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Résumé de la these

Suite a des études en biologie effectuées a I'lUT Génie Biologie (Analyses Biologiques et
Biochimiques) puis a I’Université de Toulon et du Var, j’ai débuté ma formation en bioinfor-
matique en 2006 en intégrant le master 1 mention Bioinformatique, Biochimie Structurale
et Génomique (BBSG) a la Faculté des Sciences de Luminy (Université de la Méditerranée,
AixMarseille II). Lors de ce cursus j’ai réalisé deux stages en bioinformatique au sein de 1’unité
mixte Inserm/Université de la Méditerranée UMR_S 928 intitulé Technologies Avancées pour
le Génome et la Clinique (TAGC) sous la direction du Dr Denis Puthier puis en co-direction
avec le Dr Jean Imbert, qui a rejoint le TAGC en juillet 2007.

Le laboratoire TAGC mene des projets de recherche dans les domaines de la génomique et
de la bioinformatique avec pour la plupart une application médicale, et accueille une plateforme
de Transcriptomique et de Génomique labélisée IBiSA basée sur la technologie des puces a
ADN et du séquencage a tres haut débit, intitulée Transcriptome Génomique Marseille Luminy
(TGML). Ces projets combinent des analyses portant sur la régulation transcriptionnelle
notamment dans le cancer du sein, les lymphomes, les glioblastomes, ou encore dans le sepsis.
Ce laboratoire effectue également des recherches fondamentales sur le contrdle du cycle
cellulaire, de la différenciation et de 1’activation des lymphocytes T chez les mammiferes. Ces
projets combinent des analyses portant sur la transcription et la régulation de 1’expression des
genes, et impliquent le développement d’outils d’analyse et d’approches bioinformatiques.

Les stages pré-doctoraux m’ont permis d’acquérir une expérience dans (1) I’analyse de
données de puces a ADN avec le développement d’une librairie R permettant le contrdle qualité
et la normalisation des puces sur lame de verre Agilent™, et (2) la méta-analyse de données
de puces a ADN provenant de Gene Expression Omnibus (GEO) avec ma participation au
projet TranscriptomeBrowser initié en 2007 par le Docteur Denis Puthier. Ce dernier projet
m’a permis d’étudier la co-expression de genes et leur régulation dans le cadre de 1’activation
et de la différenciation des lymphocytes T. Suite a 1’obtention en Juillet 2008 d’une bourse
d’allocataire de recherche MRT, j’ai souhaité poursuive mes travaux de recherche au TAGC.
J’ai ainsi effectué ma these en co-direction avec les docteurs Jean Imbert et Denis Puthier.

Dans la continuité de mes travaux de master, ma these a eu pour objet le développement
d’outils et de méthodes bioinformatiques permettant la caractérisation des mécanismes
impliqués dans diverses maladies par une approche transcriptomique pan-génomique, mais
également épigénétique et par I’étude de la régulation transcriptionnelle de 1’expression des
genes.

Jai évalué la qualité des données de puces 2 ADN Agilent™, je les ai normalisées
et analysées dans le cadre de collaborations avec d’autres équipes de recherche. J’ai ainsi
travaillé avec le Dr. Patricia Paris de I’Institut de Médecine Tropicale du Service de Santé des
Armées (IMTSSA, Marseille) sur la dengue, infection virale, et avec le Dr. El Chérif Ibrahim
du NICN CNRS UMR 6184 (Faculté de Médecine Nord, Marseille) sur 1’étude d’une maladie
orpheline et neurodégénérative, la dysautonomie familiale. Ces collaborations ont fait I’objet
de trois publications : deux dans PLoS ONE et une dans Human Mutation (voir Chapitres



2 et 3).

Le projet TranscriptomeBrowser, publié en décembre 2008 dans PLoS ONE, a été
poursuivi. J’ai ainsi développé de nouvelles fonctionnalités, mais également restructuré,
optimisé et mis a jour notre base de données. Ces travaux font I’objet d’un article accepté
dans BMC Bioinformatics et d’un autre en préparation (voir Chapitre 4).

En avril 2009, I’évolution technologique marquée par 1’arrivée d’un séquenceur a tres
haut débit SOLiD™v3 sur la plateforme TGML m’a permis de développer un pipeline
d’analyse pour des expériences d’ImmunoPrécipitation de la Chromatine (ChIP-seq)
(voir Chapitre 5). Ce développement bioinformatique m’a ensuite permis de collaborer a
I’analyse d’expériences ciblant de facteurs de transcription impliqués dans le cancer du sein
ou les glioblastomes, respectivement avec 1’équipe du Dr Daniel Birnbaum du Centre de
Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM) et le Dr Thierry Virolle de I’unité Inserm
U898 « stem cells, development and cancer » de Nice.

Enfin, le pipeline et les scripts développés ont également été utilisés dans le cadre de I’ana-
lyse de données de positionnement des nucléosomes par une approche développée par le Dr
Salvatore Spicuglia de 1I’équipe du Dr Pierre Ferrier au CIML en collaboration avec notre labo-
ratoire. Cette technique nommée Mnase-Cap fait I’objet d’un article en préparation.
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1.1 Etude des pathologies

La pathologie est une partie de la médecine qui a pour objet I’étude des maladies et
notamment leurs causes, leurs mécanismes, leurs développements et leurs symptomes. Un abus
de langage relativement récent et populaire consiste a faire du mot « pathologie » un synonyme
du mot « maladie », en I’utilisant ainsi pour toute altération pathologique d’un mécanisme ou
d’un processus biologique.

La plupart des maladies sont multifactorielles, c’est-a-dire quelles possedent plusieurs alté-
rations ou causes. Leur occurrence dépend de I’environnement (dans le cas de I'infection par
exemple), du vécu de I’individu, mais aussi des prédispositions que lui confere son patrimoine
génétique pour des maladies héréditaires. Dans ce cas, les facteurs génétiques ne font que pré-
disposer un individu au déclenchement et au développement particulier d’une pathologie, mais
n’impliquent en aucun cas son apparition.

Ces maladies complexes sont diverses, telles que : obésité, diabete, asthme, cancer, maladies
auto-immunes, maladies neurodégénératives, etc. Des examens médicaux, comme des prises
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de sang et autres examens cliniques, permettent de les détecter et de suivre leur évolution, tant
au niveau d’un tissu ou organe donné que de tout I’organisme. En effet, toutes les maladies ont
des évolutions et des pronostics différents.

Les travaux de recherche sur ces maladies visent a la compréhension de leurs perturbations.
Ainsi, I’étude a grande échelle de 1’expression des genes permet de déterminer des genes diffé-
rentiellement exprimés pouvant expliquer les perturbations observées. Ces travaux conduisent,
entre autres, a des analyses fonctionnelles au niveau du produit de ces genes et de la régulation
de leur expression. Plus on en connait sur une maladie, mieux on peut la combattre ou du moins
limiter ses conséquences.

L’étude du transcriptome et des régulations transcriptionnelles sont donc un des aspects
tres importants de 1’étude des pathologies. De plus en plus de publications portent par exemple
sur I’étude des Acides RiboNucléiques (ARN, ou RNA en anglais) non-codants comme les
microRNA, ou bien encore les « Long intergenic non-coding RNA » (lincRNA), et leurs impli-
cations dans des pathologies (voir partie 1.5).

1.2 Le transcriptome

Le transcriptome est I’ensemble des ARN issus de I’expression d’une partie des genes
du génome d’un type cellulaire ou d’un tissu a un moment et dans des conditions données.
Initialement focalisée sur I’ensemble des ARN messagers, cette définition a été étendue aux
ARN non codants comme les microRNA, les ARN ribosomaux, les ARN de transfert ou bien
encore les lincRNA suite a la mise en évidence récente, grace au séquencage a haut débit, que
plus de 80% des nucléotides d’un génome peuvent étre transcrit. Cependant, cette transcription
généralisée n’implique pas nécessairement une fonction associée a chacun des produits. Nous
retiendrons donc le terme de transcriptome pour désigner 1’ensemble des transcrits, codant ou
non codant, associés a une fonction dans un organisme.

La caractérisation et la quantification du transcriptome dans un modele biologique (tissu,
organisme, cellule ou lignée cellulaire) permettent d’identifier les genes transcrits dans un
contexte donné et ainsi de déterminer les mécanismes de régulation d’expression des genes
(co-expression) et de définir leurs réseaux de régulation (voies de signalisation impliquées). La
meilleure connaissance du niveau d’expression d’un gene dans différentes situations constitue
une avancée vers la compréhension de sa fonction, mais également vers le criblage de nouvelles
molécules et I’identification de nouveaux médicaments et de nouveaux outils de diagnostic.

Introduite dans les années 1980, la technique a haut débit des puces a ADN permet de
mesurer simultanément le niveau d’expression d’un large ensemble d’ARN messagers conte-
nus dans un échantillon, ce qui en fait un outil de choix pour I’étude du transcriptome. Cette
méthode est de nos jours encore couramment utilisée dans les laboratoires de recherche pour
diverses applications telles que ’identification de cibles thérapeutiques, de biomarqueurs ou
de voies de signalisation impliquées dans une pathologie, la caractérisation des mécanismes de
résistance a une drogue, ou encore I’identification de signatures transcriptionnelles dans divers
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contextes biologiques. Son utilisation intensive a entrainé le développement de nombreuses
technologies permettant I’acquisition des données. De plus, elle a nécessité le développement
de nombreux outils et méthodes bioinformatiques et statistiques dédiés au traitement de la
masse de données ainsi obtenue.

Actuellement, avec le développement du séquencage a tres haut débit, de nouvelles
techniques d’études du transcriptome ont vu le jour : le RNA-seq et le SAGE-seq. Ces
techniques détaillées plus loin ne sont pas celles que j’ai utilisées durant ma these.

1.2.1 Principe des puces a ADN

Le principe des puces a ADN, encore appelées biopuces ou microarrays, repose sur
I’hybridation d’un échantillon de séquences d’ADN ou d’ARN complémentaires (ADNc,
ARNCc) marqué avec des brins d’ADN plus courts, complémentaires, ou des oligonucléotides
synthétiques, fixés sur un support solide. Les premieres puces, créées au milieu des années
1980, utilisaient une membrane de nylon et un marquage radioactif (appelées parfois macroar-
rays par opposition aux microarrays actuels). Elles ont ensuite été supplantées dans les années
90 par la technologie sur lame de verre avec un marquage fluorescent. La miniaturisation
sur support solide, 'utilisation de marqueurs fluorescents et les progres de la robotique
permettent aujourd’hui de fabriquer des puces comportant une treés haute densité d’unités
d’hybridations ou « spots ». Chaque spot est constitué de sondes c’est-a-dire d’oligonucléotides
(d’une longueur de quelques dizaines de nucléotides) ou de produits PCR (pour « Polymerase
Chain Reaction », ADNc d’une longueur de quelques centaines de nucléotides). Ces sondes
correspondent a des séquences d’ADN spécifiques d’un transcrit codants connu ou prédit.
Les oligonucléotides synthétisés sont issus de banques de données telles que GenBank ou
dbEST et correspondent donc a des séquences non redondantes spécifiques d’un transcrit donné.

A I’heure actuelle, les avancées technologiques ayant permis une augmentation spectacu-
laire de la densité des spots, les puces les plus fréquemment utilisées sont pangénomiques,
c’est-a-dire que les sondes interrogent tous les transcrits connus d’un génome ainsi que
quelques séquences non annotées. En plus des séquences d’ARN messagers, elles comportent
parfois celles correspondant a des lincRNAs.

On distingue différents formats et types de puces (encore appelées plateformes) selon la
densité des spots, la nature et le mode de fabrication des sondes (synthese in situ par photoli-
thographie ou impression « jet d’encre »), la nature des cibles, les méthodes d’hybridation et
le champ d’application. Plusieurs sociétés commerciales ont ainsi développé des puces a ADN
parmi lesquelles Agilent Technologies, Affymetrix, GE Healthcare, Life Technologies (Applied
Biosystems) ou encore Illumina. Le choix de I’Unité UMR_S 928 TAGC s’étant porté en 2007
sur I'installation d’une plateforme transcriptome commerciale Agilent™, celle-ci sera décrite
ci-apres.
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1.2.2 Cas particulier des puces 2 ADN de technologie Agilent™

La technologie développée dans les années 90 par Agilent Technologies utilise un support
d’hybridation rigide de type lame de verre, qui permet le dép6t d’une densité élevée de sondes
grace a une technique d’impression de type « jet d’encre ». Dans un premier temps, des
ARNCc marqués avec un fluorochrome obtenues a la suite d’une transcription inverse et d’une
transcription in vitro des ARN de I’échantillon. Ces ARNc sont ensuite incubés avec la puce

afin de permettre leur hybridation avec les sondes présentes sur la celle-ci (Figure 1.1).

RNA RNA
from from
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FiGure 1.1 — Procédure d’amplification des ARNc pour une expérience bi-canale : pour une
expérience mono-canale, seuls les échantillons marqués au Cy3 (« B ») seront utilisés (Extrait
du manuel d’Agilent™« One-Color Microarray-Based Gene Expression Analysis (Low Input
Quick Amp Labeling) Protocol »)

Ces puces comportent des sondes a longs oligonucléotides (60 nucléotides) contraire-
ment a la technologie Affymetrix™dans laquelle les sondes sont beaucoup plus courtes (25
nucléotides). L’acquisition des données de fluorescence pour chaque spot est réalisée avec
un scanner Agilent (G2565CA) équipé d’un systeme de balayage laser permettant d’exciter
chaque fluorochrome a sa longueur d’onde spécifique. L’image de la puce générée est par la
suite traitée par un logiciel de quantification afin de calculer I’intensité de chaque spot, c’est a
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dire le niveau d’expression de chaque transcrit représenté sur la puce.

De nombreux formats de puces pangénomiques sont disponibles en version mono et
bi-canale (j’emploierai par la suite les termes anglais one-color et two-colors qui sont
préférentiellement utilisés dans le milieu scientifique), pour les principaux organismes modeles
tels que ’homme, la souris, le rat et la levure. Leurs identifiants sont composés du nombre
d’échantillons multiplié par le nombre de sondes en milliers (« k ») voire aujourd’hui en mil-
lions (« m »). Ces formats sont différents en fonction du type d’impression : les SurePrint HD
(8x15k, 4x44k, 2x105k, 1x244k) mais également la nouvelle génér ation de puces contenant
des lincRNAs, les SurePrint G3 (8x60k, 4x180k, 2x400k, 1x1m). Il est également possible
d’obtenir des puces a ADN a facon pour étudier le transcriptome d’especes atypiques a 1’aide
du logiciel eArray.

Il existe également d’autres types de puces, chacune ayant une application bien définie,
telles que : les puces CGH (« Comparative Genomic Hybridation ») pour étudier les amplifi-
cations et les délétions génomiques sur I’ensemble du génome ([Solinas-Toldo et al., 1997],
[Snijders et al., 2001]), les puces recouvrant I’entiereté du génome par fragments chevauchants
(« tiling arrays ») pour des applications comme le ChIP-on-chip (voir partie 5.1.1), les
puces de génotypage SNP (« Small Nucleotide Polymorphism ») permettant 1’analyse des
polymorphismes ([Pastinen et al., 2000]).

Une expérience de puces a ADN se déroule selon les étapes suivantes : conception du plan
d’expérience, marquage et hybridation, acquisition et traitement des données, analyse et inter-
prétation des résultats (Figure 1.2). Les particularités de I’acquisition, de la correction, de la
normalisation des données de technologie AgilentTM seront présentées et discutées dans
les chapitre 2 et 3 de ce manuscrit. La méta-analyse de données de puces sera présentée
au travers du projet TranscriptomeBrowser développé au TAGC et auquel j’ai contribué
(voir Chapitre 4).

Traitement des données butes

Conception de
I'experierce

Marquage et
hybridation

Ficure 1.2 — Déroulement d’une expérience de puces a ADN, du dessin de 1’expérience au
stockage des données, en passant par leur traitement et leur analyse. Chacune de ces étapes a
nécessité le développement d’outils bioinformatiques qui seront détaillés dans les chapitres 2 a
4 de ce manuscrit
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1.3 Régulation de I’expression des genes

La régulation de I’expression des genes est un processus important chez les organismes
vivants. Dans le cas des organismes pluricellulaires, toutes les cellules posseédent a priori
le méme patrimoine génétique. Le nombre de genes du génome humain est fixe, c’est la
régulation qui permet aux cellules d’exprimer différemment leurs genes et de se différencier
au cours de I’embryogenese pour donner différents tissus. De méme, ces tissus possedent des
caractéristiques et une régulation particuliere au niveau des genes et de la structure méme de la
conformation de I’ADN.

La régulation de I’expression des genes comprend 1’ensemble des mécanismes de régulation
mis en oeuvre pour passer de I'information génétique incluse dans une séquence d’ADN a un
produit fonctionnel (ARN ou protéine). Elle comporte plusieurs niveaux : transcriptionnel,
post-transcriptionnel, traductionnel et post-traductionnel.

Seules les régulations transcriptionnelles seront décrites ci-apres, compte tenu de mes
travaux de thése portant sur I’étude de I’expression des genes et de leur régulation par
I’analyse de la fixation de facteurs de transcription.

L’expression des geénes est le résultat de 1’interaction de plusieurs processus : (1) la
transcription basale par les ARN polymérases et les facteurs de transcription généraux, (2)
la modulation de celle-ci par des facteurs de transcription séquences-spécifiques, (3) la
dynamique de la chromatine par la modulation des marques épigénétiques, et (4) la régulation
par les ARN non codants.

1.3.1 La transcription basale

La transcription basale de ’ADN en ARN s’effectue sous I’influence des ARN poly-
mérases et de nombreux facteurs de transcription généraux. Les ARN polymérases sont
dits ADN dépendants et leur type permet la transcription d’ARN différents. Ainsi, le type I est
a ’origine des ARN ribosomiques, alors que le type Il est a I’origine des ARN messagers, de la
plupart des small nuclar RNA (snRNA), des small nucleolar RNA (snoRNA) et des microRNA
([Kornberg, 1999], [Sims et al., 2004]) ; enfin, le type III est a I’origine de la synthese des
ARN de transfert ainsi que de I’ARN ribosomique 5S. Quant aux facteurs de transcription
généraux, comme la famille TFII (TFIIA, TFIB, TFIID, TFIIE, TFIIF, TFIIH et TFIIS)
([Lee & Young, 2000]), ils sont requis pour permettre le recrutement de I’ARN polymérase
IT (Polll) aux promoteurs, formant ainsi le complexe de pré-initiation de la transcription
([Orphanides et al., 1996]) (Figure 1.3).

Les geénes des eucaryotes posseédent des séquences régulatrices présentes a proximité du
site d’initiation de la transcription (ou TSS pour « Transcription Start Site ») constituant le
promoteur proximal. Celui-ci est le lieu de formation du complexe de pré-initiation de la
transcription. La modulation de la transcription de I’ADN par la Polll est effectuée par des
facteurs de transcription spécifiques. Leur liaison non-covalente au niveau de I’ADN s’effectue
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au niveau de sites spécifiques, appelés sites de fixation de facteurs de transcription (TFBS,
« Transcription Factor Binding Site »), afin d’activer ou d’inhiber I’expression d’un géne donné.

1.3.2 Les séquences régulatrices et les facteurs de transcription
séquences-spécifiques

La modulation de I’expression des genes est rendue possible par I’assemblage de protéines,
tel que les facteurs de transcription liés a I’ADN au niveau des séquences régulatrices. Ce
controle spatiotemporel de I’expression des genes au sein de 1’organisme permet la mise en
place et le maintien de la spécificité tissulaire, impliquant de nombreuses voies de signalisation
et réseaux de régulation transcriptionnelle ([Naef & Huelsken, 2005], [Zhang et al., 2004],
[Visel et al., 2009a]).

Ces régions régulatrices sont de plusieurs types : (1) les promoteurs lorsqu’ils sont situés
a proximité du site d’initiation de la transcription de la région codante, (2) les enhancers
quand ils se localisent a distance du site d’initiation de la transcription et qu’ils potentialisent
I’action du promoteur, (3) des silencers lorsqu’ils se situent comme les enhancers a distance
du gene mais qu’ils le répriment, et (4) les insulateurs qui correspondent a une séquence
régulatrice affectant I’interaction entre I’enhancer et le promoteur ([Geyer & Corces, 1992],
[Kellum & Schedl, 1992]). Ces régions régulatrices sont particulierement conservées lors de
I’évolution, car elles sont composées de courtes séquences de 6 a 15 paires de bases (pb),
appelées éléments régulateurs (RE, « Regulatory Element ») permettant le recrutement
spécifique des facteurs de transcription sur I’ADN (Figure 1.3).

Les facteurs de transcription n’agissent pas de maniere indépendante, mais forment
des complexes avec d’autres facteurs de transcription et des cofacteurs protéiques, comme
c’est également le cas pour les facteurs de transcription généraux ([Fedorova & Zink, 2008],
[Ravasi et al., 2010]). Ces facteurs de transcription se lient a leur sites de liaison spécifiques
souvent regroupés en modules cis-régulateurs.

1.3.3 La chromatine : histones et marques épigénétiques

La chromatine est composée de I’enroulement de la double-hélice d’ADN chromosomique
autour des nucléosomes d’histones et des protéines non histones. La chromatine est ainsi un
polymere de nucléosomes dont le degré de condensation affecte 1’accessibilité de la machi-
nerie transcriptionnelle a I'’ADN. Les nucléosomes sont des octameres d’histones constitués
de deux hétérodimeres H2A/H2B et H3/H4 autour desquels 146 paires de bases (pb) d’ADN
sont enroulés (Figure 1.4 A). L’histone linker H1, est localisée entre 2 nucléosomes et permet
une condensation supplémentaire de la chromatine. La chromatine est présente sous deux
états : I’hétérochromatine sous forme compactée et inaccessible aux activités enzymatiques, et
I’euchromatine sous forme décondensée laissant ainsi accessible ’ADN a la machinerie des
ARN polymérases. L’accessibilité de la chromatine est un excellent indicateur de la capacité
de liaison des facteurs de transcription et de la dynamique des nucléosomes participant a la
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Ficure 1.3 — Représentation schématique des régions régulatrices permettant la modulation
transcriptionnelle de I’expression des genes (Adapté de [Wasserman & Sandelin, 2004])

régulation de I’expression des genes.

La modulation de cette accessibilité est directement dépendante de la structure dynamique
de, qui par intégration de signaux spécifiques joue un role important dans la régulation de
I’expression des geénes ([Li et al., 2007]). Le remodelage de la chromatine permettant les
principaux mécanismes cellulaires exige une grande plasticité controlée par des modifications
biochimiques de sa structure a 1’aide des mécanismes épigénétiques tels que les modifications
des histones, leur substitution par des variants et la méthylation de I’ADN au niveau des dinu-
cléotides CG souvent concentrés dans des courtes régions (>200 bp, [CpG]>60%), appelées
ilots CpG (Figures 1.4 et 1.5). En effet chez I’homme, on observe une sous-représentation
globale des dinucléotides CpG (environ 20% de la fréquence attendu) et une surreprésentation
locale a proximité des régions promotrices et des enhancers (29 000 ilots CpG prédits dans
I’ensemble du génome humain).

La méthylation de ’ADN est une modification épigénétique transmissibles. Sa présence
est généralement associée a la répression de la transcription geniques. Elle se localise principa-
lement au niveau des ilots CpG a proximité des genes (Figure 1.5).

Le degré de condensation de la chromatine est contrdlé par des modifications des extré-
mités N-terminales des histones, comme des phosphorylations, acétylations, méthylations,
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ubiquitinations, sumoylations ([Kouzarides, 2007]) (Figure 1.4 B et C). Toutes ces modifica-
tions sont catalysées par des enzymes spécifiques. Les modifications covalentes des histones
agiraient soit directement en modifiant la compaction de I’enroulement d’ADN autour des
nucléosomes, soit indirectement en constituant des « marques » permettant le recrutement
de protéines capables de remodeler localement la structure de la chromatine. Le modele des
modifications covalentes des histones agissant comme un code (le « code des histones ») a
été proposé par Strahl et Allis en 2000 ([Strahl & Allis, 2000], [Jenuwein & Allis, 2001]).
Ce code est loin d’étre universel. Il serait plus ou moins spécifique selon les genes et les
cellules considérés, mais semblerait étre évolutivement stable au sein des mammiféeres
([Lee & Mahadevan, 2009]). Cependant, le role des marques épigénétiques dans le maintien de
I’identité cellulaire n’est pas encore clairement défini ([Natoli, 2011]).

L’effet fonctionnel des principales marques d’histones dépend au moins en partie de leur
localisation. Ainsi, I’étude de leur profil le long des genes mais également de leurs séquences
régulatrices a pu montrer que les promoteurs actifs présentent des modifications du type
H3K4me3 et H3K27ac, tandis que les enhancers actifs seraient plutdt sujets a H3K4mel et
H3K27ac. Les genes transcrits possederaient des modifications de type H3K36me3, alors que
I’hétérochromatine inaccessible aux éléments de régulation présenterait des marques H3K9me3
et H3K27me3 ([Visel et al., 2009b], [Heintzman et al., 2009]).

Il existe également des variants d’histones qui jouent des roles majeurs dans différents
processus tels que la réparation de I’ADN ([Klose & Zhang, 2007], [Billon & C6té, 2011]),
I’organisation centromérique ([Foltz et al., 2009]), D’inactivation du chromosome sexuel
([Fernandez-Capetillo et al., 2003]) et une condensation spécifique des cellules gametes males
([Okada et al., 2005], [Govin et al., 2004]). Ces variants ont une séquence qui differe de celle
des histones conventionnelles sur quelques résidus seulement ou sur des portions plus impor-
tantes de la protéine.

1.3.4 Les ARN non codants

De récentes analyses transcriptomiques a tres haut débit ont mis en évidence que plus de
90% du génome est transcrit, mais que seuls 1 a 2 % de ces transcrits coderaient pour des
protéines ; les autres constitueraient une catégorie de transcrits appelés ARN non-codants
(ncRNA pour non-coding RNA). Parfois bien conservés lors de 1’évolution, ce qui suggere une
importance fonctionnelle, ils sont cependant généralement moins fortement exprimés que les
ARN messagers.

Ces ncRNA peuvent €tre divisés en 2 groupes : les ncRNA d’infrastructure, incluant les
ARN ribosomiques, les ARN de transfert et les petits ARN de type small nuclear, et les
ncRNA de régulation, comme les micro ARN (miRNA), les small interfering RNA (siRNA)
et les long non-coding RNA (IncRNA) ([Ponting et al., 2009]). Au-dela de leur rdle dans la
dégradation d’un ARNm cible, les miRNA et les siRNA et les ont ainsi été identifiés, ainsi que
le IncRNA, comme pouvant jouer un role dans la régulation de I’expression des genes par le
ciblage des promoteurs et 1’activation de la traduction ([Krol et al., 2010], [Place et al., 2008],
[Kim et al., 2008]).
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Ficure 1.4 — Représentation des modifications covalentes d’histones avec en (A) la structure
de la chromatine avec ces octameres d’histones (adapté de http://www.mun.ca/biology/scarr/
Histone_Protein_Structure.html), en (B) la structure tridimensionnelle d’un nucléosome avec
le positionnement des principales modifications d’histones (extrait de [Wolffe & Hayes, 1999])
et enfin en (C) les diverses modifications N-terminales des histones H2A, H2B, H3 et H4 (adapté
de [Lacoste & Coté, 2003])
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La majorité des IncRNA sont de taille supérieure a 200nt. Récemment, trois nou-
velles classes de IncRNA ont été décrites : les long intergenic non-coding RNA (lin-
cRNA), enhancer RNA (eRNA) et les promoter-associated RNA (PAR) ([Kim et al., 2010],
[De Santa et al., 2010], [@ rom et al., 2010]).

Les lincRNA auraient une signature chromatinienne identique a celle des genes actifs. Ils
possedent donc des marques épigénétiques telles que H3K4me3 au niveau de leur promoteur
et H3K36me3 le long de la région transcrite. On pense qu’ils jouent le role de guide des
modifications de la chromatine participant ainsi a 1’établissement d’un état épigénétique
spécifique pour chaque type cellulaire ([Khalil ez al., 2009], [Guttman et al., 2009]).

La taille des eRNA varie entre 100 et 900 nt ([De Santa e al., 2010], [@ rom et al., 2010]).
Contrairement aux lincRNA, les eRNA possedent les caractéristiques épigénétiques spécifiques
des enhancers, d’ou leur nom. En effet, ceux-ci sont enrichis en marques de H3K4mel et sont
transcrits par I’ARN polymérase 1II (contrairement aux autres ARN non codants transcrits par
I’ ARN polymérase III), et de co-régulateurs tels que le co-activateur p300. En revanche, ils
sont faiblement enrichis en H3K4me3.

Enfin, les PAR sont une catégorie de plus petite taille comprise entre 16 et 200nt. Ces ncRNA
sont caractérisés par leur localisation ; certains sont exprimés a proximité des TSS, alors que
d’autres le sont au niveau des promoteurs. Un nombre croissant d’études semble indiquer que les
PAR jouent un role dans la régulation de I’expression des genes aussi bien dans leur activation
que dans leur répression ([Morris et al., 2008], [Wang et al., 2008], [Kaikkonen et al., 2011]).

1.3.5 Epigénétique et épigénomes

L’information contenue dans le génome est ainsi spécifiquement régulée par les marques
épigénétiques de maniere spatio-temporelle pour permettre aux processus biologiques de se
produire dans un type cellulaire donné et au stade développemental approprié ; tel est le role
de la régulation épigénétique. Ce terme, dont la définition initiale fut introduite en 1942 par
Conrad H. Waddington, définit les modifications transmissibles et réversibles de la chromatine
ne s’accompagnant pas de changements de la séquence nucléotidique de I’ADN.

Il est cependant important de ne pas confondre épigénétique et épigénome. En effet,
I’épigénome est 1’état épigénétique de la cellule. Un épigénome fait donc référence aux
caractéristiques épigénétiques d’une cellule donnée telles que la méthylation de I’ADN, les
modifications d’histones et 1’accessibilité de la chromatine permettant I’acces au génome et
ainsi I’expression d’ARN messagers et non-codants ([Bernstein ef al., 2010]). Chaque type
cellulaire a un état de différenciation donné possede ainsi son épigénome, qui définit son
programme d’expression génique.

Une meilleure compréhension des mécanismes de régulation épigénétiques et des épigé-
nomes a été rendue possible par le développement du séquencage a tres haut débit, décrit dans
la partie suivante de ce chapitre. L’utilisation de ces approches dans une variété des tissus a ainsi
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FiGure 1.5 — Interaction de la méthylation de I’ADN, des modifications d’histones, du posi-
tionnement des nucléosomes et des autres facteurs permettant la régulation de 1’expression des
genes comme des facteurs de transcription et les small RNA. Les régions d’euchromatine sont
marquées par H3K9me2 et H3K9me3, qui servent a la liaison de HP1 (Heterochromatic pro-
tein 1). Les small RNA sont impliqués dans le maintien de I’hétérochromatine.La méthylation
de I’ADN est présente tout le long du génome mais est absente généralement au niveau des ré-
gions régulatrices des genes actifs ou activables). La modification H3K27me3 marque les genes
inactifs tandis que H3K4me3, H3K4me2, H3K4mel, 1’acétylation des histones et le variant de
I’histone H2A (H2A.Z) marquent la région d’initiation de la transcription des genes actifs. Les
mono-méthylations de H3K4, H3K9, H3K27, H4K20 et H2BKS sont localisées au niveau des
régions transcrites avec un pic en 5’ du gene, alors que H3K36me3 marque également les ré-
gions transcrites mais avec un pic en 3’ du gene (Extrait de [Schones & Zhao, 2008])
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permis d’avoir une vue globale a I’échelle du génome de 1’activité des éléments cis-régulateurs,
de la fonction des facteurs de transcription et des processus épigénétiques impliqués dans le
contrdle de I’expression des genes.

1.4 Les techniques de séquencage a tres haut débit

Les techniques de séquencage a tres haut débit (HTS pour « High Thoughput Sequen-
cing »), communément, et improprement, appelées NGS pour « Next Generation Sequencing »,
connaissent un développement spectaculaire depuis leur apparition commerciale au début 2006
([Margulies et al., 2005], [Shendure et al., 2005], [Hutchison, 2007], [Chan, 2005]). Elles
constituent la troisieme génération de séquencage apres les méthodes de Sanger, et de Maxam
et Gilbert en 1977 et le pyroséquencage en 1988.

