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ABREVIATIONS ET DEFINITIONS

Analyseur syntaxique: (parser en anglais) est un programme informatique qui istes
exhiber la structure d'un texte.

CSS: Cascading Style Shedtangage informatique utilisé pour décrire la préation d’'un
document structuré écrit en HTML ou XML

DOM : Document Object ModeRecommandation du W3C qui permet de construie un
arborescence de la structure d'un document et siéléments. Ce langage est utilisé pour
créer et modifier facilement des documents XML.

Ensembl: Systeme logiciel qui produit et maintient l'ataten automatique sur les génomes
eucaryotes.
(www.ensembl.org)

GEO : Gene Expression Omnihu8ase de données publique qui archive et distribue
librement les données de puces a ADN et de ChlpP-sbumises par la communauté
scientifique.

(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)

GO : Gene OntologyConsortium international créé afin d’établir un abalaire structuré et
contr6lé pour qualifier les génes. Un géne y esiss# selon 3 axes: les fonctions
moléculaires, les processus biologiques et les osamis cellulaires.
(www.geneontology.org)

HTML : Hypertext Markup Languagé.angage informatique de balisage congu pour écrire
les pages Web.

Oligonucléotide: Petit segment d’ADN simple brin (représentantlles souvent un gene).

PCR : Polymerase Chain ReactioMéthode de biologie moléculaire permettant d’afigpl
le nombre de copies d’'une séquence spécifigue d’ADN

PHP : Hypertext PreProcessoiLangage de scripts libre principalement utilisgump étre
exécuté par un serveur web.

QuickGO : Navigateur permettant I'étude et I'observatios dennées de Gene Ontology.
(www.ebi.ac.uk/ego)

SGBD : Systeme de Gestion de Base de Donn®gsteme qui héberge généralement
plusieurs bases de données, qui sont destinéeslagilgels ou des thématiques différentes.

W3C : World Wide Web ConsortiumConsortium fondé en 1994 pour promouvoir la
compatibilité des technologies du World Wide Wdketeque HTML, XHTML, XML, CSS,
PNG, etc.

XML : Extensible Markup Languagd.angage informatique de balisage générique. hpér
de créer des fichiers dont la structure est d&fakike et validable par un schéma.



[. INTRODUCTION

J'ai effectué mon stage de Master ProfessionneBiemformatique a I'Institut du
Thorax de Nantes, sur la Plateforme Transcriptoméuhité INSERM U533. J'y ai rejoint
I'équipe de Bioinformatique dirigée par le Dr R&AOULGATTE.

Ce stage de plusieurs mois au sein méme d’'un@eg bioinformatique m’a permis
d’appliquer les notions théoriques vues au counmaddormation et d’acquérir une expérience
déterminante pour mon avenir professionnel, tamtiaeau biologique qu’informatique.

A. Contexte biologique

L’acide deésoxyribonucléique (ADN) est une molécyeesente dans toutes nos
cellules. Elle est le support de I'hérédité et tiaresle génome des étres vivants. L'ADN est
composé de séquences de nucléotides formant dess geodant pour des protéines
indispensables a la vie cellulaire.

La transcription est un mécanisme biologique pé&anede passer d'un géne a une
protéine. Chaque gene code pour une molécule d’#inle RiboNucléique). Celle-ci subit
une étape d’épissage permettant d’obtenir différmanscrits qui correspondent chacun a une
ou plusieurs protéines. La transcription est réguydar des protéines particulieres appelées
« Facteurs de transcription » (FT). L’action de E&ssur les promoteurs de leurs génes cibles
constitue un réseau de réegulation.

Dans un grand nombre de pathologies, la tranganiple certains génes est altérée, ce
qui entraine un déreglement du fonctionnement le@leu L’ensemble des variations du
niveau d’expression de ces genes constitue undablkeri signature transcriptionnelle,
spécifique de la pathologie étudiée [1].

Le mode de fonctionnement des genes, leur lotais@énomique et surtout leurs
voies de régulation apparaissent donc comme degspoliés pour la compréhension des
mécanismes mis en jeu dans les pathologies. Laagsance du génome humain notamment
par le séquencage complet de ce dernier [2,3] adétérminante dans I'avancée de la
recherche.

Il est en effet possible aujourd’hui d’étudier plas techniques a grande échelle (dites
a «haut débit»), les variations du transcriptoete les mécanismes de régulation
transcriptionnelle, a I'échelle sans précédenté&hoge.

Ainsi, l'expression de tous les genes d'un éclianti biologiqgue (sain ou
pathologique) peut étre mesurée simultanément mtement par les puces a ADN (ou
« microarrays »). Il s’agit de supports solides iaturisés (lame de verre ou membrane de
nylon) sur lesquels sont déposés des milliers deleso génomiques (oligonucléotides ou
produits de PCR), correspondant chacune a un gigoee(1).

L’hybridation de la puce avec I'ARN reverse-tratitset marqué (par un fluorochrome
ou par radioactivite) d’'un échantillon biologiqueermet de détecter et de quantifier
'ensemble des transcrits qu’il contient en undesenpérience [4].
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Figure 1 : Principe de la puce a ADN sur lame de vee

Apres acquisition numérique des mesures d’hykbdgdanormalisation et filtrage, la
comparaison des profils d’expression obtenus sarédbantillons « sains » et « malades »,
permet de mettre en évidence les signatures tiptisonelles caractéristiques de la
pathologie étudiée.

D’autre part, pour un échantillon biologique donnk est également possible
d’identifier tous les génes cibles d’'un méme FT lpatechnique du ChIP-Chip (Chromatine
ImmunoPrecipitation on Chip) [5,6].

En effet, les FT sont des protéines qui se fisemtles régions proximales des génes.
Ces facteurs interagissent en complexes pour adiiveéprimer I'expression des génes. La
compréhension des systemes de régulation soustga@nune pathologie passe par
I'identification des genes régulés par ces FT.

La technique du ChIP-Chip consiste & immunoprésifa chromatine de I'échantillon
biologique, au moyen d’un anticorps dirigé conadT étudié (figure 2). L’avantage de cette
technique est qu’elle permet d’observer les intevas dans les conditions physiologiques.

Suite a une purification, il est possible de perer les régions d’ADN génomique sur
lesquelles s’était fixé le FT. Ces séquences soatite hybridées, apres amplification et
marquage, sur une puce pan-génomique (« TilingyAsjde plus souvent.



Cross-link protein on ONA Lisison covalente des protéines a I'ADN
Curt DHA Coupure de I'ADN

VRO ANN
'}?‘J‘M " Wt
-N & _\"
e

Immunoprecipitate l Immunoprécipitation

m&?.\ & '\ﬁ}'ﬁl

%

A
]
Reverse cross-link Détachement des protéines de I'ADN
Label DHA Marquage de I'ADH
WA AN
MA L VA
AMA AAA
Hybridize microarray Hybridation de la puce
with labelled DHA avec I'"ADH marqué

Figure 2 : Principe du ChIP-chip

On obtient apres révélation un signal pour chasprede de la puce. On peut alors
distinguer deux groupes de séquences : les ditgives en ChlP, qui possedent un site de
fixation pour ce FT, et les négatives, ou le FTtaitépas fixé au moment de I'expérience. La
distinction des deux types de séquences se faiid Id’un seuil statistique.

L’objectif fondamental de I'équip&énomique et Biothérapigslont fait partie la
thématique Bioinformatique) est de mettre en éwideres signatures transcriptionnelles pour
permettre le diagnostic et le pronostic de canggreu de pathologies cardiovasculaires [8].
Découvrir les réseaux de régulations transcripttiea sous-jacents a ces signatures
permettra de découvrir de nouvelles cibles thérigees raisonnées en distinguant les causes
des conséquences.

Dans ce contexte, I'objectif de mon stage a étaé@eslopper un outil permettant
d’intégrer facilement et rapidement des donnée§&éaomique (localisation génomique des
genes), de Transcriptome (pour I'étude des niveHexpression de genes) et de ChlIP-chip
(pour 'identification des génes régulés par tei¥). L'intégration de ces données permettra
de modéliser les mécanismes de régulation trariggrielle sous-jacents aux pathologies
étudiées par I'équipe.



B. Contexte bioinformatique:

Les puces a ADN génerent donc de grandes quamé@édonnées qu’il convient
d’archiver, de traiter, d'analyser et d’annoter.uPaela I'équipe de Bioinformatique a
développé un ensemble d’outils appelé MADTOOLS ¢wWaray Data Tools), disponible a

cette url www.madtools.org
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Figure 4 :
Capture d'écran de I'outil MADSENSE

MADGENE :

Une base de données permettant la
conversion d’identifiants de genes de
maniere automatique (symbole HUGO
[9], synonymes, Unigene cluster ID [10],
Affymetrix ID, Clone ID, Accession
Number, identifiants Ensembl [11],
RefSeq...).

Elle permet également de passer
d’'une espéce a une autre grace aux genes
orthologues (figure 3). Cet outil est géré
par Audrey Bihouée.

MADSENSE :

Une base de connaissances qui
integre des informations biologiques et
bibliographiques obtenues a partir de
différentes banques de données publiques
(figure 4).

L’information est organisée sous la
forme de cartes d’identité (ou
«GeneCards ») qui aident a la
compréhension des fonctions et des
relations entre les genes humains. Cet
outil a été développé par Raluca Teusan.
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Figure 5 :

Capture d'écran de I'outii MADCOW

MADMUSCLE
Muscle transcriptome database

MADMUSELE =

dadmuscte database gathers

all the public transeriptome
data related to muscle in
varjous physiological conditions,

ranging from normal to pathological

Compare profiles.
Compare your profils with madmuscle profiles
This tool look for significant overlap between the user's list of genes and the annotated ma

|[Parcourir_ ] (text file with one 10 per line)

Supported ID types ineluce HUGD gene symbols, Affymetrix 10, synonyms, clones 10, Genddl
numbers and Unigene cluster 105

Input File: |

Select your input species: | Hama sapiens v

This tool is powered by Madgene

Figure 6 :

Capture d'écran de I'outii MADMUSCLE

MADCOW :

Un logiciel permettant d’identifier
les génes coexprimés avec un gene
d’intérét a travers les données publiques
de puces a ADN, selon la méthodologie
décrite dans Leet al.[12] (figure 5).

Plusieurs étudesnt montré que les
génes d’expression corrélée participent a
une méme fonction biologique [12,13].

