their chemotherapy and the group composition was homogeneous (only T2 

samples). In contrast, the T1 group is composed of patient samples that do not receive their chemotherapy, 

and the group composition was heterogeneous (T1 and T2 samples).  

We focused our attention on IL-1β expression since this cytokine gene expression was drastically up 

regulated (p value = 5.10 -10) following melphalan chemotherapy. The expression of Interleukin 1β (IL-1β) by 

PBMCs induces expression and secretion of Interleukin 6 (IL-6) by plasma cells. IL-6 is a pleiotropic cytokine 

that has many physiological functions, and impacts many types of solid cancers and hematological 
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malignancies (261). In MM the pleiotropic, pro-inflammatory cytokine IL-6 is a crucial factor for the growth, 

proliferation, and survival of the plasma cells (243, 246, 262). Clinical and preclinical studies aiming at IL6 

signaling blockade confirm the role of this cytokine in MM pathogenesis (243, 248), (249-251). In our 

cohort, the mean duration of relapse of the patient samples of the T2 group that  clusterized with the T1 

group (4 on the 15 analyzed samples) was is 15 months (standard deviation of 8.24). The IL-1β expression 

of these patients was high compared with the other T2 samples. In contrast, mean duration of relapse of 

the patient samples of the T2 group that clusterized with T2 group (11 on the 15 analyzed samples) was 

27.25 months (standard deviation of 9.77) and their IL-1β expression was lower than the T2 samples that  

clusterized in the T1 group. The relapse rate was significantly different among patients whose expression of 

IL-1β was increased in comparison with those with reduced expression of IL-1β (p-value=0.05).  Thus 

overexpression of IL-1β gene could be a good biomarker of early relapse in patients with MM undergoing 

autologous-HSCT, this hypothesis will be tested on a larger cohort study. 

We propose the following model (Figure 5); the increased expression of IL-1β by PBMCs induces the 

expression and secretion of IL-6 by plasma cells, which induces the proliferation of tumor cells and cause 

early patient relapse and/or resistance to chemotherapy (249). The addition of an anti-IL-6 in a 

combination of bortezomib-melphalan-prednisone in the phase II clinical study (in conventional 

chemotherapy) of San Miguel et al.  (248) did not improve the rate of response to treatment. Nonetheless 

it would be interesting to test the effect of melphalan high dose combined with an anti-IL-6 in auto-HSCT. 

This could decrease the cytokinian rush, which would reduce tumor cells proliferation, thus increasing the 

efficiency of melphalan and reducing the risk of early relapse in MM patient candidate for autograft.  

 

Conclusion 

The inteuleukine-1β secreted by PBMCs induces the expression of interleukin-6 by plasma cells. IL-6 is a 

cytokine involved in cell growth, proliferation and cell survival in myeloma cells.  

It would be interesting then to combine melphalan and an anti-IL-6 (as Siltuximab) to reduce cytokinien 

rush, reducing early tumor cell proliferation, and thus increase the effectiveness of  high dose melphalan 

chemotherapy and reduce early relapse of patients with myeloma receiving autologous hematopoietic 

stem cells transplantation 
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Figures:  

 

 

Figure 1 : Gene expression analysis pipeline  

The raw data were filtered and then controls were removed. Quantile normalization was applied. A paired t-

test was performed on the normalized data and a hierarchical clustering was applied to significant 

differentially expressed genes between T1 group (sample patients before chemotherapy) and T2 group 

(sample patients after chemotherapy and before graft). The FDR was fixed at 5% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



143 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Gene expression profile of melphalan effect  

Down-regulated genes are shown in green and the up-regulated genes are in red. On the abscissa axis, the 

samples are separated into two groups T1 (before chemotherapy) and T2 (after chemotherapy and before 

graft). On the ordinates, probes that represent differentially expressed genes. The probes are separated into 

two clusters: Cluster I and Cluster II 
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Figure 3: Cluster I functional term enrichment  

Summary of some enrichment functional terms (Go terms) found with g: Profiler for Cluster I. In the 

ordinate, adjusted p-values (Bonferroni correction) according to GO selected terms. All enrichments are 

statistically significant with p-values <0.05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



145 
 

 

 

 

 

 

Figure 4: Cluster II functional term enrichment  

Summary of some enrichment functional terms (Go terms) found with g: Profiler for Cluster II. In the 

ordinate, adjusted p-values (Bonferroni correction) according to GO selected terms. All enrichments are 

statistically significant with p-values <0.05. 
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Figure 5 : Involvement of IL-1β and IL-6 in the resistance to chemotherapy and patients early relapse 

The secretion of IL-1β by PBMCs induces the expression of IL-6 by plasma cells which help to their 

proliferation. Leading to chemotherapy resistance and early relapse in autologous stem cells 

transplantation recipients. 
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Etude transcriptomique des lymphomes B diffus à 
grandes cellules liés à l’infection par HIV  

Introduction et justificatif du travail  

Dans les ganglions lymphatiques des patients atteints de lymphome, les cellules B reçoivent des signaux 

tels que lL-6, l’IL-10 et le TNF-α, qui induisent l’activation et la prolifération des cellules B. Cette 

prolifération augmente les erreurs de réparation de l’ADN, et associée à la dérégulation des gènes 

suppresseurs de tumeurs (tels que p53) ou encore l’activation de proto-oncogènes (tels que BCL-6 ou Ras) 

amène à favoriser le développement tumoral. 

Le lymphome B diffus à grandes cellules (LDGC) représente 30 à 40 % des lymphomes, celui-ci est traité par 

une combinaison de drogues. L’index de pronostique international (IPI) est utilisé pour classer et traiter les 

patients. L’IPI est calculé sur la base de paramètres cliniques, tels que : l’âge, le taux et de LDH. Sur cette 

base, 4 groupes pronostiques sont définis : bas risque avec 0-1 point, risque intérimaire bas avec 2 points, 

risque intermédiaire haut avec 3 points et haut risque avec 4-5 points, ce dernier à un taux de survie à 5 ans 

de 26 % (Table 4).  

Groupes Bas risque Risque intérimaire bas Risque intermédiaire haut Haut risque 

Survie à 5 ans 73 % 51 % 43 % 26 % 

Nombre de 

points 
0 - 1 2 3 4 - 5 

 

Table 4 : Identification des groupes de patients atteints de lymphome B diffus à grandes cellules selon l’index de 
pronostique international IPI 

 

L’hétérogénéité clinique peut être expliquée par l’hétérogénéité moléculaire de la tumeur, par conséquent, 

les critères cliniques ne suffissent plus pour traiter les patients. Pour tester cette hypothèse, en 2000, 

l’équipe d’Alizadeh et coll. (95) utilise les microarrays pour analyser une série de biopsies de patients 

atteints de lymphomes B diffus à grandes cellules. Les résultats de ce travail ont permis de proposer la 

distinction de deux sous-types différents au sein des LDGC. Les sous-types GC (pour germinal cell) avec la 

surexpression de CD10, CD 38, aMyB, OGG1, BCL-6, BCL-7a et LMO2 ainsi que le groupe ABC (pour 

activated B cell) avec la surexpression de IRF4, FLIP et BCL-2 ; ont été identifiés. L’intérêt majeur de cette 

étude est que ce profil correspond à des groupes pronostiques différents (Figure 23).   
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Figure 23 : Caractéristiques et profils d’expression des sous-types GC et ABC 
23-A : représente le profil d’expression des sous-types ABC et GC du LDGC 

23 – B : représente des gènes surexprimés dans les deux sous-types identifiés 
23-C : représente les courbes de survie Kaplan-Meier des sous-types GC et ABC 

 

Le panel sépare des patients en fonction du sous-groupe GC vs ABC. La médiane de survie globale se situe à 

2 ans pour le groupe ABC, et elle n’est pas atteinte pour le groupe GC (Figure 25-C). Une étude postérieure 

 

 

A B 

C 

 

Les sous-
types 

La surexpression des 
gènes  composant la 

signature des sous-types 

Survie à 
5 ans  

GC 
CD10, CD38, A-MyB, 

OGG1, BCL6, BCL7a,LMO2 
 76%

ABC IRF4, FLIP, BCL2  16%
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dirigée par Rowenwald et coll. en 2002 (96) retrouve les sous-types GC et ABC, mais aussi un 3e groupe qu’il 

qualifie du « type 3 ». Cette étude retrouve les différences de survie précédentes, avec une différence nette 

entre le groupe ABC et le « type 3 » versus GC. Ils ont affiné des aspects prédictifs, en montrant notamment 

l’impact négatif de l’expression d’un groupe de gènes d’activation du lymphocyte B sur la survie. L’analyse à 

haut débit est devenue un outil central tant dans la classification que dans la physiopathologie des 

lymphomes (263).   

Les lymphomes non hodgkiniens chez les patients infectés par le VIH comportent des formes 

anatomopathologiques particulières (lymphomes de séreuses, maladies de Castleman multicentrique), à 

côté de formes histologiques retrouvées chez les patients non-immunodéprimés, notamment les 

lymphomes de Burkitt et les lymphomes B diffus à grandes cellules. Les traitements des LNH associés au 

VIH sont calqués sur ceux des patients non immunodéprimés. En revanche, la pathophysiologie des 

lymphomes liés à l’infection au VIH n’est pas la même que celle des lymphomes immunocompétents. En 

présence du VIH, il existe un microenvironnement spécial dans le ganglion lymphatique, qui induit 

notamment l’activation et la prolifération des cellules B en absence de la réponse immunitaire. La 

prolifération augmente la dérégulation des gènes tels que p53 et l’activation des proto-oncogènes tels que 

c-myc et BCL-6 en plus de l’absence de l’immunosurveillance. 

 Il n’existe pas à notre connaissance de données transcriptomiques concernant les LNH liés à l’infection au 

VIH, mais seulement des études partielles sur un nombre limité de gènes et/ou des études en 

immunohistochimie, technique dont on connaît les discordances concernant la discrimination GC versus 

non-GC en comparaison avec la technique moléculaire de référence. L’objectif de notre étude est donc 

d’analyser le profil d’expression génique des LNH du type DGC afin de vérifier l’existence éventuelle des 

sous-groupes décrits chez les patients immunocompétents et/ou de définir de nouveaux profils géniques 

spécifiques des LNH liés à l’infection par le VIH. Notre objectif est aussi de définir la pathophysiologie des 

différents sous-types et de mettre en évidence les voies moléculaires dérégulées qui peuvent avoir une 

valeur pronostique. 