Le séquencage de I’ADN a été inventé dans la deuxieme moitié des années 1970. Deux
méthodes ont été développées indépendamment : une méthode de dégradation chimique
sélective par I’équipe de Walter Gilbert ((Maxam & Gilbert, 1977]) et une méthode de synthese
enzymatique sélective par Frederick Sanger ([Sanger et al., 1977], [Prober et al., 1987]). Puis
le pyroséquencage a été développé et reste encore aujourd’hui une technique tres utilisée car
elle est plus rapide que les méthodes classiques ([Hyman, 1988], [Ronaghi et al., 1998]). C’est
I’une des raisons pour lesquelles cette technique a été choisie par une des technologies du HTS
qui sera brievement décrite plus tard dans ce manuscrit.

A la différence des premitres générations de séquenceurs 2 capillaires, ces les séquenceurs a
trés haut débit actuels permettent le séquencage massif en parallele de plusieurs millions de
fragments d’ADN, ceci tres rapidement et en diminuant les cofts et avec une moindre quantité
de matériel biologique. Cette avancée a nécessité des développements technologiques constant
tant au niveau biologique (automatisation, révision et amélioration des réactifs, des protocoles)
qu’au niveau informatique (algorithmes, logiciels, ferme de calcul, mémoire, stockage).

Grace aux techniques du HTS, des études qui n’étaient pas envisageables pour diverses
raisons (trop longues, pas assez de matériel biologique, trop cofiteuses) ont pu étre réalisées
([Hillier et al., 2008], [Srivatsan et al., 2008]). Il est dorénavant possible de séquencer plusieurs
centaines de giga-bases (Gb) du génome avec une couverture suffisante permettant des études
de liaison génétiques telles que la recherche des polymorphismes spécifiques par exemple,
des SNP, pour Single Nucleotide Polymorphisms), présents chez plusieurs patients. Jusque-la
en effet, I’expérimentateur était contraint de sélectionner des genes d’intérét et de séquencer
spécifiquement de courtes régions de quelques centaines de bases préalablement identifiées.
Ainsi, le Projet Génome Humain, entrepris en 1990 avec pour mission de déterminer la
séquence du génome humain par la méthode de Sanger, n’a pu étre achevé qu’en avril 2003,
avec tout de méme deux ans d’avance sur la date prévue. La réalisation de ce projet a nécessité
I’intervention d’un nombre important de biologistes pour le séquencage et de bioinformaticiens
pour I’assemblage des séquences ainsi que pour le développement et I'utilisation de puissants
moyens informatiques.
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Avec les HTS, le séquencage de-novo ou le re-séquencage du génome humain est possible
en seulement quelques jours dans les grands centres de séquencage (Figure 1.6 C). En effet,
I’automatisation de tous les processus expérimentaux et 1’utilisation d’un pipeline d’analyse
automatique permettent un séquengage et une analyse extrémement rapides des échantillons. De
plus, des compagnies dédiées a un type d’analyse spécifique ont été créées ; elles fonctionnent
24h/24 et 7j/7 et produisent de I’ordre d’un milliard de séquences par jour (par exemple,
Complete Genomics ou le BGI).

1.4.1 Principes du séquencage a tres haut débit

Depuis 2005, diverses technologies ont été mises au point pour permettre le séquencage
a tres haut débit de plusieurs millions de séquences d’ADN en parallele. On peut distinguer
trois technologies principales proposées par différents fournisseurs, chacune possédant des
caractéristiques particulieres et ayant recours a des techniques spécifiques : Roche Diagnostics
/454 Life Sciences, Illumina/Solexa et Life Technologies/Applied Biosystems (ABI) (Table
1.1) ([Metzker, 2010], [Suzuki et al., 2011]).

A T’heure actuelle, plus de 1 800 séquenceurs de nouvelle génération ont été vendus a
travers le monde (Figure 1.6 A), 93,3% appartiennent a ’'une de ces quatre technologies,
dont plus de la moitié correspondant a un modele Illumina (Figure 1.6 B). Des centres de
séquencage de renommée internationale se sont équipés d’un nombre important de séquenceurs
a tres haut débit (Figure 1.6 C) ([Hum, 2010]).

La gamme de séquenceurs en développement s’étend trés rapidement; ainsi, seules les
techniques et les modeles les plus couramment utilisés seront décrits.

Pendant ma these, la plateforme TGML a fait le choix de s’équiper d’un séquenceur
a tres haut débit. J’ai ainsi participé aux discussions avec les divers fournisseurs. C’est
pourquoi je présenterai ci-apres les trois principales chimies de séquencage. La plate-
forme s’est finalement équipé en avril 2009 d’un séquenceur a tres haut débit de type
SOLiD™, J’ai participé a de nombreuses collaborations sur ’analyse de données pro-
venant d’expériences de Chromatine ImmunoPrécipitation (ChIP-seq). Leurs analyses
au niveau de la plateforme a nécessité le développement d’un pipeline de traitement des
données spécifique du séquenceur SOLiD™. Tous ces résultats seront présentés dans le
chapitre 5 de ce manuscrit.

1.4.1.1 Chimie

Bien que les trois principales technologies de séquencgage possedent chacune une chimie et
des caractéristiques de séquencage différentes (Table 1.2), elles permettent toutes de séquencer,
en parallele, des fragments d’ADN obtenus apres une étape d’amplification (Figure 1.7)
([Suzuki et al., 2011], [Borgstrom et al., 2011], [Shendure et al., 2005]).
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Société Support Amplification Technique de | Modele Année
séquencage
Lame de verre | Emulsion Ligation SOLiD v2 2007
PCR
Life SOLiD v3 2008
Technologies SOLiD v3.5 2009
SOLiD v4 2010
SOLiD 5500 XL | 2011
Puce semi- | - Différentiel de | Ion Torrent * 2010
conductrice potentiel élec-
trique
Lame de verre | Pontage Synthese GAI 2007
sur  phase
solide
[llumina GA IIx 2008
HiScanSQ 2009
HiSeq 1000 2009
HiSeq 2000 2010
MiSeq * 2011
Plaque a pico- | Emulsion Pyroséquencage GS20 2006
. . | titration (« Pi- | PCR
Roche Diagnostics coTiterPlate »,
PTP)
GS FLX 2007
GS FLX Titanium | 2008
GS Junior * 2011

TaBLE 1.1 — Tableau comparatif des principales technologies de séquencgage a tres haut débit Les
cellules grisées correspondent a des technologies a tres haut débit de derniere génération (NGS)
qui seront décrites plus tard dans ce manuscrit. Les « * » pointent les modeles de séquenceurs
« de paillasse » (de petite taille) a faible débit, mais tres rapides
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(B) 61 20 9
(3.65%) (1.20%) (0,54%)
277
16,59% 521
( 6) (31.20%)
@ lllumina GA2x
O lllumina HiSeq
2000

@ ABI SOLID

B Roche 454

O lon Torrent

323 B Pacific Biosciences
(19,34%) B Autres
459
() (27,49%)

Centre de séquengage Nombre de machines
Beijing Genomics Institute (BGI) 181
The Genome Center at Washington University 62
Broad Institute 58
Wellcome Trust Sanger Institute 36
Canada's Michael Smith Genome Sciences Centre 27
DOE Joint Genome Institute 21
Yale Center for Genome Analysis 20
Human Genome Sequencing Centre, Baylor College of Medicine 18
Ontario Institute for Cancer Research 17

Ficure 1.6 — Répartition des différentes technologies de séquengage a tres haut débit dans le
monde en décembre 2011. (A) Répartition géographique, (B) Distribution en nombre et en
pourcentage des principaux modeles de séquenceurs a tres haut débit (nombre total : 1670), et
(C) Principaux centres de séquencage (source : http:/pathogenomics.bham.ac.uk/hts)


http://pathogenomics.bham.ac.uk/hts)
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Caractéristiques| Life = Technologies | Illumina (Hi- | Roche 454 (GS FLX
(SOLiD v4) Seq2000) Titanium)

Support Billes + lame Lame Billes + plaque de

pico-titration (PTP)

Nombre 1,4,8 8 2,4,8,16

d’échantillons

par support

Technique Emulsion PCR Par pontage sur | Emulsion PCR

d’amplifica- phase solide

tion

Technique de | Par ligation Par synthese (SBS) | Par synthese (Pyro-

séquencgage séquencage)

Longueur des | 50 (F3) / 50 (F3) et | 100/2 x 100 400 /2 x 400

lectures  (en | 35 (F5)

nucléotides)

fragment /

paired-end

multiplexage 4 a 96 échantillons 1,2,4,8,16 (132)
sur une lame

Nombre  de | 0.7x10° 3x10° 0.5x10°

reads

Temps de | 7 jours 8.5 jours 10 heures

séquencage

/échantillon

(fragment)

TaBLE 1.2 — Caractéristiques des trois modeles de séquenceurs les plus répandus

Le modele GS FLX Titanium de Roche permet ainsi de séquencer des fragments d’ADN
longs, de 400 nucléotides, alors que les autres technologies séquencent des fragments courts
de 50 a 100 nucléotides. Cependant, le volume de séquences produites (ou « reads ») est plus
limité. Cette technologie est donc largement utilisée pour le séquengage de-novo des génomes
de grande taille. La longueur de ces reads permet un assemblage plus facile du génome
d’intérét bien que la couverture obtenue (i.e; le nombre de fois ou une base est séquencée)
reste relativement faible.

En revanche, les séquenceurs Illumina et SOLiD™génerent des reads de courte taille en
tres grand nombre. Cette particularité est tres utile pour les applications qui nécessitent un plus
grand nombre de lectures par position (c’est-a-dire une grande couverture), telles que I’étude
quantitative du transcriptome, la détection spécifique de polymorphismes ou des marques

épigénétiques.
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Emulsion PCR Amplification sur phase solide
(Roche 454, Life Technologies) (llumina)
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Ficure 1.7 — Amplification monoclonale des fragments d’ ADN pour la constitution de librairies
(Adapté de [Metzker, 2010])

Généralités Apres réparation des extrémités non cohésives des séquences d’ADN double
brins obtenues par fragmentation d’ADN génomique ou d’ADNc, la premiere étape pour
permettre le séquengage consiste en 1’ajout d’un couple de séquences adaptatrices. Ces
adaptateurs permettent la fixation sur bille ou sur lame des fragments d’ADN en vue de leur
amplification par PCR (« Polymerase Chain Reaction ») en émulsion ou par pontage sur
phase solide (Figure 1.7). Leur séquence ne s’aligne pas sur celle du génome, ce qui permet
une amplification PCR spécifique des séquences cibles que 1’on souhaite séquencer. Les
fragments d’ ADN sont ensuite sélectionnés en fonction de leur taille.

On peut également utiliser des adaptateurs particuliers possédant, en plus de la séquence
adaptatrice, une courte séquence d’identification spécifique. Cette courte séquence de 5
nucléotides est appelée code barre (« barcode »). En utilisant un jeu de code-barres unique
pour chaque échantillon, cette technique appelée multiplexage permet de séquencer plusieurs
échantillons dans la méme cellule ou dans la méme piste. A cette étape, on ne parle plus
d’échantillons mais de librairies. Ces librairies sont enfin séquencées simultanément lors d’un
cycle de séquencage (ou « run »). Les reads obtenus sont ensuite réaffectés automatiquement a
chaque échantillon, grace a I’identification informatique du code barre.
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Ficure 1.8 — Principe des trois technologies majeures de séquencage a tres haut débit (Adapté

de [Metzker, 2010])
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Principe de la chimie du GS FLX Titanium de Roche La technique commercialisée par la
société Roche est basée sur I’amplification par PCR en émulsion de I’ADN fixé sur des billes,
suivie de pyroséquencage ([Margulies ef al., 2005], [Rothberg & Leamon, 2008]) dans une
plaque de pico-titration permettant une lecture en parallele des millions de fragments d’ADN a
séquencer (Figure 1.8). Le modele le plus puissant actuellement commercialisé est le GS FLX
Titanium.

Les librairies, constituées de fragments d’ADN simple brin auxquels sont fixés les adap-
tateurs, sont mises en présence de billes magnétiques sur lesquelles sont fixées des milliers
de copies de la séquence complémentaire de I’adaptateur 1. Une émulsion en concentration
limitante d’ADN permet de fixer un seul fragment d’ADN par bille qui sera par la suite
amplifié par PCR. Une fois les fragments présents en de multiples copies monoclonales sur
les billes, celles-ci sont placées dans des mini-réacteurs, des plaques de pico-titration. Ces
plaques permettent une lecture indépendante de chaque bille, donc de chaque séquence par
pyroséquencage ([Rougemont ez al., 2008], [Droege & Hill, 2008]).

Lors du pyroséquencgage, les nucléotides sont rajoutés successivement contrairement aux
réactions de séquencage usuelles ou les nucléotides sont rajoutés simultanément, chacun étant
marqué a I’aide d’un fluorochrome différent. Si le nucléotide présent dans le milieu réactionnel
est celui attendu par I’ ADN polymérase, il est incorporé dans le brin d’ADN en cours de syn-
these libérant ainsi un pyrophosphate (PPi). Ce PPi permet la transformation de 1’adénosine 5’
phosphosulfate (APS) en adénosine tri-phosphate (ATP) par I’ ATPsulfurylase. Cette molécule
d’ ATP va se coupler a la luciférine pour permettre a la luciférase de transformer la luciférine en
oxyluciférine. Cette derniere réaction émet un signal lumineux qui va étre capté par le scanner
du séquenceur. Les nucléotides en surplus dans le milieu réactionnel sont alors dégradés par une
apyrase ce qui permet la lecture de la base suivante ([Ronaghi et al., 1998]). Il est a noter que la
taille des séquences lues par cette technique reste faible (inférieure a 400 nucléotides), I’activité
enzymatique diminuant au cours du séquencgage ([Ahmadian et al., 2006], [Ronaghi, 2001]).

Principe de la chimie du HiSeq2000 d’Illumina La technologie « True-Seq » commer-
cialisée par la société Illumina repose sur I’utilisation d’une lame de verre divisée en 8 pistes
linéaires dans lesquelles sont fixées, a haute densité, deux courtes séquences d’ ADN de maniere
aléatoire. Ces deux séquences correspondent aux séquences complémentaires des adaptateurs.
A la différence des deux autres technologies qui ont recours 2 1’amplification par émulsion
PCR couplée a I'utilisation de billes magnétiques, les fragments d’ADN possédant les deux
adaptateurs vont s’hybrider a la lame de maniere homogene (Figure 1.7). L’amplification est
ensuite obtenue a I’aide d’amorces spécifiques des adaptateurs. Cette amplification permet la
constitution par pontage d’un groupe (« cluster ») de séquences amplifiées. Le séquencage
par synthése (« Sequencage By Synthesis » ou SBS, Figure 1.8) de ces clusters va permettre
la lecture de I’incorporation d’un fluorochrome spécifique d’une base a chaque ligation, par la
prise d’une image a tres haute résolution de la lame. Apres repérage des clusters, il est possible
de reconstituer les séquences ADN pour chacun d’entre eux.
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La société Illumina commercialise actuellement plusieurs modeles de séquenceurs ayant
la méme chimie de séquencage, mais offrant des caractéristiques de séquencage toujours
plus compétitives (capacité et configuration). La majorité des données de séquencage a tres
haut débit étant issue de technologie Illumina (980 séquenceurs / 1670), un grand nombre
de programmes d’analyse de données ont initialement ét€¢ développés pour cette technologie
([Kircher et al., 2011], [Goldfeder et al., 2011], [Kircher et al., 2009]).

Principe de la chimie du SOLiD™de Life Technologies La technologie du SOLiD™ (pour
« Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection ») développée par Life Technologies
est basée sur une amplification par PCR en émulsion de la méme facon que pour le modele
commercialisé par Roche. Les billes sont, dans ce cas, simplement fixées sur une lame de
verre. L’originalité de cette technologie repose sur un séquengage de fragments en parallele et
a trés haut débit, par ligation de di-bases couplées a un fluorochrome. Ainsi, la lecture d’un
fluorochrome ne code pas pour une base comme pour la SBS, mais pour la ligation de deux
bases successives.

La plateforme IBiSA TGML du laboratoire TAGC Inserm UMR_S 928 étant équipée
d’un séquenceur de technologie SOLiD™depuis avril 2009, cette technologie est décrite
plus en détail dans ce manuscrit.

Le séquencage du fragment d’ADN est réalisé par I’hybridation d’une amorce complé-
mentaire de la séquence de I’adaptateur P1 (Figure 1.8) et I’ajout de sondes d’une taille de 8
nucléotides couplées a un fluorochrome.

Les bases dégénérées correspondent a un mélange équimolaire des 4 nucléotides par
position (Figure 1.9). Les sondes de 8 nucléotides sont complémentaires sur 5 nucléotides, il
existe donc 45 sondes possibles soit 1024 sondes au total. L’inclusion de nucléotides universels
dans les sondes permet un séquencage efficace et rapide de séquences nucléotidiques plus
longues.

Apres la ligation d’une sonde, le signal €émis par chaque bille est détecté (photographie
a haute résolution). Puis les sondes sont clivées en position 5 pour permettre une nouvelle
ligation. La lecture des deux premieres positions du fragment d’ADN cible est ainsi obtenue.
Cette étape est répétée 10 fois, afin de constituer une séquence incomplete de 50 nucléotides
(cas du mode fragment et de la lecture de 50 nucléotides). Puis 4 autres cycles de 10 ligations
sont réalisés a partir d’amorces s’hybridant également sur 1’adaptateur P1 en position n-1,
n-2, n-3 et enfin n-4. La combinaison des 5 séquences partielles en code couleur permet de
reconstituer la séquence de 50 nucléotides.

1.4.1.2 Le code couleur du SOLiD™ : avantages et inconvénients

Une des particularités du séquengage SOLiD™est que chaque nucléotide est séquencé 2
fois. En effet, ce séquenceur ne lit pas base par base comme les modeles déclinés par Roche ou
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FIGURE 1.9 — Les sondes de la technologie SOLiD™. Chaque sonde de 8 nucléotides est compo-
sée de 2 bases complémentaires a la séquence cible (positions 1 et 2) puis de 3 bases dégénérées
(n) et enfin de trois bases universelles (z)

[llumina, mais définit la séquence cible par la lecture de di-bases (Figure 1.10). Cette stratégie
est particuliecrement adaptée a la détection de SNP (« Single Nucleotide Polymorphisms »)
qui ne different du génome de référence que par un nucléotide. On peut ainsi aisément
distinguer une erreur de séquencage (changement d’une seule couleur), ou « mismatch »,
d’un véritable SNP qui sera détecté par le changement successif de deux couleurs (Figure 1.11).

Ainsi, a partir de la succession de fluorochromes observés lors du séquencage, pour chaque
bille, le SOLiDTMgénére une séquence en code couleur (au format « csfasta »; voir partie
5.3.1), dont la premiere lettre correspond a la derniere base de 1’adaptateur P1 (position n;
Figure 1.8).

ond hase Lecture d'une successicn de fluorochromes
A 5 G |T
. . I 1 2 |3 Transformation en code couleur
o 1 2 5 g T230230212302132132223321
FAN | ©y3 IXR | OS5 o e 1 0 3 2 Conversion en séguence
2le 2z (2 [0 |1 TCGGATTCAGCCTGCTGCTCTATCA
@
| 3 2 1 0

FiGure 1.10 — Conversion des reads SOLiD™en séquences nucléotidiques. Chaque couleur
code pour un nombre entre 0 et 3 permettant a I’aide de la derniere base de 1’adaptateur (dans
cet exemple « T ») de reconstituer la séquence génomique
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SNP : changement de 2 couleurs successives

AACCTAGCTG

Réféience en bese
I.. Refelence en code coulewr
-. l. . Read en code couleur
AACEQTA G Read en baze

SNP

Erreur de lecture : changement d'une seule couleur

A A C C T A G G T G
. ; . . : Reéféience en bese
= — Reéference en code couleur

. . o, o Read en code couleur

Read en basze

Délétion : perte d'une couleur mais ‘e reste du code couleur est inchangé
A A CC T AGG TG

. . . H-L:!ff:.’lﬂl‘lcﬂ en base
Reéfelence en code couleur
.- Z . . ;__ Read en code couleur
Read en baze
A A C T A G G T G
Délgtion

Insertion : ajout d'une ou plusieurs cculeurs mais le reste du code ceuleur est inchangé

A A C C — — T A G G T G
._ =, Réféience en base
Référence en code couleur
. ; Read en code couleur
Read en baze

AACCAGT AGAE T G

Insertion

FiGURE 1.11 — Principe de la détection de SNP et small indels par la technologie SOLiD™

Il est a noter que ce format présente un inconvénient : dés qu'une erreur de séquencage se
produit, le reste de la séquence est erroné (Figure 1.11). C’est pourquoi, afin d’améliorer la
qualité des séquences et de visualiser toute erreur, les alignements sont effectués sur la base du
code couleur et non directement sur I’interprétation du code couleur en nucléotides.

1.4.1.3 Mode de séquencage

En fonction des projets et du type d’expérience, le mode de séquencage des librairies le
plus adapté sera choisi. En effet, il existe 3 modes de séquencage possibles d’un fragment
d’ADN : « fragment », « paired-end » et « mate-pair ». Chaque mode requiert des protocoles
expérimentaux différents afin de générer les librairies correspondantes. La figure 3.12 (A)
représente ces 3 types de librairies dans le cas d’un séquencage de type SOLiD v4.
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Excepté pour le mode mate-pair, il est également possible de multiplexer les échantillons a
I’aide de code-barres rajoutés dans la séquence de I’adaptateur P2.

Fragment Comme le montre la figure 1.12 (A), ce mode de séquencage relativement
simple consiste a séquencer, de 5’ en 3°, 50 nucléotides des fragments d’ADN a partir de
I’adaptateur P1. Cela permet le comptage des fragments d’ADN et peut donc étre utilisé pour
des applications telles que I’étude du transcriptome.

Paired-end De plus en plus utilisé a ’heure actuelle, cette technique permet un meilleur
alignement des séquences par le séquencage de 2 fragments d’ADN séparés par 100 a 300
nucléotides. Ainsi, pour le séquenceur de type SOLID, les fragments d’ADN sont séquencés
sur 50 nucléotides de 5’ en 3’ des fragments d’ADN a partir de I’adaptateur P1 et sur 35
nucléotides de 5’ en 3’ a partir de 1’adaptateur P2 (Figure 1.12 A). La distance approximative
entre les fragments F3 et F5 correspond a la taille des fragments d’ADN générés lors de la
fragmentation par ultrasons et peut €tre déterminée par migration sur gel ou par I’utilisation
de puces a haute sensibilité du Bioanalyzer (Agilent Technologies). On peut ainsi définir un
intervalle de taille de fragment. En effet, il est important d’évaluer ces distances afin de prévoir,
lors de I’alignement, I’intégration d’événements de type insertion, délétion, inversion (Figure
1.12 B).

L utilisation du séquencage en paired-end (ou PET, pour « Paired-End Tag ») présente
divers avantages en fonction du type d’application souhaité (Table 1.3). Ainsi, pour la technique
d’Immunoprécipitation de la Chromatine (ChIP, « Chromatin ImmunoPrecipitation »), on parle
de ChIP-seq quand les librairies sont en fragments et de ChIP-PET ([Wei et al., 2006]) quand
celles-ci sont en paired-end. Cette technique permet d’accroitre la spécificité et la démarcation
des sites de fixation des facteurs de transcription.

Comme le montre la table 1.3, ce mode de séquencage est couramment utilisé pour diverses
applications puisqu’il permet une nette amélioration de I’efficacité et de la qualité d’alignement
des « reads ».

Mate-pair Ce mode de séquengage permet de séquencer 2 fragments de méme taille (50
nucléotides) et éloignés sur le génome de 1 a 10 kb soit une distance dépassant la taille
des fragments nécessaires pour la construction des librairies. Il permet le re-séquencage des
génomes (Re-seq) afin d’étudier les remaniements a grande distance ([Shendure et al., 2005]),
tels que les « indels » (insertions ou délétions), les grandes duplications et délétions, les
inversions, les translocations ou encore les anomalies de ploidie. La construction de librairies
en « mate-pair » permet ainsi le séquencage orienté de larges fragments d’ ADN.



1.4.

Les techniques de séquencage a tres haut débit

43

Application

Avantage du PET

Technique et référence

Alignement des reads

Augmentation de I’efficacité lors de
I’alignement

Diminution du cofit de séquencage
des échantillons

Apport d’informations par rapport
aux distances entre les deux frag-
ments séquencés et leur relation
(délétion, insertion, inversion)

Faired-end ditag (PET)
[Ng et al., 2005],
[Wei et al., 2006]

Paired-end se-
quencing (PES)
[Holt & Jones, 2008]
Faired-end map-
ping (PEM)
[Korbel et al., 2007],
Mate-pairs

([Shendure et al., 2005])
Faired-end genomic si-

gnature tags (PE-GST)

[Dunn et al., 2007]

de la démarcation des fragments
contenant le site d’intérét

Transcriptome Identification des 5° et 3> UTR Gene identification
signature  (GIS-PET)
[Ng et al., 2005]
Identification de TSS alternatifs Gene Scanning
CAGE (GSC-PET)
[Carninci et al., 2005]
Epigénétique Amélioration de la spécificité et | ChIP-PET

[Wei et al., 20006]

Variation de la struc-

ture du génome

Requis pour le séquencage de novo

DNA-PET
[Hillmer et al., 2011]

TaBLE 1.3 — Applications et avantages du paired-end pour les techniques de séquencage a tres

haut débit



44

Chapitre 1. Introduction générale

(A) Fragment
=)
@ Adaptateur P1 Fragment d'ADN
5 3
Paired-end
=
@ Adaptateur P1 Fragment d'ADN
5 3 3 5
Mate-pair
=) =
@ Adaptateur P1 Fragment d ADN Fragment d'ADN
5! 3 5 e
(B)
Séquence de référence
5 ¥ oy .7 Normal
— =
5 ¥ 5 ] Insertion
= epe g
5 EY ISR EY: - Celstian
4+ >
% ! % - Inversion focale
— »
5 3

3

Distance théorique entre les 2 fragments

Inversion locale

Ficure 1.12 — (A) Les différents modes de séquencage : « fragment », « paired-end » et « mate-
pair » (B) Apport du mode « paired-end » pour la détection d’évenements d’insertion, de délé-

tion ou d’inversion
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1.4.1.4 Les nouvelles générations de séquenceurs a haut débit

Avec les développements technologiques permanents est apparue la quatrieme génération
de techniques de séquencgage ([Glenn, 2011]). Elle regroupe les nouvelles technologies telles
que PacBio RS (Pacific Bioscience Inc.) et Ion Torrent (Life Technologies). Basées sur le
séquencage par synthese, elles utilisent deux nouvelles chimies.

PacBio RS repose sur I’analyse de molécule unique par des réactions de séquencage
en temps réel (« Single Molecule Real Time » ou SMRT™) (Figure 1.13). Elle utilise le
processus tres efficace et précis de réplication de I’ADN par I’ ADN polymérase. Cette enzyme,
fixée au fond des puits, se lie a un unique fragment d’ADN a séquencer. Cependant, elle ne
peut intégrer que quelques nucléotides marqués avant de s’arréter a cause de I’encombrement
stérique de ces nucléotides. Pour y remédier, la méthode SMRT™utilise un nucléotide marqué
non pas au niveau de la base mais au niveau de la chaine phosphate. Le systeme de détection
enregistre un film chronologique de ces événements a la différence des systemes antérieurs
basés sur I’analyse d’images a tres haute résolution.

Quant a la technologie Ion Torrent, elle est basée sur des puces semi-conductrices consti-
tuées de puits (Figure 1.13) ([Rothberg ef al., 2011]). Elle suit le principe, publié en 1968,
selon lequel un proton est relargué des lors qu'un nucléotide est incorporé dans I’ADN par la
polymérase ([Narurkar et al., 1968]). 1l en résulte un changement de pH local, mesuré par un
détecteur sensible a la variation d’ions. Cette derniere technologie ne nécessite ni caméra, ni
scanner, ni cascade enzymatique, ni fluorochrome ou chimioluminescence. Elle differe en cela
de toutes les autres basées sur la détection d’un signal lumineux, d’ou la dénomination anglaise
de « post light sequencing technology ».

De plus, avec la course a ’amélioration des technologies de séquencage, les principaux
fournisseurs ont eux aussi développé ou acquis de nouveaux appareils de paillasse pouvant
séquencer tres rapidement des librairies avec néanmoins un débit moins important : MiSeq
(Illumina), Ion Torrent (acquis en octobre 2010 par Life Technologies), GS Junior System
(Roche).

1.4.2 Techniques d’analyses basées sur le séquencage HTS

La technologie de séquencage a tres haut débit offre de nombreuses applications allant de
I’étude de I’épigénétique au transcriptome en passant par la génomique (Figure 1.14 et Table
1.4).

Cependant, le colt d’utilisation du séquencage a tres haut débit reste particulicrement
élevé, ce qui explique que, pour I’étude du transcriptome, I'utilisation de puces a ADN
pangénomiques décrites précédemment est encore tres répandue. Cependant, 1’utilisation du
RNA-seq par « Whole Transcriptome Shotgun Sequencing » (WTSS) ou « Serial Analysis of
Gene Expression » (SAGE-seq) est utile pour I’étude globale des transcrits (mRNA, snRNA,
lincRNA, miRNA), la détection de transcrits alternatifs et de nouveaux genes.
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Adaptée de Rothberg et al., 2011, Nature

Ficure 1.13 — La nouvelle génération de séquenceurs. (A) La technologie de Pacific Bios-
ciences sur le principe de SMRT™(B) L’Ion Torrent et sa puce semi-conductrice pour la lecture
d’un différentiel de pH (Adapté de [Metzker, 2010] et [Rothberg et al., 2011])
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Ficure 1.14 — Les différentes études rendues possibles par le HTS avec divers niveaux d’abs-
traction (adapté de [Fullwood et al., 2009])
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L’utilisation du séquencgage a tres haut débit nécessite encore de nombreuses mises au
point expérimentales et bioinformatiques pour une analyse performante et aboutie des résultats
générés. En effet, les données produites représentent plusieurs Gigabytes (Gb) par échantillon,
dont I’exploitation requiert de puissants ordinateurs de calcul, et dont 1’archivage nécessite de
grandes capacités de stockage.

Le choix de la technologie de séquencage sera opéré en fonction des applications sou-
haitées. Ainsi, le modele de Roche sera choisi pour le séquengage de-novo, en raison de la
taille plus importante des reads ce qui facilite I’assemblage des génomes. Les technologies
de type SOLiD™et Illumina seront préférées pour les études épigénétiques et la détection de
polymorphismes tels que les SNP, les insertions et délétions.

1.4.2.1 Etude de la régulation épigénétique

Le contrdle de la structure dynamique de la chromatine est une composante essentielle de
la régulation transcriptionnelle dans les cellules eucaryotes. Diverses techniques a trés haut
débit ont été mises au point pour I’étude de la régulation épigénétique du génome a diftérents
niveaux : la conformation des chromosomes (3C-seq), I’ouverture de la chromatine (FAIRE-seq
ou traitement a la DNAse I), la position des nucléosomes (MNase-seq), les modifications des
histones et la liaison des facteurs de transcription (ChIP-seq) ou bien encore la méthylation de
I’ADN (methyl-seq). Il est a noter que, pour la technique du ChIP-seq, une liaison covalente
des protéines a I’ADN (« cross-link ») réalisée par un traitement de fixation au formaldéhyde
est requise, afin de pouvoir cartographier les sites de liaison des facteurs de transcription (voir
partie 5.1.2).

L’expression d’un geéne peut étre contrdlée par I’interaction directe de son promoteur avec
des éléments de régulation localisés a une longue distance sur le chromosome, ou dans de
rares cas sur d’autres chromosomes. La technique du 3C-seq permet ainsi la Capture de la
Conformation des Chromosomes (« Capture Chromosome Conformation » ou 3C). Elle a été
développée pour I’analyse de la chromatine a une échelle supérieure. Les régions du génome
bien qu’éloignées peuvent alors étre juxtaposées par bouclage de la chromatine et deviennent
ainsi contigués, a condition que la chromatine soit ouverte.