Les résultats peuvent étre filtrés,
comparés et annotés par des statistiques
sur les termes de Gene Ontology [14].
L'interface  propose également la
réalisation de réseaux de coexpression
visualisables grace a l'outil Cytoscape
[15]. MadCow a été mis au point par
Emeric Dubois.

MADMUSCLE :

Une base de données spécialisée
contenant des expériences publiques de
puce a ADN analysées sur le muscle sain
ou malade (figure 6).

Elle fournit des listes de génes
annotées ayant un profil d’expression
similaire. Elle contient un outil
permettant de comparer une liste
quelconque a celles contenues dans la
base Madmuscle. Cet outil a été créé par
Daniel Baron
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GRaspING Ontology

GRINGO :

microarray gene cluster.

Hello, Roxane Legaie

Your return address
roxaneri@hotmail. fr

HOWE
G

Other tools

Gringn
dhadenw

Your space

Results

Tour accoun

Log out

Links

MADTools

GRINGO is a web tool grasping
the functional annotation of your

Gringo

This part allows to find what expression cluster in public microarray data look
gene list,

[text with one 1D by line. 800 lines maximurn)

Supported 1D types include gene symbols, Affymetrix D3, synonyms, done
GenBank accession numbers and Unigene cluster 1Ds.

Select your input species: | Homo say piens v

GRINGO (GraspING Ontologies) :

Un outil qui permet de construire
des ontologies non biaisées a partir de
données expérimentales, en se basant sur
la ré-analyse de I'ensemble des jeux de
données publiques. Il permet en outre de
comparer en terme de fonctions
biologiques, des données hétérogenes
issues de technologies différentes, ou
provenant d'espéeces différentes
(figure 7).

I permet enfin de mettre en
évidence des fonctions biologiques
inconnues, par lI'existence de groupes de
géenes d'expression coordonnée. Cet outil

N

Transcriptome core Facili

--------- a éte développe par Emeric Dubois.

Figure 7 :
Capture d'écran de I'outil GRINGO

C. Objectifs du stage

L'objet de mon stage a été de développer un outdvant permettant d’intégrer a la
fois des données de Génomique, de Transcriptongijde ChlIP-chip. L’outil, que jai choisi
d’appelerk MADMIX », doit permettre de « mixer » ces trois égpde données.

Il devra également s’intégrer aux MADTOOLS déjastamts (notamment MADCOW
et GRINGO). D’autre part il devra sortir en résutlas fichiers formatés de facon a permettre
des opérations communes a ces outils comme I'edBomn, I'union et le filtrage. Enfin
l'interface devra également étre conviviale et tapre a celle des MADTOOLS déja
disponibles via Internet.

L'utilisateur pourra ainsi effectuer des requétemplexes permises par aucun autre
outil disponible actuellement, du type : « Quelstsies genes fortement exprimés dans le
muscle atteint de myopathie de Duchenne, ayantott€CpG a moins de 1kb (kilobases) de
leur promoteur et étant positifs en Chip pour TEI7.

MADMIX aidera ainsi le biologiste a tirer des ctugions biologiques a partir de
données publiques et a comprendre des mécanismiégulation mis en jeu dans un tissu ou
une pathologie d’intérét.
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IIl. MATERIEL ET METHODES

L’outil que j'ai congu repose sur une architect8riers : I'application PHP lancée sur
le serveur web fait le lien entre les requétes ssesrpar 'utilisateur et le serveur de base de
données (figure 8).

- Serveur de base de données (premier tiers) :

L’ensemble des données nécessaires a l'outil teskée sur un serveur MySQL
(version 4.1.2). Il s’agit d'un SGBD gratuit (« apsource »), qui a su démontrer sa haute
fiabilité et sa simplicité de mise en ceuvre. Despbe systéme montre une trés bonne
intégration dans I'environnement Apache/PHP.

- Serveur web (deuxieme tiers) :

Le serveur web est Apache (version 2.0.52) souga@mement Unix. Il comprend
entre autres I'environnement PHP (version 4.3.%n&emble de l'application est écrit dans
ce langage de programmation. En effet, ce langagérés portable, capable de gérer une
architecture multi-tiers et il permet de générercdde HTML interprétable par un navigateur
Internet.

- Machine cliente (troisieme tiers) :

La machine cliente recoit des pages interprétéemdees au format HTML par le
serveur. La présentation s’appuie sur la technel@$S, recommandée par le consortium
W3C.

Serveur apache

<4
B 4

Application
PHP

Serveur
Base de
donnees

My Y Client

Figure 8 : Architecture multi-tiers de I'outil MADM IX
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MADMIX a été divisé en trois modules : Génome, nBeriptome et ChlP-chip, pour
permettre différents types de requétes. Il esti gnssible d'effectuer une requéte simple
n'interrogeant que la partie Génome par exempldyien une requéte trés complexe faisant
appel aux trois modules. De plus cela facilitermm@ntenance et I'évolution de l'outil.

J'ai donc créé trois bases de données indépersdddee méme l'interface propose
trois formulaires qui vont chacun interroger ladasrrespondante.

A. Stockage et Analyse des données

Aprés avoir créé les bases de données, jai étlikslangage Perl (module DBI —
« DataBase Interface)»afin de faire une analyse syntaxique des fichides données
publiques et de remplir les tables.

1. Module Génome

Le but de ce module est d'obtenir une cartogragbie objets du génome. Pour cela
jai complété une base de données (BD) préexistdbdGENE). On appellera la BD
compléte «genome »

Un méme géne peut étre référencé par de nombdamtifiants (Unigene, Symbol,
Name...). C’est pourquoi une ingénieure de I'équipgeaeloppé MADGENE. La base de
données sous-jacente a cet outil répertorie pcanueh géne tous ses identifiants connus. Elle
est multi-espéces et permet donc de retrouventhslogues d’'un géne donné.

La derniere version de cette base contient égalelas informations concernant les
genes, transcrits, exons et promoteurs proximauxa (B kb en amont du départ de
transcription) de chaque géne humain enregistyérgio).

Autres tables pour les identifiants
de clone, GO, GPL, Affy,

I [ Y =S ‘d
n
— 1_'_ id

1 gene_id

symbol id
off_symbol

ENSG

ENSG

=
:I Ia

ENSE

ENE

idT_has_ENST

i1

ENST_has_Promoteur

ENST

a1

Tables de la base de promateurs

idPromat

I Tables de Madgene

Fromateur

id Promeot

taille

Figure 9 : Structure de la base de données MADGENGEerniére version)
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Pour la mise au point de mon outil, jai complégite BD par la position dans le
génome (chromosome, position de début, positiofirdet brin) de ces difféerents éléments
(figure 10).

Pour cela, j’ai interrogé le site Ensembl [11]rgien 43_36) via son API Application
Programming InterfacePerl a l'aide de ses identifiants : ENSBNSemblGerjepour les
genes, ENSTENSemblTranscijtpour les transcrits, ENSIEENSemblExonpour les exons.

MAD_gene | ——- lien vers les autres tables de MADGERNE
id
symbol_id
mad_id
species 1 —p—n
@ hid }
EHST_redundant
EHST ENST
ENSG il —/\)— TdT
Eee  |——<p——|  Enss
id chromosaome
chr G brin
debut_G delut Transcrt
fin_z bty e
brin_G nbExon EHST_has_Pronmoteur
SutrStar _/\b_ idT
SUEFE Nl idProm ot
J utrStart
> AdtrEnd
EHSE EMSP
dT idiCpg Pronwteur
EMNSE dist_cpg {‘/_ P romot
chr E taille
debut_E SEGUENCE
fin_E maskSequence
brin_E T debutc g
fint gy
Cpo
idC py
chr_C
debut C
fin_C
FCObe
score_type

Figure 10 : Structure de la base de donnéggenome

La tableENSGrépertorie pour I'ensemble des génes, leur posiiao le génome : le
chromosome (‘chr_G’), la position de début (‘dels&), la position de fin (‘fin_G’) et le brin
(‘brin_G"). En effet, ’ADN étant double brin, ib@ste des génes positionnés sur le brin dit
«sens » (valeur 1) et d’autres sur le brin dintk-sens » (valeur -1). C’est pourquoi il est
nécessaire de préciser sur quel brin se trouverie.g

La clé primaire est constituée de deux attribuEBNSG’ et le ‘chr_G’. En effet, il
existe des génes présents a la fois sur le chram®30et sur le chromosome Y. Ensembl
leur attribut le méme identifiant. Les positionsid’méme gene sur X et sur Y n'étant pas les
mémes, il était nécessaire de les différencietquarchromosome.

L’attribut ‘id’ permet de faire le lien avec lesles de la BD originale MADGENE.
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La table ENST répertoriait déja les positions des transcritSaédeé des attributs
‘debutTranscrit’, ‘SutrStart’, etc.

Certains transcrits sont répertoriés dans Ensemid plusieurs identifiants ‘ENST’
alors qu’ils présentent les mémes caractéristigpesition génomique, nombre d’exons,
longueur, séquence ...). Il s’agit en fait du ménaescrit mais il se différencie par certains
identifiants, ce qui ne présente aucun intérét pows (redondance). Pour conserver une base
cohérente, la tablENSTauto-incrémente un identifiant unique ‘idT’ polvague transcrit. La
tableENST_redundanépertorie le ou les identifiants ‘ENST’ corresgant.

La clé primaire est ici aussi constituée de ddtnbats : ‘idT’ et ‘chr_T'. Ceci pour
les mémes raisons que pour la tabNSG

A chaque transcrit sont associés trois promotearskb, 2kb et 3kb en amont de son
départ de transcription. La tal&NST _has_Promotedait cette association entre un transcrit
‘idT’ et un promoteur ‘idPromot’. La tableromoteurdonne des informations sur la séquence
et la taille de celui-ci.

Je n'ai pas modifié ces tables car les promotearsont pas des régions localisées de
facon fiable sur le génome. Ce ne sont que desnggupposées promotrices. Il est donc tres
difficile de définir précisément la localisation geomoteur d’un transcrit. Le plus souvent il
se situe a proximité en amont du transcrit, mgigilt aussi se trouver tres éloigné et en aval.

La tableENSErépertorie les positions des différents exonscquiposent un transcrit.
Elle présente une clé primaire de trois attribit8'(, ‘ENSE’ et ‘chr_E’) car un méme exon
peut appartenir a plusieurs transcrits (‘idT’).