Matériels et méthodes  

Échantillons biologiques  

La tumorothèque de l’ANRS (Agence nationale de recherches sur le sida et les hépatites virales) nous a 

donné accès à 7 échantillons conservés en paraffine mais aussi des données cliniques et biologiques 

(cohorte ANRS CO16 Lympho-VIR). Cinq autres échantillons nous ont été fournis par le Pr Lépidi (CHU de la 

Timone Marseille). Nous avons utilisé deux réplicats techniques par échantillon biologique.  



154 
 

Extraction des ARN, quantification et contrôle qualité  

Le kit RNeasy FFPE de Qiagen a été utilisé, ce protocole est idéal pour la purification de l’ARN total à partir 

de microdissection d’organe fixé inclus en paraffine. Ce protocole inclut une étape de déparaffinisation et 

réhydratation du tissu, une étape de lyse avec la protéinase K, suivie d’une étape de traitement à la 

chaleur. L’ARN a été ensuite extrait sur colonne avec un traitement à la DNase, des lavages successifs et 

une élution avec de l’eau RNase free. Il faut noter que, malgré les difficultés de conservation des ARN en 

paraffine, des résultats reproductibles et cliniquement significatifs ont pu être obtenus sur de tels 

prélèvements (264). 

La quantification et le contrôle de qualité des ARN ont été réalisés en utilisant le NanoDrop et le 

Bioanalyzer d’Agilent.  

Étude transcriptomique  

Pour l’analyse transcriptomique, la puce SurePrint G3 Human GE 8x60K v2 d’Agilent est utilisée. Cette 

dernière offre une grande couverture des gènes et des transcrits, avec une grande sensibilité. La puce 

comporte huit zones d’hybridation (arrays), dont chacun comporte 62 976 sondes. Plusieurs sondes du 

même transcrit sont synthétisés sur la puce qui ciblent différents endroits du gène, celles-ci ont une taille 

de 60 nucléotides. 

Le protocole « Gene Expression FFPE Workflow » d’Agilent a été utilisé pour le marquage et l’hybridation 

des échantillons. Le protocole comporte une étape de réparation, amplification, de purification et de 

marquage de la librairie, suivi d’une étape de purification des ADN complémentaires marqués et 

l’hybridation sur les puces pangénomiques.  

Analyses statistiques  

Un clustering hiérarchique non supervisé a été réalisé sur les données normalisées (normalisation par les 

quantiles) afin de définir les groupes qui peuvent séparer les échantillons selon leur profil d’expression 

génique. Une analyse SAM est ensuite réalisée en tenant en compte des groupes retrouvés après clustering 

hiérarchique. 10 000 permutations, et un FDR de 1 % sont utilisés. 

Résultats préliminaires  

Après clustering hiérarchiques des données normalisées des 24 échantillons (2 réplicats par échantillons), 

deux groupes ont été mis en évidence selon leur profil d’expression génique. Sur cette base, une analyse 

SAM a été réalisée sur les données normalisées en utilisant la corrélation de Pearson et 10 000 

permutations, le FDR a été fixé à 1 %. Les deux groupes du clustering hiérarchique non supervisé ont été 
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retrouvés, les deux groupes sont hétérogènes et se composent tous deux de profil GC et non-GC (selon la 

classification classique des lymphomes). 6944 gènes différentiellement exprimés ont été retrouvés entre 

les deux groupes d’échantillons (figure 24). 

Nous ne pouvons pas encore discuter les résultats qui sont encore préliminaires, des analyses statistiques 

plus poussées vont être réalisées, ainsi que des analyses d’annotation fonctionnelles afin de mettre en 

évidence les sous-types potentiels des lymphomes B diffus à grandes cellules, mais aussi identifier les voies 

dérégulées dans chaque sous-type. Les résultats de cette étude seront validés dans une cohorte 

indépendante, cohorte dont les échantillons ont été récupérés du CHU de Nice (Service du Pr Michiels) et 

de l’ANRS. 
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Figure 24 : Profil d’expression des lymphomes B diffus à grandes cellules liés à l’infection au VIH  

Les gènes sous exprimés sont représentés en vert, les gènes surexprimés sont en rouge. Sur l’axe des abscisses ; les 
échantillons séparés sur deux groupes. Sur l’axe des ordonnées ; les sondes qui représentent les gènes 

différentiellement exprimés, ces dernières sont séparées en deux clusters ; Cluster I et Cluster II   
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Conclusion générale 

La génomique fonctionnelle vise principalement à définir la fonction des gènes en étudiant notamment les 

produits de ces derniers : les ARN et les protéines, mais aussi d’étudier leur mode d’expression, de 

régulation ainsi que leurs interactions. Désormais, les méthodes expérimentales à haut débit ont rendu 

possible l’analyse simultanée de l’ensemble du génome humain. La génomique impliquant l’expression des 

gènes à grande échelle a rapidement trouvé des applications en clinique afin de tendre vers une médecine 

personnalisée et prédictive (265).  

Durant ma thèse, je me suis intéressée à l’apport de l’approche transcriptomique dans la compréhension 

de différents problèmes de l’oncohématologie notamment : au décès lié aux infections, à l’absence 

d’obtention de la rémission, ainsi qu’au décès lié aux rechutes 

- Le décès lié aux infections 

Une grande partie de mon travail a été de définir une signature transcriptomique prédictive de la survenue 

d’un sepsis et/ou de SIRS dans le cadre des autogreffes de cellules souches hématopoïétiques. Onze gènes 

(CHAT, CNN3, ANKRD42, LOC100505717, EDAR, GPAT2, ENST00000390421, MTRM8, C6orf192 et 

LOC10289230 et XLOC-005643) ont été identifiés comme étant différemment exprimés chez les patients 

qui développeront un sepsis et/ou de SIRS au minimum dans les 48 heures suivant la chimiothérapie de 

conditionnement. Cette signature transcriptomique prédictive ouvre les portes à de nouvelles stratégies 

thérapeutiques basées sur la prophylaxie antibiotique et/ou antifungique adaptée au profil de risque 

spécifique de chaque patient à développer ou pas un sepsis. 

D’autre part, j’ai participé à une étude clinique visant à étudier l’efficacité de la micafungine comme 

prophylaxie antifungique chez les patients atteints de leucémie aiguë myéloïde (Publication annexe) 

- L’absence d’obtention de la rémission  

Je me suis intéressée à la physiopathologie des lymphomes non hodgkiniens liés à l’infection par le VIH, en 

analysant le profil d’expression génique des lymphomes B à grandes cellules afin de vérifier l’existence 

éventuelle des sous-groupes décrits chez les patients immunocompétents et/ou de définir de nouveaux 

profils géniques spécifiques des LNH liés à l’infection par le VIH. Cette étude est en cours de réalisation, les 

résultats préliminaires seront confirmés dans une cohorte de réplication indépendante. 

- Le décès lié aux rechutes 

Dans cette partie, je me suis intéressée à la chimiothérapie de conditionnement : le melphalan. Cette étude 

nous a permis dans un premier temps ; d’identifier les voies moléculaires et biologiques affectées après le 
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conditionnement chimiothérapeutique dans les cellules mononuclées du sang périphérique, ainsi que 

d’identifier l’IL-1β comme étant un potentiel marqueur de la rechute précoce des patients atteints de 

myélome traités par autogreffes de cellules souches hématopoïétiques.   

La défaillance du système immunitaire inné est liée à la rechute des patients dans différentes pathologies 

et notamment la leucémie aiguë myéloïde. Nous avons comparé la signature transcriptomique des cellules 

NK de patients atteints de LAM à celle de donneurs sains. De plus, nous avons identifié le facteur de 

transcription ETS-1 comme étant un candidat potentiel capable à réguler l’expression des trois NCR. 

La majorité des patients atteints de LAM sont en rémission complète après une chimiothérapie standard. 

Cependant, la majorité des patients rechutent et décèdent de la maladie. La population de cellules souches 

leucémiques est enrichie en cellules CD 34+, CD 38 -, celles-ci sont résistantes à la chimiothérapie 

conventionnelle. Dans cette partie, nous nous sommes intéressés à l’effet du DIMATE inhibiteur des 

aldéhydes déshydrogénases sur les cellules leucémiques (Annexe).  
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Figure 1 : L’hématopoïèse 

Etapes de différentiations des cellules sanguines à partir des cellules souches hématopoïétiques 
pluripotentes (www.biolegend.com) 
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Les hémopathies malignes : Généralités 

Définition   

Les hémopathies malignes sont définies comme des néoplasies développées à partir de cellules 

hématopoïétiques de la moelle osseuse et du système lymphoïde Figure 1 (1). L’Organisation mondiale de 

la santé (OMS) a proposé de les classer en hémopathies myéloïdes et hémopathies lymphoïdes. Les 

hémopathies myéloïdes comprennent : les syndromes myéloprolifératifs chroniques, les syndromes 

myélodysplasiques, les leucémies aiguës myéloïdes. Les hémopathies lymphoïdes comprennent : les 

lymphomes hodgkiniens, les lymphomes non hodgkiniens (B, T, NK/T). 

Diagnostic  

Le diagnostic des hémopathies malignes repose sur une combinaison de résultats multidisciplinaires ; 

confrontant des données cliniques, morphologiques, biologiques, cytogénétiques, histopathologiques, 

génétiques, immuno-phénotypiques, cytologiques et moléculaires. Cette confrontation permet de classer 

les hémopathies malignes dans différentes catégories, définies par une classification proposée par l’OMS. 

Cette classification représente un consensus entre cliniciens, hématologistes, biologistes et 

anatomopathologistes (2). Chaque pathologie présente des modalités évolutives et un pronostic propre (1). 

Classification des hémopathies malignes  

Hémopathies myéloïdes 

Ces pathologies touchent les cellules souches de la moelle osseuse, comportant les précurseurs des lignées 

granuleuses, érythroblastiques, mégacaryocytaires et histio-monocytaires (1).  