En effet, 'ouverture de la chromatine permet la liaison de protéines régulatrices a
I’ADN. Elle peut étre étudiée par la technique appelée couramment « Formaldehyde-Assisted
Isolation of Regulatory Elements » (FAIRE) ([Giresi et al.,2007], [Song etal.,2011],
[Nammo et al., 2011]). Le FAIRE-seq permet de cartographier certaines régions ouvertes de
la chromatine, et ainsi de définir des régions régulatrices. En effet, seul 1 a 2% du génome
est composé de régions ouvertes de la chromatine dans un type cellulaire donné et dans des
conditions particulieres ([Song ef al., 2011]). On obtient alors des informations sur des régions
régulatrices sur lesquelles des facteurs de transcription peuvent venir se lier a ’ADN ou
bien encore des sites pour lesquels les histones nucléosomales subissent des modifications
post-transcriptionnelles.
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TaBLE 1.4 — Les principales applications du séquengage a tres haut débit. En gras figure 1’appli-

Domaine
d’étude

Technique

Description

Epigénétique

ChIP-seq

Methyl-seq

3C-seq

Mnase-seq
FAIRE-seq

Cartographie des sites de fixation de fac-
teurs de transcription et des modifications
d’histones [O’Geen ef al., 2011]

Cartographie des sites de méthylation de I’ADN
(i16ts CpG) [Li et al., 2011] [Wu et al., 20114a]
Recherche des interactions chromatiniennes
a longue distance : « Capture Chromo-
some Conformation » [Splinter et al., 2004]
[Gheldof et al., 2012]

Position des nucléosomes
Cartographie  des  régions
[Giresi et al., 2007]

régulatrices

Transcripton

(S

RNA-seq

SAGE-seq

sRNA-seq

GRO-seq

Ou « Whole Transciptome Shotgun Sequen-

cing » (WTSS) permet le séquencage de tous

les ARNSs pour :

— l’etude du transcriptome ;

— la découverte de nouveaux genes ;

— I’étude des sites d’épissage (épissage alterna-
tif).

[Hong et al., 2011]

[Bainbridge et al., 2011]

« Serial Analysis of Gene Expression » (SAGE)

ou « Digital Gene Expression » (DGE) pour le

comptage relatif de transcrits

Identification des petits

(miRNA, lincRNA, SNRNA,

[Gommans & Berezikov, 2012]

« Global

[Core et al., 2008]

[Clark et al., 2011]

ARNSs
ncRNA)

run-on sequencing »

Génomique

De novo-seq
Re-seq

Target-seq

Séquencage d’un génome, métagénomique
Re-séquencage des génomes pour I'identifica-
tion des variations inter-individuelles (SNP, in-
dels (insertions/délétions), grandes duplications
et délétions, inversions, translocations, anoma-
lies de ploidie, etc.) [Pareek et al., 2011]

Le séquencage ciblé (e.g. gene, région chro-
mosomique sur plus de 20Mb ou exome com-
plet) d’une collection d’échantillons (a partir de
puces a ADN) pour la détection de polymor-
phismes (SNP, indels)

cation qui sera développée plus en détail dans le chapitre 5 de ce manuscrit
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Ainsi, I’identification in vivo par ChIP de sites de fixation de facteurs de transcription
et de modifications N terminales d’histones est maintenant possible a tres haut débit par le
séquencage des fragments immunoprécipités (ChIP-seq). Cette méthode permet une meilleure
résolution des sites potentiels de liaison des facteurs de transcription que la technique antérieure
utilisant I’hybridation des fragments d’ADN immunoprécipités sur des puces a ADN ou a
oligonucléotides pangénomiques (désignée par I’acronyme anglais ChIP-on-chip, voir partie
5.1.1). La méthode du ChIP-seq sera décrite en détail dans la partie suivante de ce
manuscrit, car le traitement des données ainsi obtenues a nécessité le développement d’un
pipeline d’analyse spécifique sur la plateforme TGML ce qui a constitué une partie de
mon travail de these, présenté dans le Chapitre 5.

En plus des modifications des histones, le positionnement de nucléosomes peut étre étudié
par une digestion de la chromatine a 1a DNAsel ou a la MNase (« Micrococcal Nuclease » ou
« S7 Nuclease ») en présence de cations bivalents. Cette endonucléase effectue des coupures
doubles brins de I’ADN entre les nucléosomes. On obtient ainsi des fragments d’ADN de 146
nucléotides environ, soit la taille du fragment d’ADN enroulé autour d’un nucléosome. Par
séquencage, il est possible de déterminer les positions de ces nucléosomes sur le génome.

Enfin, I’étude de la méthylation de I’ADN par les techniques appelées methyl-seq et
« Reduced Representation Bisulfite Sequencing » (RRBS), permet la cartographie et la
quantification du niveau de méthylation des cystosines (methyl-C) au niveau des ilots ou
des dinucléotides CpG sur I’ensemble du génome ([Wu et al., 2011a], [Hansen et al., 2011],
[Lan et al., 2011]).

1.4.2.2 Etude du transcriptome

Le HTS peut également étre utilisé pour I’étude du transcriptome. Les ARN d’intérét sont
rétrotranscrits en ADNc puis chaque ADNCc est séquencé. Ces données procurent des informa-
tions sur le contenu (qualitatif et quantitatif) en ARN des échantillons. Etant plus sensible que
les puces a ADN, le séquencage permet une réelle quantification des transcrits sans effets de
saturation du signal sur une plus grande échelle dynamique. Cette méthode peut étre utilisée
dans le cadre de diverses applications :

— T’identification de nouveaux genes (transcriptome de-novo) ;

— T’identification de régions transcrites mais non traduites (UTRs), de régions charnieres

intron/exon, de transcrits alternatifs (par épissage alternatif), de codons start ;

— I’'identification d’unités non codantes, incluant les ARN non codants, les micro-ARN

précurseurs et les autres ARNs non traduits ;

— la détermination du niveau de transcription des genes.

En HTS, le transcriptome est étudié principalement par deux techniques :

— le RNA-seq ( « Whole Transcriptome Shotgun Sequencing », WTSS) est un outil pour la

transcriptomique permettant le séquencage de tous les transcrits d’un échantillon ;

— le SAGE-seq (« Serial Analysis of Gene Expression ») également appelé DGE-seq

pour « Digital Gene Expression », précédemment utilisé pour le séquencage des EST
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griace au clonage en série de fragments tres courts d’ADNc dans un vecteur plasmi-
dique ([Velculescu et al., 1995]). Cette application permet 1’analyse du niveau d’expres-
sion d’un grand nombre de genes via I’identification de séquences en 5S’UTR, appelées
« étiquettes » (ou « tags ») et leur comptage.

L’analyse du transcriptome par séquencage a tres haut débit est rapidement devenue un
atout précieux pour I’étude de maladies telles que le cancer ([Morin ef al., 2008]). Cette
approche permet I’acquisition de données d’expression de genes a I’échelle pangénomique,
de la méme facon que les approches antérieures utilisant les puces a ADN. Mais elle présente
des avantages sur les puces a ADN : elle permet notamment d’obtenir en une seule fois
beaucoup plus d’informations, telles que les fusions de genes, les transcrits alternatifs, les
mutations post-transcriptionnelles ou encore I’étude des ARNs non codants (miRNA, lincRNA)
([Linsen et al., 2009]). De plus, la détection des transcrits n’étant pas limitée par les sondes
fixées sur le support (cas des puces), on peut identifier de nouveaux transcrits jamais observés
auparavant (variants d’épissage, lincRNA).

En fonction de I’application, on choisira I’utilisation des modes fragment ou paired-end :
la stratégie de séquencage fragment étant préférée pour le « rag counting », alors que le
paired-end permet I’identification de fusion de transcrits, d’épissages alternatifs...

Il est a noter qu’il existe maintenant des kits de séquencage de I’exome et de re-séquencage
d’une région ciblée du génome : sur puces a ADN de capture ou sur billes magnétiques
([Clark et al., 2011]). Ces techniques proposent des sondes chevauchantes de taille fixe (60
nucléotides décalés d’un pas de 3 nucléotides, pour Agilent Technologies) couvrant les régions
d’ADN a étudier pouvant aller jusqu’a 10Mb. Il est important d’utiliser une séquence ne
contenant pas d’éléments répétés; pour cela, on peut « masquée » la séquence a 1’aide du
logiciel RepeatMasker; ceci est généralement intégré dans les logiciels de conception de
puces a capture. Les fragments d’ADN ou d’ADNc s’hybridant aux puces ou aux billes seront
déshybridés puis séquencés.

1.4.2.3 Autres types d’applications

Il existe diverses techniques permettant 1’acquisition de données sur un génome : le
séquencage de-novo (de-novo-seq), le re-séquengage (re-seq) ou bien encore le séquencage
de régions ciblées (target-seq). Elles ne nécessitent aucun traitement des cellules. L’ADN
génomique est ainsi extrait et séquencé.

La séquence de-novo d’un génome peut étre obtenue avec une couverture suffisante de
maniere beaucoup plus rapide et moins coliteuse qu’avec les précédentes technologies. Il n’est
plus nécessaire de réaliser des clonages bactériens et autres expériences pour amplifier les
fragments d’ADN. Désormais tous les fragments d’ADN sont séquencés. Il est préférable
d’utiliser la technologie Roche. En effet, elle génere des fragments longs qui facilitent de
reconstituer la séquence génomique (par le biais de scaffolds) ; celle-ci contenant généralement
des séquences répétées, elles seraient difficiles a insérer correctement dans le génome sans
ce type de séquencage. Il existe également des approches hybrides utilisant la technologie
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Roche pour générer des scaffolds et celle d’Illumina ou de Life Technologies permettant
d’améliorer la couverture. De plus, de récentes approches mélent des données génomiques et
transcriptomiques pour reconstruire le génome en s’aidant des séquences des ARNc obtenus
par HTS.

Pour les génomes dont la séquence est connue, la technique appliquée est le re-seq, c’est-a-
dire le re-séquencage partiel ou entier du génome. Cette approche permet non seulement I’étude
des variations interindividuelles telles que les SNPs, les petits « indels » (insertions/délétions),
mais également celle des grandes duplications et délétions, des inversions, des translocations,
ou encore des anomalies de ploidie (CNV pour « Copy Number Variation » en anglais). Elle
est tres utilisée pour I’étude des remaniements chromosomiques dans les cancers.

Toutefois, comme pour le RNA-seq, il est parfois nécessaire de sélectionner une ou
plusieurs régions génomiques afin qu’elles soient enrichies lors du séquencage. Cette capture
des fragments d’ ADN localisés au sein d’une région précise du génome est appelée target-seq.
Le target-seq permet 1’analyse ciblée de régions candidates provenant de 1’étude de liaisons
génétiques, afin d’identifier de nouveaux SNPs et/ou indels associés a une maladie ou un
phénotype particulier.

Le séquencage permet également de détecter des génomes viraux ou bactériens intégrés
au génome de leur hote apres ’avoir infecté. Cette approche de métagénomique vise a étu-
dier directement des organismes microbiens dans leur environnement sans passer par une étape
de culture en laboratoire. En conclusion, I'utilisation du séquencage a tres haut débit offre de
nombreux avantages :

— le multiplexage des échantillons ;

— T’utilisation d’amorces spécifiques des adaptateurs pour réaliser les amplifications PCR ;

— l"automatisation des étapes de préparation des librairies ;

— la réduction de biais d’amplification grace a la suppression d’étapes de clonage bactérien,

de purification sur gel ;

— la quantification est rendue possible, car chaque molécule est séquencée ;

— la couverture de séquencgage est élevée (selon le multiplexage) ;

— les applications sont tres variées ;

— ces techniques sont plus sensibles que les approches antérieures ;

— le re-séquencage ou le séquencgage de-novo avec une couverture de séquengage €levée.

1.5 Apports des techniques de puces a ADN et de séquencage
a tres haut débit

Avec le développement des techniques a haut débit comme les puces a ADN puis le séquen-
cage a tres haut débit, une meilleure caractérisation des altérations au niveau transcriptionnel et
de la régulation de I’expression des genes a pu étre étudiée. Ceci a conduit a la classification
de cancers en groupes selon 1’expression de quelques genes devenus de bons indicateurs de la
progression ou du type de tumeur.
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Golub et collaborateurs ont ainsi pu proposer en 1999 une signature moléculaire
portant sur I’analyse de profils d’expression de différentes leucémies : des leucémies lym-
phoides aigués (ALL pour « Acute Lymphoblastic Leukemia ») et des leucémies myéloides
aigués (AML pour « Acute Myeloid Leukemia ») ([Golub efal., 1999]). De nouvelles
approches de classification et de sélection de genes ont été mises au point et testées a
partir de ce jeu de données ([Inza ef al., 2004], [Wu et al., 2011b], [Wang & Simon, 2011],

[Moorthy & Mohamad, 2011]).

Le méme type de classification a été réalisé plus tard par Sorlie et collaborateurs en
2003, puis par Bertucci et collaborateurs en 2004 sur des échantillons de cancers du sein
([Sorlie et al., 2003], [Bertucci et al., 2004]). Ces études, ainsi qu’'une étude histologique de
ces mémes échantillons, sont a la base de la classification des tumeurs du sein en 5 groupes :
basale, luminale A, luminale B, ERBB2+ et normale. Elles ont permis la définition de bio-
marqueurs, comme le gene ERBB2 (pour « v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 2 »), permettant de caractériser les tumeurs et d’ajuster ainsi le traitement en fonction
de leurs caractéristiques ([Bertos & Park, 2011]).

De méme que les puces a ADN, le séquencage a tres haut débit est de plus en plus utilisé.
De nombreuses publications paraissent pour permettre I’analyse de pathologies au niveau
épigénétique par ChlP-seq, et au niveau transcriptionnel par RNA-seq. Ainsi, les techniques
HTS ont pu étre utilisées pour étudier par exemple (1) les cibles de facteurs de transcription
pour différents types de cancers, comme par exemple FOXA1, ER et CTCF pour des lignées
de cancers du sein ([Ross-Innes ef al., 2011], [Hurtado et al., 2011]), (2) les exomes qui
different énormément entre les lignées cellulaires ([Chang ef al., 2011]), avec en particulier
(3) les ARN non codants et leurs implications dans le cancer ([Martens-Uzunova et al., 2011],
[Ferdin et al., 2010]). Ceci nous permet d’en apprendre d’avantage sur le génome, notamment
dans le cas de cancers ([Meyerson et al., 2010], [Aburatani, 2011]). Méme si les principales
études portent sur le cancer, il existe des €tudes plus fondamentales ou touchant a d’autres
pathologies telles que des infections bactériennes ou virales ([Olguin-Lamas et al., 2011],
[Lu et al., 2010]).

Ces techniques ont rendu des projets de grande envergure possibles : « Therapeutically
Applicable Research to Generate Effective Treatments » (TARGET) a pour une analyse
d’intégration de plusieurs techniques allant du transcriptome au re-séquengage en passant par
la détection de mutations dans le cas de plusieurs cancers touchant les enfants, ceci afin de
sélectionner de nouvelles molécules thérapeutiques. Quant au projet « European Prospective
Investigation into Cancer and Nutrition » (EPIC), il porte non seulement sur la détermination
de signatures moléculaires de cancers, mais aussi sur I’'impact de facteurs tels que le tabac, la
nutrition.

Le développement du séquencgage a tres haut débit a également permis la création du pro-
jet 1000 génomes en 2008 qui a pour ambition de caractériser les variations génomiques par
le séquencage d’une large collection de génomes, puis du projet 1000 épigénomes en 2010 par
I’ « International Human Epigenome Consortium » (IHEC), qui a pour objectif la caractérisation
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Figure 1.15 — Diagramme des objectifs du consortium travaillant sur le décryptage des épigé-
nomes humains : le IHEC (International Human Epigenome Consortium). Cette figure est issue
du site internet du consortium IHEC.

d’au moins 1000 épigénomes (1 par tissu du corps humain), incluant les modifications d’his-
tones, les positions des variants d’histones, le remodelage des nucléosome, la méthylation de
I’ ADN, I’étude des ARN non codants (Figure 1.15). Plus récemment, le projet BLUEPRINTS
a pour objectif I’établissement des épigénomes des différentes lignées cellulaires hématopoié-
tiques saines et cancéreuses. Ces études sont tres importantes car elles permettent de connaitre
I’épigénome normal de tissus et de pouvoir ainsi les comparer a ceux de pathologies, en parti-
culier dans le cas de maladies touchant spécifiquement un ou plusieurs tissus donnés, comme le
coeur, le cerveau, le foie ou bien encore un lignée donnée de cellules immunitaires.

1.6 Langages de programmation pour ’analyse de données

Comme cela sera présenté et discuté ultérieurement, 1’analyse de données issues des puces
a ADN et du séquencage a tres haut débit nécessite des développements bioinformatiques
constants : des programmes avec ou sans interface graphique, des services web ou bien encore
des bases de données. Ceci est rendu possible par I’utilisation de techniques de programmation
adaptées au besoin des biologistes et des bioinformaticiens.

En effet, la bioinformatique peut &tre définie tres simplement comme I’analyse automatique
et programmatique des données biologiques dans le but d’en extraire de I’information. Cette
discipline constitue la « biologie in silico », par analogie avec in vitro ou in vivo. Elle est
un champ de recherche multidisciplinaire ou travaillent de concert biologistes, médecins,
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informaticiens, mathématiciens, physiciens et bioinformaticiens, dans le but de résoudre un
probleme scientifique posé par la biologie. Ce terme peut également décrire (par abus de
langage) toutes les applications informatiques résultant de ces recherches.

Le développement de ces applications a nécessité la création de nombreux langages, en

fonction des besoins des programmateurs ; ceux-ci sont regroupés en styles ou paradigmes :

— les langages procéduraux sont des langages ol une procédure, appelée également fonc-
tion, correspond a une suite d’instructions devant étre effectuées sans erreur dans un ordre
précis. On distingue parfois procédure et fonction par la caractéristique qu’une procédure
ne renvoie pas de résultat ;

— les langages a objets utilisent des objets qui correspondent a des structures sémantiques
indépendantes et rassemblent également des données et des traitements ;

— les langages de requéte sont destinés a interroger et manipuler les bases de données ;

— les langages de définition de données ne permettent pas de traiter des données mais uni-
quement de décrire leur structure sous forme de listes ou d’arborescences et les instances
de ces structures.

Cependant, un langage peut étre associé a plusieurs paradigmes. La table 1.5 ci-apres
regroupe les différents langages utilisés pendant ma these.

Langage | Procédural | Objet | Requéte | Définition
bash X
C X
gawk X
java X X
LaTeX X
perl X X
R X
SQL X X
XML X

TaBLE 1.5 — Paradigmes associés aux langages utilisés durant cette these
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Le but d’une expérience de puce a ADN est d’identifier les transcrits dont le niveau
d’expression varie entre différentes conditions biologiques d’intérét. Cependant, ces sources
de variation peuvent également €tre dues, en partie voire en quasi-totalité, a des biais expéri-
mentaux. Afin d’analyser au mieux les données de puces a ADN mais surtout de pouvoir les
comparer entre elles lors de 1’analyse de données (voir Chapitre 3), il est important de prendre
grand soin lors de toutes les étapes expérimentales, de pré-traitement et de normalisation des
données brutes afin de limiter ces biais et/ou de les corriger.

C’est pourquoi au laboratoire TAGC Inserm UMR_S 928, nous avons développé notre
propre outil permettant I’analyse des données brutes de puces Agilent™Tréalisées au ni-
veau de la plateforme TGML.

2.1 Obtention des données brutes d’expression

2.1.1 Conception du plan d’expérience et biais techniques

La conception du plan d’expérience est la premicre €tape importante pour obtenir
des données de qualité. En effet, il est trés important de bien concevoir I’expérience
car les sources de variabilité expérimentale sont nombreuses ([Mutter et al., 2004],
[Ransohoff & Gourlay, 2010]). L'une des premieres sources de variabilité est directement
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liée au matériel biologique lui-méme bien souvent hétérogene. Cela est particulierement
vrai dans le cas des tumeurs qui sont constituées de nombreuses populations cellulaires tres
différentes dans la plupart des cas. De plus, le prélevement des cellules cancéreuses par biopsie
s’accompagne souvent de celui de cellules saines. Pour des expériences de puces a ADN,
I’1idéal serait de travailler sur des populations de cellules homogenes et dont le cycle de division
cellulaire serait synchronisé, ce qui n’est pas réalisable dans le cas des biopsies.

Lors de la conception d’une expérience destinée a 1’étude d’expression par puces a ADN
Agilent™, il faut avant tout choisir I’approche 2 utiliser : one-color ou two-colors, en fonction
du nombre d’échantillons et de la question biologique posée ([Oberthuer et al., 2010]). Avec
I’approche one-color, un seul échantillon marqué a la cyanine-3 (Cy3) est hybridé sur la
puce, alors que I’approche two-colors, permet 1’hybridation simultanée sur la méme puce
de deux échantillons marqués par des fluorochromes différents : Cy3 et cyanine-5 (Cy5),
généralement. Le principal intérét des puces two-colors est de pouvoir comparer directement
deux échantillons hybridés sur la méme puce en réduisant ainsi les biais techniques inhérents
a I'utilisation de puces. Cette stratégie two-colors permet non seulement de s’affranchir de
certaines variabilités techniques mais aussi d’augmenter la sensibilité et la précision dans la
détermination des niveaux d’expression différentiels entre des paires d’échantillons. Cependant,
I’efficacité d’incorporation des nucléotides fluorescents varie en fonction du fluorochrome
utilisé : les nucléotides marqués par Cy5 sont moins efficacement incorporés que ceux porteurs
de Cy3 en raison de I’encombrement stérique des différents nucléotides marqués (dUTP-Cy5
et dUTP-Cy3), ce qui induit des variations d’intensité non imputables a une expression diffé-
rentielle des genes. Cette approche nécessite donc de traiter ces échantillons en deux étapes
par I’échange des marqueurs fluorescents (dye-swap) afin de corriger ce biais d’incorporation
([Dobbin et al., 2003], [Smyth et al., 2003], [Knapen et al., 2009]). La méthode d’échange de
marqueurs fluorescents consiste a inverser le marquage des 2 échantillons et donc a hybrider
chaque échantillon 2 fois, aprés marquage avec chaque fluorochrome, ce qui double ainsi le
nombre de puces réalisées. Cela pose un probleme de cofit et nécessite d’avoir du matériel
biologique en quantité suffisante. Cette approche est trés souvent utilisée dans le cas des
études en cancérologie, car elle permet la comparaison directe sur une puce d’un échantillon
pathologique par rapport a un échantillon de référence dit sain. Quant aux puces one-color,
elles présentent comme principaux avantages la simplicité et la flexibilité de la conception
expérimentale : les comparaisons entre les différentes puces d’une expérience sont facilitées,
surtout lorsque le nombre d’échantillons est important. De plus cette approche permet de
réduire les sources de variabilité lors des tests statistiques grace a 1’utilisation de réplicats
biologiques et techniques.

Le consortium MAQC («MicroArray Quality Control »), créé en février 2005, a démontré
qu’en conditions bien contrdlées, les comparaisons inter- et intra-laboratoires de résultats de
puces a ADN indiquent une bonne reproductibilité ([Irizarry et al., 2005], [Shi et al., 2006],
[Shi et al., 2010]).
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2.1.2 Acquisition des données brutes

Dans le cas des puces AgilentTM, le scanner G2565CA utilise le logiciel de quantification
« Agilent Feature Extraction » (AFE), afin (1) de quantifier, pour chaque fluorochrome étudié,
le signal de fluorescence émis par chaque spot, (2) d’évaluer de facon quantitative la qualité
du signal, grace a la détermination du bruit de fond, (3) de déterminer la qualité du spot
par la détection des valeurs extrémes (outliers) et autres spots saturés. Le logiciel calcule
ainsi une valeur normalisée par spot et pour chaque fluorochrome (gProcessedSignal et/ou
rProcessedSignal) puis génere le rapport de qualité et le fichier de résultats en format texte. Il
est a noter que pour les puces a ADN two-colors, AFE calcule également le ratio (Cy5/Cy3), le
logarithme en base 2 de celui-ci pour chaque spot de chaque puce a ADN, ainsi qu’une valeur
de probabilité (p-valeur). En plus de ce fichier de résultats, AFE génere pour chaque puce un
rapport de qualité appelé QCreport. Il est toutefois possible d’utiliser d’autres logiciels ou
scanners tels que le GenePix®4400A de Molecular Devices, mais celui-ci retourne les résultats
sous un autre format tabulé (gpr).

Une fois les lames scannées, il est nécessaire de passer par une €tape de prétraitement et
de normalisation des données, a I’aide de programmes dédiés tels que certaines librairies R
ou encore le logiciel commercial développé par Agilent « GeneSpring GX ». Ce processus
permet de réduire les effets dus aux biais techniques, sans pour autant affecter celui de la
variation biologique de 1’expression des genes. Cette étape, qui est indispensable quelle que
soit la technologie utilisée, est impossible a automatiser en raison des spécificités inhérentes a
chacune de ces technologies.

2.2 Correction des données brutes

2.2.1 Prétraitement des données

Pour les puces 2 ADN de technologie Agilent™, les logiciel d’analyses, comme AFE,
proposent différents criteres pour évaluer la qualité du signal de chaque spot. Des biais tels
que la variance de I'intensité des pixels du spot, la variance du bruit de fond, la présence de
taches ou de spots de taille anormale ou encore un faible rapport signal sur bruit, peuvent étre
ainsi examinés. Puis I’étape de filtrage des données permet de ne conserver que les spots au
dessus d’un seuil de qualité prédéfini pour ne pas fausser les résultats ([Smyth et al., 2003]). Il
est cependant a noter que chaque laboratoire possede sa propre méthode empirique de
filtrage des données de puces, car il n’existe pas de méthode standard en ce qui concerne
les puces Agilent™,

C’est a cette étape que le bruit de fond est pris en compte, généralement par soustraction du
signal, si celui-ci n’a pas déja été utilisé par AFE pour générer le signal traité (gProcessedSignal
et rProcessedSignal, pour Cy3 et CyS5 respectivement).



62 Chapitre 2. Controéle qualité et normalisation de données de puces a ADN

2.2.2 Transformation en logarithme base 2

Les données de puce a ADN subissent généralement une transformation logarithmique de
base 2 (notée log2) permettant de rendre les ratios (ou en anglais fold change) symétriques et
de réduire la dispersion des données en limitant 1’influence des valeurs extrémes. En effet, la
plupart des intensités mesurées sont faibles, et donc potentiellement situées au niveau du bruit
de fond. Mais surtout, cette transformation permet d’appliquer des tests statistiques paramé-
triques, car la distribution des valeurs logarithmiques est plus proche de celle d’une loi normale.

2.2.3 Normalisation des données

L application de méthodes de normalisation est possible dans une certaine mesure : la
normalisation suppose que 1’effet biologique ne soit pas confondu avec le biais technique
que I’on souhaite corriger. Si ce n’est pas le cas, il devient difficile de trancher entre un
artéfact technique ou une variabilité biologique. Afin de minimiser au maximum la variabilité
expérimentale et pour pouvoir comparer les échantillons entre eux, une normalisation est
appliquée aux données dans le but de faire ressortir les différences réellement dues aux
variations d’expression des transcrits entre les échantillons.

De nombreuses méthodes de normalisation existent, mais aucune ne peut étre appliquée
de maniere systématique car cela dépend du type de données a étudier. En effet, certaines
méthodes de normalisation sont dédiées a une technologie donnée. Par exemple, il existe
de nombreuses normalisations dédiées aux puces Affymetrix™, telles que RMA, MAS 5.0,
GCRMA, dChIP, mais celles-ci ne sont pas utilisables pour les données de puces Agilent™.,
De plus, les méthodes different généralement entre des données one-color et two-colors.

Dans cette partie, seules les principales méthodes de normalisation utilisables pour les
puces a2 ADN de technologie Agilent™sont décrites.

11 faut déterminer quelle méthode peut corriger au mieux les biais, sans pour autant altérer le
signal étudié. Généralement, ces méthodes sont utilisées de la plus simple a la plus sophistiquée
si un critere de qualité particulier parait amélioré.

Le choix de la méthode de normalisation est guidé par des représentations graphiques
de type : nuage de points (scatter plot), diagramme MA (MA plot ou Bland-Altman plot),
histogramme ou profil de densité des intensités ou bien encore boite a moustaches (box
plot) permettant de visualiser la distribution des données ([Smyth ef al., 2003]).

La représentation de type « nuage de points » permet la comparaison de deux échantillons
entre eux. On représente ainsi I’intensité de chaque sonde, avec en abscisse le 1er échantillon et
en ordonnée le second, les génes s’éloignant de la diagonale étant différentiellement exprimés.

Le diagramme MA correspond a la visualisation des log ratios en fonction de 1’échelle des
intensités moyennes. L’abscisse indique 1’intensité moyenne des 2 échantillons (A) et I’ordon-
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née le logarithme base 2 du ratio des intensités (M) de ces échantillons, et ceci pour chaque
sonde avec dans le cas des puces a ADN two-colors :

M = log ratio = log2 (R/G) et A =10g2((R+G)/2)

ou R représente I’intensité de fluorescence rouge (red, celle de la Cy5) et G celle de fluores-

cence verte (green, la Cy3).
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Ficure 2.1 — Les différents types de représentations (A) nuage de points, (B) diagramme, (C)
histogramme, (D) boite a moustaches. En rouge sont représentés les geénes sur-exprimés et en
vert les genes sous-exprimés, dans 1’échantillon 1 par rapport a 1’échantillon 2. Les données
utilisées ici sont celles de la librairie R/bioconductor ALL (Acute Lymphoblastic Leukemia,

[Chiaretti et al., 2004])

2.2.3.1 Normalisation globale

La méthode de normalisation la plus simple est appelée normalisation globale par la
moyenne ou par la médiane. Elle consiste a soustraire aux log2 des intensités (ou log ratio)
le log2 de la moyenne ou de la médiane des intensités (ou des ratios) de chaque puce. Cette
normalisation permet de centrer la distribution des intensités (ou des log ratios) sur 0. Elle reste
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néanmoins d’un intérét limité en raison de la nature souvent non linéaire des relations entre
les intensités observées (Ramdas et al., 2001 ; Shoemaker et al., 2001). Ainsi cette méthode
ne permet qu’une évaluation de I’erreur systématique pour chaque échantillon, contrélant des
différences proportionnelles a travers les puces.

Il est également possible d’utiliser la normalisation par centrage et réduction. Cette
technique permet d’uniformiser globalement la distribution des données two-colors et one-
color en centrant les données sur O et en fixant I’écart type a 1, puis en calculant les log
ratios dans le cas des données two-colors. Elle permet ainsi de pouvoir comparer de maniere
équivalente les différences d’expression de genes dans plusieurs couples d’échantillons (par
exemple tissu tumoral vs. tissu de référence). Le centrage est obtenu en soustrayant aux log
ratios la médiane des log ratios de 1’échantillon correspondant. Puis les données sont réduites,
généralement en divisant les valeurs centrées par 1’écart-type de I’échantillon correspondant.
Il est également possible d’utiliser la « Median Absolute Deviation » (MAD, écart médian
absolu), un estimateur plus robuste de la dispersion des données.

Cependant, cette normalisation suppose que les biais observés soient dus a des facteurs
globaux concernant tous les genes (incorporation des marqueurs, qualité de I’hybridation,
protocoles expérimentaux...); elle ne considere donc aucune région ou effets dépendant des
intensités (bruit de fond local, ...), normalement pré-traités précédemment.

2.2.3.2 Normalisation par régression locale

La méthode LOWESS (« LOcaly WEighted Scatterplot Smoothing »), proposée par
Cleveland en 1979 ([Cleveland, 1979]) et développée par Cleveland et Devlin en 1988, désigne
spécifiquement une méthode de régression polynomiale locale pondérée. En fonction du degré
du polyndme utilisé, on parle de méthode LOWESS ou LOESS. Ainsi, pour un degré d’ordre 1
du polyndme, c’est-a-dire une régression linéaire, on parle de méthode LOWESS contrairement
au LOESS qui est utilisé pour un ordre 2.

Ce type de normalisation est le plus couramment utilisé pour les puces a ADN two-colors.
Elle implique que I’expression de la majorité des génes soit inchangée.

2.2.3.3 Normalisation par les quantiles

La normalisation par les quantiles permet d’uniformiser les distributions des intensités
pour un ensemble d’échantillons. Elle est donc particulierement efficace pour normaliser une
série d’échantillons dont les distributions de valeurs d’expression sont proches. Elle suppose
que la distribution de 1’abondance des genes soit presque similaire dans tous les échantillons.
L’inconvénient de cette méthode est qu’elle peut donner un poids important a des valeurs faibles.

Cette méthode utilise comme référence une puce a ADN dite « synthétique »
([Smyth er al., 2003]). Ces données « synthétiques » correspondent généralement aux
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moyennes ou aux médianes des valeurs d’expression calculées sur I’ensemble des échantillons,
quantile par quantile. Ces valeurs de référence sont ensuite utilisées pour remplacer, quantile
par quantile, les valeurs d’expression (Figure 2.2).