Par ailleurs, jai ajouté une table pour répeéotes ilots CpG et leur position sur le
génome. En effet, on connait aujourd’hui I'imporandes ilots CpG dans la régulation de
'expression génique. Les dinucléotides symétrigugsG sont les sites majeurs de
méthylation de la cytosine (un des nucléotides titoiasit 'ADN). Le phénomeéne qui existe
chez tous les organismes multicellulaires n’a peore recu une justification claire. Chez les
mammiféres les CpG ont été progressivement persiusf dans des séquences courtes
enrichies en CpG, appelées ilots CpG. Environ l&iéndes génes humains contiennent des
flots CpG dans leur région promotrice, le niveaurdghylation étant un élément régulateur
majeur de leur expression. Leur présence témoiguee donne localisation du gene sur le
génome.

Pour cela jai tout d’abord récupéré les positidestous les ilots CpG répertoriés par
Ensembl. Puis, a chaque transcrit (‘idT") enregistans la base, un programme associe I'ilot
CpG (idCpg’ de la tableCpg) le plus proche de son départ de transcriptiomsiajue la
distance correspondante (‘dist_cpg’). Cette astoniaurait pu étre faite pour chaque géne
mais chacun possédant plusieurs transcrits avepas#sons différentes, il était préférable de
les associer aux transcrits.

La BD genomedevra étre complétée par les positions génomigesséléements de
génomes d’'autres especes par la suite.
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2. Module Transcriptome

Le module Transcriptome doit permettre de défiminiveau d’expression d’'un gene
dans une condition donnée. Cette condition estni@ééfpar I'échantillon analysé (tissu,
pathologie...) au cours d’'une expérience de puce & Aldnnée (espece étudiée, puce
utilisée...).

Pour cela il a d’'abord fallu définir un moyen die®er le niveau d’expression d’un
géene a partir de la valeur du signal mesuré lorsatalyse de la puce a ADN. Ensuite j'ai
créé une BOranscriptomepour stocker ces informations de facon a optinlseapidité des
requétes qui seront ensuite lancées via l'interfecie.

a. Calcul des rangs

Pour estimer le niveau d’expression d'un géne,snauons choisi d'utiliser les
« rangs ». Il s’agit de la position relative du gé&tans I'’échantillon en fonction de l'intensité
du spot mesurée.

Pour chaque échantillon d’'une expérience, lesgeaort classés par ordre croissant en
fonction de la valeur du signal qui leur est attéb dans le fichier brut. Le rang est calculé a
I'aide de cette équation :

positiondugénedand' échantillon 9

Rang= ,
nombre¢de mesure del' échantillin

Le géne avec la plus forte intensité dans I'édhantaura le rang 100. Ainsi, les
génes fortement exprimés présenteront un rang ,étamélis que les faiblement exprimés
auront un rang proche de zéro.

b. Base de données de Transcriptome

Par souci de faisabilité dans les temps et de mis@oint de l'outil, les jeux de
données sur lesquels j'ai créé la BRanscriptomeont été réduit aux expériences faites sur
des échantillons de Muscle. Soit les 41 expériededdl ADMUSCLE disponibles via le FTP
(File Transfert Protocole) du site GEO [16]. Caluirépertorie I'ensemble des données
d’expériences de puces a ADN dans des fichiersdt@s) relativement faciles a analyser de
facon automatique.

La base sera par la suite complétée par I'équipe ks expériences de leur choix a
I'aide d’'un pipeline de programmes que j'ai conty permet de récupérer et de traiter les
données directement a partir des fichiers brugsi(& 11).

15



Table :
-GDS
Parser - DBI -GSM
pe” -Dico
D|co GSM
1
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rg Matrice Table
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Calcul des rangs Parser - DBI

Figure 11 : Schéma du pipeline de traitement des doées de Transcriptome

Un analyseur syntaxique (en Perl) récupére lesnmdtions concernant I'expérience,
les différents échantillons testés et les valeursignal mesuré. Ensuite un programme traite
ces valeurs et calcule les rangs. Enfin un deqmiegramme entre les informations d’intérét
dans les tables correspondantes de ldarBbscriptome(figure 12) :

Expression 1 —0— n
GOS
GPL_id
GSM
rang
= =)
GDs GSM Dico_GSM
GDS G5 — ’— G5 Dico
GPL “aleur motid | —4>— motid
titre Source mot
eSpECE Infos
description
type
G5E

Figure 12 : Structure de la base de donnédésanscriptome

La tableGDSstocke les informations sur I'expérience :

- ‘GDS’ (GEO Data Set) : I'identifiant unique deXpérience dans GEO

- ‘GPL’ (GEO PLatform) : I'identifiant unique GEQeda puce utilisée pour I'hybridation

‘titre’ : le titre de I'expérience lorsqu’il eslisponible

‘espece’ : I'espece a laquelle appartiennenétdgntillons testés lors de I'expérience
‘description’ : une bréve description de I'expérie

- le type de données : ‘count’ pour les expérierzcan canal de fluorescence, ‘log ratio’ pour
celles utilisant deux canaux. Le traitement dedms types de données ne sera pas le méme.
- ‘GSE’ (GEO SkEries) : la série d’expérience a Eltpiappartient le GDS
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La tableGSMstocke les informations sur les échantillons testé

- ‘GSM’ (GEO SaMple) : I'identifiant unique de I'éantillon dans GEO

- Les attributs ‘Valeur’, ‘Source’ et ‘Infos’, sondonnés arbitrairement par l'auteur de
'expérience. lls permettent de définir les carastigues de I'échantillon.

Les tableDico etDico_ GSM:

Pour optimiser les sélections d’échantillons deeiiera par la suite I'application
web, un « dictionnaire » a été créé a partir desloanées.

Ainsi, a chaque ajout d’'un nouvel échantillon dénsable GSM la tableDico est
mise a jour. Cette derniere répertorie 'ensembke mots présents dans les attributs non-clés
de la table&GSM Chacun ayant un identifiant ‘mot_id’ unique.

Enfin la table Dico_ GSM associe a chaque ‘GSM’ le ou les mots-clés qui le
caractérisent via le ‘mot_id".

La tableExpressiorest le cceur de la Bbanscriptome

Elle stocke pour chaque gene (‘GPL_id") ayanttésté dans un échantillon donné
(‘GSM") lors d’'une expérience donnée (‘GDS’), I'esation de son expression (‘rang’).

Enfin, lors du remplissage de cette table, une&egpermet également de récupérer
pour chaque gene l'identifiant MADGENE ‘id’ corresplant. Ceci sera tres utile lors des
croisements de résultats entre les différents nesdié MADMIX.

3. Module ChlIP-chip

L’objectif du module ChIP-chip est de détermines benes positifs & un certain seuil
statistique pour un FT donné ayant été testé ats@iune expérience (espece étudiée, puce
utilisée...) sur un type d’échantillon précis (tispathologie...).

Pour cela il a fallu définir une stratégie stagisé permettant d’estimer a partir de
guelle valeur de signal mesuré un gene doit étnsidére positif.

J'ai ensuite créé la BBhip_chippour stocker ces informations de fagcon a optimeer
rapidité des requétes qui seront ensuite lancég&nterface.

a. Calcul des positifs

Tout d’abord, pour chaque échantillon d'une exgrée, les valeurs brutes du signal
mesuré pour 'ensemble des génes testés sont neegamlpar Lowess (©cally Weighted
robust Scatterplot Smoothing ») [17]. || s’agit d’'un programme en R qui est lancé
automatiquement sur les données. Cette normalisgéomet de corriger les effets locaux
non-linéaires (bruit de fond et saturation). Peis Valeurs normalisées sont passées en log
ratio (le log2 du ratio du signal ChIP sur le sigimput). Cette transformation logarithmique
permet :

- de donner un méme poids a une augmentation odiomeution de facteur 2
- d’avoir une distribution des valeurs qui se ragpe d’'une Gaussienne

- d’éviter de favoriser les valeurs extrémes

- de transformer les effets multiplicatifs en effatlditifs
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Ensuite, pour déterminer quels génes sont postifChlP dans I'échantillon, nous
avons défini cette stratégie (figure 13) :

A partir des valeurs obtenues précédemment, oe teacourbe de distribution afin de
vérifier qu’elle suit quasiment une gaussiennerevérifie que la médiane de ces valeurs est
bien centrée sur zéro (autant de valeurs négajivepositives).

Ensuite, les génes sont triés de facon croissantenction de la valeur de leur log-
ratio. A I'aide du nombre de valeur négatives (680 log-ratio < 0) et du seuil voulu
(ex:5%), on récupeére la valeur négative correspoinda la position ainsi mesurée
(ex:10000*5%=508"valeur en partant de la plus petite soit -4.3gp@mple).

Cette valeur est passée en positif et corresplomg a la valeur minimale positive au
seuil (ex:4.3). Tous les signaux supérieurs a lawaminimale positive au seuil (ex:>4.3)
sont considérés comme significatifs au seuil donné.

500¢éme valeur Positifs en

\ ChIP-chip

|
-43 0 43

Figure 13 : Courbe illustrant la stratégie de calcldes positifs en ChIP-chip

On obtient alors les génes positifs en ChIP peUfT testé sur un échantillon donné
au cours d’'une expérience a un seuil statistiqoéstch

Les seuils les plus pertinents que nous avonaustsont : 0.01%, 0.005%, 0.003% et
0.001%. Ces seuils permettent de réduire au maxileumombre de faux-positifs. lls seront
pré-calculés par le programme avant l'insertionel@ggistrements dans la BBip_chip

b. Base de données de ChIP-chip

Pour les mémes raisons de faisabilité et pour étbkérent avec le module
Transcriptome, jai créé la BRhip_chip a partir de données d’expériences faites sur le
muscle. Malheureusement celles-ci sont encore gesseznombreuses, notamment dans les
données publigues. Actuellement la table contientcdseulement 6 expériences. Celles-ci ont
été ajoutées a partir des données de GEO ou dberficenvoyés par les auteurs
d’expériences de ChIP-chip directement.