Les néoplasies myéloprolifératives chroniques 

Les syndromes myéloprolifératifs chroniques se caractérisent par l’accumulation sanguine et médullaire de 

cellules différenciées (1), et l’on distingue : 

- Leucémie myéloïde chronique : cellules granuleuses 

- Polyglobulie primitive : cellules érythroblastiques  

- Thrombocytémie : cellules mégacaryocytaires 

- Myélofibrose idiopathique : atteinte des trois lignées  
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Les syndromes myélodysplasiques 

Ils se caractérisent par des évènements mutationnels d’une ou des trois lignées médullaires, responsables 

de cytopénie. Ces syndromes peuvent aussi évoluer vers une leucémie aiguë.  

 Les leucémies aiguës myéloïdes 

La leucémie aiguë myéloïde (LAM) est la plus fréquente des leucémies aiguës, dont elle représente 80 % (3). 

L’incidence de la LAM augmente avec l’âge de : ~1,3/100 000 dans la population dont l’âge est inférieur à 

65 ans, à 12,2/100 000 chez la population dont l’âge est supérieur (3). Bien que le progrès dans le 

traitement de la LAM ait conduit à des améliorations significatives chez les patients jeunes, le pronostic 

chez les personnes âgées qui représentent la majorité des cas reste faible. Même avec les traitements 

actuels, plus de 70 % des patients de plus de 65 ans de décèdent de leur maladie dans l’année du diagnostic 

(4, 5). 

Les leucémies aiguës myéloïdes se caractérisent par une prolifération des précurseurs médullaires des trois 

lignées conduisant à l’accumulation dans le sang et dans la moelle de cellules immatures. Il existe différents 

types de LAM, les indifférenciées, les peu différenciées, les myéloblastiques, les monoblastiques, les 

myélomonoblastiques ainsi que les leucémies aiguës érythroblastiques et mégacaryoblastiques. La 

classification franco -américano-britannique représente la première classification des LAM. Établie en 1976, 

elle définit huit sous-types (table 1) basée sur les caractéristiques morphologiques et cytochimiques des 

cellules leucémiques. 

Franco -américano-britannique 

M 0 Leucémie myeloblastique indifférenciée 

M 1 Leucémie myeloblastique sans mutation 

M 2 Leucémie myeloblastique avec mutation 

M 3 Leucémie promyelocytaire 

M 4 Leucémie myelocitaire 

M 5 Leucémie monoblastique 

M 6 Leucémie érythroblastique 

M 7 Leucémie megacaryoblastique 

 

Table 1 : Classification franco -américano-britannique des leucémies aiguës myéloïdes selon  

Bennett et al. 1985 

En 2001, l’OMS propose un nouveau système de classification basé sur les progrès réalisés dans le 

diagnostic et la gestion des LAM, celui-ci est suivi par une version révisée en 2008 (6).  

En 2016, une nouvelle version révisée a été établie, la classification des LAM proposée par l’OMS se 

distingue par l’intégration de données : génétiques, morphologiques, immunophénotypiques et cliniques 



180 
 

pour définir de grandes entités pathologiques : LAM avec anomalies génétiques récurrentes ; LAM avec des 

fonctionnalités liées à la myélodysplasie ; LAM liées au traitement ; LAM non spécifiée ; sarcome myéloïde ; 

et la prolifération myéloïde liée au syndrome de Down (Table2)(4, 7) 

Classification de l’OMS 

LAM avec anomalies génétiques récurrentes 

LAM avec t(8:21)(q22;q22) ; RUNX1-RUNX1T1 

LAM avec inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22) ; CBFB-MYH11 

LAP avec PML-RARA 

LAM avec t(9;11)(p21.3;q23.3) ; MLLT3-KMT2A 

LM avec t(6;9)(p23;q34.1) ; DEK-NUP214 

LAM avec inv(3)(q21.3q26.2) ou t(3;3)(q21.3;q26.2) ; GATA2,MECOM 

LAM avec t(1;22)(p13.3;q13.3) ; RBM15-MKL1 

LAM avec BCR-ABL1 

LAM avec NPM1 muté 

LAM avec mutation biallélique de CEBPA 

LAM avec RUX1 muté 

Table 2 : Classification des leucémies aiguës myéloïdes (LAM) avec anomalies génétiques récurrentes selon l’OMS 2008 

LAP : Leucémie aiguë promyélocytaire, LM : Leucémie myéloïde 

 

La LAM peut survenir chez les patients souffrant d’un trouble hématologique sous-jacent ou à la suite d’un 

traitement antérieur (par exemple, l’exposition à des topo-isomérases II, des agents alkylants ou des 

radiations) (8). Cependant, dans la majorité des cas, elle apparaît comme une tumeur maligne de novo chez 

des individus en bonne santé. Quelle que soit son étiologie, la pathogénie de la LAM implique la 

prolifération anormale et la différenciation d’une population clonale de cellules souches myéloïdes. Des 

translocations bien caractérisées et récurrentes, telles que t (8:21) (gène CBF-AML) ou t (15:17) (gène APL) 

se traduisent par la formation de protéines chimères (RUNX1-RUNX1T1 et PML-RARA, respectivement), qui 

modifient le processus de maturation normale des précurseurs myéloïdes. Outre les grands remaniements 

chromosomiques, des changements moléculaires ont également été impliqués dans le développement de 

la LAM (4).  

La leucémie aiguë myéloïde est une pathologie très hétérogène ; bien que des cas puissent être stratifiés en 

groupes : favorable, intermédiaire et de risque défavorable en fonction de leur profil cytogénétique, le 

pronostic de ces catégories varie considérablement (4). L’identification des mutations génétiques 
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récurrentes, telles que FLT3-ITD, NMP1 et CEBPA, a permis d’affiner le pronostic individuel. Malgré les 

progrès dans les soins de soutien, le traitement le plus courant est une combinaison de cytarabine - 

d’anthracyclines et la greffe allogénique de cellules souches pour les candidats éligibles. Les patients âgés 

sont souvent incapables de tolérer de tels traitements et présentent un pronostic particulièrement 

défavorable (4).  

Les hémopathies lymphoïdes  

Les hémopathies lymphoïdes sont des tumeurs hématopoïétiques provenant de cellules 

immunocompétentes : les lymphocytes. Ces derniers se propagent à d’autres tissus lymphoïdes et non 

lymphoïdes, soit par infiltration directe ou diffusion hématogène. Les hémopathies lymphoïdes constituent 

un groupe hétérogène de pathologies liées au dérèglement des lymphocytes (9). 

Les hémopathies lymphoïdes sont divisées en deux groupes principaux : les lymphomes non hodgkiniens 

(LNH) et les lymphomes hodgkiniens (HL) (10).  

Le lymphome hodgkinien   

Le lymphome d’Hodgkin (ou hodgkinien) est caractérisé par la présence le plus souvent, de cellules de 

Reed–Sternberg. Il survient particulièrement chez de jeunes patients, sans antécédents 

d’immunosuppression.  

Les lymphomes non hodgkiniens 

Les NHL sont classés comme étant du type B (le plus fréquent), T, ou NK. Le diagnostic des différents 

lymphomes est effectué en combinant plusieurs techniques : examen microscopique standard, 

immunophénotypage, immunohistochimique ou en utilisant la cytométrie en flux. L’utilisation de la 

biologie moléculaire (ADN/ARN) peut être nécessaire pour confirmer le diagnostic. Bien que la cause des 

lymphomes soit inconnue, les infections virales antérieures avec le virus d’Epstein-Barr (EBV) ou le virus T-

lymphotropique humain (HTLV-1) peuvent être associées à des sous-types de LNH. L’immunosuppression et 

l’infection dues au virus du sida (VIH) sont aussi des facteurs de risque (10). 

Plusieurs systèmes de classification ont été proposés, on peut citer celle de : l’institut national du cancer, 

celle de l’Organisation mondiale de la santé… Ces systèmes classent les lymphomes par : type cellulaire, 

modèle de croissance et par grade. En général, les tumeurs les plus avancées aux stades les plus élevés ont 

un mauvais pronostic et sont plus susceptibles de se propager au système nerveux (10). Le tableau ci-

dessous (Table 3) résume la classification histologique des hémopathies lymphoïdes non hodgkiniennes T et 

B selon l’OMS.  
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Les lymphomes T et NK  

Les lymphomes T et NK constituent un groupe hétérogène de pathologies liées à un dérèglement d’origine 

lymphocytaire. Ils se développent aux dépens des lymphocytes T matures ayant quitté le thymus après y 

avoir réarrangé leurs récepteurs à l’antigène et franchissent avec succès différentes étapes de sélection. Ils 

représentent 15 % des lymphomes dans les pays occidentaux et leur pronostic est défavorable, si on les 

compare à celui des lymphomes B. La dénomination « Lymphomes T périphériques » les oppose aux 

lymphomes et leucémies développés aux dépens des précurseurs lymphocytaires « centraux » que sont les 

leucémies et lymphomes lymphoblastiques T. La description des lymphomes dérivant des cellules natural 

killer est regroupée avec celle des lymphomes T, en raison des similitudes immunologiques qui existent 

entre ces deux lignées (9). 

Les principaux marqueurs de la lignée T sont le CD2, le CD3, le CD5 et le CD7. La négativité des 

marqueurs CD1, TdT (Terminal Deoxynucleotidyl Transferase) permet d’affirmer le caractère 

« périphérique » (post-thymique) de la prolifération. Les antigènes CD4, CD8 et les protéines des granules 

cytotoxiques (TIA-1, granzyme B, perforine) permettent de préciser les sous-types fonctionnels des cellules 

T. Le phénotype des cellules NK présente une variation selon la sous-population considérée, mais nous 

pouvons quand même retenir le profil suivant : CD2+, CD3 membranaire -, CD3є cytoplasmique +, CD16+, 

CD56+. Il existe le plus souvent une expression cytoplasmique de marqueurs de cytotoxicité (9). 