(A) log2(intensité) (B) Trier chaque (c) Remplacer chaque valeur
brutes colonne en fonction de la valeur
médiane (encadrée en rouge)

E1 E2 E3 E4 B5 | EL E2 E3 E4 ES J'El E2 B3 E4 ES

y1 111 13 29 26 21 BB 30 29 2728 28 28 28 28

y2 1517 5 8 14 | 18 23 16 24 261$23 23 23 23 23

Matrice vz 21 2 12 20 25 | |15 19 13 22 25,410 19 19 19 19
d'expression 4 10 19 16 24 4 | 10 17 12 20 Tah$14 14 14 14 14
vs 18 28 3 2z 27 711 5 (8 %+8 8 8 8 8

Ve 72330 8 9 1 236 41#43 3 3 3 3
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V6 g 2328 3 8 | parlesquantiles

FiGure 2.2 — Principe de la méthode des quantiles

2.3 Contexte du projet

Constatant 1’absence d’outil gratuit disponible permettant d’analyser facilement et rapide-
ment les données obtenues grice aux puces a2 ADN de type Agilent™, nous avons décidé de
développer notre propre logiciel.

Ce projet, qui a débuté au cours de mon stage de Master 1 BBSG, porte sur le
développement d’une librairie R pour I’analyse de ces données de puce a ADN. Cette
librairie, appelée AgiND pour « Agilent Normalize and Diagnosis », devait permettre
d’extraire les données, mais également de les visualiser de maniére tres simple et de les
normaliser.

L’ objectif de cette librairie AgiND n’est pas de proposer une nouvelle méthode de normali-
sation mais d’offrir les outils permettant d’extraire, de visualiser et de normaliser les données
simplement et treés rapidement, via 1’obtention de fichiers au format texte générés a partir des
données brutes extraites a I’aide du logiciel AFE. Cet outil est utilisable tant avec les données
de puces one-color qu’avec celles des two-colors.

Dans la pratique, lorsqu’il s’agit de choisir une méthode de normalisation ou bien d’ap-
précier la qualité d’un jeu de données, les chercheurs s’aident des représentations graphiques
présentées plus haut. Simples et facilement interprétables, ces graphes sont trés informatifs et
permettent souvent d’orienter les analyses, d’améliorer les protocoles expérimentaux ou méme
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de définir de nouveaux plans d’expériences.

2.4 Choix du développement d’une librairie R

Le choix du langage R a été motivé par plusieurs aspects. Tout d’abord, GNU R
(www.r-project.org/) est un langage de programmation, fondé sur le langage S, et un environ-
nement mathématique utilisés pour le traitement de données et I’analyse statistique. Ceci rend
cet environnement de travail de plus en plus utilisé par les bioinformaticiens. Il est implémenté
dans les langages C, C++, Fortran et Java. R dispose de nombreuses fonctions graphiques et
est tres régulierement mis a jour (actuellement 2 nouvelles versions par an).

Cet environnement possedent plusieurs avantages : (1) c’est un logiciel gratuit et ces
sources sont disponibles pour la majorité des systemes d’exploitation (Windows, Linux et
Mac OS), (2) sa syntaxe est intuitive et permet aux biologistes de 1’utiliser en ayant recours
a des commandes faisant appel a des librairies ou des fonctions préalablement créées ou
installées, (3) il permet I'inclusion de fonctionnalités développées dans d’autres langages
de programmation tels que le C, le C++, le perl et méme des commandes systemes, (4) il
integre les fonctions dans des paquets ou librairies, accessibles a la communauté scientifique
via des dépots tels que : bioconductor, Comprehensive R Archive Network (CRAN), Omegahat.

Les librairies R sont maintenant communément utilisées dans de nombreux domaines
scientifiques. Elles sont devenu un outil de travail tres apprécié de la communauté bioinfor-
matique, car facile d’accés. Ainsi, de nombreuses librairies dédiées au traitement des données
de puces a ADN ont vu le jour. Elles permettent, entre autre :

— I’annotation des données via I’acces a des bases de données ou par la création de librairies

contenant 1’annotation spécifique a une plateforme de puces a ADN ;

— D’extraction des données a partir de fichiers complexes ;

— la visualisation de ces données via des librairies graphiques ;

— le prétraitement et la normalisation, via différentes méthodes et pour diverses technolo-
gies;

— I’étude statistique, soit a I’aide de tests classiquement utilisés (test t, ANOVA, regression
lineaire, SAM), soit grace a de nouvelles approches et des réanalyses possibles de jeux
de données de puces a ADN;

— le réarrangement et I’export des données.

Ces librairies contiennent des définitions d’objets complexes de type S4 correspondant a
une liste de vecteurs et/ou matrices, ainsi que des méthodes et fonctions possédant chacune une
fiche d’aide associée. Ces fiches d’aides mais également le manuel d’utilisation de la librairie,
appelé vignette sous R, sont écrits en langage LaTeX avec des fichiers « Rd » pour les fiches
d’aide et « Rnw » pour la vignette. Ceci permet le balisage et une formulation standard des
documents, I’extraction facile de renseignement et I’inclusion de code R au sein de la vignette.
Ces librairies ont une structure/architecture définie commune (Figure 2.3).
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(A) (B)
limma
I-- E‘EE‘,CRFPTION limma/
|-- CITATION
I I giA‘l‘ION |-- DESCRIPTION
.- doc
| | |--changelog.txt : ’ e = |- changelog.txt
| | [|--indexhtml Documentation de la librairie | |- index.html
l ! = :mg‘?ﬁfw sous différents formats | |- limma.pdf
- Rr | |-limma.R
| | -- usersguide.pdf | |- limma.Rtex
I r-r;ar:‘EWS.Rd | '-- usersguide.pdf
= , T . [~ Felp
i g;ir;tmd“dé%"ﬁd Fiche d'aide de chaque fonction | |- aliases.rds
| B et objet de la librairie L1 ok
: ~ limma.r
| |- 04Background.Rd l i—- limma.rdx
| |- 05Normalization.Rd | ‘-- paths.rds
| |- O6linearmodels.Rd |-- html
[ | "-- 00Index.html
| - zscore Rd T INDEX
|-- libs
} E alias2Symbol.R Code R de la librairie, autres i - ';mma‘s"
. -- Meta
| |- arayWeights.R Iangu_ages gdans §rc) et fonctions | | hsearchds
| |- arrayWeightsSimple.R et objets nécessaire au | |- links.rds
[ R fonctionnement de la librairie | |- nsinfo.rds
: ; i (dans le fichier NAMESPACE) | |- package.rds
| |- Rd.rds
| --zzz.R | “--vignette.rds
} ‘s " ormexp.c - :AMESPACE
“--tests i limma
|- limma-Tests.R i“ limma.rdb
-- limma-Tests.Rout.save “-- limma.rdx

Ficure 2.3 — Exemple de structure d’une librairie R, ici la librairie R limma avec en (A) son
architecture de fichier au niveau du code source, et en (B) celle aprés compilation et installation
de la librairie

2.5 Principe de la librairie R AgiND

Cette librairie est constituée d’un ensemble d’objets et de fonctions codés en R, et d’un
programme écrit en langage C permettant I’extraction des données de AFE de maniere plus
rapide. Ce programme C est appelé par le code R. Enfin, AgiND fait également appel a d’autres
librairies R telles que Biobase, limma, marray, geneplotter, annotate, AnnotationDbi et lattice.
Il y a également des fiches d’aide pour chaque fonction ou classe d’objet créée ainsi qu’un
manuel d’utilisation.

Les données brutes initiales sont obtenues a partir de AFE et correspondent a des fichiers
texte tabulés contenant trois tables : deux de parametres expérimentaux et une de résultats.
Ainsi la premiere table FEPARAMS contient les parametres d’entrée et les options choisies
par I'utilisateur (en accord avec les parametres du protocole utilisé, comme par exemple «
GE1_105_Jan09 »), tandis que la seconde table STATS contient des parametres déterminés
par le scanner. La derniere table FEATURES est un tableau contenant plus de 90 colonnes
de résultats avec une ligne par sonde : nom du gene, log ratio, signal normalisé intra-array,
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signal moyen, ... Si le fichier correspond a des expériences de puces a ADN trwo-colors,
celui-ci contiendra des colonnes pour chacune des couleurs. Dans cette derniere table, seules
les informations précédemment citées sont extraites. De plus, un fichier est généré pour chaque
échantillon, il est donc nécessaire de combiner ces informations en un seul fichier final pour
une expérience donnée.

Pour chaque échantillon, les données, une fois extraites, sont collectées a I’intérieur
d’un seul objet de type S4, différent pour les données brutes et normalisées. C’est un objet
complexe composé de multiples objets simples : vecteur, scalaire, matrice. Pour les données
brutes one-color, cet objet est de classe AgilentBatch alors que pour les objets two-colors,
il se nomme AgilentBatchRG. Une fois les données normalisées, les objets créés sont de
classe AgilentNorm et AgilentNormRG, respectivement pour les puces a ADN one-color et
two-colors.

L’ étape suivante concerne I’établissement du contrdle qualité des données brutes et norma-
lisées, a I’aide de I’objet qui comporte les principales informations nécessaires (voir le manuel
d’utilisation pour une description des données contenues dans 1’objet). Dans ce but, des repré-
sentations graphiques peuvent étre utilisées pour visualiser la distribution :

— des controles négatifs : il s’agit d’ADN hétérologue (ou hétéroduplex) correspondant a de

I’ ADN bicaténaire formé par 1’appariement de deux brins d’origine différente ; il présente
des domaines en boucle dans les zones ou les appariements ne se font pas correctement ;

— des controles positifs (« Spiked-in controls ») : ce sont des sondes spécifiques d’ADNc
de différentes concentrations connues, correspondant a une gamme étalon réalisée par
dilutions successives. Ces ADNc sont rajoutés aux échantillons lors du marquage avant
I’hybridation sur puce a ADN. Ce sont donc de bons contrdles de qualité et de normali-
sation des échantillons ;

— des genes de référence ou genes de ménage, tels que les protéines ribosomales, dont I’ex-
pression est considérée constante dans toutes les conditions, donc dans tous les échan-
tillons.

Cette librairie propose de visualiser les échantillons sous forme :

— de boites a moustaches par la fonction agBoxplot ;

— de diagramme MA par la fonction agMAplot ;

— d’images avec la fonction aglmage ;

— d’histogramme pour un ou plusieurs genes d’intérét par la fonction agPlot.

Des fonctions sont également prévues pour supprimer, selon le besoin de I’utilisateur,
certaines des sondes de I’objet de type S4 avant ou apres normalisation par la fonction
agExclude. Ceci peut également étre simplement réalisé en ligne de commande ; en effet, une
fonction d’indexation de I’objet de type S4 permet d’extraire toutes les informations de 1’objet
comme pour une matrice, a partir des indices des colonnes et/ou des lignes a conserver. Il
est ainsi possible de créer des sous-groupes d’échantillons et/ou de génes pour une analyse
« personnalisée ».

L’étape de normalisation est cruciale pour pouvoir exploiter les données et repérer d’éven-
tuels biais expérimentaux. Cette librairie propose la transformation en log2 des données et
I’acces a deux normalisations : par la méthode des quantiles et par le LOWESS. De plus,
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I’utilisateur peut exporter une partie des données au format générique ExpressionSet pour
utiliser d’autres librairies R proposant d’autres types de normalisation. Un export des données
au format de la librairie R/bioconductor marray a également été implémenté pour permettre
I’utilisation des librairies marray et limma.

Enfin les données normalisées peuvent €tre sauvegardées sous forme de matrice d’expres-
sion avec en colonne les échantillons et en ligne les sondes. L’ utilisateur peut également choisir
a cette étape de supprimer les sondes contrdles.

Par défaut, si aucune information n’est donnée sur les échantillons a 1’aide d’un objet de
classe AnnotatedDataFrame, les identifiants des échantillons sont directement récupérés a
I’aide des noms de fichiers. Seuls le code barre et la position sur la puce a ADN seront conser-
vés ultérieurement. Le fichier « US83700202_252800413012_S01_GE1_107_Sep09_1_1.txt »
portera par exemple le nom simplifié « 252800413012_1_1 ».

Pour les genes, les Feature number et le symbole des genes sont séparés par des « | », par
exemple « 4||[U2AF1L4 ». Ceci permet I’obtention d’un identifiant unique puisqu’un transcrit
peut &tre présent a plusieurs reprises sur la puce a ADN. Il est également possible d’y rajouter
par programmation les références des sondes, les descriptions de genes et d’autres informations.

Un résumé de I’installation de la librairie AgiND et de son utilisation est présenté dans
le manuel d’utilisation téléchargeable avec la librairie (voir Annexe A).

Non publiée a I’heure actuelle, cette librairie est déja utilisée en routine par les
utilisateurs de la plateforme transcriptome TGML. Par ailleurs, elle a permis plusieurs
collaborations qui sont présentées dans le chapitre suivant de ce manuscrit. Cette librairie
n’a pas été soumise a des dépots de librairies R, comme bioconductor, cependant elle est
mise a disposition sur le site web du laboratoire : http:/tagc.univ-mrs.fr/AgiND

2.6 Discussions et Perspectives

Au début de ce projet, les seuls outils gratuits disponibles étaient les librairies R marray et
limma ([Smyth, 2005]). Elles permettent de contrdler la qualité des puces a ADN de technologie
Agilent™et de normaliser les données générées. Mais elles présentaient deux inconvénients :
elles chargeaient tres lentement les données et n’étaient pas spécifiques de 1’analyse des puces a
ADN de type Agilent™, ce qui a nécessité le développement de notre propre librairie R AgiND.

Pour y remédier, les bioinformaticiens ont du développer des librairies R dédiées permettant
soit d’estimer la qualité des puces a ADN d’une expérience, soit de normaliser ces données
(Table 2.1). Ces librairies R ont été mises a disposition sur le site du CRAN ou de biocon-
ductor : arrayQuality ([Paquet & Yang, 2008], Agi4x44PreProcess ([Lopez-Romero, 2008]),
arrayQualityMetrics ([Kauffmann & Huber, 2008]), agilp ([Chain et al., 2010]), BABAR
([Alston et al., 2010]), GOULPHAR (pipeline de I’ENS, Paris, [Lemoine ef al., 2006]) ou
bien encore des plugins pour Excel comme arrayTools. En parallele, les librairies de base de
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FIGURE 2.4 — Schéma récapitulatif de I’analyse de données de puces a ADN incluant la librairie
AgiND

bioconductor pour I’analyse des puces a ADN, marray et limma, ont été améliorées.

Les puces 2 ADN de type Agilent™sont utilisées dans prés de 25% des expériences
réalisées a partir d’échantillons humains soumises a GEO. L’analyse des données générées
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représente un véritable enjeu, obligeant les entreprises commerciales, a commencer par
Agilent™, a créer des logiciels dédiés (GeneSpring GX).

La librairie que j’ai mise au point est utilisable avec tous les puces compatibles
avec le format AFE, et n’est donc pas uniquement dédiée aux puces 4x44k comme I’est
Agi4x44PreProcess. En effet, AgiND utilise les parametres présents au début du fichier pour
générer et vérifier la taille des objets. Elle peut ainsi étre utilisée tant pour les puces 4x44k, que
pour les nouvelles puces 8x60k par exemple.

De plus, AgiND est utilisable aussi bien pour les données de puces one-color que pour
les two-colors. Enfin, la génération d’un format de sortie de classe ExpressionnSet permet
I’utilisation d’autres librairies R comme vsn, afin de normaliser les données brutes extraites par
AgiND, ou bien encore d’utiliser des librairies graphiques telles que arrayQualityMetrics.

Le développement d’AgiND n’est pas terminé. On peut encore améliorer cette librairie.
Pour permettre son utilisation avec tous les types de formats de fichiers bruts, il faudrait per-
mettre I’importation de données obtenues a I’aide du logiciel GenePix, comme c’est le cas des
librairies BABAR, GOULPHAR ou bien encore limma. De plus, il faudrait inclure des fonc-
tions vérifiant la qualité des données de maniere plus ou moins automatique, comme I’étude des
controles positifs et négatifs, et générant des graphiques. Enfin, un rapport d’analyse comme
sous ArrayQualityMetrics pourrait étre généré et donné aux clients de la plateforme TGML.
Ceci serait un gage supplémentaire de qualité en vue d’une analyse de données.
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Logiciel ou librairie R | Type de fi- Contrdle | Filtrage | Normalisation(s) Langage(s)
chier d’entrée qualité des
don-
nées
AFE | GenePix
AgiND X X X Quantiles, lo- | R, C
wess
limma X X X X Quantiles, lo- | R
wess, print-tip
loess, scale
Agi4x44PreProcess X X X Quantiles, vsn | R, C++,C,
fortran
GOULPHAR X X X Lowess R
agilp X X X Lowess R
BABAR X X X Lowess R
arrayQuality X R
arrayQualityMetrics X R
genefilter X R
vsn vsn R
arrayTools X X X Excel, R,
Java
GeneSpring GX X X Quantiles, lo- | Applet
wess, print-tip | JAVA, API
loess, scale SOAP, API
JYTHON
(JAVA
Based
Python), R

TaBLE 2.1 — Synthese des principaux outils permettant 1’analyse des données de puces a ADN
de technologie Agilent™. En grisé, le logiciel commercial développé par Agilent et en gras, les

caractéristiques de notre librairie R, AgiND
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Une fois les données normalisées, I’objectif est de mettre en évidence des genes dif-
férentiellement exprimés dans les échantillons. Ceci peut €tre obtenu par le simple calcul
des amplitudes de variations d’expression (ratio), mais c’est généralement insuffisant. Des
approches statistiques sont donc nécessaires afin d’estimer et de distinguer la variabilité intra-
et inter-groupe. De nombreux tests statistiques ont ainsi été proposés, allant du test t de
Welch aux approches bayésiennes en passant par les analyses de variance. Ces méthodes ont
été utilisées lors de collaborations en vue d’obtenir des signatures moléculaires dans le cas
d’études de pathologies.
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3.1 Sélection de genes

L’application des tests dépend de plusieurs parametres, mais ceux-ci sont tous appliqués a
chaque gene présent sur la puce a ADN afin de déterminer les genes différentiellement exprimés
en fonction des différents groupes d’échantillons. En effet, il faut distinguer les cas ou les don-
nées analysées sont indépendantes ([Golub et al., 1999]) ou appariées ([Perou et al., 2000]).
I est également important d’évaluer la distribution des données, pour déterminer si 1’on peut
utiliser des tests paramétriques ou non paramétriques. On parle de tests paramétriques (par
exemple : t-test, ANOVA) lorsque 1’on postule que les données sont issues d’une distribution
paramétrée (distribution normale par exemple). L’hypotheése de normalité sous-jacente des
données est souvent utilisée ; en effet la transformation des données en logarithme de base 2
permet d’obtenir une distribution assimilable a une gaussienne. La moyenne et la variance
de ces données suffisent ainsi a caractériser completement leur distribution. Contrairement
aux tests paramétriques, en ne faisant aucune hypothese sur la distribution des données,
les tests non-paramétriques élargissent le champ d’application des méthodes statistiques. En
contrepartie, ils sont moins puissants lorsque ces hypotheses sont compatibles avec les données.

Les résultats des tests statistiques multiples doivent étre corrigés pour minimiser le nombre
de faux positifs. L’hypothese nulle, notée HO, de ces tests est qu’il n’existe pas de différence
significative (pas d’effet biologique) entre 2 ou plusieurs groupes au risque @ de se tromper. Le
résultat du test d’hypothese est une probabilité, désignée p-valeur, qui croit plus le phénomene
observé (la variation de I’expression d’un gene entre 2 ou plusieurs conditions) est lié au
hasard. Le principal mode de controle de I’erreur de type I (ou risque @) est le FDR (« False
Discovery Rate »). Il permet d’estimer la proportion q d’erreurs parmi les génes considérés
comme différentiellement exprimés (faux positifs). Les méthodes FDR sont généralement plus
puissantes et moins conservatrices que les autres approches telles que le « Family wise error
rate », FWER. Selon le seuil choisi par I'utilisateur, la sélection de geénes différentiellement
exprimés sera plus ou moins sévere ; généralement, un seuil standard de FDR a 5% est utilisé.

3.1.1 Testt

Le test t de Student compare les moyennes de deux groupes d’échantillons et détermine,
en fonction d’un risque fixé, si ces moyennes sont significativement différentes pour chaque
gene ([Callow et al., 2000]). Ce test paramétrique peut étre réalisé de maniere appariée ou
non. Les tests appariés sont plus puissants car en couplant par échantillon (dans le cas ou
un méme échantillon est utilisé avant/apreés un traitement, par exemple), cela permet de
réduire la variabilité de I’expression des genes qui differe d’un échantillon a I’autre. Ceci est
généralement utilisé pour réduire ou éliminer les effets de facteurs confondants indépendants
de I’appartenance a un des deux groupes. Un test t non apparié peut étre normalement utilisé
lorsque deux ensembles distincts d’échantillons indépendants et identiquement distribués sont
comparés. Un des pré-requis de ce test est que la variance des deux échantillons est identique
(homoscédasticité).

Contrairement au test t de Student, le test t de Welch tient compte de I’inégalité de la
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variance des deux groupes d’échantillons et peut donc €tre mis en oeuvre lorsque I’hypothese

d’homoscédasticité n’est pas vérifiée, ce qui est souvent le cas pour les données de puces a
ADN.

Le test t de Welch définit la valeur statistique t par la formule suivante :
XA—X,
1=
ALB
nA o np

ou X, s et n correspondent, dans le cas des puces a ADN, respectivement a la moyenne des
intensités d’un gene, a I’écart-type et a la taille des groupes d’échantillons A ou B.

Pour chaque gene, une p-valeur est estimée soit a partir de la distribution de la statistique t
(c’est-a -dire de la loi de Student) (Figure 3.1), soit a partir de permutations, ce qui permet de
définir un FDR.

*Densite de probabilite

« v "
¢ Rejet de H >
Non rejetde H Non rejetde H

Ficure 3.1 — Distribution de la loi de Student

Une représentation graphique simple permet d’interpréter les résultats du test t, le vol-
cano plot (Figure 3.2). Ce graphique représente en ordonnée le logarithme de base 10 des
p-valeurs provenant du test t et en abscisse le logarithme de base 2 du fold change. Les genes
différentiellement exprimés sont ceux présentant de faibles valeurs p (soit des valeurs en
ordonnée les plus élevées possibles, car elles sont en logl0) et affichant des valeurs abso-
lues de fold change élevées. Généralement, un seuil arbitraire est appliqué pour conserver les
valeurs supérieures a 1 (soit une expression deux fois plus importante dans un des échantillons).
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Ficure 3.2 — Représentation de type volcano plot. Chaque point correspond a un gene. Deux
filtres sont réalisés un sur chaque axe, pour déterminer les genes discriminant. Les zones en
rose correspondent a des régions dans lesquelles les genes ont un log ratio supérieure ou égal a
1 et dont la p-valeur du test t est inférieur 2 107

3.1.2 Significant Analysis of Microarrays (SAM)

La méthode SAM est un test non-paramétrique, qui permet d’identifier des genes dif-
férentiellement exprimés entre deux groupes d’échantillons, et ceci sans a priori sur leur
distribution. SAM assigne un score a chaque gene, sur la base du changement d’expression
relatif des genes par rapport a la déviation standard des réplicats. Pour cela, il utilise des
permutations dans les mesures pour estimer le FDR. La statistique du test SAM d est définie
par ([Tusher et al., 2001]) :

N — Xa(O—Xp()
di) = =G5,
ou xA et xB représentent les moyennes d’expression pour le géne i dans les conditions A et

B, et s(i) est une estimation de la variance représentant I’écart-type pour le gene i tel que :
5(0) = Va(Z mlxu(D) = TP + X n[x,(0) — Tz()]?)

et

1,1

"A "B

- nag+ng-2
avec xm et xn les sommes des expressions pour les échantillons du groupe A et B

respectivement, et nA et nB le nombre d’échantillons dans les groupes A et B.

Cette statistique est sensiblement identique a celle du test t. La différence essentielle est la
présence au dénominateur d’un facteur correctif S, Ce facteur correspond a une faible valeur
positive calculée pour minimiser 1’effet de la variance. En effet, les genes peu abondant ont une
variance faible. Ce score est calculé pour chaque gene en fonction des deux groupes fournis
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par 'utilisateur. Ce méme calcul est réalisé a partir des données initiales par un nombre défini
de permutations d’un ensemble d’échantillons, afin de générer une distribution simulée des
valeurs dg. Les valeurs de d observées sont ensuite comparées aux valeurs simulées dp (Figure
3.3). Les genes différentiellement exprimés sont alors sélectionnés en fonction du FDR calculé
a partir des permutations. Un seuil arbitraire de FDR est choisi par 1’utilisateur (généralement
5%) en fonction du nombre de faux positifs qu’il est prét a accepter.
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Ficure 3.3 — Représentation de la valeur de d obtenue pour chaque gene i, soit d(i), en fonction
de la valeur simulée d¢(i).

3.1.3 ANalysis Of VAriance (ANOVA)

L’ analyse de variance (ANalysis Of Variance, ANOVA) est une méthode paramétrique utili-
sée pour comparer les moyennes d’au moins 3 groupes d’échantillons ([Draghici et al., 2003]).
Elle postule que les données sont distribuées suivant une loi normale et que les genes sont
indépendants, pour une analyse globale. Ceci n’est généralement pas le cas pour les données
de puces a ADN, car les genes ne sont pas indépendants en terme de régulation.

Néanmoins, elle est couramment utilis€ée pour estimer, si les différences observées
entre ces moyennes sont significatives ou non, en prenant en compte diverses variables
explicatives catégorielles (type cellulaire, temps de traitement, sexe). Selon le nombre de fac-
teurs pris en compte, on parle d” ANOVA mono ou multi-factorielle. Son principe est basé sur
le fait que la variance observée est due a la contribution d’une ou de plusieurs sources distinctes.

Considérons par exemple le cas de cellules provenant de différents types de cancers
(C={"sein’, prostate’,ovaire’ }), de patients de sexes différents (S={’Femme’,Homme’}) qui
peut étre représenté par la formule :

log(Yij) =pu+Gi+E;j+ T +8,;+(GE);j + (GT)y + (GS )iy + (ET) jy + (ES) j + (TS )y + Eijua
ou G, E, T, S représentent respectivement les effets dus aux genes, aux échantillons, au type
de cancer, au sexe. Les interactions entre deux de ces facteurs sont notées entre parentheses



80 Chapitre 3. Analyses de données de puces a ADN

comme par exemple pour (7'S ), qui correspond donc a I’interaction entre le type de cancer k
et le sexe s. Les genes différentiellement exprimés seront ceux pour lesquels I’interaction avec
les échantillons (GE) auront les plus faibles p-valeurs.

3.2 Meéthodes de classification non supervisées

La classification de genes ou d’échantillons peut étre obtenue par (1) des méthodes
supervisées, si I’on tient compte de 1’expression différentielle des genes dans différents groupes
d’échantillons selon leur phénotype, ou (2) non supervisées c’est-a dire sans a priori en se
basant sur I’ensemble des échantillons.

Diverses méthodes de classification non supervisées ont été appliquées a 1’identification
des profils dans les données d’expression géniques. Elles peuvent étre classées en 2 catégories :
les méthodes de regroupement (classification hiérarchique) et les méthodes de partitionnement
(k-moyens, cartes auto-adaptatives) en n groupes de génes ou clusters.

Divers outils gratuits permettent de générer, ou uniquement de représenter ces classifica-
tions : TMeV, cluster, Treeview, fonctions et librairies R.

3.2.1 La méthode de classification hiérarchique

La classification hiérarchique a pour avantage d’€tre simple a mettre en oeuvre et son
résultat peut étre facilement visualisé. Elle est devenue 1’'une des méthodes les plus utilisées
pour I’analyse des données d’expression génique. C’est une approche d’agglomération dans
laquelle les profils d’expression sont simplement regroupés sur la base de leur similarité. Les
groupes ainsi obtenus sont ensuite joints jusqu’a ce que le processus ait été mené a son terme,
en formant un seul arbre hiérarchique appelé aussi dendogramme (Figure 3.4).

La classification hiérarchique permet de représenter la matrice des intensités d’expression
normalisées afin de visualiser simplement les génes ayant des profils similaires. Cette matrice,
dont la distribution est médiane-centrée sur les genes, est telle que chaque colonne correspond
a une expérience et chaque ligne correspond a la sonde d’un transcrit. On représente généra-
lement les ratios ou valeurs d’intensités normalisées grace a une échelle de couleurs allant du
vert (genes réprimés) au rouge (genes induits). Cette représentation est communément appelée
heatmap (Figure 3.4).

3.2.2 La méthode des k-moyens (k-means)

Dans la méthode de partitionnement k-means, les éléments sont répartis en un nombre fixe
k de clusters (ou k est spécifié par I'utilisateur). Dans un premier temps, tous les genes sont
assignés au hasard a I’un des k clusters ; puis, un vecteur d’expression moyen est calculé pour
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FiGure 3.4 — Représentation d’un jeu de données : (A) le heatmap sur les données brutes, (B) la

classification hiérarchique, et (C) la partitionnement par la méthode k-means (k=3)
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de genes contextualisés ([Werner, 2008])

chaque groupe. Il permet de déterminer les distances entre clusters. De maniere itérative, les
éléments sont déplacés d’un cluster a I’autre et les distances sont recalculées a chaque itération.
Les éléments ne sont autorisés a rester dans le nouveau cluster que si celui-ci est plus proche
de I’élément que le cluster précédent, ceci afin de minimiser la somme des carrés a I’intérieur
de chaque cluster.

3.2.3 Self-organizing maps (SOM)

Cette méthode appelée en francais « Carte auto-adaptative » est un réseau de neurones
artificiels fondé sur des méthodes d’apprentissage non-supervisées. On la désigne souvent par
le terme anglais « Self Organizing Map » (SOM), on encore carte de Teuvo Kohonen du nom
du statisticien ayant développé le concept en 1984 ([Kohonen, 1997], [Tamayo, 1999]). Elle est
utilisée pour classifier des données dans un espace multi-dimensionnel, comme dans le cas des
puces a ADN.

3.3 Annotation fonctionnelle

Apres avoir identifié des groupes de genes différentiellement exprimés et afin de pouvoir
interpréter les données, il est nécessaire de procéder a des tests d’enrichissement fonctionnel.
En effet, les genes co-exprimés sont généralement impliqués dans des processus ou voies de
signalisation similaires ([Eisen ef al., 1998]) (Figure 3.5).
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3.3.1 Les différentes sources d’information

Il existe diverses sources d’information utiles pour I’annotation et donc pour I’interprétation
des données de puces a ADN. En effet, de trés nombreuses bases de données stockent des
informations sur la fonction, la localisation, I’expression tissulaire, la régulation et les interac-
tions des genes ou de leurs produits (Tableau 3.1). En effet, on considere ici que les transcrits
identifiés précédemment sont traduits de maniere équivalente en quantité de protéines fonc-
tionnelles. Cela ne tient donc pas compte des mécanismes de régulation post-transcriptionnelle
et post-traductionnelle.

Parfois, les données sont organisées en un ensemble structuré de termes et concepts au
vocabulaire contr6lé, appelé ontologie. Les concepts sont organisés dans un graphe dont les
relations peuvent €tre des relations sémantiques ou des relations d’inclusion. L’ objectif premier
d’une ontologie est de modéliser un ensemble de connaissances dans un domaine donné.

L’ontologie la plus connue pour I’annotation de données provenant de puces a ADN est
Gene Ontology (GO ; [Ashburner et al., 2000]). Celle-ci propose un vocabulaire controlé de
termes décrivant les propriétés des produits des genes. Elle est composée de 3 domaines :

— compartiment cellulaire, ou cellular component, décrivant la localisation des protéines au

sein de la cellule (comme par exemple : noyau, cytoplasme, membrane) ;

— fonction moléculaire ou molecular function, décrivant les activités au niveau molécu-
laire, telles que la liaison (par exemple le terme GO « transcription factor binding »,
GO :0008134) ou la catalyse ;

— processus biologique ou biological process, représentant 1I’ontologie la plus intéressante
pour connaitre la fonction des protéines. Elle nous renseigne sur les processus dans les-
quels des protéines sont impliquées, comme par exemple la transcription (terme « trans-
cription, DNA-dependent », GO :0006351, Figure 3.6).