De méme que pour le Transcriptome, la base serka [saite complétée par I'équipe

avec les expériences de leur choix a I'aide d’umeapipeline de programmes que j'ai concu
et qui permet de récupérer les données a partiiaasrs bruts de GEO (figure 14).
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Figure 14 : Schéma du pipeline de traitement des daées de ChIP-chip

Un analyseur syntaxique Perl récupére les infdonatconcernant I'expérience, les
différents échantillons testés et les valeurs dnaimesuré. Ensuite un programme traite ces
valeurs, les normalise et calcule les positifs. ifeniin dernier programme entre les
informations d’intérét dans les tables correspotetade la Bxhip_chip(figure 15) :

§ —Pp—
Chip
] idExp
idEch
idGene
Experience value
idExp seuil positif
titre id
auteur
espece
FT [Fchantillon | Dico_Ech
Bl T dEch <P igkch Bico
type keywords mot_id —{>— maot_id
GDS GEM mot
GPL aleur
55E Source
Infos

Figure 15 : Structure de la base de donnéehip_chip

La table Experienceapporte des informations sur I'expérience réalisé titre
éventuel, lauteur, I'espéce, la description, lgetyet lorsqu’ils sont disponibles, les
identifiants des GDS, GPL et GSE correspondants.

Un identifiant unique et auto-incrémenté ‘iIdExpéte créé car toutes les expériences
ne possédent pas d'identifiant ‘GDS’ (données naloliques).

L’attribut ‘FT’ correspondant au facteur de tramstion étudié est rempli lors de
'ajout de I'expérience dans la table. Il partigipea la sélection des expériences lors des
requétes effectuées sur l'interface web.
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La table Echantillon présente les mémes attributs que la tabeM de la BD
transcriptome Cette fois un identifiant unique et auto-incréméeidEch’ a été créé car tous
les échantillons ne possédent pas d'identifiantViG@onnées non-publiques).

Enfin, un attribut ‘keywords’ est rempli manuellemt a chaque ajout d’échantillon
dans la base. Ces mots-clés seront déterminants lpasélection d’échantillons lors des
requétes utilisateurs.

Un «dictionnaire » a tout de méme été créé (sableo et Dico_Ech pour assurer
une sélection pertinente en cas d’absence de résgattribut ‘keywords’). De plus cela
autorise une sélection des échantillons beaucaigvalste.

La table Chip est le centre de la BBhip_chip: Elle stocke pour chaque géne
(‘idGene’) ayant été testé dans un échantillon Hdid') lors d'une expérience donnée
(‘idExp’), la valeur du log-ratio calculé (‘value’)e seuil minimum auquel il est considéré
comme positif (‘seuil’) et enfin I'identifiant de MDGENE correspondant ('id’).

Seuls les genes considérés positifs sont ajoutéslddableChip.

Les données n’étant pas toutes publiques, il @xdss identifiants de géene (attribut
‘idGene’) absents de MADGENE. Il en résultait desegistrements de la tabhip ayant
I'attribut ‘id’ égal a zéro. De méme, certaines én@nces ne donnent pas d’identifiant pour le
gene testé mais juste la position génomique derdesd’ADN utilisée.

J'ai donc mis au point un programme permettanédapérer l'identifiant ‘id’ du géne
correspondant a l'aide de ma Bgnomegui contient les positions des genes humains:

- Pour les identifiants absents de MADGENE, le progme récupére la position génomique
de la sonde a I'aide du fichier brut correspondanGPL (la puce).

- A partir de la position génomique de la sondeg fwnction recherche le géne le plus
proche : Tout d’abord, il recherche s’il existe géne incluant la sonde. S’il N’y en a pas, il
cherche le géne le plus proche en aval (car soulvst#git de sondes pour les promoteurs
situés en amont des génes) ou en amont.

Ceci ne peut étre appliqué qu’a des enregistramamtespondant a des expériences
faites chez I’humain pour le moment.

Chacune des BD a été concgue de fagon a optinageinrips de réponse des requétes
effectuées par I'utilisateur sur l'interface welediai développée par la suite.

B. Modules de requétes et Interface Web

L’interface doit permettre d’interroger les tromodules de facon indépendante, rapide
et pertinente.

De plus, elle doit permettre a l'utilisateur denserver ses résultats et de les faire
interagir (intersection, union...). Ces opérationktiennelles doivent pouvoir étre faites
entre résultats provenant des difféerents moduleMa®MIX mais aussi entre résultats
provenant d’outils différents : MADCOW et GRINGOtamment.

Enfin, l'interface se doit d’étre conviviale etnskelable a celle des MADTOOLS afin
d’obtenir un site complet et homogéne.
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L’interface web a été développée en PHP et HTMlapplication sous-jacente
interroge les bases de données a l'aide de requ&eQL.

1. Module Génome

Ce formulaire doit permettre a l'utilisateur deuver les génes ayant un ilot CpG a
moins de tant de kb de leur départ de transcripgiéou localisés sur le chromosome de son

choix (figure 16).

MADMIX

MicroArray Data MIX

MADMIX

MADMIX s a web tool mixing
genomig, transcriptomic and
chip-chip data.

Genome

Hello, Roxane Legaie

Your return address ¢
roxaner!@hotmail fr This part allows you to find genes having Cpg fslands at less than X kb and/or genes an

the chromosome of your choice,

ptome
ChiP-chip

Select your input species: | Homo sapisns &

Other tools

Genes having Cpg islands at less than [1 kb?

Gringo

Miadcow And / 01

Genes Incated on chromasarme v
Your space

Results

“Your account take a comment about this researeh file (240 characters max)

Log Out

Lifks Submit | | Clear

MaDT ool

Transeriptome Core Facility

N

Figure 16 :
Capture d'écran du formulaire ‘Genome’

Al ights reserved © 2005, DUEST-Geropoke

La sélection de I'espece sur laquelle
l'utilisateur souhaite travailler se fait a
laide d'un menu déroulant. Pour le
moment, seule I'espéce humaingofmo
sapien$ est disponible. Mais lorsque la BD
genome sera mise a jour, on pourra
travailler sur diverses espeéces telles que la
souris Mus musculys le rat Rattus
norvegicuy, la drosophile Prosophila
melanogastér le chien Canis familiarig,
la poule Gallus gallug, le nématode
(Caenorhabditis elegapsetc.

Une zone de texte permet de choisir
la distance (en kb) maximale entre le géne
et l'ilot le plus proche connu. Ceci afin de
laisser une plus grande liberté de requéte a
I'utilisateur.

L'application interroge la Byenomeet récupére les genes (identifiant MADGENE
‘id" a partir de la tabl&ENSQ correspondants aux transcrits ayant un ilot Cperdistance
(‘dist_cpg@’) inférieure a celle entrée dans la zdedexte.

La sélection du chromosome se fait a I'aide d’uanm déroulant (chromosomes
humains pour le moment) ce qui permet de mieuxrétartl’entrée du formulaire.
Une simple requéte permet de sélectionner les gémésents (attribut ‘id’) sur le
chromosome voulu a I'aide de l'attribut ‘chr_G’ detableENSG

Si l'utilisateur renseigne ces deux zones, I'aggilon prendra en compte a la fois la
distance et la localisation chromosomique (figurg 1e résultat final sera l'intersection de
ces deux listes de génes (‘id’). Sinon elle n’dffeca la recherche que sur la zone renseignée.
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Figure 17 : Schéma du module de requéte Genome
En bleu la sélection par la distance aux ilots Op@rose la sélection par le chromosome.
En rouge, le lien avec l'identifiant unique ‘id’ 4ADGENE

Enfin il est proposé a l'utilisateur de faire ummomentaire sur sa recherche. Celui-ci
I'aidera a retrouver son résultat dans son espad¢eadail par la suite.

2. Module Transcriptome

MADMIX

MicroAray Data MIX

MADMIX ©

MADWIX is a web tool mixing
genomic, transcriptomic and
chip-chip data

Hello, Roxane Legaie

Your return address @
roxaneri@hotmail. fr

e
Transcriptome
ChIPchip

Other tools

Gringo
Madeow

Your space

Results
our account

Log out

Links

MADTaols

Transcriptome Core Facility

B

Transcriptome

This part allows you to find genes of interest according to their expression level [high,
mean, low, very Low) in a particular tissue and/or pathology.

Wiz consider that high' corresponds to an expression rank »= 75,
‘mean’ between 50 and 75 ,
low' between 25 and 50 and 'very low' <= 25,
{BUt you can choose your own values)

Select your input species: | Homo say piens ¥

Expression level, | high v

Or precise your rank values [0 to 100] ¢ to

Tissue :  |muscle

Pathology :

‘ Percent of experiences where it is checked ; 90 | %

Figure 18 :

Capture d'écran du formulaire ‘Transcriptome’
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Cette partie doit permettre de
sélectionner des génes selon leur niveau
d’expression mesuré dans un tissu et/ou
une pathologie donnée (figure 18). Ces

derniers sont caractérisés par une
expérience et un échantillon.

L’application sélectionnera les
expériences (‘GDS’) correspondant a

'espece choisie par l'utilisateur. Celle-ci
se fait a l'aide d'un menu déroulant
dynamique qui interroge en temps réel la
BD transcriptome afin de proposer
seulement les espéces des expériences
disponibles au moment de la requéte.



Le niveau d’expression qui intéresse l'utilisateast évalué a l'aide des rangs
mémorisés dans la table Expression de lafBscriptome(attribut ‘rang’).

Il peut étre choisi sous deux formes :

- un menu déroulant permet de sélectionner un desral niveaux d’expression gue nous
avons définis : on considere un niveau élevé pourang supérieur ou égal a 75, un niveau
moyen de 50 & 75, un faible de 25 & 50 et un &iétefen dessous de 25.

- deux zones de texte permettent sinon a l'utéisade définir lui-méme son intervalle de
rangs. S'il est intéressé par un niveau trés éfaréexemple, il pourra choisir des rangs
supérieurs a 90.

Le troisieme champ permet de sélectionner lesrégitloas d’intérét en fonction du
tissu et/ou de la pathologie étudiée. Pour permettie sélection non-restrictive, il s’agit de
deux zones de texte ou l'utilisateur peut entrermdets-clés séparés par des virgules.

L’application recherchera ces mots-clés dans letiatinaire (tablesDico et
Dico_GSM et fera le lien avec les échantillons conceraésilfut ‘GSM’).

Ainsi, seuls les ‘id’ des enregistrements de le&xpressionconcernant ces ‘GDS’,
ces ‘GSM’ et ces ‘rangs’ seront retenus pour leltés(figure 19).