La classification des lymphomes T selon l’OMS ne distingue pas moins d’une quinzaine d’entités différentes 

(9, 11). Table 3 
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Lymphomes T et NK Lymphomes B 

Cellules T précurseurs 

Lymphomes/Leucémies T lymphoblastiques 

Proliférations T matures (périphériques) 

Leucémie polymphocytaire T 

Leucémie lymphocytaire T à grains 

Leucémie agressive NK 

Lymphome T de l’adulte (HTLV-1) 

Syndrome de Sézary 

Lymphome T angio-immunoblastique 

Lymphome T périphérique, sans d’autre 

précision 

Lymphome anaplasique à grandes cellules 

(T/null) de type systémique 

Lymphome NK/T extraganglionaire de type 

nasal 

Lymphome T type entéropathie 

Lymphome T ɣδ hépatosplénique 

Lymphome T sous-cutané type panniculite 

Lymphome anaplasique à grandes cellules 

(T/null) cutané primitif 

Cellules B précurseurs 

Lymphomes/Leucémies B lymphoblastiques 

Proliférations B matures (périphériques) 

Leucémies lymphoïdes chroniques B/lymphomes 

lymphocytiques 

Leucémie prolymphocytaire B 

Lymphome lymphoplasmocytaire 

Lymphome splénique de la zone marginale 

Leucémies à tricholeucocytes 

Myélome/plasmocytome 

Lymphome extra-ganglionnaire de la zone 

marginale de type MALT 

Lymphome de la zone marginale ganglionnaire 

Lymphome folliculaire 

Lymphome du manteau 

Lymphome diffus à grandes cellules B 

(médiastinal/séreuses) 

Lymphome de Burkitt 

 

Table 3 : Classification histologique des hémopathies lymphoïdes non hodgkiniennes T et B selon 

l’organisation mondiale de la santé 1997. 

Les lymphomes T angio-immunoblastiques  

Les lymphomes angio-immunoblastiques (LAI) ont été décrits comme des affections non tumorales, mais 

sont désormais considérés comme des tumeurs avec une prolifération clonale T CD4 avec une fréquente 

trisomie 3 ou 5 (11). Le phénotype immunologique est habituellement celui d’une prolifération de T 
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matures (CD1a-, TdT -, CD3+, CD5+, CD7+) les cellules T situées au sein de la prolifération sont 

essentiellement CD4+, souvent accompagnées d’un contingent de cellules CD8+ moins nombreuses. La 

présence d’immunoblastes de phénotype B au sein des lésions de lymphomes T est caractéristique de ce 

sous-type de lymphome. Ces cellules sont porteuses de marqueurs d’association au virus d’Epstein-Barr 

(EBV). Le pronostic de cette hémopathie est défavorable avec une survie à 5 ans de l’ordre de 35 % (9). 

Les lymphomes anaplasiques à grandes cellules T (T/nuls)  

Les cellules des lymphomes T anaplasiques à grandes cellules expriment les antigènes CD25 et CD30, 

fréquemment l’antigène membranaire épithélial (EMA) et souvent un phénotype cytotoxique, avec 

l’expression des protéines perforine et granzyme. Deux formes cliniques sont observées :  

- les formes cutanées primitives ; avec une évolution indolente, voire spontanément régressive.  

- les formes systémiques avec un tableau clinique plus agressif avec polyadénopathies, atteinte 

extraganglionnaire et une translocation t (2 ;5) qui conduit à un gène de fusion entre le gène 

denucléophosmine (NPM) et le gène de lymphoma kinase (ALK) (9, 11). Les lymphomes T angio-

immunoblastiques ont un pronostic favorable par rapport aux autres lymphomes T périphériques avec une 

sensibilité aux traitements chimiothérapeutiques (12, 13)  

Les lymphomes T périphériques, sans autre précision  

Ils constituent un groupe hétérogène de lymphomes, ne présentant aucune autre caractéristique 

permettant de les classer dans un autre sous-type. Ils représentent environ 40 % des lymphomes T 

périphériques. Les cellules tumorales présentent un immunophénotype de lymphocytes T 

périphériques CD3+, CD5+, CD7+ avec une prédominance de l’expression de CD4 et de CD8 (9, 11). 

Les lymphomes T cutanés  

Ils se séparent en deux groupes (9) : 

- les lymphoproliférations T cutanées primitives non épidermotropes : exprimant l’antigène CD30  

- les lymphoproliférations T cutanées primitives non épidermotropes : CD30 négatif. 

  

Les lymphomes T/NK extraganglionnaire du type nasal, les lymphomes T de type entéropathie, les 

lymphomes T hépatospléniques, les leucémies NK agressives et autres types sont des formes rares de 

lymphomes avec des caractéristiques spécifiques à chaque entité (9, 11). 

Les lymphomes B   

Les lymphomes B représentent environ 85 % de l’ensemble des lymphomes non hodgkiniens dans les pays 

occidentaux. Les lymphomes diffus à grandes cellules B, les lymphomes folliculaires, les lymphomes du 
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manteau, les lymphomes de la zone marginale du type MALT et les lymphomes diffus lymphocytiques de 

type leucémie lymphoïde chronique sont les plus fréquents (11, 14). 

Les lymphomes folliculaires  

Ils se caractérisent par une architecture folliculaire, de composition cellulaire comparable à celle des 

centres germinatifs normaux (centroblastes, centrocytes), d’où la dénomination de centroblastique-

centrocytique selon la classification de Kiel. Sur un plan immunohistochimique, les cellules B tumorales 

expriment en général l’antigène CD10, mais pas les antigènes CD5 ou CD23. Elles sont entourées par un 

réseau de cellules dendritiques (détectées par immunohistochimie R4/23+, CD35+). En cytogénétique et 

dans la majorité des cas, il existe une translocation t(14 ;18) qui permet de déplacer l’oncogène BCL-2, 

normalement situé sur le chromosome 18, à proximité des gènes des chaînes lourdes d’immunoglobulines. 

La dérégulation de BCL-2 qui en résulte ; conduit à une surexpression de la protéine, avec ses conséquences 

sur la survie cellulaire (en raison du rôle de BCL-2 dans la protection de l’apoptose). Le lymphome 

folliculaire est caractérisé par une évolution lente. Il peut se transformer en lymphome d’une grande 

malignité par l’accumulation et l’enrichissement en anomalies génétiques, en particulier la mutation p53 

(11, 15). 

Les lymphomes du manteau 

Les lymphomes du manteau se caractérisent par une prolifération monomorphe d’architecture diffuse ou 

nodulaire, constitués de petites cellules irrégulières, parfois disposées autour de centres germinatifs 

réactionnels, de phénotype B IgM+/IgD+, CD5+, CD10- et CD23-. La cytogénétique a montré l’existence 

d’une translocation t (11 ;14) (q13 ;32) qui permet à l’oncogène BCL-1 (situé sur le chromosome 11 

normalement) à se retrouver à proximité des gènes des chaînes lourdes d’immunoglobulines. La 

surexpression de BCL-1 dans ce cas-là, augmente la production de la protéine cycline D1 qui joue un rôle 

dans la prolifération cellulaire (11, 16). Les lymphomes du manteau ont un pronostic sévère, avec une 

mauvaise réponse aux chimiothérapies. Le taux de survie à 5 ans est voisin de 25 % (14). D’autres variantes 

cytogénétiques blastiques ont été décrites, elles sont encore de plus mauvais pronostic. Ces variantes sont 

associées à une accumulation d’anomalies génétiques, dont les mutations de p53 (14, 17). 

Les lymphomes B de la zone marginale du tissu lymphoïde associés aux muqueuses (de type 

MALT) 

Ces LHN sont constitués de cellules de petite taille dont l’aspect cytologique peut varier. Les cellules B 

tumorales sont de phénotype IgM+, IgD-, CD5-, CD10-, CD23-. L’anomalie génétique la plus connue est la 

translocation t (11 ;18), présente chez 30-50% des patients atteints de lymphome de MALT (14). 

Helicobacter pylori joue un rôle dans les localisations gastriques du lymphome. Des études ont montré que 

cette bactérie était nécessaire à la croissance tumorale et que le traitement d’Helicobacter par 
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antibiothérapie est souvent suivi d’une régression de la maladie voire une rémission (14, 18, 19). Trois 

variétés histologiques sont connues :  

- Les lymphomes lymphocytiques 

- Les lymphomes lymphoplasmocytaires 

- Les lymphomes ganglionnaires de la zone marginale  

 

Les lymphomes diffus à grandes cellules B (LDGCB) 

Représentent 30 - 40 % des lymphomes non hodgkiniens. Une translocation t (14 ;18) est retrouvée dans 

environ 20 % des cas, des anomalies du gène Laz-3/BCL-6 sont particulièrement fréquentes. Un 

réarrangement ou une amplification du gène c-myc est rarement observé (14, 20). La surexpression de la 

protéine BCL-2 et de la protéine mutée p53 constituent des valeurs de mauvais pronostic (21, 22). Les 

LDGCB peuvent aussi être observés dans un contexte d’immunosuppression (VIH +, traitements 

immunosuppresseurs).  

Les lymphomes de Burkitt 

Ils sont considérés comme une entité pathologique de grande malignité, ce type de lymphome est rare. Les 

cellules tumorales sont de taille moyenne avec un noyau arrondi ou ovoïde à contours réguliers. Son profil 

immunophénotypique est bien caractérisé avec une expression des antigènes : CD19, CD20, CD22, CD79a 

associé aux cellules B.  L’origine centrofolliculaire de ces cellules tumorales est confirmée par la 

surexpression du CD10 et de BCL-6. Les lymphomes de Burkitt peuvent envahir n’importe quel tissu, 

actuellement trois formes de ce lymphome sont identifiées :  

- Une forme endémique 

- Une forme sporadique 

- Une forme observée chez les patients immunodéprimés 

L’implication de l’oncogène c-myc est la marque constante dans ces trois formes avec la translocation t 

(8 ;14) ou une variante t (2 ;8) ou encore t (8 ;22), son association avec le virus d’Epstein-Barr (EBV) dans sa 

forme endémique africaine en fait un modèle de tumeur associée à un virus (23) 

 

Le myélome multiple   

Définition du myélome  

Le myélome est une hémopathie maligne qui affecte les cellules B clonales. Il se caractérise par une 

expansion aberrante des cellules plasmocytaires dans la moelle osseuse, ainsi que dans l’os cortical et les 
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autres sites extramédullaire (24). Décrit pour la première fois dans les années 1840 par des médecins qui 

ont observé une atteinte osseuse et des infiltrations de la moelle osseuse (25)  

Le myélome représente 10 % des hémopathies malignes (26). C’est une pathologie qui évolue 

généralement : d’un stade asymptomatique avec une prolifération clonale des plasmocytes appelée 

gammapathies monoclonales de signification indéterminée (MGUS). Les MGUS affectent 3 % de la 

population de plus de 50 ans et progressent en myélome multiple à un taux global de 1 % par an (27). Le 

myélome est responsable de 1,5 à 2 % des décès liés aux cancers et 20 % des décès liés aux hémopathies 

malignes. Il est plus fréquent chez l’homme que chez la femme et a un âge de survenue de 65 à 70 ans. 