3.3.2 Quelques outils d’annotation

Plusieurs outils utilisant cette ontologie ont été créés comme AmiGO, GOToolsBox
([Martin et al., 2004]), FATIGO ([Al-Shahrour et al., 2007]). Les autres bases de données ont
également mis en place un systeme permettant des recherches en fonction d’un gene, d’une
protéine, d’un processus biologique ou d’une voie de signalisation. D’autres approches sont
également utilisées pour obtenir des informations sur des genes telles que des outils de
fouille de texte comme Chilibot ([Chen & Sharp, 2004]), iHOP ([Good et al., 2006]). Enfin,
des logiciels proposent également 1’acces a différentes sources de données précédemment ci-
tées. Parmi les outils gratuits, ceux principalement utilisés par les biologistes et les bioin-
formaticiens sont « The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery »
DAVID knowledgebase ([Huang ef al., 2009]) et « Gene Set Enrichment Analysis » GSEA
([Subramanian et al., 2005])(Figure 3.7). La base de données DAVID propose ainsi un outil
de regroupement d’annotations fonctionnelles permettant I’identification de groupes d’anno-
tations significativement surreprésentées dans une sélection de genes (Huang da et al. 2007 ;
Sherman et al. 2007). Alors que GSEA est une méthode non paramétrique qui détermine
si un jeu de genes défini a priori possede des différences statistiquement significatives entre
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GENETIC ASSOCIATION
OMIM DISEASE
GO Biological Process (BP)
Gene Ontology (GO) | GO Cellular Component (CC)
GO Molecular Function (MF)
CHROMOSOME
CYTOBAND
GENERIF SUMMARY
PUBMED ID
BIOCARTA
KEGG
PANTHER
REACTOME
BLOCKS
COG
INTERPRO
PFAM
SCOP
SMART
SSF
TIGRFAMS
BIND
NCICB CAPATHWAY
REACTOME
TFBS conserved
CGAP EST QUARTILE
CGAP SAGE QUARTILE
GNF U133A QUARTILE
PIR TISSUE SPECIFICITY
UNIGENE EST QUARTILE
UP TISSUE

Disease

General annotations

Litterature

Pathways

Protein domains

Protein interactions

Tissues espressions

TaBLE 3.1 — Liste des principales annotations contenues dans 1’outil DAVID knowledgebase,
regroupées par domaine
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deux états biologiques ; cette méthode permet de calculer des scores d’enrichissement fonc-
tionnel en utilisant la base de données moléculaire Molecular Signature DataBase (MSigDB)
([Subramanian et al., 2005]). Une application commerciale existe également : Ingenuity Path-
way Analysis (IPA) qui comporte des annotations vérifiées par des scientifiques et permet la
visualisation des genes surexprimés (en rouge) et sousexprimés (en vert) sous forme de réseaux
de genes contextualisés (Figure 3.7).

3.3.3 Tests d’enrichissement fonctionnel

Lors de I’étape d’annotation fonctionnelle, il ne suffit pas seulement de savoir quelle voie
de signalisation ou quelle annotation caractérise au moins 1’un des genes présents dans la liste
de genes différentiellement exprimés, il faut également savoir si 1’association d’une partie
des genes de cette liste a une annotation donnée est significative ([Draghici et al., 2003]).
Un test d’enrichissement fonctionnel permet de comparer la liste de génes différentiellement
exprimés aux genes impliqués dans une voie de signalisation ou associ€s a une annotation
fonctionnelle particuliere, pour vérifier si la liste de genes testée est statistiquement enrichie en

genes associés a ce processus biologique ou voie de signalisation.

Plusieurs méthodes statistiques peuvent &tre utilisées pour cette comparaison
([Draghici et al., 2003]). Elles peuvent inclure (1) le test du chi 2, (2) le test exact de Fi-
sher, (3) la distribution hypergéométrique et (4) le test binomial.

Le test du chi 2 est simple a calculer, mais il ne donne qu’une valeur approximative p,
et il est limité aux cas ou le nombre d’observations de chaque type (par exemple, les genes
surexprimés qui apparaissent dans le mot clé) est supérieur a cing. S’il y a moins de cinq
observations, une alternative a ce test est celui du test exact de Fisher. Ce calcul correspond a la
probabilité exacte de voir le nombre observé d’occurrences. Sinon, la probabilité de I’existence
d’un nombre spécifique de genes d’une classe dans une liste de genes peut €tre calculée
grace a la distribution hypergéométrique. Cette distribution est utilisée pour I’échantillonnage
de populations finies, mais se rapproche de la distribution binomiale pour un nombre élevé
d’échantillons. Etant donné que les puces contiennent généralement des sondes représentant
des dizaines de milliers d’ARNm, cette approximation binomiale peut étre utilisée. Ces tests
statistiques donnent des p-valeurs qui décrivent la probabilité d’obtenir le résultat observé.

Des permutations et des corrections de tests multiples (Bonferroni, Benjamini) peuvent
étre faites afin de renforcer la valeur des résultats statistiques. Les calculs de permutations
nécessitent I’évaluation des scores d’enrichissement de listes de genes obtenues par sélection
aléatoire. La p-valeur ainsi obtenue refleéte la probabilité d’occurrence de cette liste de genes
par rapport au hasard.

Une fois établies les listes de genes différentiellement exprimés dans des conditions
biologiques sélectionnés peuvent étre analysées par regroupement. On pourra alors identifier
des groupes de genes significativement li€és a des processus biologiques impliqués dans la
problématique et le modele étudié. Afin de valider expérimentalement par une autre approche
le niveau d’expression de ces genes candidats, on aura généralement recours a une expérience
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de PCR quantitative appelée couramment qRT-PCR.

D’un point de vue fonctionnel et analytique, il est ensuite possible et recommandé de
contextualiser afin de générer des réseaux de genes. La construction de tels réseaux permettra
de comprendre et de modéliser les liens fonctionnels unissant les génes discriminants précé-
demment identifiés. A terme, cela contribuera au décryptage du mécanisme de la pathologie ou
du modele étudié. De nombreux outils permettent de créer ce genre de réseaux (IPA, cytoscape).

3.4 Analyses de données dans le cadre de collaborations

Avant D'introduction de la technique de puces a ADN sur lame de verre au sein de
la plateforme Transcriptome, le TAGC utilisait des puces radioactives sur support nylon,
technique pour laquelle le laboratoire était précurseur. La plateforme TGML avait le matériel
et les compétences requises pour réaliser la conception et le dépdt des sondes sur les puces, qui
étaient ensuite utilisées dans diverses études. Ainsi, le développement de la librairie R AgiND
(voir Chapitre 2) a donné lieu a de nombreuses collaborations, pour les deux technologies :
puces a fluorescence Agilent™et puces radioactives nylon. Deux de ces collaborations, dans
des domaines tres différents, se sont concrétisées par des publications :

(1) la collaboration avec le Dr. Patricia Paris de 'IMTSSA (Institut de Médecine Tropi-
cale du Service de Santé des Armées, Marseille) porte sur la définition d’une signature
transcriptionnelle caractéristique d’infections virales provoquant la dengue. Elle a été réalisée
avec des puces pan-génomiques Agilent™ ;

(2) la collaboration avec le Dr. El Chérif Ibrahim du NICN CNRS UMR 6184 (Faculté
de Médecine Nord, Marseille) porte sur la caractérisation transcriptionnelle des voies de
signalisation altérées lors du mauvais épissage alternatif du gene IKBKAP chez les patients
souffrant de dysautonomie familiale. Ce projet a ét€ mené en deux temps. Une premiere
campagne sur puces a ADN de type nylon congue entierement sur la plateforme, a mis en
évidence des genes différentiellement exprimés entre les patients malades et les témoins. La
seconde, sur puces 2 ADN pan-génomiques commerciales de technologie Agilent™, a permis
de confirmer les précédents résultats, et d’étudier I’effet d’'une molécule a visée thérapeutique.

Dans ces collaborations, mon travail a consisté a générer des signatures transcriptionnelles
a partir des données brutes provenant des fichiers issus d’Agilent Feature Extraction (AFE)
pour les puces Agilent™, du scanner pour les puces nylon. J’ai également formé et aidé les
biologistes a utiliser les divers outils bioinformatiques : AgiND, TmeV, cluster, Treeview,
DAVID knowledge database, Ingenuity Pathways Analysis (IPA), et contribué a la rédaction
des articles.
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3.4.1 Ladengue

La dengue est une infection virale, endémique dans les pays tropicaux. Cette maladie est
transmise a I’€tre humain par piqlires de moustiques Aedes aegypti infecté par un virus de
la famille des flavivirus. De rares cas de formes asymptomatiques existent. Mais en général,
cette infection virale entraine des fievres, maux de téte, douleurs musculaires et articulaires,
fatigues, nausées, vomissements et éruptions cutanées. La fievre peut étre hémorragique avec
ou sans syndrome de choc. Ce dernier cas est rare mais sévere et peut entrainer la mort du
patient. L’OMS a défini en 1997 une classification clinique pour différencier les 3 principaux
groupes de malades atteints de la dengue, mais celle-ci reste incomplete (Figure 3.8). Cette
classification comprend : (1) la dengue classique (DF, « Dengue Fever »), (2) la dengue
hémorragique sans syndrome de choc (DHF, « Dengue Haemorrhagic Fever ») et (3) la dengue
hémorragique avec syndrome de choc (DSS, « Dengue shock syndrome »).

Nous avons utilisé une approche transcriptomique afin d’obtenir un apercu des mécanismes
moléculaires associés au développement de 1’infection par la dengue avec syndrome de choc
(DSS). L’objectif était, a terme, d’identifier des biomarqueurs de diagnostic de cette forme
clinique pouvant étre testés rapidement dans les pays endémiques, afin de pouvoir réduire
le nombre de déces dus a cette maladie. Nous avons donc réalisé une analyse comparative
des profils d’expression de cellules sanguines a partir des cellules de sang total (PAXgene
blood RNA, Qiagen) chez 48 jeunes patients cambodgiens recrutés prospectivement pendant
I’épidémie de dengue de 2007 et présentant des évolutions cliniques distinctes, selon la

distribution suivante : DF (n=16), DHF (n=13) et DSS (n=19).
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Infection par le virus de la dengue
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Fiure 3.8 — Classification clinique de la dengue établie en 1997 par I’OMS et localisation de
la région d’ou proviennent les jeunes patients cambodgiens
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Abstract

Background: Deciphering host responses contributing to dengue shock syndrome (DSS), the life-threatening form of acute
viral dengue infections, is required to improve both the differential prognosis and the treatments provided to DSS patients,
a challenge for clinicians.

Methodology/Principal Findings: Based on a prospective study, we analyzed the genome-wide expression profiles of
whole blood cells from 48 matched Cambodian children: 19 progressed to DSS while 16 and 13 presented respectively
classical dengue fever (DF) or dengue hemorrhagic fever grades I/l (DHF). Using multi-way analysis of variance (ANOVA) and
adjustment of p-values to control the False Discovery Rate (FDR<10%), we identified a signature of 2959 genes
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signature, we provide an integrative overview of the transcriptional responses altered in DSS children. In particular, we show
that the transcriptome of DSS children blood cells is characterized by a decreased abundance of transcripts related to T and
NK lymphocyte responses and by an increased abundance of anti-inflammatory and repair/remodeling transcripts. We also
show that unexpected pro-inflammatory gene patterns at the interface between innate immunity, inflammation and host
lipid metabolism, known to play pathogenic roles in acute and chronic inflammatory diseases associated with systemic
vascular dysfunction, are transcriptionnally active in the blood cells of DSS children.

Conclusions/Significance: We provide a global while non exhaustive overview of the molecular mechanisms altered in of
DSS children and suggest how they may interact to lead to final vascular homeostasis breakdown. We suggest that some
mechanisms identified should be considered putative therapeutic targets or biomarkers of progression to DSS.
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Introduction

Acute dengue virus infections are a major public health problem
for many tropical and sub-tropical countries and an increasing risk
for the worldwide population [1]. Symptomatic infections occur
under a spectrum of diseases ranging from classical dengue fever
(DF) to the most severe life-threatening dengue shock syndrome
(DSS), a leading cause of childhood hospitalisation and death in
endemic countries with limited health resources [1,2].

DSS is regarded as a vascular disease involving a complex
interplay between virus, whole blood cells and microvascular
territories [3,4], and thought to result largely from an aberrant host
response to infection. As for other major systemic diseases, a
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detrimental cytokine storm is thought to be central to the systemic
microcirculatory failure and massive plasma leakage leading to
cardiovascular decompensation characterizing DSS [5]. However,
controversies exist regarding the nature of pathogenic host immune
responses supporting this life-threatening syndrome [6-8]. Indeed,
reactivation of cross-reactive memory ‘I’ lymphocytes and increased
infection of monocytes mediated by cross-reactive antibodies
acquired during previous infections by distinct dengue virus
serotypes, are the main hypothetic mechanisms proposed to explain
the putative cytokine storm leading to plasma leakage [5,9].
However, those hypothesis fail to explain the occurrence of DSS
in patients having primary dengue infection and their relevance to
the pathophysiology of DSS disease is discussed [8,10].
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Efforts to identify soluble biomarkers of severe dengue
differentiating uncomplicated dengue infections from severe ones
has led to the identification of a diversity of cytokines, chemokines,
endothelial agonists or soluble endothelial molecules [11-18].
However, discrepancies in definition of dengue severity, variability
in patients cohorts characteristics, as well as in techniques and
markers investigated, have impaired the identification of reliable
sets of DSS biomarkers and the possibility to get a global overview
of biological markers altered during DSS.

Understanding the molecular basis of DSS and identifying
relevant DSS biomarkers thus remains a major challenge [5,6].
Indeed, DSS occurs by the end of the acute infection in only a
fraction of dengue-infected patients and current severity criteria,
based on the 1997 World Health Organization (WHO) classifi-
cation of dengue severity, fail to predict a significant proportion of
patients who progress to life-threatening DSS [19-21]. Attempting
to decipher molecular mechanisms underlying DSS by analyzing
circulating whole blood cell genome-wide expression profiles is a
relevant approach regarding the study of other systemic
inflammatory syndromes, where a cognate cross-talk between
endothelial vascular cells and blood cells occurs [22-24]. Whole
blood represent a highly informative while complex cellular
sample, that may reflect host pathophysiological responses ongoing
at the time of blood sampling [22]. Furthermore, whole blood cells
are easy to collect and store during field studies on large cohorts,
reducing samples volumes required and limiting technical bias due
to cell purification. However, due to the high cellular complexity
of whole blood cells samples, whole gene expression patterns
should be carefully analyzed and deciphered to allow returning to
an integrative view of the molecular mechanisms altered during
the pathophysiological process studied [25].

Such a bench-to-bedside medical research has gained more and
more interest in the recent years. Indeed, it allowed improving the
understanding of pathophysiological processes underlying systemic
critical illnesses such as sterile and non sterile systemic inflamma-
tory responses syndromes (SIRS), allowing the identification of
relevant disease biomarkers and of new putative therapeutic
targets [22-24,26].

Genome-wide expression studies aimed at deciphering molec-
ular responses altered in the whole blood cells of adults [27] and
children DSS patients [28] have been implemented recently by
colleagues. They reported a decreased IFN type I-induced
response and a benign transcriptional response at the time of
cardiovascular decompensation [27,28], but failed in identifying
biological pathways relevant to DSS pathophysiology and
particularly inflammatory ones that could sustain microvascular
dysfunction [28].

We report here the results of a prospective study comparing the
whole blood genome-wide expression profiles of 48 matched
Cambodian children recruited during the huge 2007 dengue
outbreak who presented with classical dengue fever (DF), dengue
hemorrhagic fever grades I/1I (DHF) or dengue shock syndrome
(DSS), according to the 1997 WHO classification of dengue
severity [29]. Based on careful study design and statistic treatment
of microarrays data, we identified a large and highly relevant gene
signature of DSS never reported before, that discriminates DSS
children from paediatric patients with DF or DHF grades 1/11,
who did not present severe clinical complications. Using an
integrative analysis of the gene patterns altered in DSS children,
we deciphered part of the complex interactive molecular processes
occurring during DSS, highlighting similarities between DSS and
other major inflammatory processes. Finally, we identified
unexpected pro-inflammatory innate immune responses activated
in the whole blood cells of DSS children that may play a major
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role in DSS pathophysiology. The implications of present findings
to the improvement of DSS prognosis and treatment are discussed.

Materials and Methods

Ethics statement

The global study and all protocols presented here were
approved by the national Cambodian ethical committee. Written
informed consent was obtained from the legal guardians of each
child. To ensure strict anonymity regarding the patients, samples
were encoded as PLxxx (Plasma Leakage).

Patients and clinical data

Inclusion criteria retained were: age (1 to 15 years old); positive
diagnosis of acute dengue infection assessed by different methods;
absence of known chronic inflammatory disease or ongoing acute
co-infection at the time of inclusion.

An eligible cohort of 83 dengue-infected children hospitalised at
the Kampong Cham provincial hospital, Cambodia, was prospec-
tively enrolled from July to September 2007 during the huge 2007
dengue outbreak in Cambodia, characterized by a high number of
DSS cases.

Children diagnosed with acute dengue infections were classified
at admission as classical dengue fever (DF), dengue hemorrhagic
fever (DHF) or dengue shock syndrome (DSS) based on the 1997
WHO criteria [29]. Clinical and biological follow-up was done
daily for each hospitalised patient. DSS patients were admitted to
hospital intensive care unit where they received appropriate fluid
resuscitation and were monitored for vital parameters. Children
who required blood transfusion were not included in the study.

To increase the probability to identify gene signatures specific of
DSS, we chose to include only symptomatic dengue-infected
classified DF, DHF and DSS, but no healthy or non-dengue
children in the present study. This is based on the rationale that
comparing DF, DHF and DSS patients together should improve
the probability to identify a DSS-specific gene signature, while
including an external non dengue control group should increase
the probability to identify a general dengue-related signature but
should be less powerful at identifying a signature of severe dengue
disease.

DF, DHF and DSS patients whole blood samples selected for
the present study corresponded to comparable duration of illness
after onset of fever: all were collected within a window of time
comprised between 3 days and 7 days after onset of fever (being
considered day 0). For most DSS patients, this generally
corresponded to the day of cardiovascular decompensation (shock)
or the day after, except for 3 (PLO17, PL033, PL047) and 2 DSS
(PLO05, PL101) for whom blood was collected respectively 2 and 3
days after onset of shock.

Patients’ samples selected for the present study were also
carefully matched for age, gender, viral serotype (when identified)
and immunological status (primary or secondary, according to
reference assays described in diagnosis methods) towards dengue
infection.

Diagnosis assays carried out as described thereafter, indicated
that about 90% of all dengue-infected children had secondary
infection.

Dengue diagnosis and immunological status

All diagnosis assays were carried out at the Institut Pasteur in
Cambodia, the National Reference Center for arboviral diseases in
Cambodia. IgM capture ELISA and Hemagglutination-inhibition
were performed on paired sera collected at admission and at
discharge, and systematically tested for both dengue and Japanese
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Encephalitis virus, another flavivirus endemic in Cambodia, as
described previously [30]. Virus isolation was carried out on
earliest serum samples by inoculating permissive C6/36 and
VERO E6 cells, followed by serotype-specific immunofluorescence
[30]. Viral RNA was detected in specimens collected at early stage
of the disease using a nested RT-PCR [31]. Primary or anamnestic
“secondary” antibody response indicating previous infections by
dengue viruses was determined from paired serum samples by
hemagglutination-inhibition assay. Interpretation followed WHO
recommendations [29].

Blood sample preparation

Whole blood samples (2.5 ml) were collected on PAXgene™
Tubes (PreAnalytiX™™) further stored at —80°C, before being sent
to France in dry ice. Extraction of series of 24 matched samples
(DF, DHF and DSS) was done using PAXgene '™ Blood RNA kits
(PreAnalytiX ™) rapidly after collection. Purified total RNAs kept
at —80°C were processed for hybridization on genome-wide DNA
microarrays within one month.

cRNAs preparation and microarrays hybridization

All RNAs were checked for integrity using the 2100 BioAna-
lyzer (Agilent Technologies) and quantified using a ND-1000
spectrophotometer (NanoDrop Technologies). Cyanine-3-labeled
cRNA was generated from 0.3 ug of RNA using the One-Color
Low RNA Input Linear Amplification kit (Agilent) according to
the manufacturer’s instructions, followed by purification on
RNAeasy column (QIAGEN). All amplified cRNAs were checked
for dye incorporation, cRNA yield and amplification profile. Only
those fitting all quality criteria were fragmented for further
hybridization on microarrays. Samples from DF, DHF and DSS
patients were then carefully matched and hybridized onto Agilent
Whole Human Genome (4 x44K) Oligo Microarrays (G4112F).
Microarrays were scanned using an Agilent DNA microarray
scanner G2505B.

Microarray data analysis

All microarray data is MIAME compliant and the raw and
normalized data have been deposited in the MIAME compliant
database Gene Expression Omnibus [32] (GEO Series accession
number GSE17924  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/
acc.cgiacc = GSE17924).

Individual microarray quality was evaluated based on QC
report, pair-wise MA-plots, and box plots. Intra-array normaliza-
tion of raw signals from the 48 microarrays was done using
Feature Extraction software 9.1.3.1 (Agilent). Microarrays nor-
malized data were further exported into the Limma package [33],
for inter-array normalization using the quantile method [34].

Statistical analysis were was performed using the TIGR MeV
(MultiExperiment Viewer) v 4.4 software (http://www.tm#4.org/
mev.html), and the GeneANOVA program [35]. Multi-way
ANOVA model was implemented: first, to identify differentially
regulated genes when accounting for the multiple sources of
variation in the microrray experiment; second, to evaluate the
effect of the main variable, disease phenotype, relatively to that of
other putative confounding variables such age, gender, duration of
illness or microarray technical variability (independent extractions
or hybridizations). Local ANOVA further determined the
contribution of each covariate on the expression level of each
gene. Multiple test correction was further carried out using the
false discovery rate (FDR) method [36]. Cluster [37] and Tree
View softwares [38] were used for unsupervised hierarchical
clustering. Iterative SVM (Support Vector Machine) method
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associated with leave-one-out cross-validation [39] was used to
assess the robustness of DSS-gene signature.

Real-time PCR validation of genes over and under-
expressed in DSS patients

Briefly, total RNA extracted from whole blood samples was
reverse-transcripted using the High Capacity cDNA RT kit
(Applied Biosystems Inc) and random primers. Real-time PCR
were carried out using the FastStart Universal Probe Master
(ROX) (Roche) and real-time PCR primers designed using the
Universal Probe Library (UPL) Assay Design Center (Roche).
Amplification products were run on an ABI-PRISM 7900HT
(Applied Biosystems). Cycle threshold Ct values were automati-
cally calculated and value obtained for each gene amplified was
normalized by subtracting the Ct corresponding to amplification
of the HPRT1 gene (ACt) for the same sample. Correlation
between ACt values obtained by real-time PCR and correspond-
ing expression values from microarrays was estimated using
Spearman correlation coefficient.

Comprehensive overview of functional patterns altered
during DSS

Bio-informatics-based analysis using the demonstration version
7.1 of Ingenuity Pathway Analysis software (IPA; Ingenuity®
Systems, www.ingenuity.com) associated with manual and littera-
ture-based analysis was carried out to identify the most relevant
functional processes associated with the identified DSS gene
signature. This was done by combining most informative canonical
pathways identified using IPA, genes having the strongest
association with the disease phenotype based on ANOVA analysis,
and similarities to molecular patterns altered in other systemic
inflammatory processes associated with endothelial dysfunction.

Results

Patient characteristics

To identify gene patterns specifically altered in DSS patients, we
compared three groups of carefully matched paediatric patients
representing the main clinical forms of symptomatic dengue
infections DF (n=16), DHF (n=13) and DSS (n=19), according
to the 1997 WHO classification criteria of dengue severity [29].
Altogether, DF, DHF and DSS represent different subtypes of the
disease phenotype variable, further considered in this study. The
clinical characteristics and values of haematological parameters
are presented in table 1 (median values from each patient group)
and table S1 (individual values from each of the 48 patients
included). Supportive treatment provided to DSS patients are
mentioned. As indicated, DSS children had significant lower
relative neutrophil counts (median values / DF: 3900; DHEF: 3950;
DSS: 2500; p-value: 0.03; Kruskal Wallis test).

Unsupervised hierarchical clustering discriminates DSS
children from DF/DHF ones, revealing a DSS-gene
signature

Since microarray data analysis can be affected by a number of
bias [40], we put a particular care on study design and analysed
data from the 48 normalized microarrays using multi-way analysis
of variance (ANOVA) [41]. Indeed ANOVA evaluates the
statistical probability (p-value), for each individual gene, that a
difference in expression between the three patient groups could
have been observed by chance. This allows revealing genes that
show even small but highly significant changes in expression,
regarding the studied phenotype.
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Table 1. Clinical and biological characteristics of DF, DHF and DSS patient groups at the time of hospital admission.

hematocrit, median (IQR), %
hemoconcentration (hematocrit >20%), n (%)
white blood cells, median (IQR), number/mm?
neutrophils, median (IQR), number/mm?
lymphocytes, median (IQR), number/mm?

Supportive medical care

36.5 (35-39) (n=14?)

1 (6%)

6600 (5500-9900) (n=13%
3900 (2900-7600) (n =137
1600 (1400-2100) (n=13%)

39.75 (38-42) (n=12?)

3 (23%)

6450 (6200-7400) (n=107)
3950 (3500-4200) (n=10%
1850 (1500-1900) (n=10°%)

DF (n=16) DHF (n=13) DSS (n=19)
Patients characteristics
gender, male n (%) 7 (43%) 4 (31%) 7 (37%)
age, median (IQR), years 8 (4-9) 7 (5-8) 8 (7-9)
weight, median (IQR), kg 18 (13-20) 15 (14-18) 19 (15-23)
hospital admission, median (IQR), day after onset of fever (D0) 2 (1-3) 2 (2-3) 4 (3-4)
Dengue status
viral serotype, n (DENV-1/DENV-2/DENV-3/DENV-4/unknown) 4/2/8/1/1 1/1/10/1/0 1/1/10/0/7
immunological status, secondary infections, n (%) 14 (88%) 12 (92%) 18 (95%)
Clinical manifestations
tourniquet test (pos/neg/not done) (%) 56%/44%/0% 54%/38%/8% 37%/32%/31%
hepatomegaly, n (%) 3 (19%) 6 (46%) 17 (89%)
gastro-intestinal bleeding, gingivorragy, hematemesis, melena, 0 1 (8%) 6 (32%)
n (%)
Blood pressure
heart frequency, median (IQR), pulse per minute 113 (100-124) (n=14%) 120 (112-120) Not perceptible (n=15%
pulse pressure, median (IQR ), mm Hg 40 (30-45) 30 (30-40) 15 (10-20) (n=15%)
Haematological parameters
thrombocytopenia (platelet count <100000/mm?), % 15% (n=14%) 55% (n=11%) 94% (n=17%

42.5 (38-45) (n1=18%)

17 (89%)

6900 (4800-6900) (n=17°)
2500 (2200-3800)(n=17°)
2200 (1500-3200) (n=17°)

oxygen supplementation, n (%) 0 0 15 (79%)
perfusion of colloid (dextran 40), n (%) 0 0 14 (74%)
perfusion of human plasma, n (%) 0 0 8 (42%)

®n=x : with x : number of patients for which the data is available.
doi:10.1371/journal.pone.0011671.t001

Based on ANOVA analysis, lists of genes differentially expressed
between DF, DHF and DSS groups were generated using different
false discovery rate (FDR) ranging from 0.05 up to 10%. Indeed,
low FDR provide more stringent statistical filter while they reduce
the number and thus the enrichment of genes differentially
expressed. At the opposite, higher FDR, while statistically
accepting a higher number of false positive genes, also provide
larger and enriched gene lists that should be more informative
when searching to identify molecular pathways. Based on this
rationale, we chose to work using the gene list generated at FDR
10 after we verified by a different statistical method currently used
for the analysis of microarrays data, SAM (Significant Analysis of
Microarray) [33], that most significant genes were commonly
found by the two types of analyses (data not shown). The gene list
generated at FDR10 included 2959 genes differentially expressed
between DF, DHF and DSS patients groups (Table S2).

The biological relevance of those differentially expressed
genes was assessed using local ANOVA that allows evaluating
the contribution of the main variable, disease phenotype, and
that of other putative confounding variables related to patients
(age, gender, day of blood sampling, viral serotype) and to
technical steps (effect of independent RNA extractions,
amplifications and hybridization) on variations of expression
levels of those 2959 genes. This confirmed that the disease

@ PLoS ONE | www.plosone.org

DENV, dengue virus; DF, dengue fever; DHF, dengue hemorrhagic fever; DSS, dengue shock syndrome; IQR, interquartile range; n, number.

phenotype strongly influenced the variations of expression of
the 2959 genes differentially expressed between the three
patient groups, reinforcing the biological significance of this set
of genes (Table S2).

Unsupervised hierarchical clustering based on the 2959 gene
signature identified was then applied to the 48 children gene
expression profiles. This allows clustering the patients whose gene
expression profiles are the more similar independently of their
disease phenotype subtype. As a result, the 48 patients expression
profiles were organized in two major subsets (Figure 1): subset 1
(first dendrogram branch) includes both DF and DHF patients
subset 2 (second dendrogram branch)
encompasses a sub-group (2a) of DF and DHF patients, and a
distinct sub-group (2b) including 17 out of the 19 DSS patients,
whatever they received or not plasma infusion, revealing a “DSS-
gene signature’” common to most DSS patients. Some few patients
clustered however in unexpected subsets: two DSS patients
(PLOO5, PL101) had gene expression profiles closer to those of
the DF/DHF 2a subset, while one DF patient (PL064) and three
DHF patients (PL037, PL058, PLO70) gene expression profiles
clustered within the DSS 2b subset.

We confirmed the robustness of the DSS-gene signature using
the iterative Support Vector Machine (SVM) classifier learning
method [39], which reclassified all the 19 DSS patients together.

without distinction;
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subset 1 subset 2

Figure 1. Unsupervised hierarchical clustering of whole blood
cells expression profiles from the 48 dengue-infected children.
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The clustering is based on the 2959 gene list (3515 clones, detailed in
Table S2) discriminating dengue fever (DF), dengue hemorrhagic fever
(DHF) and dengue shock syndrome (DSS) patients. Each row represents
a single transcript and each column represents a patient’s sample. Color
scale indicates the range of gene expression: black indicates median
expression level, red greater expression, green lower expression. The 2
patient subsets identified are indicated. PLxxx, code relative to one
patient. Black star: DSS patient sampled 3 days after shock. Orange star:
Patients who received perfusion of human plasma before collection of
blood samples.

doi:10.1371/journal.pone.0011671.g001

To validate microarray data, we carried out real-time RT-PCR
focusing on nine genes strongly associated with the DSS-gene
signature, using 15 patients samples (five from each disease
phenotype subtype: DF, DHF and DSS). Results obtained strongly
correlate microarray data (Figure SI).

DSS-gene signature analysis identifies a diversity of
genes and canonical molecular pathways related to
immunity, inflammation and host metabolism

Filtering genes from those having the highest to the lowest
statistical association with the disease phenotype variable (Table
S2), relying on results from multi-way and local ANOVA revealed
that the individual genes having the strongest association with the
DSS phenotype subtype are, for a large part, related to innate
immunity, inflammation and host lipid metabolism, a finding
confirmed when the whole 2959 genes of the DSS-gene signature
were processed through the knowledge-based IPA software.

Indeed, IPA analysis identified that 163 canonical pathways
were significantly associated with those genes (data not shown)
with a large proportion of immune-related pathways in the first
top 30 (Figure 2). In particular, several under-expressed but
partially redundant signaling canonical pathways related to T
lymphocyte activation were identified, of which the T cell receptor
(TCR) signaling pathway (Figure 3), which has the strongest
association with the DSS-gene signature. Interestingly, a number
of metabolic pathways, and particularly of lipid-signaling path-
ways, were significantly represented among the 163 DSS-related
canonical pathways.

When comparing our results to those of colleagues who reported
gene or protein signatures associated with DSS, we identified some
transcripts encoding proteins considered putative markers of
severe dengue. This includes non exhaustively the acute phase
pentraxin-related protein PTX3 [15], the anti-inflammatory IL-10
[11] or the pro-inflammatory IL-18 [12] cytokine transcripts that
have increased abundance in the DSS-gene signature, while
having intermediate to low statistical association with the disease
phenotype variable according to the multi-way ANOVA (Table
S2).

IFN type I-related transcripts, of which abundance was shown
to be decreased in DSS patients by others [27,28,42], represented
only a limited number of genes associated with the DSS-gene
signature. This was confirmed by the IPA analysis that did not
identify IFN type I-related pathways among those strongly
associated with the DSS-gene signature (Figure 2).