Dico_GSM Dico
geM | motid —4>— motig | et
T 1523 | 120 120 | gruscey
GSM
GEM | Waleur | Source | Infos
@ | rmyotube | | strain:control
1 —0— n
B»
| 4
Expression
GDhs GPL id GSh rang id
138 2 1523 Bo.0a5> [
G5E123 GPL12{ 100001 at 1205 14.25 1239
GOS
GOS | GPL | titre | espece | description | type ‘ G5E
138 0 | 12 | [ Homo sapiens| . | count | 5468

Figure 19 : Schéma du module de requéte Transcriptoe
En bleu la sélection des échantillons. En roséliecion des expériences. En vert, la vérificatlanmang.
En rouge, le lien avec l'identifiant unique ‘id’ 4ADGENE

Enfin, il est utile de préciser un pourcentagexp&iences dans lesquelles ce résultat
est vérifié afin de s’assurer de sa fiabilité. Sdak genes ayant ce niveau d’expression dans
cette espece, ce tissu et/ou pathologie et poyrocecentage d’expériences seront retenus
dans le résultat final.
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C’est pourquoi une zone de texte (avec une vapeur défaut a 50%) autorise
I'utilisateur a définir ce pourcentage. Ceci lurpet de s’assurer de la qualité du résultat de
sa requéte.

De méme que pour la partie génome, il est propgodaitilisateur de faire un
commentaire sur sa requéte.
3. Module ChIP-chip

Cette partie doit permettre de trouver les genégulés par un Facteur de
Transcription, dans un tissu et/ou pathologie, @t geuil donné (figure 20).

MI\’IM;DM[I)( "
e De méme que pour la partie
. ‘v Tr_anscriptor_ne, la sélection de I'espece se
o - fat a laide dun menu déroulant
dynamique qui interroge en temps réel la
BD chip_chip(attribut ‘espece’ de la table
ki Experienc afin de proposer seulement les
el e o e e | @spéces des expériences  disponibles  au
o moment de la requéte. L'application listera
e | les expériences (idExp’) correspondant a
m— 'espece voulue.
N La sélection du facteur de
e TR ¢ transcription d'intérét se fait également a
ogonr e— | l'aide d’'un menu déroulant dynamique qui
- interroge en temps réel la talii@perience
e s ot ot 1 s e B (attribut ‘FT).
Figure 20 :

Capture d'écran du formulaire 'ChIP-chip’

Le choix des échantillons est une étape cruciale fa pertinence des résultats de la
requéte utilisateur. J'ai donc choisi de proposexaypes de sélection :
- Un menu déroulant dynamique : il interroge lalgakchantillon pour récupérer les
‘keywords’ entrés lors de I'ajout d’une expérierfeedonc des échantillons) dans la base.
- Un champ texte : Il utilise le dictionnaire pa Mméme procédé que pour la partie
Transcriptome.

Ces deux champs permettent donc de sélectiomméchantillons (‘idEch’) concernés

par la requéte. Si les deux sont renseignés, Ieanétions sélectionnés sont ceux qui
contiennent a la fois le mot-clé demandé et lesraptrés dans le champ texte.
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Ensuite, un menu déroulant permet de sélectiolmnseuil a partir duquel les genes
retenus doivent étre considérés positifs. Les qusduils pertinents calculés lors de I'analyse
des données sont proposés : 0.01%, 0.005%, 0.00820@1%. Le seuil le moins stringent
est celui par défaut (0.01%).

L’ensemble de ces champs permet de sélectionmentegistrements de la taklaip.
Seuls les ‘id’ de ceux correspondant a l'une dgséegnces listées (‘idExp’), a l'un des
échantillons sélectionnés (‘idEch’), au FT dema(i@@’) et ayant l'attribut ‘seuil positif’
inférieur ou égal a celui sélectionné seront reddffigure 21).

Dico_Ech Dico
P idEch mat id < mot i mat
Ech1 13 18 myotubes
CEchZ > 120 120 muscle >
1—<Pp—n
E chantillon
idEch keywords GEM Yaleur Source Infos
Ech1 myotubes,mﬁle [N [EN A A
=) MA T 56562 . myotube. strain:cantrol
Chip
idExp idEch idGene value (log2 ratio)| seuil positif id
Expl Ech1 Mh_005135 0.94 0.01 354529
Expl CEche > | MNM_2154 112 0003 5464
Eup2 Echs 17450_at o7 0.00s 10254
< Expd > CEchZ 2:10549-10593 0.75 coaiT Caobn D
Experience
idExp titre auteur espece FT de scription type GDS GPL GSE
Expi . myogenic.. A BLAIS | Mus musculus WyoD log ratio A & A
Exp?2 _.myogenic... A BLAIS | Mus musculus hlyo 5 log ratio [iA, [i4, I,
e=TER 1A, MA__ JdHomo Sapiensy < SRFD count 456 123 5955

Figure 21 : Schéma du module de requéte ChIP-chip
En bleu la sélection des échantillons : mots-ciékleu clair, dictionnaire en bleu foncé.
La sélection des expériences via I'espéce en ioga & facteur de transcription en violet.
En vert, la vérification du seuil. En rouge, lenli@vec I'identifiant unique ‘id’ de MADGENE

Enfin, de méme que pour les autres parties, ipegbosé a l'utilisateur de faire un
commentaire sur sa requéte.

4. Association aux MADTOOLS

MADMIX ayant pour vocation d'étre ajouté par laitsuaux MADTOOLS déja
disponibles, un espace de travail commun a MADMIMDCOW et GRINGO a d( été créeé.

De plus, les résultats en sortie de MADMIX doivétre stockés et compatibles avec
les résultats de ces autres outils afin d’en parmBintersection et 'union notamment.
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a. Compte utilisateur

Pour réaliser cet espace de travail commun, itéanécessaire de créer un compte
utilisateur. Celui-ci s’avére indispensable poyvadre aux attentes de I'outil : la nécessité
de stocker les résultats et la volonté d’interagirces derniers.

La page d’accueil de I'outil propose donc en pegrtieu a l'utilisateur de s’identifier
a l'aide de ses coordonnées professionnelles. ifesriations sont stockées dans une BD
commune aux différents outils. Un login et un metpdisse sont créés et envoyés par un malil
de confirmation d’inscription.

Lors de l'identification de l'utilisateur a I'aidée son login et de son mot de passe, un
cookie contenant ces informations est créé pour durée limitée. Afin de garantir la
confidentialité, son contenu est crypté par un moyetversible. La méthode de cryptage
utilisée est le md>5.

b. Fichiers résultats

MADCOW et GRINGO sortent en résultat des listegélees. Chaque liste est stockée
sous forme de fichier XML afin de pouvoir récupérapidement les informations et de faire
facilement des opérations relationnelles (intefsactnion...) sur ces listes.

La méme méthode a donc été utilisée pour MADMIX,qui permet d’effectuer ce
type d’opération entre fichiers de résultats dlsulifférents.

Chagque requéte effectuée sur I'un ou l'autre desluies de MADMIX donne en
résultat une liste d’identifiants MADGENE de gerféd’). Ceux-ci sont transformeés a l'aide
d’'une requéte simple sur la Bi2nomeen identifiants ‘Symbol’ et ‘Name’'.

- <study>
<tool>=Madmx gencme</tool>
<userzroxane</users

Ces informations, ainsi que la requéte d’entrée,

e e et des informations supplémentaires en
- <tequest> fonction de loutil utilisé, sont mémorisées
dans un fichier XML créé en utilisant le
langage DOM. Ce fichier est stocké dans le
répertoire de travail de l'utilisateur : un dossier
unigue sur le serveur créé lors de
I'enregistrement de I'utilisateur.

<species>Hs</species>
<distance>]</distance>
<chr >3<fely >
<frequest>
— <result>
— <gene>
<svinbol>FRMPD4 </svmbol>
<name>FERM and PDZ domam contaming 4 </name>
<madid>724 <fmadid>
<cpg_1d>CPG_18273</epg_id>

</gene>
= <gene>

</gene>
= <gene>

<fgeme>
<fresult>
<fstudy=

<svmbol>APLN</svinbol>
<name>Apelin, AGTRL] ligand</mame>
<madid>12830</madid>
<cpg_id>CPG_18698</cpg_1d>

<symbol>RP6-213H19. 1</symbeol>
<name>3erine/threonine protein kinase MST4</mame>
<madid> 18792 <fmadid>
<cpg_id>CPG_18714</cpg_1d>

Figure 22:

Structure type d'un fichier de

résultat en sortie de MADMIX au format XML

De plus le document XML présente une
structure similaire pour tous les outils. La
balise ‘tool’ au début du fichier permettra de
connaitre I'outil & partir duquel le résultat a été
obtenu lors de la visualisation du résultat :
‘Madmix_genome’, ‘Madmix_transcriptome’
ou ‘Madmix_chipchip’ (figure 22).
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L’ensemble des résultats, obtenus a partir déérdiits outils, est visible a partir de la
méme page web de I'espace utilisateur : la pagsule. Celle-ci permet a l'utilisateur de
regarder le contenu de ses fichiers résultats,edefiltrer a l'aide d’ontologies, de les
supprimer ou de les télécharger. Elle propose égaielintersection et I'union des différents

fichiers.

Pour la visualisation, un simple analyseur syntagi¥ML permet de récupérer pour
chaque géne de la liste résultat, les valeurs ddiseb ‘symbol’ et ‘name’. Ensuite
I'application affiche le nombre de génes préseatssda liste et pour chacun, son symbole et
son nom.

Le filtrage permet de réduire la liste de génebai@le des ontologies GO [14].
L'utilisateur peut soit sélectionner seulement ¢&nes qui correspondent a une ontologie
voulue (ex : ‘Transcription Factor Activity’), saitI'inverse les supprimer.

Pour cela, une BD nommém (déja présente sur le serveur) répertorie pouquha
gene, les ontologies auxquelles il appartient. Bingle requéte permet alors de faire le tri.
La nouvelle liste de génes ainsi formée peut atms sauvegardée dans I'espace de travalil
sous la forme d’un fichier XML. La balise ‘tool’ eaipour valeur ‘Madmix_filter’.

L’intersection et I'union sont possibles entregpwrs fichiers sélectionnés, quelque
soit leur outil de provenance.

Un programme récupere les listes d’identifiantgydees (balises ‘madid’) de chacun
des fichiers sélectionnés puis en cherche l'intdi@e ou l'union. Pour l'intersection, le
nombre d’occurrences de chaque géne est égaleaientéc

La liste d’identifiants de génes qui en résultetemsformée en identifiants ‘symbol’
et ‘name’ afin de créer un nouveau fichier XML. @ati sera également stocké dans le
répertoire de travail utilisateur. La balise ‘toalira pour valeur ‘Madmix_intersection’ ou
‘Madmix_union’ en fonction de I'opération qui a étfiectuée.

c. Interface

Afin d’obtenir une interface conviviale et homogeavec celle de MADTOOL, la
structure HTML de MADCOW a été utilisée lors dectéation de MADMIX. De méme, jai
adapté la feuille de style CSS utilisée pour MADCQW®r la lui appliquer.
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[ll. RESULTATS

A. Les bases de données

La particularité de mon outil est de permettrecdeixer » des données de génomique,
de transcriptomique et de ChIP-chip.