Dans la plupart des cas, les causes du myélome sont inconnues, cependant, il a été associé aux 

rayonnements, aux solvants ainsi qu’à l’exposition aux pesticides et au benzène (24).  

Manifestations cliniques du myélome  

Le myélome est caractérisé par de l’ostéopénie, des lésions lytiques et de l’hypercalcémie sont des 

marqueurs caractéristiques. Les douleurs osseuses sont présentes chez 70 à 80 % des patients, avec des 

complications telles que les fractures pathologiques et la compression de la moelle épinière. L’anémie, 

l’insuffisance rénale, les saignements, l’hyperuricémie et l’amylose sont aussi des manifestations du 

myélome (24).  

 

La pathophysiologie du myélome  

Les immunoglobulines (Ig) sont constituées deux chaînes lourdes liées, avec une chaîne légère attachée à 

chacune, Figure 2. Dans un contexte non pathologique, les cellules plasmocytaires produisent des 

immunoglobulines pour combattre les corps étrangers considérés comme du « non-soi ». Cependant, dans 

le cas du myélome, les cellules monoclonales plasmocytaires prolifèrent et surproduisent la protéine M 

(IgG, IgM, ou IgA anormaux ou rarement IgE ou IgD). Les cellules du myélome multiple produisent 

anormalement aussi des protéines de chaînes légères (κ ou λ), les cytokines qui stimulent les ostéoclastes 

et répriment la production des ostéoblastes ainsi que les facteurs de l’angiogenèse qui contribuent à la 

formation des nouveaux vaisseaux sanguins. Par conséquent, le processus du myélome multiple conduit à 

un niveau de protéine M excessive, ce qui provoque de l’hyperviscosité ; et les protéines de chaînes légères 

causent des dommages aux organes cibles, en particulier ; les reins et les os (28). 
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Figure 2 : Schématisation d’une  molécule d'immunoglobuline (Ig) contenant deux chaînes lourdes appariées avec une 
chaîne légère plus petite attachée à chacune d’elles. (Nau and al. 2008) 

Le diagnostic  

Le diagnostic de myélome multiple est basé sur les directives de « International Myeloma Working Group 

Guidelines », table 5 (29). Le diagnostic repose sur la présence d’un anticorps monoclonal « la 

paraprotéine » ou « protéine M » conjointement avec une plasmocytose et des lésions d’organes liés au 

myélome (osseuses, rénales…). Cette protéine M spécifique au patient peut être détectée dans le sérum ou 

dans l’urine. L’identification et la quantification de la protéine M dans le sérum et dans l’urine 

(électrophorèse des protéines sériques et électrophorèse des protéines urinaires) sont un élément central 

dans le diagnostic du myélome. L’électrophorèse sur gel d’agarose est la méthode courante de détection de 

la M-protéines, alors que l’immunoélectrophorèse est effectuée pour caractériser les types de chaînes 

lourdes et légères (24). 
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Gammapathie monoclonale de 

signification indéterminée 
Myélome couvant Myélome multiple 

Protéine monoclonale sérique 

<30 g/L 

Protéine monoclonale sérique 

≥30 g/L 

Présence  de protéine 

monoclonale sérique dans le 

sérum et/ou dans l’urine 

Présence de cellules 

plasmatiques clonales dans la 

moelle osseuse <10 % 

Présence de cellules 

plasmatiques clonales dans la 

moelle osseuse ≥10 % 

Présence de cellules 

plasmatiques clonales dans la 

moelle osseuse ou diagnostic 

d’un plasmacytome par biopsie 

Aucune évidence d’autres 

troubles lymphoprolifératifs 

Pas de myélome lié à une 

atteinte d’organe ou à une 

atteinte tissulaire 

Myélome lié à une atteinte 

d’organe ou à une atteinte 

tissulaire 

Pas de myélome lié à une 

atteinte d’organe ou à une 

atteinte tissulaire 

- - 

 

Table 4 : Les critères de diagnostic  du myélome multiple selon le « International Myeloma Working Group Guidelines » 
2003 

 

Le traitement du myélome 

L’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques reste le traitement de référence en première ligne, chez 

le sujet jeune atteint de myélome, après des cycles de chimiothérapies conventionnelles, visant à réduire la 

masse tumorale.  
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Abstract (253/350 words) 

In this work, we describe a global transcriptome overview of critical events occurring in blood, brain and 

lung during an induced non infection inflammation in a murine model. Female C57BL6/J mice received an 

intravenous oleic acid injection (OA) to induce a controlled inflammation. Lung, brain and Peripheral Blood 

Mononuclear Cell (PBMC) expression patterns were analyzed using a Agilent 60K cDNA mouse microarray; 

the enrichment of canonical pathways was calculated based on genes differentially expressed using the 

Ingenuity Pathway program. Our analysis revealed marked changes in pathways involving the immune and 

inflammatory responses. The inflammatory response was activated 1h30 in lung and 4h in brain after oleic 

acid injection, showing a high expression level of genes involved in canonical pathways related to 

inflammation, such as to LXR/RXR receptor, acute phase response and coagulation. In the lung, the second 

peak of response was observed 4h after OA injection. Strikingly, all the significant pathways identified in 

brain were also significant in lung, although most of the genes differentially expressed over the time course 

were different. The inflammatory responses oscillated between pro and anti-inflammatory response in 

both lung and brain, the time course being, however, different in the two organs. In PBMC, the response 

appeared only 4h after OA injection and the pathways identified differed from those identified in lung and 

brain, but the LXR/RXR one.  

Keywords: Inflammation, ALI, Brain, PBMC, Lung, Transcriptome 
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Background 

The inflammation is a body’s response consecutively to an injury, infection or a trauma, involving the 
immune system with the pro- and anti-inflammatory components {Robertson, 2006 #5} For example, in 
intensive care unit, critically ill patients undergo an inflammatory process that can lead to organ 
dysfunction and eventually death with pathophysiological events similar to those seen in sepsis. Non-
infectious systemic inflammatory response syndrome (SIRS) shares many common parameters with sepsis, 
where a cascade of events is initiated by molecules common to pathogenic, non-pathogenic, and 
commensal bacteria {Adib-Conquy, 2007 #41-. They are recognized by specific “pattern recognition 
receptors” (PPRS) that identify also molecular structures associated with cellular stress and death, known 
as damage associated molecular patterns (DAMPs) as well as conserved pathogen derived structures, or 
pathogens associated molecular patterns (PAMPs) {Ciraci,  #63}. The innate immune system represents a 
non-specific response that can be activated within minutes. Its respond to a variety of stimuli is central to 
its function in pathogen clearance and tissue repair based on its ability to distinguish pathogens as “non-
self” ,Ciraci, #63-. The recent advances in inflammosome biology  underline its role in sterile inflammation 
and triggering of adaptive immune response {Ciraci,  #63}, based on the hypothesis that immune system 
activity stemmed from recognition of and reaction to internal danger signals, rather than from 
discrimination between self and non-self-molecules (Matzinger P Expert Rev. Clin. Immunol. 8(4), 311–317 
(2012), A. Castellheim,Scandinavian Journal of Immunology 69, 479–491, 2009). A recent review concerning 
the immunosuppression in sepsis that was recently published by Hotchkiss and all (Richard S Hotchkiss, 
Guillaume Monneret, Didier Payen Lancet Infect Dis 2013;13: 260–68) underlined that patients were unable 
to eradicate invading pathogens . One of the conclusions was that the degree of immunosuppression that 
occurs in sepsis, may explain why many previous sepsis trials that were directed at blocking inflammatory 
mediators or pathogen recognition signalling pathways failed, suggesting that therapies improving host 
immunity may increase survival. Anyhow, since a part from the response of an organism to infection 
depends strictly on the immune status and balance of inflammatory response, it is mandatory to perform 
experiments which could specify the differences between inflammation due to an infectious process and 
that due to a non-infectious one. 

The technological advances in nucleic acid coupled with increased computational capacity provide an 
opportunity to characterize the determinants of a response to an injury and infection at a genome-wild 
scale. Thus, a large transcriptome analysis performed on the  human circulating leukocyte after severe 
trauma and burn injury, compared to healthy subjects receiving low-dose bacterial endotoxin, shown that 
these severe stresses produce a global reprioritization affecting >80% of the cellular functions and 
pathways, described as an unexpected “genomic storm” (Wenzhong Xiao, J. Exp. Med. Vol. 208 No. 13 
2581-2590 2011). The similarities in gene expression patterns between these different injuries reveal an 
apparently fundamental human response to severe inflammatory stress, with genomic signatures that are 
surprisingly far more common than different (Wenzhong Xiao, J. Exp. Med. Vol. 208 No. 13 2581-2590 
2011). This large scale analysis shown that, in severe blunt trauma, the early leukocyte genomic response is 
consistent with simultaneously increased expression of genes involved in the systemic inflammatory, innate 
immune, and compensatory anti-inflammatory responses, as well as in the suppression of genes involved in 
adaptive immunity (Wenzhong Xiao, J. Exp. Med. Vol. 208 No. 13 2581-2590 2011). As organs failures and 
infection is a known complication, this study also compared transcriptome between complicated versus 
uncomplicated clinical recovery, and found that the difference between this two groups is only 
quantitative, since they observed that there are no new genes or pathway recruited but rather a magnitude 
of the early response and the time required for expression to return to control values. Thus, the difference 
is instead in the degree and the duration of the deregulated acute inflammatory response more in 
agreement with the Non-resolving inflammation hypothesis (Nathan, C., and A. Ding. 2010. Cell. 140:871–
882.) rather than the second hit paradigm (Wenzhong Xiao, J. Exp. Med. Vol. 208 No. 13 2581-2590 2011), 
but  without excluded the real effect of an infection in this condition.  
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Human studies have, provided important and descriptive information about the evolution of the 
physiological and inflammatory changes in the lungs during the acute lung injury (ALI). ALI and its most 
severe manifestation, the acute respiratory distress syndrome (ARDS), are a clinical syndrome defined by 
an acute hypoxemic respiratory failure accompanied by bilateral pulmonary infiltrates consistent with 
oedema and normal cardiac filling pressures [1-3]. This information has led to hypotheses about 
mechanisms of injury [1-3]. However, these hypotheses have been difficult to test in humans because of 
too many clinical variables and confounding factors.  