DSS is associated with impaired expression of T and NK
cell-related genes but increased expression of anti-
inflammatory and repair/remodeling transcriptional
responses

Integrative analysis of the most significant individual genes and
canonical pathways extended the finding that a large and diverse
set of genes related to T but also to NK lymphocyte activity is
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Figure 2. Top 30 canonical pathways identified from the DSS-gene signature using Ingenuity Pathway Analysis software. The
significance of the association between data set and canonical pathway was estimated by the p-value (Fischer’s exact test; left axis) and the ratio

(right axis) of genes that maps to each canonical pathway.
doi:10.1371/journal.pone.0011671.9g002

under-expressed in DSS patients compared to DF and DHF
counterparts (Table 2; non exhaustive list; individual p-values
available in Table S2; and Figure 3). Those genes are critical to a
number of T and NK-cell functions, including T and NK cell
differentiation, receptor signaling, activation and proliferation,
cytotoxic functions or recruitment of lymphocytes to peripheral
tissues. Since lymphocyte counts did not differ between the DF,
DHF and DSS children (p=0.428; Kruskal Wallis test), we
searched whether genes encoding factors regulating negatively T
and NK functions were over-expressed in the DSS-gene signature.
We identified that the two genes having the strongest association
with the disease phenotype variable, encode two major immuno-
modulatory factors, the microsomal prostaglandin E synthase
(PTGES/Agilent clone number A-24-P478940) and the comple-
ment regulatory protein CRIg/VSIG4, considered potent negative
regulators of T and NK cell responses [43-45]. The decreased
abundance of NFkB signal transduction-related transcripts
(Table 2), already reported in DSS patients by others [46], might
be related to impaired expression of T and NK cell-related genes.

Our analysis also revealed that DSS whole blood cells from
children over-expressed an enriched pattern of anti-inflammatory
and repair/tissue remodeling genes (Table 3; non exhaustive list;
individual p-values available in Table S2). Over-expressed anti-
inflammatory genes identified encode molecules with diverse
functions: the anti-inflammatory cytokine IL-10, a putative marker
of severe dengue [11], serine proteases and metalloprotease
inhibitors, IL-1f cytokine decoy receptor, free heme scavenger
molecules, or complement-regulating receptors. Repair and
remodeling genes over-expressed in the DSS-gene signature also

@ PLoS ONE | www.plosone.org

encode a diversity of molecules: the MMP-9, a matrix metallo-
protease with key role in tissue remodeling and a candidate to
dengue plasma leakage [47], the extracellular matrix molecules
fibronectin, versican and collagens, the angiogenin and VEGF
[17] endothelial agonists as well as the arginase 1 repair enzyme,
which competes with the endothelial NOS (NOS3) for L-arginine
biodisponibility [48].

Thus, DSS children whole blood cells have a global decreased
abundance of T and NK cell-related transcripts but an increased
abundance of anti-inflammatory and repair/remodeling tran-
scripts at the time of cardiovascular decompensation.

Pro-inflammatory innate defense and host-lipid
metabolism-related transcriptional responses are
activated in DSS children

When searching for pro-inflammatory gene patterns that may
be relevant to DSS pathophysiology and particularly to systemic
inflammation and vascular dysfunction, we identified three major
pro-inflammatory gene patterns. Interestingly, all are related to
innate defense and host lipid metabolism, and considered major
pathogenic mechanisms in other systemic inflammatory diseases.

As shown in table 4 (non exhaustive list; individual p-values
available in Table S2), the first one is defined by a set of over-
expressed genes strongly associated with the disease phenotype
subtype DSS that encode highly pro-inflammatory microbicidal
peptides and enzymes. This pattern includes non exhaustively the
alpha defensins DEFA1, DEFA3 and DEFA4, the cathelicidin
(CAMP) and lactoferrin (LTF) peptides, the neutrophil enzymes
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Figure 3. T Cell Receptor Signaling canonical pathway from Ingenuity Pathway Analysis. Genes in green and red are respectively under-
and over-expressed in the DSS-gene signature. Genes in white are other genes present in the canonical pathway but absent from the DSS-gene

signature. DSS: Dengue Shock Syndrome.
doi:10.1371/journal.pone.0011671.g003

myeloperoxydase (MPO), neutrophil RNASE2, RNASE3, cathep-
sin G and neutrophil elastase (ELANE). Transcripts encoding the
potent pro-inflammatory calgranulins proteins S100A8/9 and
S100A12, characteristic of granulocyte neutrophil activity [51]
and involved in a diversity of inflammatory diseases [56], as well as
the granulocyte-related metalloprotease MMP8 are also over-
expressed. Increased abundance of those transcripts cannot be
explained by increase in granulocyte count, since DSS patients
have lower relative granulocyte counts than DF and DHF
counterparts (median values/DEF: 3900; DHEF: 3950; DSS: 2500,
p-value: 0.03; Kruskal Wallis test), thus reflecting more likely
cellular activation. Altogether those results show that a transcrip-
tional pattern of innate defense genes is activated in the whole
blood of DSS children.

The second pro-inflammatory gene pattern identified is typical
of altered homeostasis of cholesterol in monocytes/macrophages

@ PLoS ONE | www.plosone.org

that characterises inflammatory lipid-laden monocytes/macro-
phages (lipid-laden Mo/Mac), a subtype of foam cells initiating
vascular lesions in metabolic inflammatory diseases [57-59]
(Table 5; non exhaustive list; individual p-values available in
Table S2). Since the PPARG gene, which encodes a nuclear-
lipid receptor involved in lipid signaling and lipid-homeostasis
in inflammatory lipid-laden Mo/Mac [65], has a very strong
association with the dengue disease phenotype, we searched
whether other genes involved in cholesterol homeostasis in Mo/
Mac had altered expression in the DSS-gene signature.
Remarkably, we found a large lipid-laden Mo/Mac-related gene
expression pattern characterized in particular by a higher
abundance of transcripts encoding the key scavenger receptors
of modified low density lipoproteins OLR-1, CD36 and MSR1,
but a decreased abundance of transcripts encoding critical
cholesterol transporters such as the NPC1 [66] or the ABCAI-
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Table 2. T lymphocytes and NK cells-related genes present in the DSS-gene signature.

Molecular Mechanisms of DSS

Function

Th1 differentiation

Th2 differentiation

Cytotoxic T lymphocyte functions

T lymphocyte activation

Cooperation with antigen-presenting cells
Recruitment and interaction of T lymphocytes with endothelium
Inhibitory NK cell receptors

Activating NK cell receptors

Cytotoxic molecules

Receptors for NK cells homing to peripheral tissues
Differentiation factors of NK cells

Suppression of T lymphocytes and NK cells response

NF«B-related genes

Genes P-value Var.? (%)
RUNX3, STAT4, TBX21 <0.00001 to 0.00242 25 to 42
GATA3, STAT5A 0.00003 to 0.00225 17 to 32
CTSW, PRF1 0.00005 to 0.00231 21 to 33
IL2RB, IL2RG 0.00014 to 0.00039 29 to 35
CD40LG 0.00105 21
ITGAL, XCL1, XCL2 <0.00001 to 0.00214 20 to 33
KLRD1 0.00001 31
NCR1, NCR3, CD160 <0.00001 to 0.00069 28 to 39
GZMM <0.00001 32
S1PR5 <0.00001 48
FLT3LG, IL15, IL17C, KITLG 0.00088 to 0.00774 13 to 21
PTGES, VSIG4 <0.00001 60 to 63
IRAK3, TNIK, RELA, NFKBIB, TRAF1, 0.00001 to 0.00506 9 to 31

TRAF2, TRAF6

“percentage of variance associated to disease phenotype.
doi:10.1371/journal.pone.0011671.t002

like ABCA10 [86], which regulate the efflux of modified
cholesterol from Mo/Mac. Other lipid-laden cells-related genes
also have altered expression in the DSS-gene signature. In
particular, the PPARA gene that negatively regulates the
formation of lipid-laden Mo/Mac [87] has decreased abundance
in DSS patients. At the opposite, transcripts encoding the
chitinase 1, a marker of pro-inflammatory lipid-laden Mo/Mac
[73], and the FABP4, SOCS6, RETN and IRS2 proteins
involved in lipid-laden Mo/Mac-induced insulin-resistance and
compensatory response [68-72], have all increased abundance,
also strongly supporting a biological signature of foam cells.
Interestingly, the PCSKY transcript, which encodes a secreted

HUGO gene names are indicated. When genes were represented by several clones on the microarray, p-value and variance medians were calculated. Genes in regular
and bold are respectively under- and over-expressed in dengue shock syndrome patients.

protein that decreases the recycling of LDL to the liver by
inducing the degradation of liver LDL receptors [74], is also over-
expressed in the DSS signature and highly associated with the
disease phenotype.

Thus, a gene expression pattern similar to that characterizing
lipid-laden monocytes, is activated in the whole blood cells of DSS
children at the time of cardiovascular decompensation.

The third pro-inflammatory gene pattern associated with
the DSS-gene signature is characteristic of the metabolic pro-
inflammatory arachidonic-acid pathway, one of the lipid
metabolic pathways identified through IPA. As shown in table 5,
the gene encoding the upstream cytosolic phospholipase

Table 3. Anti-inflammatory, tissue remodeling and repair genes present in the DSS-gene signature.

Function Gene Symbol P-value Var.? (%)
Anti-inflammatory genes
immunoregulatory molecules IL10 0.00430 20
anti-proteases SERPINB2, SERPINB8, SERPINB10, SLPI <0.00001 to 0.00081 19 to 49
metalloproteinase inhibitor TIMP1 0.00183 19
decoy receptor IL1R2 0.00077 30
free-heme scavenger molecules CD163, HP, HMOX1 <0.00001 to 0.00064 26 to 46
complement regulatory molecules CD55, VSIG4 <0.00001 to 0.00096 24 to 60
Tissue remodeling and repair genes
metallopeptidase MMP9 0.00001 33
extracellular matrix components COL1A2", COL8A2°, COL14A1°, COL17A1®, FN1®, SDC1°,  <0.00001 to 0.00309 18 to 34
VCAN®
pro-angiogenic factors ANG, VEGFA 0.00004 to 0.00236 25 to 30
others ARG1, NOS3 <0.00001 to 0.00054 18 to 44

“percentage of variance associated to disease phenotype.
PDanger-associated molecular pattern (DAMP) activity.
doi:10.1371/journal.pone.0011671.t003
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HUGO gene names are indicated. When genes were represented by several clones on the microarray, p-value and variance medians were calculated. Genes in regular
and bold are respectively under- and over-expressed in dengue shock syndrome patients.
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Table 4. Pro-inflammatory innate immunity-related genes present in the DSS-gene signature.

Function Gene Symbol P-value Var.? (%) Main cellular origin Ref
microbicidal peptides DEFA1°, DEFA3®, <0.00001 to 0.00007  0.25 to 0.44 PMN neutro, EpC [49,50]
DEFA4®
CAMP® <0.00001 034 PMN neutro, Mo, mast cells, EpC [49,50]
LTF® <0.00001 0.41 PMN neutro, inflammed EpC [50]
calgranulin proteins S100A8°, S100A9° <0.00001 to 0.00014  0.18 to 0.38 PMN neutro, Mo/Mac [51,52]
S100A12° <0.00001 0.33 PMN neutro [51]
granulocyte enzymes RNASE2° 0.00017 0.25 Mo/Mac, Eo, EpC, PMN neutro [53]
MPO" 0.00024 0.25 PMN neutro, Mo, subtypes of tissue Mac  [50]
RNASE3® <0.00001 0.29 Eo, Mo, PMN neutro [54]
MMP8 <0.00001 0.49 PMN neutro [50]
CTSG <0.00001 0.36 PMN neutro [50]
ELANE <0.00001 0.39 PMN neutro [50]
pro-inflammatory cytokines and related IL18 0.00052 0.21 Kupffer cells, activated Mac, Mo, DC, EpC  [55]
molecules
1L18BP 0.00710 0.20 T cells, peripheral blood leukocytes, EC [55]

®percentage of variance associated to disease phenotype.
PDanger-associated molecular pattern (DAMP) activity.
doi:10.1371/journal.pone.0011671.t004

PLA2G4A, which is the initial rate-limiting enzyme that cleaves
membrane phospholipids [78], is over-expressed. Similarly, most
downstream key enzymes from the COX-2 and 5-LOX sub-
pathways involved in the final synthesis, conversion and transport
of inflammatory eicosanoids lipid mediators, are over-expressed.
In particular, the transcript encoding the inducible microsomal
prostaglandin E synthase PI'GES that catalyzes the conversion of
prostaglandin PGH2 to PGE2 in the COX-2 sub-pathway, and
thought to play a pathogenic role in a number of inflammatory
processes [88] is significantly increased and has the highest
statistical association with the disease phenotype (62% of gene
variance explained by the disease phenotype according to multi-
way ANOVA). At the opposite the P7GDS transcript, which
encodes the anti-inflammatory prostaglandin D2 synthase, has
decreased abundance, a finding already reported in metabolic
inflammatory processes [89]. Increased abundance of the
transcript encoding the LTA4H enzyme that converts the
LTA, leukotriene to LTB, reflects the activation of the 5-LOX
sub-pathway. Finally, transcripts encoding the oxidative enzymes
ALOX15B lipoxygenase [84] and cytochrome P450 epoxygenase
family members [85], involved in the arachidonic acid metabolic
pathway, are also significantly increased in the DSS-gene
signature, also reflecting activation of those sub-pathways during
DSS.

Thus, a transcriptional signature related to the lipid-related
metabolic arachidonic acid pathway is activated in the whole
blood cells of DSS children at the time of cardiovascular
decompensation.

Discussion

Numerous studies have addressed the pathophysiology of
DSS, the more frequent and severe complication of dengue
infections. Despite important findings, only partial understand-
ing of the cellular and molecular processes that may support this
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HUGO gene names are indicated. When genes were represented by several clones on the microarray, p-value and variance medians were calculated. Genes in regular
and bold are respectively under- and over-expressed in dengue shock syndrome patients. DC, dendritic cell; EC, endothelial cell; Eo, eosinophil; EpC, epithelial cell; Mac,
macrophage, Mo, monocyte; PMN neutro, polymorphonuclear neutrophil; RAGE, receptor for advanced glycation end products.

life-threatening syndrome has been obtained, and we still lack a
comprehensive overview of the complete figure of alterations
that contribute to — or reflect — the setting-up of the shock
syndrome. This could allow the improvement of patients’
management and treatment, a major challenge for clinicians.
We designed a study aimed at analysing the quasi-global
transcriptome of whole blood cells from dengue paediatric
patients, looking at every modification that could make sense to
the understanding of the pathogenic process. The capacity of
such an exhaustive approach to identify relevant host responses,
of which unsuspected pathways has been demonstrated in other
systemic inflammatory syndromes such as human sepsis or post-
trauma sterile SIRS [23-25]. We compared the transcriptome
of blood cells from DSS paediatric patients at time of shock to
those of children classified as DF or DHF grades I/II [29]
matched for important variables such as age, gender, immune
status towards dengue infection (primary or secondary infection)
and time of disease evolution after onset of fever. Our study has
produced significant results, further discussed in the context of
DSS pathophysiology.

First, we identify a transcriptional signature of the DSS,
differentiating DSS from the other forms of dengue infection
and characterizing DSS as a unique and specific entity. Giving
particular attention to study design and statistical analysis, we
identify a large and robust gene expression profile of 2959 genes
that discriminates DSS paediatric patients from other dengue
patients, DF or DHF, who did not progress to shock, whatever the
supportive treatment they received. Importantly, DSS children
clustered together whatever they were considered as having
primary or secondary dengue infection, while secondary infections
represented the majority of DF, DHF and DSS children recruited
(see table S1), as expected in hyper-endemic areas. The robustness
of the DSS-associated gene signature was established by showing
that the disease phenotype variable significantly affected expres-
sion levels of all the genes identified (multi-way ANOVA) and
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demonstrating the classifying capability of this gene signature using
unsupervised hierarchical clustering and SVM/leave-one-out
methods [35,39,40]. Based on unsupervised hierarchical cluster-
ing, DHF grades I/II patients’ expression profiles appear very
close or indistinguishable from those of DF patients at the same
time of disease evolution, while they group into two heterogeneous
sub-groups (1 and 2b, Figure 1), of which significance should be
investigated. Altogether, the present results highlight the inade-
quacy of the 1997 WHO classification of dengue clinical forms
[19-21], that considers DF and DHF grades I/1I as two separate
disease phenotypes, and support the recently proposed classifica-
tion [90].

Two important questions arise about the DSS-associated
transcriptional profile: are the observed modifications of genes
expression the cause or the consequence of the pathology, and
could these modifications have a predictive value? We cannot
definitively answer these questions from the present study, in part
because blood samples were collected at the onset of shock (14 out
of the 19 DSS patients) or after (5 patients). Functional study of
each individual pathway will be required to fully understand the
role of each gene in a complex network of molecular interactions.

The ability of some genes transcripts or genes products to
accurately predict progression to DSS should be evaluated by
multivariate regression models [91] using blood samples collected
before the onset of shock, while this proves to be difficult in the
context of dengue outbreaks [28]. In the present study, we chose to
focus on those of the identified molecular mechanisms that made
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Table 5. Pro-inflammatory lipid-related genes present in the DSS-gene signature.
Function Gene Symbol P-value Var.? (%) Disease Ref
Lipid-laden Mo/Mac-related genes
scavenger receptors of modified OLR1, CD36, MSR1 <0.00001 to 0.00013 0.21 to 0.32 metabolic diseases [60-64]
LDL in Mo/Mac
lipid nuclear receptor/signalisation PPARG, PPARA 0.00007 to 0.00732 0.21 to 0.34 metabolic diseases [65]
by lipids
efflux of modified cholesterol from NPC1 0.00005 0.32 Niemann-Pick disease, atherosclerosis [66,67]
Mo/Mac
ABCA10 0.00016 0.14 none
migrating Mo/resident Mac CCR2, CX3CR1 0.00001 to 0.00099 0.22 to 0.40 atherosclerosis [57]
chemokine receptors
other lipid-laden-related Mo/Mac FABP4, SOCS6, RETN, <0.00001 to 0.00092 0.20 to 0.26 metabolic diseases [68-72]
genes IRS2
CHIT1 <0.00001 0.48 Gaucher's disease, atherosclerosis [73]
PCSK9 0.00001 0.42 familial hypercholesterolemia [74]
SPP1 <0.00001 0.49 metabolic and inflammatory diseases [75,76]
anti-oxydant enzymes LCAT, PAFAH2 0.00196 to 0.00461 21 to 26 metabolic diseases [77]
Arachidonic acid pathway-related genes
phospholipase PLA2G4A 0.00003 0.21 rheumatoid arthritis [78]
eicosanoid synthesis enzymes PTGES, LTA4H, PTGDS, <0.00001 to 0.00123 0.22 to 0.63 metabolic and inflammatory diseases, [79-82]
TBXAS1, PTGDR asthma, cancer
leukotrienes convertion enzyme MGST2 0.00003 0.32 none
leukotriene transporter SLCO2B1 0.00010 0.31 asthma [83]
lipid oxidation ALOX15B 0.00011 0.33 atherosclerosis [84]
cytochrome P450 superfamily CYP1B1, CYP2U1, <0.00001 to 0.00686 10 to 32 Vascular inflammation [85]
enzymes CYP51A1
HUGO gene names are indicated. When genes were represented by several clones on the microarray, p-value and variance medians were calculated. Genes in regular
and bold are respectively under- and over-expressed in dengue shock syndrome patients.
“percentage of variance associated to disease phenotype.
doi:10.1371/journal.pone.0011671.t005

the more sense to DSS pathophysiology and systemic vascular
dysfunction, referring to recent findings on the role of innate
immunity in systemic inflammatory processes leading to shock,
multi-organ dysfunction syndromes or other pejorative clinical
outcomes.

Second, while present results confirm some putative DSS-
related biomarkers, it also reveals unreported alterations that make
sense to hypovolemic shock pathophysiology. This reinforces the
ability of a global and “open mind” approach to identify
molecular processes relevant to the studied pathology. Blood cells
transcriptional profiles clearly reveal alterations of different
immune responses and the activation of a large pro-inflammatory
response. A significant proportion of genes of which expression is
modified are related to host innate immunity, lymphocyte
functions and lipid metabolism in particular. This genome-wide
expression analysis also confirms the over-expression of individual
biomarkers previously associated with severe dengue, such as the
acute phase pentraxin-related protein PTX3, the pro-inflamma-
tory IL-18 cytokine or the anti-inflammatory IL-10 cytokine
(Table S2) [11,12,15], providing a more comprehensive overview
of their implication in the pathophysiology of DSS.

Our results differ however from those reported by Long et al/in a
genome-wide expression profiling study comparing DSS children
with uncomplicated paediatric patients [28]. This study concluded
on a global “benign” and “muted” immune transcriptional
response but a decreased expression of genes involved in IL-10
and IFN type I-related pathways in DSS children blood cells [28].
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Differences in study design, size of cohorts and time of blood
sampling from patients in the course of dengue disease may
explain these differences. Indeed, in our study, two DSS children
had gene expression profiles close to those of uncomplicated DF
and DHF, and clustered within the DF/DHF cluster. Both proved
to be the children from whom blood was sampled three days after
the onset of shock, while the three DSS children sampled two days
after shock onset still exhibited a typical DSS gene expression
profile. This suggests that a shift from a “severe” to an
“uncomplicated” transcriptional profile may occur within a very
short time, and could explain the “uncomplicated” and benign
gene immune transcriptional responses reported by Long et al [28].
Differences in strategies and methods used to filter genes
differentially expressed between patients’ groups could also explain
the finding that few IFN type I-related genes but a large diversity
of other pathways were identified in the present study compared to
other transcriptomic studies of DHF or DSS patients. Here, genes
were selected considering only their statistical significance and
their association with the disease phenotype. Differently from
others [27,28,42], no “fold change” cut-off filter was applied since
this non-statistically-motivated criteria selects preferentially genes
prompt to high variations such as the IFN type I-induced genes
[92,93], thus excluding from subsequent bio-informatic analysis a
diversity of transcripts exhibiting more subtle variations but strong
assoclations and biological relevance with the considered disease
phenotype.

Third, unsuspected mechanisms identified in DSS patients
could contribute importantly to the pathophysiology of this severe
syndrome, as supported by similarities between those DSS-related
alterations and other critical syndromes. Interestingly, a number of
immune, repair-remodeling and metabolic-related related path-
ways are simultaneously altered in the blood cells of DSS children
at the onset of shock. In particular, T and NK lymphocyte
transcriptional responses are globally impaired while genes
implicated in compensatory anti-inflammatory and repair/remod-
eling responses and in innate immune responses are over-
expressed. This highlights the complexity of biological responses
at the time of dengue shock syndrome, and points out similarities
between DSS and other critical syndromes such as severe sepsis, or
post-trauma SIRS that are similarly characterized by depressed T
lymphocyte responses but over-expressed Innate immunity
[94,95].

Reduced abundance of a number of T-lymphocyte related
transcripts at the time of DSS may reflect a feed-back mechanism
aimed at limiting an initial early T lymphocyte activation, reported
to occur in patients who further progress to severe dengue [96,97].
Such a negative feed-back may be sustained by the over-expression
of a diversity of anti-inflammatory transcripts in DSS patients’
blood cells at the time of shock. In particular, the two potent
immunomodulating factors prostaglandin E synthase and VSIG4,
which dampen both T and NK lymphocyte responses [43—45] and
have both a strong statistical association with the DSS phenotype,
could have such a negative effect. Based on those observations and
previous clinical reports, the benefit of corticotherapy in DSS
patients might thus be questioned [98,99].

Opver-expression in the blood of DSS children of several repair
and remodeling genes encoding extracellular matrix proteins,
vasoactive mediators and matrix metalloproteases such as the
MMPY, likely reflects a compensatory response to inflammatory
insults, and a number of those genes products are now
considered putative systemic inflammatory
syndromes such as severe sepsis [100]. Most proteins encoded
by those genes are indeed secreted by activated immune cells
such as monocytes/macrophages. They may have adverse effects

biomarkers in
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towards the vascular endothelium when produced in excess,
they may increase immobilization of inflammatory
mediators at the surface of endothelial cells [101], permeability
of capillaries [102], or induce direct damage to endothelial
tissues [103]. Recently, one of them, MMP9 has been proposed
as a putative candidate in the occurrence of plasma leakage
during dengue infection [47].

While previous transcriptional studies failed to identify pro-
inflammatory gene patterns in the blood cells of DSS patients
[27,28,42], our study is the first one to report that a diversity of
pro-inflammatory transcriptional responses at the interface of
innate immunity, inflammation and host lipid metabolism are
activated at the time of cardiovascular failure. Since those
mechanisms are considered pathogenic in other systemic inflam-
matory diseases where systemic vascular dysfunction does occur,
we suggest that they may altogether contribute to DSS
pathophysiology.

Activation of a pro-inflammatory defence gene pattern in DSS
patients’ blood cells (Table 4) has relevance to the pathophysiology
of systemic vascular dysfunction, since most microbicidal peptides
and enzymes have recognized pro-inflammatory and pathogenic
effects towards vascular endothelial tissues [50]. Among them, the
neutrophil microbicidal peptides alpha defensins and the highly
pro-inflammatory calgranulins proteins SI00A8/A9 and S100A12
are now considered putative pathogenic factors in sepsis,
cardiovascular diseases, rheumatoid arthritis or atherosclerosis
[51,56,104]. While neutrophils are considered the main source of
those defence molecules, this cellular origin cannot be established
from the present study due to the cellular complexity of
unfractionnated whole blood samples and to the possibility that
other circulating cell types may express a neutrophil-like
inflammatory repertoire under pathologic conditions [105]. A
putative neutrophil origin of this gene expression pattern is
however supported by the over-expression in DSS patients blood
cells of transcripts encoding other neutrophil-related molecules
such as the MMP8 matrix metalloprotease, CEACAM-6,
CEACAM-8 and CD99L2 adhesion molecules (Tables 4 and
S2) involved in the recruitment of neutrophils to vascular
endothelia. Functional studies should confirm whether those first
line-defence immune cells which produce an array of pro-
inflammatory mediators highly damaging to host tissues and
vascular endothelia [50,106], and poorly regarded in dengue
[107], definitively play a role in DSS pathophysiology.

Alteration of a gene pattern related to homeostasis of cholesterol
in monocytes/macrophages (Mo/Mac) in the blood cells of DSS
children (Table 5) was an unexpected finding, while it should be
considered regarding recent knowledge on the role of monocytes
as a pivotal link between inflammation, innate immunity and host
lipid metabolism [108,109]. Indeed, under physiological condi-
tions, monocytes maintain cholesterol homeostasis by clearing
modified LDL such as oxidized LDL (ox-LDL) from plasma.
Under pathological conditions, balance between uptake and efflux
of those modified cholesterol molecules may be altered
[59,60,62,66,67,86], resulting in the intracellular accumulation
of modified cholesterol. This turns classical monocytes towards a
pro-inflammatory phenotype, lipid-laden monocytes/macrophag-
es (Mo/Mac), a sub-type of pro-inflammatory immune cells
initially identified in vascular lesions of chronic inflammatory
metabolic diseases [110].

Recent knowledge has shown that those atypical monocytes
produce a large array of pro-inflammatory mediators such as
ROS, metalloproteases, eicosanoids, and pro-inflammatory adi-
pokines, making these cells potent contributors to vascular
damages, systemic inflammation and major metabolic changes

since
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such as insulin-resistance [109,111], which altogether characterize
systemic inflammatory syndromes such as DSS or severe sepsis.
While the existence of functional lipid-laden Mo/Mac during DSS
should be established by functional studies, such a molecular
mechanism could explain decrease of circulating sub-fractions and
total cholesterol previously reported in DSS [112-115] and in
other critically ill patients where low cholesterol levels are
associated with poor clinical outcome [116,117].

Altered homeostasis of cholesterol in blood cells from DSS
patients could also favour replication of dengue viruses into host
cells [118], thus contributing to increased viremia in patients with
severe dengue infection [119,120], while this could not be
evaluated in this study since part of patients had undetectable
viremia at the time of blood sampling.

The factors contributing to altered homeostasis of cholesterol in
the blood cells of DSS children at time of shock are numerous.
Increased lipid peroxydation activity [113,114] insufficiently
compensated by anti-oxydant mechanisms [121], as supported
by related altered gene patterns identified in this study (Table 5),
may result in high levels of circulating ox-LDL contributing to
altered cholesterol metabolism. Differences in nutritional status
[122-124] or host genetics may also contribute to altered
homeostasis of cholesterol gene pattern in the blood cells of DSS
patients. Interestingly, transcripts encoding molecules considered
candidates to diseases characterized by impairment of cholesterol
homeostasis such as NPCI, PCSKY and PPARG [66,67,74], have
significant altered abundance in the blood cells of DSS children
(Table 5). Further investigations should consider possible associ-
ations between DSS and allelic variants of such genes. Whatever
the determinants of cholesterol metabolism alterations in DSS
patients, our results reinforce interest in considering sub-fractions
and total cholesterol as putative biomarkers of DSS [115]. They
also suggest that drugs used to treat metabolic disorders such as
atherosclerosis should deserve further attention for the control of
such a pro-inflammatory process in dengue-infected patients, now
proposed for other critical illnesses [117].

Transcriptional activation of the lipid-related arachidonic acid
pathway in the whole blood cells of DSS children at the time of
shock was another pro-inflammatory mechanism relevant to the
pathophysiology of DSS [81]. Activation of this lipid metabolic
pathway in innate cells such as neutrophils or lipid-laden monocytes
during inflammatory process or infection [125], results in the
production of eicosanoid lipid mediators, that are not only
physiological regulators of vascular tone and permeability [81]
but also potent pro-inflammatory mediators involved in a number
of pathologies such as asthma [81]. Interestingly, formation of lipid
bodies where eicosanoid synthesis takes place, can be induced by ox-
LDL through activation of the PPARYy nuclear-lipid receptor [126],
thus suggesting a direct link between the three pro-inflammatory
pathways identified in DSS children and a contribution of
arachidonic pathway-related inflammatory lipids and oxidative
enzymes to the systemic vascular dysfunction leading to DSS.

Fourth, DAMPs and TLRs could be a link from primary to
secondary inflammation, leading to DSS. Occurrence of DSS in
only some patients at the late phase of infection is likely due to an
inadequate control or an amplification of the primary inflamma-
tory response aimed at fighting infection. The pro-inflammatory
molecular responses activated in the blood cells of DSS children at
time of shock involve a diversity of innate immune mediators that
may amplify a first-line inflammatory response mediated by TNF,
IL-6 or IL-1, thus contributing to a secondary inflammatory loop.
Indeed, a number of repair/remodeling and of defence gene
products over-expressed in DSS patients blood cells are considered
endogenous danger signals or Danger-Associated Molecular
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Patterns (DAMPs) (Tables 3 and 4; molecules with DAMP activity
are indicated) capable to trigger secondary systemic inflammatory
responses through direct interaction with surface or intracellular
receptors such as TLRs or NODs expressed in endothelial or
innate immune cells [127]. DAMPs include a diversity of
molecules without structural similarity either actively produced
by immune cells in the context of an infection or passively secreted
by damaged tissues [128,129], now considered key inducers of
secondary systemic inflammation in a number of acute inflam-
matory syndromes [130,131] or chronic diseases [132].
Amplification of inflammation during DSS through direct
signalling by molecules harbouring DAMP activity via TLRs, is
also supported by the increased abundance of DAMP-induced
transcripts as those encoding the pro-inflammatory IL-18 cytokine
or the NLRC4/CARDI2 intracellular sensor [55]. Interestingly,
association of allelic polymorphisms of TLR4 with DSS suggested
by De Kruif and colleagues [46] suggests that differential signalling
through TLRs may contribute to the severity of dengue disease, as
suspected for other pathologies [133]. Accordingly, anti-inflam-
matory drugs targeting Toll-like receptors are now under
development for a number of inflammatory pathologies where
innate immunity and TLRs play a central pathogenic role [134].

DSS pathophysiology: a secondary inflammatory loop
hypothesis

To summarize, we report the identification of a specific gene
expression profile in the blood cells of DSS children at time of shock,
characterizing DSS as a unique entity at the transcriptional level
whatever the immunological status of children regarding primary or
secondary infection. Major immunological alterations identified at
the time of shock are characterized by an altered balance between
depressed T lymphocyte responses and exacerbated compensatory
and pro-inflammatory innate immune responses that may, finally,
be detrimental to the host [135-137], while functional studies
should confirm the contribution of those molecular mechanisms to
DSS pathophysiology.