Pour cela, la Blyenomaecense les positions génomiques de I'ensemblelgets du
génome Humain : génes, exons, transcrits et ilpts @ssociés. Celle-ci devra étre complétée
au fur et a mesure avec les autres especes paipkeaget mise a jour régulierement avec les
nouvelles versions d’Ensembl.

La BD transcriptomestocke les résultats, sous forme de rangs, deérierpes de
puces a ADN effectuées sur le muscle. Elle permiebtenir pour un géne, dans un
échantillon testé au cours d'une expérience donnge évaluation de son niveau
d’expression. Elle stocke également les informatiooancernant les expériences (‘GDS’) et
les échantillons (‘GSM’). Elle devra étre complétdec des expériences faites sur d’autres
tissus que le muscle a I'aide du pipeline de pnognas que j'ai congu.

La BD chip_chipgere les résultats, aprés normalisation et anatisgpériences de
ChIP-chip faites sur du muscle. Elle permet de pécer les genes considérés positifs pour un
FT donné a un seuil donné, dans un échantillon@awincours d’une expérience donnée. Elle
stocke elle aussi les informations concernant lggm/ences et les échantillons testés. Elle
sera eégalement mise-a-jour a l'aide d’'un autrelpipeue j'ai créé.

Le lien entre ces trois BD est 'identifiant uneggde MADGENE : ‘id’. Ainsi, quelle
gue soit linformation recherchée et la BD intedeg le résultat se rapporte a un
enregistrement unique dans la BD de MADGENE. Lesultéts sont alors cohérents et
compatibles pour permettre leur « mixage ». De,pieta permet d’obtenir des informations
supplémentaires sur un géne donné : ses difféidarsifiants et ses orthologues.

B. L’interface

L’objectif final de MADMIX est d’étre par la suiteatégré aux MADTOOLS. C’est
pourquoi I'interface a été congue de facon cohérehhomogene avec ces derniers.

De plus, elle permet une interaction entre leslté@s obtenus a partir de chacun des
modules de MADMIX mais aussi avec ceux obtenus réirpde GRINGO et MADCOW.
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1. L’'acces

MADMIX

MADMIX : . .
M Tout d’abord, afin de permettre a
3 i I'utilisateur de passer de l'un a l'autre de

ces outils sans avoir a se reconnecter, le

R compte utilisateur est commun a
MADMIX, GRINGO et MADCOW.
roxaner!@hotmail. fr
'T’:’l'l‘:“:'l = You oan use any part of ts tool: )
'—'r'—i ot Genarne, Transcriptome and ChiP-chip. .. then mix your results! , <
R Le menu de gauche propose l'acces
St e aux trois modules de MADMIX ainsi
Gings Allyour results will be 1n your parsonnal space Results, qu’aux autres MADTOOLS (flgure 23)

=

adcow

Your space

Results
our account

Log out

Links e
MADT ool ﬂ {“\

Transcriptome Core Facility

Figure 23 :
Capture d'écran du formulaire d'acces

2. Les modules de MADMIX

La page d’'acces au module ‘Genome’ permet aibatiéur de rechercher les génes
présents sur le chromosome de son choix et/ou ayaitdt CpG a une certaine distance. La
requéte utilisateur est récupérée a l'aide du ftairauet est transmise a une application qui se
charge d’effectuer la ou les requétes MySQL siBdagenome

Le formulaire du module ‘Transcriptome’ permetrdeupérer les genes présentant tel
niveau d’expression dans tel tissu et/ou patholdgela méme facon, la requéte est traitée
par I'application PHP sous-jacente qui va interrdgeBD transcriptome

Enfin la partie ‘Chip-chip’ interroge la BBhip_chippour permettre a I'utilisateur de
trouver les genes cibles a un seuil donné, danissunet/ou une pathologie, du FT d’intérét.
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3. L’espace de travall

L’innovation majeure apportée par le regroupentiatitiis sous un seul espace de
travail est la possibilité pour l'utilisateur derfiouler tous types de requétes, de la plus simple
a la plus complexe : associer des informationsé&h®ignique, de transcriptomique et de ChlP-
chip (MADMIX), avec celles d’annotations fonctionies (GRINGO) et de corrélations inter-
géniques (MADCOW). De plus, il sera possible d'altm de nouveaux outils présentant le

méme type de résultats par la suite.

Les résultats sont donc stockés dans un mémetogpest sont visibles a partir d’'une
seule et méme page : ‘Results’. Elle se présentis & forme d'un tableau qui propose

plusieurs acces a ces fichiers (figure 24).

MADTOOLS

MicroArray Data Tools
MADTDOLS &

Suite of tools ta help

storape and annotation.

Hello, Roxane Legaie

Your return address |
roxaner! @hotrail, fr

at the microarray dats analysis,

Results

31 results stored

Capture d'écran de I'espace de travail 'Results'

30

lﬂ—OME O intersection O union Send
e nome
Transcriptome
ChIP -c hip
Select | View Input Date Comment || Fitter ;| Delete i Download
Other tools » - Hnien of ; &
O = Union file 07408407 [resut s tsaso] o B | DA =
s result 1186413763, xml
i i 7 i
=Hnse O = Hs - chir 4 07 /08/07 B o X )
bhadcomw il
i A - MyoG - Muscle - = =
— 07 08407 e
0 chipchip thri 0,003 B X =
Your space = :
: #Am - 75 ta 100 - k i
SR H ,
H transcrigtomeg miscle - 50% Hriteley 'm X =
Results = : iR e
4 m - o = = =
-t 07 05407 8B X =
Your account = tranzcriptome: muscle - G0
Log Qut Ll - #m - MyaD - Musele =) 2 e o7 s X ]
chipchip thr: 0,01 ot
f thm - dyol - Muscle - & -
) El b e 07 /08407 B X =
Links ]
L] R : : z
MADT ools O L R T B X #
— chipchip thr: 0.01
Transcriptome Caore Facility He - SRF - 00 s = =
O — > i an1usce 0808407 essai B | X =
chipchip R
o Hs - SRF - Smaoth : =
L] - 080807 B | X #
chipchip thuscle - thr 0,01 =
Figure 24 :




- La visualisation (icone View)

Ce lien permet d’'observer la liste de genes cpomdant au résultat de la requéte
utilisateur. Pour chaque géne de la liste sontle#8 son symbole et son nom. De plus,
l'interface propose :

- un lien a partir du symbole vers la carte d’'titérdu géne (MADSENSE)

- un lien vers MADGENE afin d’obtenir les autresemdifiants disponibles (Other Ids
available) pour ce géne, ainsi que ses orthologuéen choisit une espéce différente que
celle de la requéte premiéere

- un lien vers les ontologies (GO) dans lesquellest recensé. Chaque GO _id étant lui-
méme un lien vers le site QuickGO [18] afin de pmunotamment observer ou se situe cette
ontologie dans l'arborescence des ontologies.

Si cette liste parait intéressante a l'utilisatéua la possibilité de la sauvegarder au
format texte : bouton ‘Save in text format’. LeHier texte est mémorisé dans le méme
répertoire de travail et apparait a la fin du tablées fichiers résultats.

L'utilisateur peut alors le télécharger et intgeo avec les outils GRINGO ou
MADCOW.

Enfin, le lien ‘GO Statistics’ permet de détermminguelle est I'ontologie
surreprésentée dans la liste de génes afin d’ana@rdée des processus biologiques auxquels
ils participent et des composants cellulaires aabgils appartiennent.

Pour cela un programme, créé par un ingénieurédgipe, effectue une annotation
fonctionnelle par méthode statistique [19] : il kxeala représentation des différents termes
d’ontologies de la liste de genes par rapport aterdes genes du génome de la méme espece
en s’appuyant sur les dénominations présenteslddis go.

- La requéte (colonnes Input et Date)
Ce sont des rappels sur les arguments d’entrda deruéte et la date ou elle a été
effectuée afin d’aider I'utilisateur a retrouvesdiehiers de résultats rapidement.

- Le commentaire (colonne Comment)
Cela permet de visualiser le commentaire laissd’yt#lisateur lors de sa requéte ou
apporte diverses informations sur les fichiers eonés.

- Le filtrage (icone Filter)

Ce bouton permet de filtrer le fichier de résu#taton les ontologies. La case ‘select’
permet de ne conserver que les genes de la liprtapant a I'ontologie voulue. La case
‘cut’ propose elle de les supprimer de la listett€eouvelle liste de genes peut étre
sauvegardée a son tour.

- La suppression et le téléchargement (icone Dat@ownload)
Ces boutons permettent de supprimer ou de téléehlrdichier de résultat voulu.

31



- L'intersection et I'union

En cochant les fichiers d'intérét a l'aide desesa$Select’, I'utilisateur peut ensuite en
demander l'intersection ou I'union. Il en résulte mouveau fichier dans I'espace de travail
sous l'intitulé ‘Intersection’ ou ‘Union’ selon lfgération demandée.

Celui-ci peut alors étre traité comme tous lesesufichiers résultats : visualisation,
sélection, filtrage, etc.

4. Exemple d'utilisation

MADMIX permet d’effectuer des requétes tres compke du type : « Trouver les
génes ayant un ilot CpG a moins de 1 kb, forteregptimés dans le muscle et positifs en
ChIP-chip pour le facteur de transcription SRF »0icV/ un exemple d'utilisation de
MADMIX pour une telle requéte utilisateur :

- Interrogation du module Genome

A l'aide de la page d’acces ‘Genome’ de l'intedaon sélectionne I'espece (Homo
sapiens) et la distance minimale a un ilot CpGKL Rfin d’effectuer une recherche sur tout
le génome humain, aucun chromosome particuliet s&sctionné (figure 16).

L’envoi de la requéte renvoie sur une page weliguaht qu'il existe 8975 génes
correspondant. Le fichier résultat est stocké daspace utilisateur, accessible via le lien
‘Results’ sous l'intitulé ‘genome’. L’icone ‘Viewpermet de le visualiser (figure 25).