Animal models provide a bridge between patients and the laboratory bench [4]. Indeed, despite some 
limitations, studies using animal models of ALI/ARDS remain essential because, to date, there is no 
substitute for animal models as a tool to generate information about the pathophysiology of lung injury 
and to test novel therapeutic interventions in complex biological systems. The oleic acid model (OA) was 
successfully used in mouse to reproduce ALI and set up a model of lung inflammation [5, 6]. The OA model 
produces the basic characteristics of ALI: early and rapidly reversible patchy inflammatory lung injury with 
permeability changes and impairment in gas exchange and lung mechanics [4]. Oleic acid has a direct 
toxicity to endothelial cells. Endothelial injury is followed by epithelial injury. Injection of OA leads to 
membrane damage and necrosis [4]. A major advantage of this model is its reproducibility; the 
administration of the same dose of OA by the same route to different animals is followed by a reproducible 
pulmonary injury [4]. 

 

Following OA injection, the pathophysiological events differ from organ to organ, and between organs and 
peripheral blood. The cellular compositions of each compartment, the micro-environment, and the 
leukocyte recruitment rate have an important influence on local inflammation and response [7]. During 
inflammation, a subtle balance exists between pro- and anti-inflammatory, and the time-dependent 
balance is the consequence of a complex network of up- and down-regulating signals. It has been 
previously shown that the gene expression patterns were significantly different when studied 
simultaneously in two different organs during inflammation, as shown by a study comparing Peripheral 
Blood Mononuclear Cells (PBMC) and spleen immune cell functions in a murine burn model [14]. In the 
central nervous system (CNS), inflammation may appear as a result of local insult or as part of the systemic 
immune response. In brain, glial cells, especially microglia and astrocytes can induce and also regulate and 
are themselves regulated by inflammatory immune response (Finsen and Owen 2011). This inflammation in 
brain has been found following sepsis, malarial infection, surgery, burn, organ injury and had also observed 
in chronic illness like diabetes, obesity and rheumatoid arthritis. It is also a component of 
neurodegenerative diseases, such as Alzheimer’s disease, multiple sclerosis and Parkinson’s disease. 
Nevertheless, the mechanism underlying the passage of inflammation from the periphery into the CNS 
remains unclear (Fung et al 2012). These studies show the need to consider gene expression in blood and 
different organs simultaneously. Indeed, the inflammation status observed at the PBMC level alone in 
organisms undergoing lung inflammation does not allow for correct assessment of the inflammatory status 
of each organs of the whole organism. The actual immune status at the tissue level has to be taken into 
consideration. 

We have previously characterized changes in gene expression over time following OA-induced lung 
inflammation [5]. Gene expression patterns in lung were analyzed using a 9900 cDNA mouse microarray 
(MUSV29K) and a set of 1000 genes whose expression level significantly changed during a 24h time-course 
was identified. Subsequent functional annotation allowed us to find pathways related to pro- and anti-
inflammatory stages. 

In the present study, our first objective was to use the OA-induced ALI model previously described [5] to 
characterize lung, blood and brain inflammation, using a transcriptional approach to visualized the 
expression variation and pathway involved during the inflammation wave. In doing so, we provided an 
important database for future transcriptional studies of diseases associating inflammation. The second 
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objective is to compare the expression profile and pathways commonly activated or repressed in blood, 
lung and brain during the sterile inflammation activation/repression time courses, in order to set up a tool 
to analyse precisely the effect of an infection in a second hit. 

Results and discussion 

- Experimental design  

We choose to work on Wild-type female C57Bl/6J mice, 7 weeks old, based on previous studies related to 
their transcriptional response to pathogens [5, XX PR plasmodiumPR 2006/2007].  We took in count that 
strain of mice may affect the transcriptome response, as shown by Cavrra et al [39]. We studied 32 mice 
divided into 6 groups. Each group was identified according to the incubation time: 1h, 1h30, 3h, 4h, 18h 
and 24h including mice injected with physiological serum or OA (figure 1). During our previous work, we 
had identified in this strain the OA incubation time corresponding to the pro- and the anti-inflammatory 
stages [5]. We found that, in the lung, the pro-inflammatory stage occurred 1h to 1h30 after OA injection, 
and that the anti-inflammatory stage reached a maximum level 18h to 24h after OA injection. The response 
to the OA administration was also followed by a transitional prostration of the mice, occurring 1h30 after 
injection and lasting for several hours. The mice came to a standstill in one corner of the cage and started 
shivering. The survival rate was 100% after 24h incubation. Since we used the same protocol as previously 
set up in the OA-induced ALI model described in [5], we confirmed here that we induced ALI in mice. 

- Identification of differentially expressed genes during the inflammatory waves 

 After RNA extraction of PBMC, brain and lung of each treated mouse, we performed a microarrays 
analyzed in order to study transcriptional changes associated with the lung, brain and PBMC inflammatory 
process following the flow chart summarized in figure 2. We searched for a set of genes differentially 
expressed in these tissues at different incubation times after adjusting for the effect of liquid injection. To 
this purpose, we used the multi-class Significant Analysis of Microarrays (SAM) procedure [15], applying a 
false discovery rate of 0% (figure 2 and figure sup 1), yielding 1520, 960 and 437 significant probes in PBMC, 
lung and brain, respectively. Those probes corresponded to 821, 495 and 212 genes in PBMC, lung and 
brain, respectively (figure 2 and tables sup1, sup2 and sup3).  

Figure 3 shows the Venn diagram, i.e. the number of common genes between the three compartments and 
the one of specific genes. Unexpectedly, none of genes of our selection was found commonly modulated in 
our tree compartments, and we found only 34, 24 and 6 genes commonly modulated between brain-lung, 
lung-PBMC and brain-PBMC respectively.  

We also performed unsupervised hierarchical clustering of these selected group of genes based on the 
similarities of their expression profiles over the time-course (figure sup1). The Cluster software [16] 
classified these genes on their expression profile into 8 clusters for PBMC and 6 clusters for lung and Brain 
(figure sup1).  

- Identification of time-dependent pathways inflammation 

 To get a comprehensive overview of functional patterns during the inflammation progress in PBMC, lung 
and brain, a bioinformatics-based analysis using ingenuity Pathway Analysis software (IPA; Ingenuity 
Systems, www.ingenuity.com) associated with manual and literature-based analysis was carried out to 
characterize different signatures. This was done by combining most informative canonical pathways 
identified using IPA, genes having the strongest association with the inflammation phenotype. Among  the  
clustered identified by HCL, the IPA analysis with a FDR of 5% identified the most significant clustered in 
each transcriptome analysis leading to one cluster, number 2 for lung, number 1 for brain and two cluster 
number 2 and 4 for the PBMC (figure 4). The sup table 4 provides a list of genes belonging to the clusters 
from Figure 4 and selected for the functional annotation (table sup 4). Table 1 shows the ingenuity 

http://www.ingenuity.com/
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canonical pathways identified with their P value. Among the 32 canonical pathways with a significant p 
value (FDR5%) found in the lung cluster, sixteen are highly significant (up to 10-6). All the significant 
canonical pathways (n=16) found in the brain cluster were included in selected lung pathways, among them 
11 being highly significant (up to 10-6). Among the common genes between brain and lung, 21 out of 34 
belonged to the LXR/RXR activation pathway; the acute phase response signalling and the coagulation 
system (see figure 5-7 and table1). Astoundingly, we found only 5 significant canonical pathways in PBMC, 
which showed modest P values. Only the LXR/RXR canonical pathway, which corresponded to the cluster 2, 
was detected in blood, lung and brain (table 1, 2).  

In table 2, among the selected canonical pathways, we focused on some of them and grouped in three 
main categories: acute response grouping 5 canonical pathways (LXR/RXR activation, acute phase response 
signalling, LPS/IL-1 mediated inhibition of RXR Function, atherosclerosis signalling and PXR/RXR activation); 
coagulation system grouping 4 canonical pathways (coagulation system, intrinsic and extrinsic 
prothrombin-activation pathway and clathrin-mediated endocytosis signalling); and macrophage activities 
grouping 2 canonical pathways (IL-12 signalling and production in macrophages and production of nitric-
Oxide and reactive oxygen species in macrophages) (table 2-a). 21 genes out of 83 of the brain cluster 1, 20 
genes out of 186 of the lung cluster 2, and 6 genes out of 242 of the PBMC cluster 2 participate respectively 
at the identification of these 3 mains categories. Seven genes identified in brain and lung belonged to the 3 
main categories (Alb, Apoa1, Apob, Apoc1, Apoc3, Apof, Pon1), seven others genes (Cyp4a14, Fabp1, Fga, 
Fgb, Fgg, F2 and Kng1) belonged to acute response and coagulation system categories, and seven belonged 
to only the coagulation system in brain and lung compartments, and twenty three belonged only to the 
acute response in our three compartments (lung, Brain and PBMC). (table 2-b) 

Amongst the significant canonical pathways grouped in acute response, only the activation of the LXR / RXR 
heterodimer pathway (Liver X receptors / Retinoid X receptors) was considered significant in lung, brain 
and PBMC with p values 10-20, 10-16 and 10-3, respectively. The second most significant pathway in the brain 
and the third in the lung (p value 10-15 in both organs) was the acute phase response triggered non-
specifically aggression inflammatory response (figure 5 et 6), and the third most significant pathway, 
second in lung and fifth in brain with a p value of 10-16 and10-8 respectively, was the coagulation system. 