Based on recent knowledge on molecular mechanisms altered in
other systemic inflammatory diseases, DSS may result from a
complex pro-inflammatory network involving a diversity of innate
immune effectors sustaining a secondary systemic inflammatory
loop, leading in turn to vascular homeostasis breakdown and
systemic microcirculatory failure characterizing DSS (Figure 4).

We suggest that drugs available to treat metabolic and other
systemic chronic inflammatory diseases could be considered for
the treatment of dengue-infected patients before shock occurs, and
that a number of bio-markers found altered in DSS patients blood
cells should be evaluated. as putative predictive markers of
progression to DSS.

Supporting Information

Figure S1 Validation of microarray results by RT-PCR.
Pearson’s correlation was calculated between microarray expres-
sion signals (horizontal axis) and Delta Ct values from real-time
PCR (vertical axis) for nine genes highly associated to dengue
shock syndrome. ** Correlation is significant at 0.01.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0011671.s001 (4.94 MB T1IF)

Table S1 Clinical and biological characteristics of each DF,
DHF and DSS patient

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0011671.s002
XLS)

Table 82 List of the 3515 clones corresponding to the 2959
genes differentially expressed between DF, DHF and DSS

(0.04 MB
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patients, identified using the multi-way ANOVA at a false
discovery rate of 10. Clones corresponding to the 2959 genes
are listed according to their association to DSS, the first one being
the gene of which expression level variance is the most influenced
by the clinical phenotype. HUGO gene names are indicated. The
variation is the one related to the DSS group relatively to DF and
DHF. ANOVA, analysis of variance; DF, dengue fever; DHF,
dengue hemorrhagic fever; DSS, dengue shock syndrome; NA, not
available. a percentage of variance associated to disease pheno-

type.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0011671.s003 (0.90 MB
XLS)
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Une conception minutieuse de I’étude et de son plan expérimental, conjuguée a la disponi-
bilité d’outils d’analyse, nous ont permis de mettre au point cette approche transcriptomique
par la technologie des puces a ADN et d’obtenir de solides résultats. En effet, nous avons non
seulement identifié une signature moléculaire large et robuste associée au phénotype DSS, mais
aussi mis en évidence la complexité de la réponse de I’hdte au cours de ce syndrome mortel.

Pour cela, une analyse multifactorielle de variance (multi-ways ANOVA) a été utilisée
via le logiciel GeneANOVA. Ce type d’analyse permet de mettre en évidence d’éventuelles
corrélations parmi les différents parametres cliniques disponibles mais également de prendre en
compte les biais dus a I’expérience (différents temps d’hybridation, de marquage, d’extraction).
Ainsi, 2 959 genes ont pu étre identifiés comme étant différentiellement exprimés entre les
patients DSS ou DF et DHF, avec un False Discovery Rate (FDR) de 10%. La pertinence de la
majorité de ces genes a ensuite été confirmée par une autre approche (SAM) utilisant le logiciel
TmeV.

Par la suite, les outils d’analyse ontologique David knowledgebase et Ingenuity Pathways
Analysis (IPA) nous ont permis de conclure a un enrichissement de notre liste de genes
candidats sous-exprimés chez les DSS en marqueurs de lymphocytes T et de cellules Natural
Killer; ce groupe enrichi étant plus précisément associé aux voies de signalisation : « TCR
signaling pathways » et « IFN-I related pathways ». En outre, chez les DSS, nous avons pu
observer une augmentation du niveau d’expression de plusieurs marqueurs impliqués dans
(1) la réponse anti-inflammatoire, (2) la réparation des tissus, (3) la réponse du complexe
pro-inflammatoire et (4) le métabolisme lipidique. L’équipe du Dr. Patricia Paris a ainsi pu
suggérer que les mécanismes identifiés seraient fortement impliqués dans la fuite vasculaire

massive liée au syndrome DSS.

Les données sont accessibles dans la base de données GEO avec l’identifiant :
GSE17924.

3.4.2 Dysautonomie Familiale

La dérégulation de I’épissage des ARNm est un processus crucial dans le développement
des maladies neurologiques. La dysautonomie familiale (DF), une maladie orpheline et
neurodégénérative, en est un parfait exemple. La DF, aussi appelée syndrome de Riley-Day,
est un désordre du systeme nerveux affectant la survie des neurones dans le systeme nerveux
autonome et sensoriel. Elle affecte presque exclusivement la population juive d’Europe de I’Est
avec une incidence annuelle de 1 sur 3 600 naissances. Elle touche aussi bien les hommes que
les femmes, deés la naissance, et elle est progressive. Sa transmission est autosomique récessive.

La DF est due a des mutations au sein du gene IKBKAP, localisé sur le bras long du
chromosome 9 (9q31). Dans cette maladie, le simple changement T>C en position 6 du site 5’
d’épissage (5’ss) de I’exon 20 du gene IKBKAP est responsable de sa non-inclusion au cours
de I’épissage du pré-ARNm (Figure 3.9). Cette non-inclusion n’est cependant pas systématique
et I’on observe ainsi un épissage alternatif de I’exon 20 avec, chez les patients atteints de DF,



108 Chapitre 3. Analyses de données de puces a ADN

AV AV

CAAgtaagtgcc l

IKBKAP
38 exons

. : o D
1332 aa 612 aa
150 kDa 79 kDa

Ficure 3.9 — Conséquence de 1’épissage alternatif du gene IKBKAP sur les différentes isoformes
protéique codées par ce gene

une prépondérance de transcrits d’IKBKAP excluant I’exon 20 uniquement dans le systeme
nerveux. La protéine IKAP/hELP1, synthétisée a partir des transcrits incluant 1’exon 20, doit
jouer un réle important au niveau du systeme nerveux, role qui reste néanmoins encore tres
obscur. Le transcrit d’ IKBKAP excluant I’exon 20 coderait pour une protéine tronquée de pres
de 50% du coté C-terminal. Cependant I’existence de cette protéine reste incertaine.

Pour comprendre les voies moléculaires dont I’altération dans le systeme nerveux cause la

DF, nous avons exploré la signature transcriptionnelle de cette maladie. A cette fin, le groupe
du Dr. El Chérif Ibrahim a établi des cultures de cellules souches olfactives indifférenciées
(hOE-MSC signifiant « human Olfactory Ecto-Mesenchymal Stem Cells ») comme modele
d’étude de la DF. Ces cellules contribuent en permanence aux processus de prolifération,
migration, différenciation, apoptose et survie cellulaire qui caractérisent la neurogenese.
Une banque de cellules souches nasales humaines a été établie a partir de 10 individus
controdles et 6 patients DF, permettant de produire des cellules neurales différenciées, a savoir
des neurones et des astrocytes. A partir de 5 individus contrdles et 4 patients DF, des cultures
de ces cellules souches en cours de différenciation ont été suivies a différents temps : 1, 2, 5
et 9 semaines. Pour chacun de ces temps et de ces échantillons, les ARN totaux extraits de
ces cultures ont été amplifiés et marqués radioactivement avant d’étre hybridés sur des puces
a ADN sur support nylon afin de mettre en évidence les genes différentiellement exprimés
chez les patients DF. Ces puces a ADN comportent 8780 sondes et ont permis d’identifier
46 genes surexprimés et 4 genes sousexprimés chez les DF, parmi lesquels 10 geénes avaient
précédemment été cités par des études indépendantes.
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ADN

Cette premiere analyse a fait I’objet d’une publication dans PLoS ONE en 2010. Les
données ont été publiées sous ArrayExpress avec I’identifiant : E-MTAB-281.

Afin de confirmer les résultats précédents et d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques
potentielles a I’échelle pan-génomique cette fois-ci, une nouvelle campagne de puces a
ADN a été réalisée sur puces pan-génomiques Agilent™2 partir de 4 DF et de 4 contrdles a
I’état de spheres mais également a 1’état différencié (Figure 3.10). Au cours de cette étude,
J’ai réalisé la partie de traitement et d’analyse des données et ainsi que leur soumission
a GEO. Dans la mesure ou il n’existe aucun traitement spécifique a la DF permettant de
réduire les symptomes ni méme de contrecarrer I’avancement de la maladie, des recherches
ont été menées pour tester une molécule prometteuse : la kinétine. Le choix s’est porté sur
cette molécule car elle permet de corriger I’épissage alternatif aberrant d’ IKBKAP bien que
son mécanisme d’action soit totalement inconnu ([Boone et al., 2010], [Hims et al., 2007],
[Keren et al., 2010], [Lee & Mahadevan, 2009], [Slaugenhaupt ef al., 2004]). Ainsi, nous
avons recherché sa signature transcriptionnelle afin de mieux comprendre son mode d’action.
La signature transcriptionnelle des DF obtenue a ensuite été comparée aux données brutes de 5
autres études publiées et accessibles sur GEO ou ArrayExpress.

A I’aide d’un SAM (FDR 0%), 3000 geénes ont été trouvés comme étant différentiellement
exprimés entre les cellules souches indifférenciées (spheres) et les cellules neuro-gliales
différenciées (neurones et astrocytes). Nous avons ainsi pu clairement valider 1’empreinte
transcriptionnelle induite par les 3 facteurs du cocktail de différenciation neuro-gliale utilisé
lors de la précédente campagne de puces a ADN en retrouvant des genes connus pour leur
réponse a (1) ’acide rétinoique, (2) la forskoline et (3) le morphogene Sonic hedgehog. 37
genes ont été identifiés par SAM (FDR 10%) comme permettant de distinguer toutes les
cultures de DF par rapport a celles des contréles avec une prépondérance de genes ayant
un role déterminant dans le fonctionnement du syst¢eme nerveux. La comparaison de notre
étude avec les 5 transcriptomes provenant de GEO, nous a permis d’identifier une centaine de
genes dont les variations d’expression entre échantillons contrdles et DF (ou knock down pour
IKAP/hELP1) sont conservées dans au moins deux études indépendantes. Parmi les processus
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qui semblent altérés de facon récurrente dans la DF, nous avons pu identifier : la différenciation
neuronale, la migration et I’adhésion cellulaires, et la régulation de 1’apoptose. Enfin, parmi
les génes dérégulés par la kinétine, nous avons pu mettre en évidence pour la premicre fois
deux facteurs d’épissage participant a la reconnaissance du site 5’ d’épissage (5’ss). Cela ouvre
ainsi de nouvelles pistes pour le décryptage du mode d’action de la kinétine sur 1’épissage du
pré-ARNm d’IKBKAP.

Tous ces travaux font I’objet d’une publication sous presse a Human Mutation. Les
données sources sont accessibles sur GEO a I’aide de ’identifiant : GSE27915.
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Abstract

Background: Familial dysautonomia (FD) is a hereditary neuropathy caused by mutations in the /IKBKAP gene, the most
common of which results in variable tissue-specific mRNA splicing with skipping of exon 20. Defective splicing is especially
severe in nervous tissue, leading to incomplete development and progressive degeneration of sensory and autonomic
neurons. The specificity of neuron loss in FD is poorly understood due to the lack of an appropriate model system. To better
understand and modelize the molecular mechanisms of IKBKAP mRNA splicing, we collected human olfactory ecto-
mesenchymal stem cells (hOE-MSC) from FD patients. hOE-MSCs have a pluripotent ability to differentiate into various cell
lineages, including neurons and glial cells.

Methodology/Principal Findings: We confirmed IKBKAP mRNA alternative splicing in FD hOE-MSCs and identified 2 novel
spliced isoforms also present in control cells. We observed a significant lower expression of both IKBKAP transcript and IKAP/
hELP1 protein in FD cells resulting from the degradation of the transcript isoform skipping exon 20. We localized IKAP/
hELP1 in different cell compartments, including the nucleus, which supports multiple roles for that protein. We also
investigated cellular pathways altered in FD, at the genome-wide level, and confirmed that cell migration and cytoskeleton
reorganization were among the processes altered in FD. Indeed, FD hOE-MSCs exhibit impaired migration compared to
control cells. Moreover, we showed that kinetin improved exon 20 inclusion and restores a normal level of IKAP/hELP1 in FD
hOE-MSCs. Furthermore, we were able to modify the IKBKAP splicing ratio in FD hOE-MSCs, increasing or reducing the WT
(exon 20 inclusion):MU (exon 20 skipping) ratio respectively, either by producing free-floating spheres, or by inducing cells
into neural differentiation.

Conclusions/Significance: hOE-MSCs isolated from FD patients represent a new approach for modeling FD to better
understand genetic expression and possible therapeutic approaches. This model could also be applied to other neurological
genetic diseases.
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Introduction

Familial dysautonomia (FD, Riley-Day syndrome, hereditary
sensory and autonomic neuropathy type I1I, MIM 223900) is an
autosomal recessive genetic disorder that occurs in 1:3600 live
births with a carrier frequency of 1 in 30 in the Ashkenazi Jewish
population. The disease is characterized by incomplete develop-
ment and the progressive depletion of autonomic and sensory
neurons [1-3] resulting in variable symptoms including: insensi-
tivity to pain, lack of overflow tearing, inappropriate blood
pressure control manifested as orthostatic hypotension and
episodic hypertension, poor oral coordination resulting in poor
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feeding and swallowing, and gastrointestinal dysmotility [4]. No
cure is available for this disorder and treatment is aimed at
controlling symptoms and avoiding complications.

FD is caused by mutations in the JKBKAP gene which encodes a
protein termed IKAP/hELP1 [5,6]. The most prevalent mutation,
is a splice mutation; the T-to-C transition in position 6 of the 5’
splice site (5'ss) of intron 20 (IVS20*°T=% of this gene. All FD cases
have at least one copy of this mutation; >99.5% are homozygous
[5-7]. This mutation leads to variable, tissue-specific skipping of
exon 20 of IKBKAP mRNA, with the central and peripheral nervous
system more prone to complete skipping than others tissues, which
leads to reduced IKAP/hELP]1 protein levels [8].
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Although the exact function of the IKAP/hELP1 protein is not
clearly understood, researchers have identified IKAP/hELP1 as the
scaffold protein required to assemble a well conserved six-protein
complex (ELP1-6) called the holo-Elongator complex that possess
histone acetyltransferase activity directed against histone H3 and
H4 in wvitro [9]. IKAP/hElongator is recruited to the transcribed
regions of some human genes essentially involved in actin
cytoskeleton regulation and cell motility migration [10]. This role
may underlie a cell motility deficiency in FD neurons because of
impaired transcriptional elongation of some genes coding for
proteins involved in cell migration. Indeed, one study found that
mouse neurons defective in Elongator exhibit reduced levels of
acetylated o-tubulin, causing defects in radial migration and
branching of cortical projections neurons [11]. Another study
showed that Caenorhabditis elegans Elongator complex is required for
correct acetylation of microtubules and neuronal development [12].
IKAP/hELPI protein is also involved in other cellular processes,
including tRNA modifications [13-15], exocytosis [16], and zygotic
paternal genome demethylation [17]. Recently, its homolog in fly
(D-elpl) has also been suggested to be involved in RNA interference
through a RNA-dependent RNA polymerase activity [18].

To better understand the molecular mechanisms leading to
aberrant splicing of JKBKAP mRNA in FD, creation of model
systems recapitulating the pathological development of neural cells
is required. Because JRBRAP gene knock out causes embryonic
lethality [19], an animal model that exhibits the major phenotypic
characteristics observed in FD humans has not yet been
established. However, a humanized IKBRAP transgenic mouse
model for FD has been created [20], that reproduces the tissue-
specific splicing of IKBKAP mRNA in nervous tissues. Such a
model is a notable progress in the comprehension of this complex
rare disease and offers a potential system for testing therapeutic
agents. However, transgenic animals do not reproduce phenotypic
features of FD as they maintain normal development. Alterna-
tively, FD patient fibroblasts are an informative model of mRNA
splicing regulation. However, a recent study suggests that IKAP/
hELP1 expression is much higher in neurons compared to
fibroblasts [21], and fibroblasts do not exhibit the same ratio of
IKBRAP exon 20 including:exon 20 skipping transcripts (named
WT:MU respectively for simplicity) as observed in nervous system-
derived tissues [8]. This finding narrows the understanding of
disease mechanisms in a neural context. Finally, generation of
neural cells through the production of induced pluripotent stem
(iPS) cell from FD fibroblasts has been recently established [22].
Neural cells derived from iPS cells have potential to be used for
studies of neuropathologies [23]. However, the labor intensive
reprogramming required to induce iPS cells erases the develop-
mentally relevant epigenetic signature specific to the disease state.
As a consequence, some important information may be lost
impeding recreation of an accurate disease model. The demon-
stration that fibroblasts can be converted directly into neurons,
without an initial reprogramming, as recently evidenced in mouse
[24], is very attractive. Nevertheless, during their reprogramming,
human iPS cells do not pass through the normal stages of
embryonic development that human ES cells undergo. Although
both stem cell types share a common transcriptional signature, a
subset of genetic profiles found in human iPS cells suggests
retention of transcriptional and epigenetic memory related to their
tissue of origin, which can substantially affect their potential to
differentiate into different cell types [25-27]. Thus, cells collected
from primary sources that have been subjected to environmental
signals appropriate for the pathological specificity of the targeted
disease are likely important to mirror the biology of diseased
human neural cells.
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OE-MSCs as a Model for FD

Our aim is to understand what mechanisms drive IKBKAP
mRNA splicing to the almost exclusive production of aberrant
transcripts (MU) in neuronal cells. Here we demonstrate the
potential of human olfactory ecto-mesenchymal stem cells (hOE-
MSCs) to model this aspect in FD. Indeed, neurogenesis occurs
throughout adult life in the olfactory mucosa, due to the presence
of resident multipotent stem cells giving rise to olfactory neurons
vivo [28]. hOE-MSCs can be grown into neurospheres, that are
multipotent, and differentiate i vitro into neurons, astrocytes, and
oligodendrocytes as well as other cell types [29,30]. Isolated from
patients, cultures of hOE-MSCs provide potential models for
genetically determined neuropsychiatric diseases [31-33], and
stand as an interesting human model to investigate gene networks
and cellular pathways altered in disease like FD. For example, cell
migration defects have been observed in cells lacking normal
expression of IKAP/hELP1 [10,11,22,34], and we show here that
FD hOE-MSCs exhibit impaired migration compared to control
cells. Additionally, hOE-MSCs are an appropriate model for
validating the potency of therapeutic agents such as kinetin, a
cytokinin that has been shown to increase JRBKAP mRNA and
protein expression in FD cell lines and  vivo models [20,22,35,36]
as well as in leukocytes of healthy carriers of the FD mutation [37].

Results

FD hOE-MSCs express stem cell, glial and immature
neuronal markers

To establish a human cellular model of FD, we collected 4
olfactory mucosa biopsies from homozygous patients for the
IVS20*T~Y FD mutation. As previously demonstrated with
control biopsies [30], after about 2 weeks of culture, the
microscopic examination of the tissue crushed under a glass
coverslip revealed stem cell proliferation (Figure 1A and 1B). After
reaching confluency in a 4-well plate, the cells attached to the glass
coverslip were further expanded by transfer into a 6-well plate
(Figure 1C). Like control hOE-MSCs, we observed that FD hOE-
MSCs could be cultured for long periods (at least 15 cycles of
trypsin/ EDTA treatment and expansion on larger plastic surface)
with a doubling time of about 30-48 h. When subjected to
immunostaining, all hOE-MSCs derived from control and FD
biopsies express the neural stem cell-specific marker nestin
(Figure 1D and 1E) and the immature neuronal marker B-III
tubulin (Figure 1F and 1G) in the same proportions (Figure 1H
and 1I). A comparatively low GFAP staining was observed in every
hOE-MSCs (Figure 1] and 1K). In addition, cells were negative for
a mature neuronal marker, MAP2 (Figure 1L and 1M). This
analysis suggests that both control and FD hOE-MSCs display
properties of neuroglial progenitor cells.

Expression of IKBKAP transcripts is dramatically reduced
in FD hOE-MSCs

IKBRAP mRNA expression was investigated in cultures of 5
controls and 4 FD hOE-MSCs at carly (P1, P2) and later cell
passages (P5, P9). A semi quantitative RT-PCR analysis revealed
that, while control hOE-MSCs expressed exclusively the WT
mRNA transcript (Figure 2A, left panel), FD hOE-MSCs
expressed the WT but also the MU transcript (Figure 2A, right
panel). We also demonstrated that long time culture conditions
and trypsin-EDTA mediated cell passages did not affect the
IRBRAP gene expression pattern. In order to more accurately
determine the level of expression of JRBRAP alternative transcripts,
we designed primers, probes and plasmid calibrators to perform
absolute quantification using quantitative real-time RT-PCR (RT-
gPCR) on the same samples. Strikingly, WT' transcripts were
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50 pm.
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much less expressed in FD (5-8 fold), when compared to controls
hOE-MSCs (Figure 2B). In addition, WT and MU transcripts
were present in nearly equal amounts in FD hOE-MSCs
(Figure 2B, right graph). Furthermore, the total amount of
IKBRAP transcripts in FD (WT+MU) remains 3 to 5 times less
abundant than WT in controls, which suggests a defect in JKBKAP
transcription and/or mRNA stability. In FD cells, the differential
expression of IKBRAP transcripts was also correlated to a reduced
expression of IKAP/hELP! protein in FD, when compared to
controls, as revealed by western blot analysis (Figure 2C). Since
MU transcripts contain a premature stop codon that may activate

@ PLoS ONE | www.plosone.org

the nonsense-mediated mRNA decay (NMD) pathway, we wanted
to confirm whether this pathway is responsible for the lower
IKBRAP transcripts expression in FD cells. Thus,
cycloheximide, a protein synthesis inhibitor which also inhibits
NMD. Indeed, FD cells preincubated for 6 h with cycloheximide
exhibited a stabilization of the MU transcript as evidenced by
semi-quantitative RT-PCR (Figure 2D, left panel). To accurately
determine the level of WT and MU IKBRAP transcripts in these
samples, absolute RT-qPCR analysis was performed (Figure 2D,
right panel). The results clearly demonstrated that the WT:MU
ratio decreases when mRINA surveillance is inhibited. Thus, a

we tested
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Figure 2. Expression of /KBKAP transcripts and IKAP/hELP1 protein in hOE-MSCs. A, agarose gel electrophoresis of end-point RT-PCR
products showing both WT and MU transcripts of IKBKAP gene for control (left panel) and FD hOE-MSCs (right panel) at cell passage 1,2,5,9. B, graph
of the mean level of expression of IKBKAP alternative transcripts in control (left panel) and FD hOE-MSCs (right panel) at cell passages 1,2,5,9,
determined by absolute RT-qPCR. ABLT was used as a reference gene for normalization. Error barrs denote standard error. C, western blot analysis of
total lysate from 4 controls and 4 FD hOE-MSCs using monoclonal anti-IKAP/hELP1 antibody (upper panel). Anti-B-actin was included to show equal
loading (lower panel). D, NMD pathway was blocked by the translation inhibitor cycloheximide and results in an elevated expression of MU
transcripts in FD cells (agarose gel electrophoresis, left panel). Results are confirmed with absolute gPCR normalized with ABLT (right panel).

doi:10.1371/journal.pone.0015590.9g002

large amount of JKRBRKAP MU transcripts is degraded through the
NMD pathway resulting in much less JKBRAP transcripts and
IKAP/hELP1 protein in FD compared to control cells.

Heterogeneous IKAP/hELP1 distribution in hOE-MSCs
Since the localization of IKAP/hELPI remains controversial
and is important to understand protein functions, we stained both
control and FD hOE-MSCs with the monoclonal antibody
directed against IKAP/hELP1 and previously used for detecting
the protein by western blot analysis. In control cells, confocal
imaging revealed a weak and diffuse signal with a dominant
cytoplasmic staining within the perinuclear area. We could also
detect the presence of IKAP/hELP]1 in the nucleus of hOE-MSCs
(Figure 3A-C). Significantly, FD hOE-MSCs exhibit a weaker
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anti-IKAP/hELP] immunofluorescence staining compared to
control cells, with a similar distribution of the staining
(Figure 3D—F). Therefore, collectively, our results are in agreement
with a wide distribution of IKAP/hELP1, including a much lower
IKAP/hELP1 staining in FD hOE-MSCs, in agreement with RT-
qPCR and western blot analysis.

Transcriptome analysis identified fifty dysregulated
genes

It is widely accepted that culture conditions alone may exert
effects on gene expression, resulting in experimental inconsisten-
cies [38,39]. Thus, to investigate the involvement of candidate
disease mechanisms in FD and to test whether differences in gene
expression are stably imprinted in FD compared to control hOE-
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Figure 3. IKAP/hELP1 distribution in hOE-MSCs. Anti-IKAP/hELP1 immunofluorescence staining in control (A, B, C), FD hOE-MSCs (D, E, F), and FD
hOE-MSCs treated with 100 uM kinetin for 24h (G, H, I). The primary antibody used is a mouse monoclonal anti-IKAP/hELP1. Scale bars represent 20 um.

doi:10.1371/journal.pone.0015590.g003

MSCs, we explored the transcriptome of these cells at very early
(P1, P2) and later (P5, P9) cell passages with the same samples used
to quantify JKBRAP transcripts. Among the 8,780 cDNA
represented on the microarray, 46 were significantly decreased
and only 4 increased in FD hOE-MSCs, when compared to
control  hOE-MSCs  (fold-change>1.4-fold;  p-value<<6.10°,
Table 1 and Table S1), considering a false discovery rate (FDR)
of 3% (Figure Sl). Notably, the biological processes and the
signaling pathways most significantly targeted by the effectors on
our list were actin cytoskeleton organization, cell growth, and
apoptosis (Table 1). More specifically, we identified 10 genes
(Table 1 and Table S1) that also exhibited a significant
dysregulated expression in previous microarray studies [10,22].
Interestingly, 2 genes, PMEPAI and GSN (encoding TMEPAI and
gelsolin, respectively), involved in cell growth and cytoskeleton
organization, respectively, were dysregulated in both the /KBKAP
RNAi and FD iPS cell studies.

In order to assess the robustness of our microarray analysis, RT-
qPCR analysis was performed, on independent RNAs extracted
from 4 control and 4 FD hOE-MSCs harvested at the second,
fourth, and seventh cell passage. Since gene expression quantifi-
cation using RT-qPCR requires a steady reference gene, we
selected three genes frequently used for normalization of the data,
ABLI, RPLP0O, and HPRTI. We confirmed that PMEPAI
(Figure 4A), the most dysregulated gene on the microarray, and
S$100416 (Figure 4B), were significantly underexpressed in FD
samples. The expression pattern of these two candidate genes was
essentially identical at all passages with the 3 reference genes,
which demonstrates the validity and reliability of the array data.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

FD OE-MSCs migration is altered compared to controls

To explore the functional consequence of a down-regulated
expression of genes involved in cell migration in FD hOE-MSCs
compared to control cells, we used the Boyden’s chamber assay.
After comparing the migration pattern of 3 control and 3 FD
hOE-MSCs in serum medium and serum-free medium (I'TS), we
determined that FD cells invasion is significantly reduced
compared to control cells both in serum and in ITS medium
(Figure 5).

Confirmed down-expression of first and final IKBKAP
exons in FD hOE-MSCs

Since we and others [22,40] did not detect JKBRAP among the
significantly down-regulated transcripts in FD compared to
control samples, we asked whether this discrepancy could be
due to a lack of sensitivity of microarray compared to RT-qPCR.
For this purpose, we decided to analyze IKBRAP levels of
expression by investigating other exons distal from JKBKAP exon
20. By looking at the beginning of IKBRAP transcript, we
identified a second event of alternative splicing. After amplifying
transcripts from exon 1 to exon 5, we obtained 2 PCR products
(Figure 6B, upper panel). The sequencing of the less abundant
and shorter PCR product revealed the use of an alternative 3'ss
within JRBEAP exon 2, which is shortened of 145 nt (Figure 6A,
left schematic). Accordingly, the loss of the ATG start codon
located within the 5’ end of exon 2 can potentially induce the use
of an alternative ATG start codon (in exon 4), resulting in the
synthesis of a putative 114 amino acid-truncated IKAP/hELP1
protein (Figure 6D).
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When investigating expression at the end of IKBKAP coding
sequence, again we observed a third alternative splicing event. The
amplification from exon 33 to exon previously numbered exon 36
(and now called exon 37) revealed 2 products (Figure 6B, middle
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Table 1. Most dysregulated genes in FD hOE-MSCs are involved in seven over-represented cellular processes.
Gene Clone ID FC p-value Biological process Studies
Actin cytoskeleton reorganization p=0.000275
GSN 246170 -1.91 0.00124 actin cytoskeleton reorganization *1 %2
MYO9B 279085 -1.70 0.00144 actin cytoskeleton remodeling
MYPN 325601 —1.52 0.00131 sarcomere organization through nebulin and o-actinin interactions
DSTN 149199 —1.48 0.00017 actin filament depolymerization
CORO2B 547561 —1.44 0.00079 neuronal actin structure reorganization
SLC9A3R2 155467 242 0.00034 adaptor of ion channels and receptors to the actin cytoskeleton *1
Regulation of apoptosis p=0.00203
CHEK2 1893020 —2.20 0.00007 cell cycle arrest and apoptosis in response to DNA damage *1
ZMAT3 525407 —-1.78 0.00251 positive regulation of p-53-mediated apoptosis
TNFSF10 713945 —1.75 0.00041 induction of apoptosis by activation of caspase activity *2
PARP3 436086 —1.60 0.00004 positive regulation of apoptosis- maintenance of genomic stability
Transport p=0.00224
ABCG5 121977 -1.59 0.00089 cholesterol transport in and out of the enterocytes
SLC35ET1 487960 —1.55 0.00086 monosaccharide transport
SLC22A6 36482 —1.52 0.00050 a-ketoglutarate transmembrane transporter activity
SFXN2 757192 —1.45 0.00021 iron transport
Cell proliferation p=0.00552
APOE 1870594 —1.68 0.00028 cell proliferation-regulation of neurite extension *1
cD22 284220 —1.58 0.00032 B cell proliferation
CD38 123264 —1.54 0.00074 B cell proliferation
GBA 757264 —1.53 0.00012 cell proliferation-ceramide metabolic process
SERINC2 149995 1.84 0.00014 cell proliferation
Regulation of cell growth and cell cyle p=0,0091
PMEPA1 366599 —4.92 0.00585 EGF receptor signaling pathway - negative regulation of cell growth *1 %2
STRBP 669157 -1.75 0.00007 regulation of cell growth
INO80B 323554 —1.63 0.00104 growth induction and cell cycle arrest at the G1 phase
S100A16 739851 —1.55 0.00012 regulation of cell cycle progression *1
CDIPT 306047 —1.49 0.00088 regulation of cell growth
Nervous system process p=0,0302
LRCH1 683580 —3.62 0.00080 long-term memory and learning - signal transduction
KCNT2 38677 —2.06 0.00010 synaptic transmission mediated by K (+) channels
NUMBL 1855110 —1.61 0.00118 Notch signaling pathway inhibition - cerebral cortex morphogenesis
DULLARD 346368 —1.53 0.00198 Nuclear organization-negative regulation of BMP signaling
Proteolysis p=0,0334
FBXL15 166240 —-1.71 0.00130 ubiquitin-dependent protein catabolic process
WSB1 298983 —1.61 0.00123 ubiquitination and proteosomal degradation of target proteins
PCSK7 241130 —1.53 0.00155 proteolysis- ubiquitous endoprotease activity
RNF115 471834 —1.42 0.00067 proteolysis- vesicle-mediated transport - vesicle traffic
MMP27 767086 —-1.35 0.00067 proteolysis of fibronectin, laminin, gelatins and/or collagens
Clone ID represents the number assigned to the original clones produced by the .M.A.G.E Consortium. FC =Fold change, and p-values were calculated by SAM analysis
as described in Methods. This list of genes was annotated with the Explain™ System from Biobase. 7 majors processes are overrepresented in our list of genes, and, for
each process, p-values were calculated and adjusted by the Bonferroni correction. The last column indicates the genes that were also found to be significantly
dysregulated in 2 previous FD studies.
*1=Lee et al. 2009.
*2=Close et al. 2006.
doi:10.1371/journal.pone.0015590.t001

panel). The sequencing of the barely detectable and longer PCR
product revealed the inclusion of an additional exon (Figure 6A,
right schematic). This exon inclusion also induced a frameshift and
resulted in a premature stop codon whose relative location may
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doi:10.1371/journal.pone.0015590.9004

lead to NMD of this new isoform (Figure 6D). We confirmed this
exon 36 inclusion with specific primers (Figure 6B, lower panel).
Both new alternative splicing events we described were also
observed in others cell types (fibroblasts, Hela, peripheral
mononuclear cells, data not shown) and we decided to focus on
the two major splicing events, full exon 2 inclusion and exon 36
skipping. We derived the tools (plasmids, primers, probes) to
perform absolute quantification of full-length exon 2 inclusion and
exon 36 skipping by RT-qPCR on samples from 4 controls and 4
FD hOE-MSC cultures. Similar underexpression of IKBKAP
transcripts (WT+MU) was observed in FD cells compared to
control cells, regardless of the exon investigated (Figure 6C). Thus,

@ PLoS ONE | www.plosone.org

OE-MSCs as a Model for FD

160 _ % O CcTRL
0] | D
[} *
© 100 |
£
P 80 I—*

8 60 -
40 -
20 -
0
serum ITS IT+S
kinetin

Figure 5. FD hOE-MSCs demonstrate reduced migration. Cell
invasion in 3 different controls and 3 different FD hOE-MSCs was
studied using Boyden chamber assay. Cells (3x10%) were added to the
upper chamber in serum medium, serum-free medium (ITS), or ITS
supplemented with 100 uM kinetin. Cell invasion was mesured after
24 h. Results are shown as the average * SEM of the number of cells
per microscopic field. (* P<<0.05).
doi:10.1371/journal.pone.0015590.g005

these results confirmed a decreased level of IKBRAP transcripts
(WT+MU) in FD cells.