Hello, Roxane Legaie Results

Your return address @
roxaneri@hotmail. fr

Madmix_genome

29408507
HOME ; :
Genome Request information Comment
Trans Criptome | :
= - : ‘ ® Species: Homo sapiens
ChiP-chip ® Cpgistonds distance: 1kb
: ® Chromosome: bl

exemple

Other tools

Gringo save in text format

dhadcow
GO Statistics [reference = genome)

Your space
There is 8975 gene(s] corresponding to your request :

Results ~
- Gene 1

Your account Symbol : ZFY
Other ids available
(L= (T Mame : Zinc finger protein, ¥-linked
G0 annotation
Figure 25 :

Capture d'écran de la visualisation du résultat d'une requéte effectuée sur le module '‘Genome'
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- Interrogation du module Transcriptome

Sur la page d'acces au module ‘Transcriptome’, sétectionne I'espece (Homo
sapiens) et le niveau d’expression (€lewsigh). Le tissu d’intérét (muscle) est entré dans le
champ texte prévu a cet effet, sans préciser deloafie particuliere. Pour plus de fiabilité
des résultats, il est possible de demander un potage tres éleve (90%) d’expériences ou
est vérifiée la requéte (figure 18).

La page résultante indique qu’il existe 2118 gérmsespondant a cette requéte. Le
fichier résultat est stocké dans I'espace utilisas®us I'intitulé ‘transcriptome’ (figure 26).

Hello, Roxane Legaie Results

Your return address
raxaner1@hotmail fr

Madmix_transcripto me

29/08/07

T

OME H
Genome H Request information Comment
- ] ® Species: Homo sapiens
ChIP-chip i * Expression tevel: 75 to 100
& Tissuer muscle

H & Poihology: M
Other tools ® Percentof experiences: 90 %

axemple

Gringo
thadeow save in text format

v,
rour space GO Statistics [refarence = genome)

Results There is 2118 gene(s] corresponding to your request :
Your account

Gene 1
Log Out Symbel : DDR1

Other ids available
Mame : Discoidin domain receptor family, member 1
. GO annotation
Links -

Figure 26 :
Capture d'écran de la visualisation du résultat d'une requéte effectuée sur le module 'Transcriptome'

- Interrogation du module ChIP-chip

Enfin, le module ‘ChlIP-chip’ est interrogé (figu0). L'espéce est sélectionnée
(toujours Homo sapiens afin d’obtenir des résultaisparables) ainsi que le FT d’intérét
(SRF). Les menus déroulants permettent de séleetida tissu (muscle) et le seuil (0.001%).

Hello, Roxane Legaie Results

Your return address :
roxaneri@hotmail. fr

Madwmix_chipchip

29708707
HOME " 1
S e e La page suivante indique
Chbclip o s | quil existe 163 génes
Other tools O s | correspondants a cette requéte.
e Le fichier résultat est stocké
Vatlo dans l'espace utilisateur sous

flolnspace GO Statistics reference = genome) | IntItL”e ChIpCh I p (flgu re 27) "

Results There is 163 gene(s) corresponding to your request :

¥our account
Gene 1
Log Out Symbol : RAPGEFS
Other 1ds available
Mame : Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) &
GO annotation

Links

Figure 27 :
Capture d'écran de la visualisation du résultat d'une requéte
effectuée sur le module 'ChlIP-chip'
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A l'aide de l'icone ‘Filter’, on peut procéder aiie au filtrage de la liste des 8975
genes contenue dans le fichier résultat ‘genome’dd ne conserver par exemple que les FT.
En position 12 de cette nouvelle liste, le FT ‘SRElectionné pour la requéte ChIP-chip
apparait.

- Lien avec MADSENSE

En cliquant sur le lien de son symbole, une ndev&nétre affiche sa « carte
d’identité » proposée par I'outii MADSENSE. On purve notamment des informations sur
sa localisation génomique, sa fonction et les ogies (Gene Ontology) auxquelles il
appartient (figure 28).

w
)
m

Complete Name ( SOURCE ) Literature | PubGene )

Serurn response factor (c-fos serum response elerment-binding transcription factor) SRF - Found in atticles with neighbours
Aliases

C-FOS SERUM RESPONSE ELEMENT-BINDING FACTOR
Chromosomal Location

Fip21 1

Neighbors - Top 10

Most recent articles { PubMed )

1- Ruffoni MP et al.

This gene encodes a ubiguitous nuclear protein that stimulates both cell proliferation and differentiation. It is a member of Probing atomic displacements with thermal differential
the MADS (MCM1, Agamous, Deficiens, and SRF) box superfamily of transcription factors. This protein binds to the serum | EXAFS. 17717324

response element (SRE) in the promoter region of target genes. This protein regulates the activity of many immediate-earl P

genpes‘ for example( c-fns).‘ and thperehy pamcgipates mgcellgcycle regu\apt\nn, apngtnsws‘ cell grnwthy: and ceﬁ differentiation e Synahrotron Radiat, 2007 £ug
This gene is the downstream target of many pathways; for example, the mitogen-activated protein kinase pathway (MAPK)
that acts through the termary complex factors (TCFs). 2-Morita T etal.
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Figure 28 :
Capture d'écran de la carte d'identité de SRF obtene avec MADSENSE

D’autre part, il est possible de demander l'intet®n des trois fichiers résultats
obtenus lors de la requéte sur MADMIX. Il en résuih nouveau fichier présentant une liste
de 1251 genes.
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- Analyse des ontologies de genes

Le lien ‘GO statistics’ permet d'observer les datpes surreprésentées dans cette
nouvelle liste. Ceci permet d’avoir une idée dexpssus biologiques auxquels participent les
génes correspondants a la requéte globale (fidre 2

) http:/icardioserve. nantes.inserm. fr - GO annotation - Mozilla Firefox

close
GOID GO name total count representation p-value
GO.0005739 603 115 [over-represented) 3 175044E-36
GO:0004872 receptor activity 1851 22 under-represented 6.552625E-20
GiO0007186 G-protein coupled receptor protein signaling pathway 1113 5  under-represented 5. 635210E-19
Gio0016021 integral to membrane 3793 96 under-represented 2. 762997E-16
GiD:0016020 membrane 5089 154 under-represented 2. 209406E-14
GO0003676 mucleic acid binding 1576 27 under-represented 2. 62%025E-12
Gi0003554 NADH dehydrogenase actiity 37 15 over-represented 9408526E-11
Gio:0007600 SEnsory perception 577 4 under-represented 9.793152E-09
GiO0008137 NADH dehydrogenase (ubiquinone) activity 58 16 over-represented 1.534048E-08
GO:0006412 742 73 [over-represented] 4.387920E-08
Gi0006091 generation of precurser metabolites and energy 63 16 over-represented 5. 548445E-08
GiD0005576 extracellular region 684 B under-represented 6.251798E-08
GiD0015992 proton transport 59 15  over-represented 1418514E-07 2
Terming

Figure 29 : Observation des ontologies statistiqueemt surreprésentées

L’'ontologie surreprésentée avec la plus faibleajug est « mitochodrion ». En
cliguant sur le lien de l'identifiant GO correspamt (GO:0005739), on peut observer
I'arborescence des ontologies sur le site QuickiE®agit en fait de I'ontologie ‘Composant
cellulaire’. Cela signifie que la majorité des gende la liste sont localisés dans les
mitochondries.

L’'ontologie « protein biosynthesis » de la catégdBiological process’ est également
surreprésenteée.

- Lien avec GRINGO

Cette liste de genes résultant de l'intersecties r@sultats des trois requétes peut étre
sauvegardée au format texte afin d’interroger leégea outils disponibles.

Apres avoir téléchargé ce fichier texte, l'accénatil GRINGO se fait directement a
I'aide du lien situé dans le menu gauche de I'fats, sans avoir a se reconnecter. GRINGO
va permettre d’annoter la liste de génes en la epamp a des données de puces a ADN
classées hiérarchiqguement et annotées (figure 30).
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Figure 30 :

Capture d'écran du résultat de GRINGO
En rose, les annotations trouvées. En bleu, lelcespconcernées

On observe notamment des groupes de genes d'skpresorrélée (clusters) tirés
d’expériences faites chez la sourMus musculys annotés « mitchodrion » et « protein
biosynthesis », fortement similaires a la listegdaes initiale. Il est possible de sauvegarder
ces clusters dans I'espace de travail et de lgsrt@mme tous les autres fichiers résultats.

De méme des requétes sur MADCOW peuvent étreteffes a partir des fichiers
résultats au format texte de MADMIX ou GRINGO.

L’association de ces trois outils permet a I'stiteur d’effectuer des requétes tres
complexes et tres variées.
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IV. DISCUSSION

L’objectif de mon stage était de créer un outil pajuter de nouvelles fonctionnalités
aux bases de données existantes dans mon laberdi@icueil. Il s’agissait particulierement
d’'intégrer des requétes de positionnement sur f®mé, et des requétes sur les données
expérimentales de puces a ADN et de ChIP-chip. ihalité étant de pouvoir faire des
requétes du type « Sélectionner tous les genegmggpdans le muscle, ayant le facteur SRF
fixé sur leur promoteur, et situé a moins de 1kindiot CpG ». Cet outil devant intégrer des
données de natures diverses, je I'ai appelé MADMIX.

Son développement a soulevé plusieurs problensesatlire hétérogéne des données
de puces a ADN et de ChlIP-chip, la caractérisatie’expression d’un géne dans un tissu
donné, I'évaluation statistique des séquencesipesien ChIP pour un FT donné, etc.

Nous avons trouvé des solutions a chacune deusssigns, mais il serait intéressant
de tester d’autres stratégies alternatives.

Toutefois, malgré ces difficultés rencontrées, MADMest actuellement fonctionnel
au laboratoire, et permet de faire les requétes rques avions prévues. Le retour des
utilisateurs biologistes nous fournira probablendsd pistes d’améliorations.

Les principaux problémes rencontrés et les améioora a leur apporter :

Pour le module ‘Genome’, les positions des difié&seéléments ont été obtenues a
l'aide d’Ensembl car la BD préexistante que jampétée avait été créée a l'aide de ces
données. En interrogeant une autre base telle gilee @e 'UCSC [20], le nombre et les
positions des ilots CpG sont légerement differe@sci s’explique par la méthode de
détection des ilots qui est propre a chaque site.

Pour plus de cohérence jai choisi de conservemlasitions données par Ensembl,
mais il pourrait étre judicieux de confronter léféentes sources de données disponibles.