Among the twenty nine genes supporting the identification of LXR / RXR pathway, eight genes were found 
common in the lung and brain (Ahsg, Alb, Apoc1, Ambp, Gc, Hpx, Kng1, and serpina1) (figure 5). Many 
studies have shown the role of this nuclear receptor in the regulation of lipid metabolism as well as that of 
inflammation (Ogawa et al 2005).  

The LXR/RXR activation, which was common to the three compartments studied, regulates the expression 
of genes involved in inflammation, innate and adaptive immune responses, apoptosis, and phagocytosis. 
LXRs involve the regulatory process of macrophages and other immune cells (Liu and al 2012 – ogwa and 
all, 2005 – joseph and al, 2003 à vérifier). As anti-inflammatory transcription factors, it was suggested that 
this is a consequence of transcriptional silencing of the pro inflammatory transcription factor nuclear factor 
(NK-kB) (zelcer and al 2006 // jakonsson and al 2012). 

The acute phase response pathway, which is triggered by interleukin 6, IL- 1b and TNF, was the second 
most significant pathway in the brain and the third in the lung. In our results, 8 common transcripts 
involved in this pathway were found regulated over the time in these two organs (Figure 6). Such response 
occurs in the early time after infection, tissue injury or stress (Gabay et al 1999), and is transient. It is likely 
that the same components (APP : Acute Phase Protein ) are involved in both the acute phase and the 
chronic diseases associated with inflammation (Venteclef et al 2011). Numerous studies have focused on 
the functions and regulation of some of the proteins involved in the response, such as CRP , serum amyloid 
A (SAA ) , haptoglobin (HP) , plasminogen activator inhibitor 1 (PAI -1 ) and fibrinogen ( Box 1). Our results, 
revealed the presence of transcripts corresponding to genes proteins SAA and HP in the brain. These genes 
appeared to be particularly involved at several levels of the inflammatory process but also have an 
important role in the metabolic changes that occur during infection ( Venteclef et al 2011). 
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In the coagulation pathway, among the eleven genes supporting the identification of this pathway   only 
five were identified in brain and common with lung (Fgb, Fgg, Kng1, Serpina1, Serpinc1) (Figure 7) 

 The major factor triggering the coagulation is the presence of tissue factor may be expressed on the 
surface of many cells such as endothelial cells and monocytes after stimulation by cytokines. There is cross-
talk between inflammation and coagulation systems whereby inflammation leads to activation of 
coagulation, but coagulation also considerably affects inflammatory activity. Activation of coagulation and 
fibrin deposition as a consequence of inflammation and can be viewed as an essential part of the host 
defence of the body, and can be considered to an effort of organism to limit invading entity and the 

consequent inflammatory response to a limited area (Levi et al 2013). May be that the strong activation of 
the coagulation system limits the inflammatory response to tissue such as the lung and brain, leading to a 
limited inflammation response in blood. An exaggerated or insufficiently controlled response may lead to a 
situation in which coagulation and thrombosis contribute to disease. For example, the occurrence of 
systemic coagulation activation in combination with microvascular failure that results from the systemic 
inflammatory response to severe infection or sepsis and that contributes to multiple organ dysfunctions 
(Levi et al 1999). In the other way, coagulation factors (such as thrombin or activated protein C) may 
activate specific cell receptors on mononuclear cells or endothelial cells, which may affect, for example, 

cytokine production or inflammatory cell apoptosis (Levi et al 2013). 

- Chronology of the inflammatory response  

The kinetic of the major pathway involved in acute response, the coagulation system and the  macrophage 
activities selected in the table 2, are summarised in figure 8a. In Lung as in Brain the response wave of the 
whole pathway were similar in each organ with a time shift in brain to reach the higher expression 
response at 4h. Indeed, the first higher response in lung was obtained at 1h.30 after OA injection, then a 
second one was at 4h after a strong down regulation consequence of the anti-inflammatory response. 
Thus, the balance between pro-and anti-inflammatory seems to oscillate to come back to the normal 
homeostasis at 24 hours. Conversely, in brain we observed a progressive response to OA injection starting 
at 1h30 to reach the pic at 4h and coming down rapidly to reach an anti-inflammatory pic at approximately 
18h, come back to the normal homeostasis around 24h with a tendency to increase again following an 
oscillation effect. We observed that the slope of the curve which signed the release of anti-inflammatory 
then pro-inflammatory molecules, underlined a very strong effect of these responses. In addition, a certain 
level of pro-inflammatory must be reach to switch-on the anti-inflammatory response, which is then rapid 
and strong (a steep slope) leading to a second wave of pro-inflammatory response with a slop proportional 
to this “new” danger signal to progressively come back to the normal homeostasis. In brain, the delay to 
get the first response to OA injection is probably the effect of the blood-brain barrier or the result of a two 
steps responses obtained by a tight control of the inflammatory components release at the beginning to 
avoid a strong anti-inflammatory kickback. Indeed, it is traditionally considered that the Blood-Brain barrier 
is an impermeable membrane (Barker and Billingham, 1977). Nevertheless, accumulating studies showed 
the involvement of CNS in response to both acute and chronic peripheral disease (Dantzer 2004, Emmer et 
al 2009).  

Curiously, the only common pathway found between lung, brain and PBMC, is the LXR/RXR activation 
pathway, which do not responses like in lung and brain (figure 8b). Indeed, we do not observe a significant 
response to the OA until 3h where the expression of this pathway in lung is the lowest. Then, at the highest 
expression level of this pathway (4h) in lung and brain, we observed the lowest response in PBMC. 
Interestingly, during the last phase from 4h to 24h the expression of this pathway increased at a similar 
speed that the one observed in brain. 

The coagulation system was suppressed 1h after injection of oleic acid in the two organs and seems to 
follow the same mechanism of balance in the lung and the brain like the pathway of LXR / RXR activation. 
As for the activation pathway of LXR / RXR in the lung, the coagulation system responded quickly, 1h30 
after injection of oleic acid and likely oscillated to reach the equilibrium. 
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The acute phase response was highly overexpressed at 1h30 in the lung to cope with the tissue injury 
caused by the injection of oleic acid and also followed the same pendulum to return to equilibrium. In the 
brain, we also observed the activation of this pathway, which was as intense at 4h as that of the lung at 1h. 
This underlines once again that the blood-brain barrier delays or protect against an inflammatory response 
that can be harmful if not or poorly controlled (Anthony et al 2012). Unlike the brain, the lung is a trade 
organ that reacts quickly and strongly against aggression. Nevertheless, its response to a small-scale 
aggression caused by oleic acid dose is regulated, and the mice fully recovered. 

4- Conclusion 

In this study, we assessed gene expression profiles in mouse lung, brain and PBMC associated with a lung 
inflammation during a 24h time-course. Overall, our microarray analysis provides a global and detailed 
overview of critical transcriptional events occurring in blood, brain and lung. The analysis of gene functional 
annotation revealed several major features. First, many genes were up or down regulated over the time in 
lung, brain, and blood. Second, the analysis revealed pathways clearly related to inflammation mainly in 
lung and brain; this confirms previous results in lung (Lesur et al), and provides new ones in brain, 
indicating a strong inflammation in the brain, and a limited inflammation in the blood; this indicates that 
blood gene expression profiles poorly reflect those observed in lung and brain. Third, all the pathways 
identified in the brain were also identified in the lung, although a few common genes were characterized; it 
should also be stressed that there was a delay response in the brain. Further experiments should be 
performed to compare the transcriptional response of mice injected with OA and the one of mice infected 
by pathogens, such as bacteria or Plasmodium; this should lead to identify genes related to inflammation 
related to a non-infectious process and those related to an infectious process. In addition, our results may 
help in assessing the effect of pre-existing non-infectious inflammation in mice infected by pathogens 
causing lung or brain pathology.  

 

Materials and Methods 

5.1 – Experimental groups 

Wild-type female C57Bl/6J mice, 7 weeks old, were obtained from Janvier and housed in a specific 
pathogen-free animal facility. C57BL/6J mice have been chosen because it is the most widely used inbred 
strain. We studied 32 mice divided into 6 groups (figure 1). Each group included tree or two mice given 
physiological serum and 3 mice given OA. Each group was identified according to the incubation time: 1h, 
1h30, 3h, 4h, 18h and 24h. During our previous work, we defined our time-points on lung expression 
profiles during inflammation, by performing real-time PCR on TNFα, Il10, Il4 and Il6 to identify the OA 
incubation time corresponding to the pro- and the anti-inflammatory stages [5]. All experimental 
procedures involving animals were approved by the veterinary office of the Ministry of Agriculture, France 
(authorization number: 13-27).  

5.2- Injections 

Female C57Bl/6J mice were anesthetized with 5% Xylazine – 20% Ketamine (0,1ml/10g). We injected 200 µl 
of physiological serum in the control mouse at each time-point and 200 µl of OA (1,2 µl/g body weight, 
sigma #27728-1L-R) in the other 18 mice of our study. Administration of physiological serum and OA was 
done through the tail vein with a 0.3-ml insulin syringe (BD #320837). 

5.3- Blood sampling and PBMC isolation 

Each group of mice was sacrificed 1h, 1h30, 3h, 4h, 18h or 24h after injection of OA or physiological serum 
by exsanguination through the eye vein. 200 to 900 µL of whole blood was collected in tubes containing 
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100µL EDTA 0.5M. PBMC were isolated using a ficoll gradient 1.084 (Ficoll-Paque Premium 1.084, GE 
Healthcare #17-5446-02). Cells were resuspended in 500 µL PBS and counted, allowed us to recover an 
average quantity of 1.9x106 PBMC for 600 µl of blood. 

5.4- RNA extraction  

Total RNA from PBMC was isolated using the Mouse RiboPure-Blood RNA isolation kit (Ambion, #AM1951). 
Total RNA from brain and lung were isolated using trizol. The quality of RNA was confirmed on the Agilent 
2100 Bioanalyzer (Agilent, #G2938C) using the RNA 6000 Nano chips (Agilent, #5067-1511), and the 
concentration of RNA was determined by reading absorbance at 260/280 nm.  

5.5- Microarray design 

Sample amplification, labeling, and hybridization essentially followed the one-color microarray-based gene 
expression analysis (low input quick amp labeling) protocol (version 6.5, May 2010) recommended by 
Agilent Technologies. In brief, 200 ng (brain and lung sample) or 25 ng (PBMC sample) of total RNA sample 
was reverse transcribed into cDNA using oligo dT-T7 promoter primer. Labeled cRNA was synthesized from 
the cDNA. The reaction was performed in a solution containing dNTP mix, cyanine 3-dCTP, and T7 RNA 
Polymerase, and incubated at 40°C for 2 hr. Hybridization was performed into whole mouse genome 
microarray slides (8×60K G4852A, Agilent Technologies, Santa Clara, CA) containing 62,976 oligonucleotide 
probes at 65°C for 17 hr. Hybridized microarray slides were then washed according to the manufacturer’s 
instructions and scanned using an Agilent DNA Microarray Scanner, using the Agilent Feature Extraction 
Software(Agilent Technologies). The microarray data are available from the Gene Expression Omnibus [41] 
(GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). 

5.6- Microarray data acquisition and analysis 

Ninety six mRNA samples (one per blood, brain and lung for each mouse) from thirty two mice were run 
individually on 96 microarrays. All microarrays were done at our core facility [42]. After image acquisition, 
data were processed as described in figure 1. Quantile normalization was applied to sample data to correct 
for global intensity and dispersion.  

Microarray data were statistically analyzed using the TIGR MeV (MultiExperiment Viewer) V4.3.01 software 
[46]. First, we adjusted the levels of gene expression for the effect of liquid injection; in other words, we 
subtracted the median of gene expression value observed in mice injected with physiological serum from 
each gene expression value observed in mice treated by OA. Significant Analysis of Microarrays (SAM) 
procedure was further applied to look for time specific variation in gene expression in the dataset [15]. At 
each time-point, gene expressions in control samples (physiological serum injection) were subtracted from 
gene expressions in OA samples. 

 Before partitioning the genes, we performed a hierarchical clustering of the samples in TMEV V4.3.01 using 
average linkage clustering metrics and Pearson correlation for the distance. This analysis partitioned the 
samples into 6 groups: group 1 (1h), group 2 (1h30), group 3 (3h), group 4 (4h), group 5 (18h) and group 6 
(24h). Hierarchical clustering (average linkage clustering metrics and Pearson correlation for the distance) 
was then applied to the genes using the Cluster software and results were visualized with the Treeview 
software [16].  We identified biological annotations for the clusters using IPA (Ingenuity Pathways Analysis). 
which represents a tool providing curated information from the literature for human, mouse and rat 
models about canonical pathways, regulated transcription factors and their targets, and possibly regulated 
molecular networks, including signal transduction cascades (of which some contribute to human cancer 
and other diseases) [www.ingenuity.com]. 

 

 

http://www.ingenuity.com/
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Figure 1: Experimental design of the experiment. 
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Figure 2: Schematic outline of data analysis. 
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Figure 3: Venn diagram 
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Figure 4: Cluster selected after correction of multitesting of functional IPA annotations. 
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Figure 5: Canonical pathway of LXR/RXR activation. 
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Figure 7: Canonical pathway of coagulation system. 
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Figure 6: Canonical pathway of acute phase response signaling. 
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Figure 8: Expression profile of canonical pathway in PBMC, lung and brain. 

In PBMC we show LXR/RXR Activation pathway. In the lung and brain we observe the expression profile 

pathways: Acute Phase Response Signaling, Clathrin-mediated Endocytosis Signaling, Coagulation System, 

Extrinsic Prothrombin Activation Pathway, IL-12 Signaling and Production in Macrophages, Intrinsic 

Prothrombin Activation Pathway, LPS/IL-1 Mediated Inhibition of RXR Function, LXR/RXR Activation, 

Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in Macrophages, PXR/RXR Activation 
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8- Figure Legends 

Figure 1: Experimental design of the experiment. 

We studied 32 mice C57BL6/J, female, 7 weeks old. We divided these mice into 6 groups based on the incubation time 
(1h, 1h30, 3h, 4h, 18h, and 24h). In each group, mice are divided into 2 subgroups depending on the injection: OA or 
physiological serum. 32 samples have been hybridized on microarray for each organ, brain, lung and PBMC. We 
performed 96 hybridizations. 

 

Figure 2: Schematic outline of data analysis. 

a
 We compared gene expression between six groups: 1h / 1h30 / 3h / 4h / 18h / 24h. 



 
 

b
 HCL: Hierarchical Clustering 

c
 IPA: Ingenuity Pathways Analysis 

We considered the full dataset for each organ to identify genes significantly differentially expressed between the six 
classes previously described. The genes identified with SAM have been clustered using the Cluster software and each 
cluster was independently functionally annotated using IPA. 

 

Figure 3: Venn diagram 

We compared the lists without duplicate genes between each organ. 

No gene is found in the three organs and a little number (6,24 and 34) were respectively found between brain-PBMC, 
lung-PBMC and brain-lung. 

 

Figure 4: Cluster selected after correction of multi-testing of functional IPA annotations. 

Cluster 1 and 2 of PBMC contain 37 and 242 genes respectively. Cluster 1 of brain contains 83 genes. Cluster 2 of lung 
contains 186 genes. 

 

Figure 5: Canonical pathway of LXR/RXR activation. 

We represent genes present in this pathway and in our results. Yellow is the genes present in lung and brain. Blue is a 
genes present only in brain, red is the genes only present in lung and green is the genes present in PBMC 

 

Figure 6: Canonical pathway of acute phase response signaling. 

We represent genes present in this pathway and in our results. Yellow is the genes present in lung and brain. Red is a 
genes present only in lung and blue represent genes present only in brain. 

 

Figure 7: Canonical pathway of coagulation system. 

We represent genes present in this pathway and in our results. Yellow is the genes present in lung and brain. Red is a 
genes present only in lung. 

 

Figure 8: Expression profile of canonical pathway in PBMC, lung and brain. 

In PBMC we show LXR/RXR Activation pathway. In the lung and brain we observe the expression profile pathways: 
Acute Phase Response Signaling, Clathrin-mediated Endocytosis Signaling, Coagulation System, Extrinsic Prothrombin 
Activation Pathway, IL-12 Signaling and Production in Macrophages, Intrinsic Prothrombin Activation Pathway, LPS/IL-
1 Mediated Inhibition of RXR Function, LXR/RXR Activation, Production of Nitric Oxide and Reactive Oxygen Species in 
Macrophages, PXR/RXR Activation 

 

Table 1 : Canonical pathway obtained through IPA for genes present in all clusters after multi-testing correction (FDR 
5%). In red common canonical pathways between lung and Brain.  



 
 

 

Table 2: a : Canonical pathway grouped into three major pathways acute response  grouping  5 canonical pathways 
(LXR/RXR activation, acute phase response signalling, LPS/IL-1 mediated inhibition of RXR Function, atherosclerosis 
signalling and PXR/RXR activation); coagulation system grouping 4 canonical pathways (coagulation system, intrinsic 
and extrinsic prothrombin-activation pathway and clathrin-mediated endocytosis signalling); and macrophage 
activities grouping 2 canonical pathways (IL-12 signalling and production in macrophages and production of nitric-
Oxide and reactive oxygen species in macrophages). 

b : Genes belonging to the three major pathways identified in a. 

A 

Figure sup1: Unsupervised hierarchical clustering of 1520, 960 and 437 significant probes in PBMC, lung and brain, 
respectively were classified into 8 clusters in PBMC, and 6 clusters into Lung and Brain. 

 

Tables sup 1, sup2 and sup3: (or Table sup1: shown the 821,495 and 212 genes selected after applying a false 
discovery rate of 0% in PBMC, lung and brain respectively. For each organs the entrez number and the corresponding 
name genes are indicated.  

 

Table sup 4: List of gene names identified in PBMC, Lung and Brain of the most significant clusters used for the 
functional annotation.  
  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

 

 

 

 

 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

  



 
 

Résume 

À la fin du 20e siècle, la première étude utilisant les microarrays  pour étudier la leucémie aiguë 

a démontré l’utilité de cette technologie dans la mise en évidence de l’expression des gènes. La 

décennie suivante a montré que l’étude de l’expression des gènes est devenue un outil précieux 

dans la recherche en hémopathies malignes. De nos jours, il a été établi que l’expression des 

gènes est devenue un outil indispensable en recherche dans le domaine de la cancérologie et en 

particulier en onco-hématologie.  

L’objectif général de cette thèse a été de mettre en évidence la contribution de l’approche 

transcriptomique dans la physiopathologie et le traitement des hémopathies malignes. En 

particulier, comment la technologie des microarrays nous a aidée à étudier diverses 

problématiques en onco-hématologie ; notamment : le décès lié aux complications infectieuses, 

l’incapacité à obtenir la rémission et le décès lié aux rechutes. 

Dans la première partie, notre objectif était d’étudier les cellules Natural killer (Nk) chez les 

patients atteints de leucémie aiguë myéloïde (LAM). Nous avons comparé la signature 

transcriptomique des cellules Nk de patients LAM à celle des cellules Nk de sujet sains et 

suggéré que le facteur de transcription ETS-1 est un bon candidat capable de réguler les 

récepteurs activateurs NCR (natural cytotoxicity receptors) dont les gènes sont situés sur deux 

chromosomes différents, même si leur expression reste fortement cordonnée. 

Dans la seconde partie, nous nous sommes intéressés à la prédiction du sepsis en utilisant une 

approche transcriptomique dans le cadre de l’autogreffe de cellules souches hématopoïétiques 

(auto-CSH). En utilisant le même modèle, dans la troisième partie, nous avons mis en évidence 

l’effet du melphalan en tant que chimiothérapie de conditionnement sur les cellules 

mononuclées du sang périphérique et identifié un marqueur potentiel de rechute précoce chez 

les patients atteints de myélome dans le cas de l’auto-CSH.  

Enfin, dans la dernière partie, notre objectif a été d’analyser le profil d’expression génique des 

lymphomes B diffus à grandes cellules liés à l’infection par le VIH afin de vérifier ou pas 

l’existence des sous-types décrits chez les patients immunocompétents. 

 