Le premier obstacle a la création de la BBnscriptomea été I'hnétérogénéité des
données publiques. En effet, plusieurs sites recgrmes données de puces a ADN, dont GEO
et Array-Express [21]. Les fichiers de GEO, régéliment utilisés par I'équipe, sont bien
formatés et permettent une analyse syntaxique atipne des données brutes. Alors que le
site Array-Express propose des fichiers complelwesds et parfois mal annotés.

Il a donc été décidé de ne traiter que des donpgmenant de GEO pour I'objet de
mon stage. Toutefois, si certaines expériencesone disponibles que sur le site d’Array-
Express, il serait utile de trouver un moyen dealeslyser de fagon automatique.

La sélection des échantillons et expériences &féts pour les requétes sur le module
Transcriptome est un réel probleme auquel noussatronveé une solution temporaire.
En effet, la description des échantillons et dggaernces est librement faite par I'auteur. Il
n'existe pas de systeme de mots-clés permettantcatmaitre clairement les tissus
correspondant a I'échantillon.

Le dictionnaire permet une sélection rapide désuétllons d’'intérét mais sa fiabilité
est limitée. Actuellement, chercher un géne fort@mexprimé dans le muscle revient a
chercher un geéne fortement exprimé aussi bien daréchantillon de muscle sain que dans
un échantillon de muscle atteint de myopathie dehBane par exemple.
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Pour éviter cela, il faudrait proposer a l'utitsar de donner également les tissus et/ou
pathologies auxquel(le)s ne doivent pas appartesiréchantillons sélectionnés. Il devrait
alors indiquer dans sa requéte le tissu d'intétépréciser de ne pas sélectionner les
échantillons de toutes les pathologies qui lui sasgociées (ex : muscle sauf myopathie,
dystrophie...) et qui ne l'intéressent pas. Ce geshbien-sur pas concevable. D’autant que
I'outil inclura bientét des données d’expériencaigels sur de nombreux types tissulaires.

Une solution intermédiaire serait que l'applicatitasse une premiére sélection a
l'aide du dictionnaire, puis que linterface propos Iutilisateur de sélectionner les
échantillons et expériences qui I'intéressent @dd'ale leur descriptif (facilement accessible a
'aide des tablessDS et GSM de la BDtranscriptomg. Toutefois, lorsque des centaines
d’expériences seraient sélectionnées par I'apmicatl serait lourd pour l'utilisateur d’avoir
a en faire le tri.

La meilleure solution reste I'annotation manueflar I'équipe de chacune des
expériences de Transcriptome (41 disponibles suUd @&ur le muscle, mais plus de 2000 au
total). Chaque expérience et chaque échantilloaitsalors référencé par des mots-clés que
'on pourrait proposer dans un menu déroulant dygaen C’est probablement vers cette
solution que I'équipe se dirigera.

Enfin il serait intéressant d’apporter une foneticomplémentaire au module
Transcriptome. En effet, actuellement celui-ci pefrrde trouver les genes présentant un
niveau d’expression particulier. Mais l'intérét moipal des puces a ADN étant d’établir des
profils d’expression de génes, il serait intéressgue ce module propose également de
trouver les génes présentant une variation derineiau d’expression entre deux conditions
données. On pourrait alors chercher par exemplgdess surexprimés dans des échantillons
de muscle atteint de myopathie de Duchenne veesgchantillons de muscle sain.

Ceci pourrait venir d’'un module d’analyse automagigies données de puces a ADN
(MADPRO : MicroArray Data Processing) en cours dsvaloppement dans I'équipe, qui
détecterait les genes différentiellement exprin@sdhaque expérience.

Le probléeme des données hétérogénes a égaleméemeratontré pour le module
‘ChlIP-chip’. Peu de données étant actuellementigué$, nous avons contacté des auteurs
afin d’obtenir leurs données brutes. Ces donnéawifes par les auteurs eux-mémes ont dues
étre analysées et traitées au cas par cas avéaria le pipeline de programmes dessus.

Par ailleurs, certaines puces utilisées pour |dcihip sont constituées de promoteurs
de genes. Il est alors facile d'attribuer un sigpasitif d’'une sonde a un géne particulier.
Mais d’autres puces sont constituées de sondestisspaégulierement sur I'ensemble du
génome (« Tiling Array »). Dans ce cas l'attribautid’'une sonde a un géne est une étape
délicate.

Nous avons choisi la solution la plus évidentesparr la sonde au géne connu le plus
proche. Mais cette stratégie souleve des questiergertinence lorsque le géne est tres loin
(100 kb) ou que la sonde est située entre deuxsgéne

Les problemes soulevés par la sélection des étbastsont apparus également pour
les expériences de ChIP-chip. Compte-tenu du faibhebre de données disponibles et du fait
gue celles-ci seront ajoutées au fur et a mesurbgoaipe, j'ai pu mettre en place le systeme
de mots-clés (‘keywords’) proposé pour le Trangonpe.
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Toutefois, la sélection par mots-clés limite liédee de la sélection et peu parfois
biaisée celle-ci. En effet, les échantillons n&ésooth muscle’ (muscle lisse) par exemple ne
seraient pas sélectionnés par I'application silidateur sélectionne juste ‘muscle’ dans le
menu déroulant. Pour éviter cette erreur, le systémdictionnaire a été ajouté au systeme de
mots-clés, ce qui semble étre un bon compromis.

Par ailleurs, I'utilisation d’'un tel menu déroulalépend fortement du bon remplissage
de l'attribut ‘keywords’ (table€Echantillor) lors de I'ajout d’'une nouvelle expérience dans la
base.

Le ChIP-chip donne parfois des signaux trés produesruit de fond de I'expérience.
Il a donc été assez difficile de mettre au poiné uméthode statistique de détection des
signaux positifs. La solution que nous avons chessisimple mais pourrait étre améliorée.

L’idée est que I'on a les signaux de 'ADN avanaptés immunoprécipitation avec le
FT. Ces signaux sont tres similaires mais se gjgént par un enrichissement (et jamais un
appauvrissement) en ADN correspondant aux sitdsagon du FT sur la chromatine. Nous
avons donc calculé le log du rapport ADN aprés imomuécipitation sur ADN avant
immunoprécipitation. Nous avons utilisé les digttibns des valeurs négatives (absence
d’hybridation) pour déterminer les seuils de sigaifivité, et nous avons appliqué ces seuils
aux valeurs positives en changeant le signe déls.seu

La difficulté rencontrée lors de la création dmtérface web a été de proposer a
I'utilisateur une interface identique a celle deATOOLS afin de permettre une navigation
agréable et une utilisation facile.

Pour cela jai dO apprendre le langage CSS, réeugés feuilles de style utilisées
pour MADCOW notamment et les modifier afin de lpplaguer a mon ouitil.

La structure HTML de mon interface a également réaisée en fonction de ces

feuilles de styles. Jai ainsi obtenu une interfdoet a fait semblable a celle des
MADTOOLS.

La rapidité d’exécution d’'une application sousejate a un site web est une qualité
importante. Les bases de données des différentsilesodnt été créées afin d’optimiser les
requétes utilisateurs. Toutefois le module Trapsome est un peu plus long en exécution
gue les autres. Ceci s’explique par la taille d8Da(15 millions d’enregistrements).

Lorsque celle-ci sera complétée par des expéresiggplémentaires, il sera surement
nécessaire de mettre au point un systeme de flitedte pour les requétes. Ce systeme est
déja utilisé pour MADCOW et GRINGO. L'utilisateupit alors attendre de recevoir un malil
de confirmation pour aller voir le fichier de réstildans son espace utilisateur.

Ce probléme sera également rencontré pour le raddalP-chip lorsque le nombre
d’expériences disponibles sera devenu important.

Malgré tous ces problemes, MADMIX s’est révélétpertinent pour répondre a une
requéte complexe du type « Trouver les genes ayaiibt CpG a moins de 1 kb, fortement
exprimeés dans le muscle et positifs en ChIP-chiyr pofacteur de transcription SRF ».

En effet, les résultats obtenus sont en accord ageque I'on connait de SRF: le
facteur de transcription SRF est effectivement comour participer activement a la
biosynthese protéique et notamment celle des pexémitochondriales, dans les tissus
musculaires [22].
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V. CONCLUSION

Ce stage aura été une expérience professionnglesinnelle trés enrichissante. Tout
d’abord, j'ai pu participer a la prise de décislors de la conception de I'outil. Ensuite, au
cours de sa réalisation, jai eu lI'occasion d’agpdér et d’améliorer mes compétences en
Informatique : la programmation, la création eg&stion de bases de données, ainsi que la
création d’un site web. J'ai également pu approfoms connaissances en Bioinformatique
et notamment en analyse statistique de donnée@, BMADMIX résulte d'un travail en
équipe important, en particulier pour I'intégratida celui-ci aux MADTOOLS.

MADMIX est un outil bioinformatique actuellementsgionible via Internet a I'url
http://cardioserve.nantes.inserm.fr/developpemexaiie/ Celui-ci n’étant pas encore public,
merci de ne pas communiquer cette adresse.

L’innovation apportée par MADMIX repose sur la iitéxdes informations : diverses
sources (Ensembl, GEO, données non-publiques),rsgigsetechnologies (Séquencage de
génomes, puces a ADN, ChIP-chip) et divers sousaitoes (Génomique, Transcriptomique
et Régulation génique).

Les résultats obtenus sont concluants et montjeéati’'on peut étudier des processus
biologiques complexes en mixant des données deewet de technologies différentes.

On peut, par exemple, croiser des données de driptasne et de ChIP-chip afin de
définir le type de régulation (activation ou rémies) subit par un géne. En effet, si I'on
observe que tel gene régulé par tel FT présenteiw@au d’expression trés élevé dans une
pathologie donnée, on peut supposer une activdtoson expression par le biais du FT mis
en cause. Cette observation ouvre alors de nogvedees de recherche thérapeutiques et
apporte des informations complémentaires sur laghagie étudiée.

Une des perspectives de I'équipe est de compltBDMIX avec différentes
fonctions : déterminer les positions des promote@s genes appartenant a une liste résultat
et effectuer de la découverte de motifs sur cemmégpromotrices. Ceci afin de mettre a jour
des complexes de FT impliqués dans les réseauggidation et de vérifier par la suite ces
hypothéses a l'aide des techniques de ChIP-chgners de mise au point sur la plateforme.
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