In addition, we tested for the stability of exon 36-containing
transcripts after cycloheximide treatment. Absolute RT-qPCR
analysis revealed that the exon 36 skipping : exon 36 inclusion
ratio decreases when NMD pathway is inhibited (Figure S2),
suggesting that transcripts including exon 36 are degraded through
NMD in FD, as well as in control OE-MSCs (data not shown).

Kinetin treatment corrects aberrant IKBKAP pre-mRNA
splicing

Our next goal was to assess whether the production of both W'T
and MU IKBEAP mRNAs can be modulated in our model. In
previous studies, one compound, kinetin (6-furfurylaminopurine)
was found to correct JRBRAP splicing and increase IKAP/hELP1
production in FD cells [35]. We tested whether this drug could
also modify the splicing defect of IJKBKAP in FD hOE-MSC cells.
For this purpose, we used increasing concentrations of kinetin (25
to 200 uM) on a FD hOE-MSCs culture for 72 h. As expected,
after semi-quantitative RT-PCR, we observed a significant
decrease of MU transcript compared to non-treated cells on
agarose gel electrophoresis (Figure 7A). The level of IKBRAP
mRNA  splicing correction increased proportionally to the
concentration of kinetin, and the MU transcript almost vanished
at 100 uM. The dose-dependent action of kinetin on increasing
WT:MU ratio was confirmed by RT-qPCR analysis (Figure 7B). A
similar finding was observed when IKAP/hELP1 proteins were
detected by western blot analysis (Figure 7C). Accordingly, when
FD hOE-MSC were incubated with 100 uM kinetin for 24 h, we
observed a major increase of anti-IKAP/hELP1 staining, in
cytoplasmic as well as in nuclear areas (Figure 3G-I). However,
the same kinetin treatment could not rescue the migration defect
observed in FD hOE-MSCs with the Boyden’s chamber assay
(Figure 5).

In order to determine how fast kinetin modulates [ABKAP
mRNA splicing, we performed a time-course experiment with a
constant concentration of 80 uM over 24 h. After performing
semi-quantitative RT-PCR analysis, the first significant increase of
WT:MU ratio was seen after 24 h of kinetin treatment (Figure 7D).
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represented by a schematic (A). B, semi-quantitative RT-PCR illustrates relative amounts of both events on 2 control and 2 FD hOE-MSCs. C, RT-gPCR
analysis performed at 2 different regions (exon 2 and exon 36), using 4 control and 4 FD samples, at the same cell passage (P7). Histograms represent
the mean value of 4 samples, normalized with ABLT gene. (*** P<<0,001 using two-tailed Student’s test). IKAP/hELP1 truncated regions for all splicing
events are represented by a schematic (D). Grey portions represent the conserved amino acids while black portions represent new amino acids
resulting from a frame shift. Putative functional domains of the protein are indicated as well as the immunogenic region for the monoclonal antibody

used in western blot and immunocytochemistry experiments.
doi:10.1371/journal.pone.0015590.9006

However, quantitative analysis by RT-qPCR revealed that kinetin
significantly enhances the ratio 6 h after its addition to the culture
(Figure 7E). Interestingly, time-response of kinetin was maximal at
24 h during treatment, but its effect on splicing lasted more than
6 h after the drug was washed out and WT transcript levels
remained high compared to non-treated cells, at least 24 h after
the wash out. Consistent results were observed for IKAP/hELP1
protein expression by western blot analysis, although a strong
decrease of protein amount appeared after 24 h of wash out
(Figure 7F).

Finally, we wanted to investigate kinetin activity along the JKBKAP
transcript. Therefore, we compared the level of expression of
IRBRAP transcripts by RT-qgPCR to focus on different transcript
regions for both control and FD hOE-MSCs, with or without the
presence of 80 uM kinetin for 24h. We first observed that the total
amount of IKBRAP transcript detected was almost identical when
probes at the extremities or in the middle of the transcript were used
(Figure 7G). In addition, kinetin has no significant effects on JKBKAP
transcript levels in control cells, which likely excludes a potential
action of kinetin on IKBRAP transcription. Moreover, kinetin, by
improving IKBEAP exon 20 recognition, restores JEBRAP transcript
levels in FD hOE-MSCs similar to those observed in control cells
(Figure 7G). Kinetin did not modify the ratio of alternative splicing
around exon 2 and exon 36, suggesting its specific mechanism of
action on exon 20 inclusion (data not shown).

Altogether, these results revealed that kinetin exerts a rapid and
possibly long lasting effect on JKBKAP mRNA splicing, which most
likely occurs by increasing /KBKAP mRNA stability rather than
acting on transcription.

FD sphere cells display a strongly reduced IKBKAP exon
20 skipping

One property of multipotent cell consists in their capacity to
organize into spheres when cultured in appropriate medium. Since
FD hOE-MSCs express a significant amount of MU [KBKAP
transcript we asked whether induction of sphere formation could
modify the WI:MU IKBEAP transcripts ratio.

Although hOE-MSCs proliferate as adherent cells, when
cultured in DMEM-F12 supplemented with serum (Figure 8A),
they progressively organize into spherical aggregates when
cultured in serum-free medium in the presence of EGF and bFGF
(Figure 8B and C). Both control and FD hOE-MSCs were able to
form spheres in approximately one week, and immunostaining
with anti-B-IIT tubulin (Figure 8D) and anti-nestin (Figure 8E)
antibodies revealed a similar staining of both markers for control
and FD cells (Figure 8F). Total RNAs, isolated from either FD
spheres, FD cells cultured in serum during the same period, or
dissociated cells from spheres that were reintroduced in serum
medium for 24 h, were subjected to RT-qPCR. We observed a
significant increase of IKBKAP exon 20 inclusion in spheres, when
compared to hOE-MSCs in serum conditions, as well as a semi-
disappearance of JRBEAP exon 20 skipping (Figure 8G). Dissoci-
ated spheres re-exposed to serum rapidly expressed initial levels of
WT and MU transcripts (Figure 8G). We quantified WT and MU
transcript level of expression in these 3 different conditions and
confirmed that spheres formation from FD hOE-MSC induces
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IKBRAP mRNA splicing correction, using RT-qPCR (Figure 8H).
We also looked for exon 2 and exon 36 alternative splicing events
but did not detect significant alterations of splicing ratio resulting
from sphere formation and dissociation (data not shown).

Commitment of FD OE-MSCs into neuronal and glial
lineages leads to a more severe IKBKAP exon 20 skipping

FD hOE-MSCs were treated for 7 days to induce neuronal
differentiation with a protocol previously used in hOE-MSC [41],
which consists of additing retinoic acid, forskolin, and Sonic
hedgehog in the medium (called rafnshh medium). Cells were first
cultured in serum-free medium supplemented with N2 and B27
until they became adherent before being cultured in rafnshh
(Figure 9B). The new culture medium induced a slight morphology
change, as compared to the serum condition (Figure 9A). When
hOE-MSCs were first cultured in rafnshh, they began to form long
fine processes and neural-like cells (Figure 9C). After 7 days of
treatment, a majority of cells adopted neuron-like morphologies
(Figure 9D) and established a wide range of connections
(Figure 9E, F and M). Using end-point PCR on 3 different FD
cell cultures, we observed that IKBKAP mRINA splicing in rafnshh-
treated cells was more prone to exon 20 skipping as compared to
untreated cells (Figure 9G). This change can be quantified by RT-
qPCR (Figure 9H). In contrast, we did not detect significant
variations in exon 2 and exon 36 alternative splicing during
neuronal differentiation (data not shown).

When assessing immunostaining on treated cells, we observed
that rafnshh treatment increased the proportion of both GFAP
(Figure 91 and J) and MAP2-expressing cells (Figure 9K and L).
Double-labeling with B-IIT tubulin and nestin revealed a stronger
expression of B-III tubulin compared to nestin during the
differentiation process (Figure 9N-P). Collectively, these results
indicate that rafnshh treatment influences the neural and glial
lineage commitment. As a consequence, the splicing machinery in
neuron or astrocyte-differentiated cells is impaired for IKBKAP
exon 20 recognition.

Discussion

Deciphering the molecular basis of the tissue-specific pattern of
IKBREAP mRNA splicing in FD nervous tissues is crucial for the
comprehension of disease physiopathology in this genetic neuro-
logical disorder affecting neuronal development and survival. In
this study, we aimed to recapitulate different aspects of IKBKAP
gene expression using FD hOE-MSCs cultured with different
conditions. While other human cellular models, such as fibroblasts
or 1PS cells, have been investigated to understand FD, we believe
that hOE-MSCs hold a great promise to model the FD disease
pathology. hOE-MSCs are easily obtained by a simple biopsy and
can be maintained for an extended period of time and can be
rapidly expanded in basic culture conditions without genetic
manipulation. In addition, due to the origins of hOE-MSCs from a
peripheral tissue, these cells are able to express neuroglial markers
i vitro (Figure 1, [42-47]). Thus, they constitute an efficient and
simple method to derive neuronal cells in the original context of
the genetic mutation studied.
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doi:10.1371/journal.pone.0015590.9007

In contrast to control cells, which constitutively include JKBKAP
exon 20, we confirmed the alternative splicing of that exon in FD
cells (Figure 2A). Similar to neural precursors obtained from iPS
cells [22], FD hOE-MSCs predominantly express the MU IKBKAP
transcript isoform (Figure 2A and B). Moreover, we demonstrated
that FD cells exhibit notably lower IKBRAP transcript levels
(WT+MU), when compared to controls (Figures 2B, 6C and 7G).
Such a difference is most likely explained by an extensive

@ PLoS ONE | www.plosone.org

degradation of MU transcripts through the NMD pathway
(Figure 2D), as was previously suggested [35]. However, NMD
efficiency varies between cell types and individuals [48-50] and it
is unclear how prevalent this mechanism of mRNA degradation is
in the nervous system of FD individuals. In order to get a better
insight into the actual contribution of NMD on the decay of
IRKBEAP MU transcripts, it will be necessary to specifically block
the NMD machinery.
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So far, the proposed functions of IKAP/hELP1 are related to
various cellular localizations. This has been the matter of a
controversy because several studies have failed to detect IKAP/
hELP] in the nucleus or found it almost exclusively in the
cytoplasm [11,21,34,51], which is difficult to reconcile with its
suggested role in transcription elongation. As observed in most
published studies, we observed that the immunolocalization of
IKAP/hELP1 was mainly cytoplasmic within the perinuclear area.
However, we also detected significant nuclear staining in
agreement with other reported studies [9,52]. Altogether, our
findings of IKAP/hELP1 distribution in hOE-MSCs support
multiple roles for the protein within different subcellular
compartments.

In order to establish a direct link between low levels of JKBKAP
WT transcripts and decreased neuronal populations in FD patients,
several groups have investigated transcriptome variations resulting
from a reduced level of IKBKAP transcripts using microarray
technology [10,22,34,40,53]. However, poor correlations were
observed between these studies. Several reasons can explain these
discrepancies. First, various cell types, used at different stages of
development and differentiation, have been studied (brain tissue,
fibroblasts, HeLa cells, HC'T116 cells, iPS cells). The cells tested in
the current study are likely at a stage between the iPS and iPS cell-
derived neural crest precursors developed by the Studer group [22].
It is thus not surprising that most of our microarray results overlap
with that of the iPS cell study. Second, a potential source of
variability among transcriptome analyses derives from the technical
manipulations employed to downregulate IKBRAP (presence of the
FD mutation in its original context compared to WT IKBKAP
knockdown using different interfering RNAs), resulting in differ-
ential residual JRBRAP/IKAP expression. Third, in the context of a
rare disease, a small sample size may cast doubt upon the validity of
drawn conclusions. To decrease statistical bias, we decided to
increase the number of samples of our 5 control and 4 FD patients
by collecting data from 4 different passages (P1, P2, P5 and P9) of
each primary cell line. We hypothesized was that such a method

@ PLoS ONE | www.plosone.org

would allow us to i) increase the statistical power of our analysis,
and ii) explore the effects of culture conditions on gene expression.
We anticipated that a strong gene dysregulation observed in
microarray would be more significant if this expression is stably
maintained at any cell passage. Most of the differentially expressed
genes were found to have a modest (<2) fold-change (Table I).
Interestingly, like previous studies, we observed that a majority of
genes were down-regulated in FD hOE-MSCs (Table 1, negative
values), and only 4 genes were up-regulated (T'able 1 and Table S1,
positive values). This observation is in agreement with other studies
[10,22,40] and may reflect a defect in transcription due to
decreased Elongator activity, as previously proposed [10]. Impor-
tantly, 10 genes in our list (20%) appeared to be correlated with one
or two previous investigations (Table 1 and Table S1, last column).
In one of the past studies, JRBKAP expression level can be
downregulated by RNAi in control cells [10], where there is no
production of MU transcripts. Thus, different studies share
dysregulated genes in different contexts of either constitutive or
alternative splicing of JRBRAP mRNA. This suggests that /JKBKAP
alternative splicing may not be the only pathological alteration
in FD.

Similar to what was previously reported, our study revealed the
downregulation of gelsolin (GSV), a protein involved in cell
motility, that causes defects in cytoskeleton reorganization and cell
migration in FD [10,11,22,34]. The most dysregulated gene
observed in our study was PMEPAI (—4.92 fold change), encoding
the TMEPAI protein which has recently been reported to be a
direct target of the TGF-B signaling pathway and is involved in
cell growth, cell differentiation, and apoptosis [54]. Due to its
important cellular function and repeated reports of its dysregula-
tion in FD cells, it would be very interesting to test TMEPAI in
further studies. In agreement with previous studies correlating a
decreased expression of IKAP/hELPl with defects in cell
migration [10,11,22,34], the Boyden’s chamber assay show that
FD hOE-MSCs have decreased migration potential, compared to
control cells (Figure 5).
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Surprisingly, we did not find IKBEAP as a dysregulated gene in
our microarray analysis. This result is all the more intriguing since
this gene is expressed at much lower levels in FD hOE-MSCs, as
shown by RT-qPCR in the exon 20 region (Figure 2B). However,
previous analyses using microarrays also failed to detect JKBKAP as
a down-regulated gene in FD cells [22,40]. To address the
question of a possible PCR artifact or lowered microarray
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sensitivity and because the FD mutation is located in the middle
region of the IKBRAP gene, we performed quantitative PCR at
both ends of the JKBRAP gene.

Unexpectedly, we identified 2 new events of alternative splicing
at both extremities of IKBEKAP coding sequence (Figure 6A).
However, these results are in agreement with EST sequences
found in alternative splicing database such as ASD [55]. We

December 2010 | Volume 5 | Issue 12 | e15590



revealed that the alternative use of a 3'ss (downstream of the ATG
start codon) leads to a shorter exon 2 which can potentially induce
the use of an alternative ATG start codon (in exon 4), resulting in
the synthesis of an N-terminal truncated IKAP/hELP1 protein. In
addition, we detected the presence of intronic sequences at the end
of IKBEAP gene leading to a supplementary exon in the mRNA,
named “exon 36”. This exon inclusion also induced a frameshift
and resulted in a premature stop codon whose relative location
likely led to NMD of this new isoform, as observed by stabilization
of the transcript after cycloheximide treatment (Figure S2).

IKAP/hELP1 plays the role of a scaffold protein in Elongator
complex assembly and the C-terminus half of IKAP/hELP1 is
responsible for this function [34]. It has also been shown that
IKAP/hELP] contains five WD-like repeats domains in the N-
terminal part that may play a role for protein-protein interactions
[56]. When comparing the different protein isoforms resulting
from the 3 alternative splicing events we described (Figure 6D),
only the isoform resulting from exon 20 skipping seems to lack a
functional domain and may play a pathological role during FD
progression. However, the protein domains of IKAP/hELP1
important for Elongator integrity have not been precisely mapped
and other roles for IKAP/hELP] have been proposed outside of
the Elongator complex. Thus, it is not clear whether the new
IKBEAP isoforms we described, may have functional roles. Future
investigations with specific reagents (antibodies) will be required to
address this issue.

Nevertheless, we consistently detected a lower expression of
IKBEKAP gene (including the full length exon 2 transcript and the
transcripts skipping exon 36) in FD hOE-MSCs (Figure 6C), as
determined when investigating the exon 20 region. Thus, the
relatively stable expression of IKBRAP observed in microarray
analysis may be due to a weak expression that is masked within the
noise signals. Furthermore, during the analysis of our microarray
data and those of previous studies [10,22,40] we noticed that a
high fraction of genes were expressed at background levels. This
points to the limitation of using microarray technology to establish
the whole genome expression pattern. We expect that new
technologies such as RNA deep sequencing will rival PCR
sensitivity and specificy in the near future.

The model of hOE-MSCs from FD patients has also been very
useful to test compounds, such as kinetin, that can correct the
defective splicing process. As reported in the other cell types tested,
we confirmed that kinetin corrects splicing in a dose-dependent
manner in FD hOE-MSCs (Figure 7A—C). This suggests that
kinetin activity is not cell-type specific. Although the mechanism
by which kinetin modulate splicing remains poorly understood
[36,57], it is unlikely that kinetin acts directly on the general
transcription machinery as the level of IKBKAP transcripts was not
significantly modulated by kinetin in control hOE-MSCs
(Figure 7G). This effect of kinetin has also been previously
observed in control iPS cells [22]. Time-course experiments of
kinetin treatment revealed that the drug acts quite rapidly on
correcting IKBKAP mRNA splicing and enhancing IKAP/hELP1
synthesis, but its effects last only a short time after removal
(Figure 7E and F). This information provides new perspectives in
the strategy of kinetin delivery to FD patients. First, kinetin as an
FD treatment would potentially decrease deleterious consequences
of the mutation at the protein level. In addition, drug efficacy may
be achieved if adequate levels of kinetin is maintained over a long
period of time. However, as observed for FD iPS cells [22], kinetin
did not improve cell migration in FD hOE-MSCs (Figure 5),
suggesting incomplete phenotype complementation.

Using the hOE-MSCs model, we were also able to modulate the
expression of JKBRAP WT and MU transcripts, by exposing the
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cells to different culture conditions to simulate variations in
alternative splicing occurring during development and differenti-
ation. hOE-MSCs form free floating spheres in approximately 7
days, when cultured with EGF and bFGF in serum-free medium.
It is known that in sphere conditions, cells can form a niche
prevent differentiation and ensure self-renewal. The cell popula-
tions contained in hOE-MSC-derived spheres are not well-known.
Some reports indicate that they include an heterogeneous mixture
and neuroglial progenitors [29,43,44,47,58].
However, immunostainings of nestin and B-III tubulin show no
significant differences. Interestingly, PCR analysis demonstrated
that spheres express higher levels of WT IRBRAP transcript
compared to hOE-MSCs in serum and express very flow levels of
MU transcript. However, when the cells were transferred back to
culture conditions with serum, the enhanced IKBRAP exon 20
inclusion was not maintained (Figure 8G and H). FD hOE-MSCs
that were cultured in serum-free conditions without forming
spheres did not exhibit significant changes in IKBKAP isoforms,
suggesting that there is subpopulation of cells within the spheres
that can promote JKBRAP exon 20 inclusion. These results indicate
that when FD cells are turned back into a more “primitive”
developmental stage, IKBRAP aberrant splicing is corrected, as was
described during the fibroblast to iPS cell reprogramming process
[22]. Accordingly, commitment into a more differentiated
neuronal state would alter JKBEKAP exon 20 inclusion. Therefore,
we differentiated FD hOE-MSCs, using a previously established
protocol which included retinoic acid (RA), forskolin (FN), and
Sonic hedgehog (Shh) in the culture medium [44]. In these
conditions, we observed that differentiated cells express the highest
levels of MU IKBRAP transcript (Figure 9G and H). This result
correlates with the specific low WT:MU [RBRAP isoform ratio in
nervous tissues [8], and suggests that stem cells engaged in a
neuronal lineage with appropriate culture conditions can rapidly
switch their JKBEAP WT:MU transcript ratio.

Previous studies have shown that i) JKBKAP exon 20 is poorly
defined in a “healthy” context, due to the presence of a weak 3'ss
and exonic splicing silencers, and ii) the FD mutation exacerbates
the environment leading to alternative exon 20 inclusion in FD
tissues [59,60]. We propose that some transcription/splicing
factors involved in IKBRAP exon 20 recognition are also
downregulated in a tissue-specific manner. This would explain
why the pattern of JKBRAP alternative mRNA splicing is more
aberrant in the nervous system. Interestingly, Lee and colleagues
determined that the neuron-specific splicing factor NOVAI [61]
was underexpressed in FD versus control iPS cell-derived neural
crest precursors [22]. The new model described in this study will
allow us further test whether candidate splicing factors may be
involved in the tissue-specific regulation of IKBRKAP mRNA

alternative splicing.

of stem cells

Materials and Methods

Ethics Statement

All control and FD participants gave informed and written
consents (provided by the parents for the children) and biopsies
were obtained under a protocol, which was approved by the local
ethical committees in New York (Institutional Review Board of the
New York University School of Medicine) and Marseille (Comité
Consultatif de Recherche
Biomédicale Marseille 2).

Protection des Personnes dans la

Purification of hOE-MSCs

Human nasal mucosae were obtained from biopsies of 4 FD
patients (3 females and 1 male aged 12-16 years) at the
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Dysautonomia Treatment and Evaluation Center, New York. All
four FD patients were homozygous for the splicing mutation.
Biopsies form 5 healthy controls (3 females and 2 males, aged 18—
39 years) were collected by the ENT Department in Marseille
(Hopital Nord, France). Biopsies were harvested as previously
described [30,46] to obtain a cell culture of hOE-MSCs. The cells
were continuously cultured in DMEM/HAM’S F12 (Gibco)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 50 pg/ml
gentamicin (Gibco) and trypsinized once a week with 0.05%
trypsin-EDTA  (Gibco) at 60-80% confluence. Cycloheximide
(Sigma), diluted in DMSO, was used at 50 pg/ml. Kinetin solution
(Sigma, 1 mg/ml) was diluted in DMEM/HAM’S F12 at
concentration ranging from 25 to 200 uM for various incubation
times, as specified in the text.

Generation of spheres and cell differentiation

Cells were plated at 15,000 cells/cm® into 6-well plates
preteated with poly-L-lysine (5 ug/cm? Sigma) in a serum-free
medium of DMEM supplemented with insulin-transferrin-seleni-
um (I'TS, 1g/l insulin, 0.55 g/1 transferrin, 0.67 mg/] sodium
selenite; Gibco), epidermal growth factor (EGF, 50 ng/ml, R&D
system) and basic fibroblast growth factor-2 (bFGF, 50 ng/ml,
R&D system). Half of the medium was changed every 2 days.
Multipotent spheres were obtained after 1 week and harvested by
aspiration of the culture medium and centrifugation (5 min, 300g).
They were then incubated in Accumax solution (Sigma), for
10 min at 37°C. To release more cells, the sample was gently
triturated by repeated pipetting. When disaggregation was
complete, cells were centrifugated (5 min, 300g) to remove cell
debris. For cell differentiation, hOE-MSCs were plated on glass
coverslips at the density of 10,000 cells/cm? (in six-well plates for
RNA extraction, and 24-well plates for immunostaining), in
serum-free medium supplemented with 1% ITS, 1% B27 and
0.5% N2, until adhesion. Cells were then treated with 1% ITS,
1 uM  all-trans retinoic acid (Sigma), 5 uM Forskolin (R&D
Systems), 15 nM Sonic hedgehog (R&D Systems), 1% B27 and
0.5% N2 for 7 days without changing the medium.

Immunocytochemistry

Cells grown on glass coverslips were fixed with 4% parafor-
maldehyde for 20 min at room temperature and rinsed three times
with phosphate-buffered saline (PBS). Cells were preincubated for
60 min at room temperature with blocking buffer (3% BSA in PBS
with 0.1% Triton X-100 and 10% normal goat serum), followed
by incubation with the primary antibodies diluted in the blocking
buffer. Coverslips were processed for immunofluorescence staining
using the following primary antibodies: rabbit anti-nestin (1:500,
Abcys), mouse anti BIII-tubulin (1:500, Sigma, clone SDL.3D10),
rabbit anti-GFAP (1:500, Dako), rabbit anti-MAP2 (1:500,
Abcam), mouse anti-IKAP/hELP1 (1:100, BD Biosciences, clone
33). Each primary antibody was applied for 2 h at room
temperature. For IKAP/hELP1 staining, primary antibody was
incubated 3 h at room temperature followed by an overnight
incubation at 4°C. We used appropriate secondary antibodies:
goat anti-rabbit IgG conjugated with AlexaFluor 594 (1:500,
Invitrogen), goat anti-mouse IgG conjugated with AlexaFluor 488
(1:500, Invitrogen) for 1 h at room temperature. Hoechst nuclear
dye was used to label nuclei (1:2,000, Molecular Probes, #33258).
Coverslips were finally mounted with anti-fading medium
(ProLong®, invitrogen). Cells were observed under a Nikon
Eclipse E800 upright microscope equipped with epifluorescence
and TRITC, FITC and DAPI filters, and images were analyzed
using an Orca-ER CCD camera (Hamamatsu Photonics) and the
LUCIA image analysis software (Laboratory Imaging). Confocal
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image acquisition was performed on a Leica TCS SP2 confocal
microscope (Leica Microsystems) using the 488-nm band of an
argon laser for excitation of Alexa 488 and the 680-nm band of an
argon laser for excitation of Alexa 680. High magnification images
were acquired using a 63 x HCX PL APO (with 4 digital zoom
factor) oil immersion objective (numerical aperture 1.32) by
sequential scanning to minimize the crosstalk of fluorophores.
Pinhole size was set to ‘Airy one” to achieve the best possible
resolution (theoretical lateral and axial limits: 165 and 330 nm,
respectively). Voxel size was set to 58 nm in x and y and to
162 nm in z.

Western blot analysis

Cells were harvested by trypsination and centrifugation (5 min,
300g). The pellet, containing approximately 10° cells, was
resuspended in 0.5 ml 2x Laemmli buffer (0.5 M Tris pH 6.8,
4.4 ml Glycerol, 20% SDS, 1% Bromophenol Blue, 0.5 ml -
mercaptoethanol). 30 pl of cell lysates were separated on 6.5%
SDS-polyacrylamide gel eclectrophoresis and transferred to a
nitrocellulose membrane (Amersham Biosciences). After blocking
with 5% nonfat milk in PBS, 0.1%, tween 20 (PBST) buffer, blots
were probed for lh at room temperature with a mouse
monoclonal anti-IKAP antibody (1:5,000, BD Biosciences, clone
33) in PBST, followed by incubation with horseraddish peroxi-
dase-conjugated goat anti-mouse IgG (1:5,000, Jackson Immunor-
esearch) for 45 min at room temperature. As a control, the
membrane was also probed for B-actin (1:3,000, Sigma, clone
SDL.3010). Proteins were visualized by chemiluminescent detec-
tion using the ECL detection kit (Enhanced Chemiluminescence,
Amersham) and films were digitized and analyzed using the Bio
1D software.

RNA Isolation and semi-quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction analysis

Total RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen)
with DNAse treatment on the column according to manufacturer’s
recommendation. Total RNA was subjected to reverse transcrip-
tion (RT) using the High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied
Biosystems). End-point polymerase chain reaction (PCR) analysis
was performed using the Go-Taq polymerase system (Promega)
and JRKBEAP-specific primers listed in Table 2. PCR products were
separated on a 1.7% agarose gel by electrophoresis in 1x TBE
buffer (Tris 0.89 M, boric acid 0.89 M and EDTA 0,02 M). DNA
was visualized under UV light after ethidium bromide incorpo-
ration and documented using BioVision Camera.

Plasmid calibrators

A fragment of WT IKBRKAP cDNA, containing exon 19-exon
20-exon 21 and the 16 first nt of intron 21, was cloned into
pcDNA 3.1 TOPO vector (Invitrogen) and named IRBEKAP cDNA
cal. Similarly, a piece of MU IKBEAP cDNA, containing exon 19-
exon 21 and the 19 first nt of exon 22, was cloned into a pcDNA
3.1 TOPO vector and named IKBKAP skipEx20cal. A piece of
WT IKBEAP cDNA, containing the last 103 nt of exon 35-exon37-
exon38 first 90 nt, was cloned into Kpnl-Xbal cloning sites of
pcDNA 3.1 TOPO vector and named IKBRAP skipEx36cal. A
piece of WT' IRBRAP cDNA, containing the last 30 nt of exonl-
exon2-exon3 first 110 nt, was cloned into Kpnl-Xbal cloning sites
of pcDNA 3.1 TOPO vector and named IKBRAP tullEx2cal. For
ABLI, the last 37 nt of exon 2 and first 102 nt of exon 3 were
amplified from ABLI ¢cDNA, cloned into KpnI-Xbal cloning sites
of pcDNA 3.1 TOPO vector and named ABL/ cal. All plasmid
calibrators were linearized with Xbal and serially diluted in a
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Table 2. Sequence of primers used for end-point and TagMan real-time PCR.

P-WTELP1 ex37-38R AAGCTCAGCATCAAGAACAGGAACC

Primer Probe Sequence T(°C)* Amplicon size (bp) Splicing events
End-point PCR

hIKBKAP ex17-18F TCATCAATGACATTGAGGTTG 55 446 (WT) ex20 incl/skip
hIKBKAP ex22R ATGATTCACAGAATCTATCTG 372 (MU)

hIKBKAP ex1F CCGGACGCACCTCTGTTTG 60 485 alt 3'ss for ex2
hIKBKAP ex4-5R TCAGGGTCTGTTGACCTGTG 340 (alt 3'ss ex2)

hIKBKAP ex33-34F TCCAGGATATCAGCGAGATC 59 449 ex36 incl/skip
hIKBKAP ex37R GCTGATAAGATGCCATGATAC 346 (- ex36)

hIKBKAP ex35-36R TTGGGACCTAGAACACCTGT 59 414 ex36 incl
Real-time PCR

hELP1 ex19F GGTTCACGGATTGTCACTGTT 60 133 ex20 incl
hELP1 ex20-21R ACATAAGTTTGTCCAACCACTTCC

P-WTELP1 ex20R AAACCAGGGCTCGATGATGAACA

hELP1 ex19-21F GGACACAAAGCTTGTATTACAGACTTA 60 121 ex20 skip
hELP1 ex21-22R CCACATTTCCAAGAAACACCT

P-MUELP1 ex21F AGAGGCATTTGAATGCATGAGAAAGC

hELP1 ex2F CCAGGGAATCCTCAGTGCT 60 104 full length ex2 incl
hELP1 ex2-3R TTCACTTCTCTTGAGACAGGGTCTAC

P-WTELP1 ex2F TCCGACTGAACAGGGGACGGT

hELP1 ex35-37F CAGCTACCCCGGTTCTAGGT 60 128 ex36 skip
hELP1 ex38R GGTTCTTCTGTTGATCTTTGGTG

?Annealing temperature.
doi:10.1371/journal.pone.0015590.t002

solution of Tris 10 mM, EDTA 1 mM pH 8, containing 20 ng/ul
of E. coli 16S and 23S rRNA (Roche).

Real-time PCR assay

The PCR reactions were performed in triplicate in a final volume
of 25 ul, including 300 nM primers, 200 nM TagMan® probe,
125 ul of TagMan® universal PCR master mix (Applied
Biosystems) and 5 pl of either cDNA or plasmid calibrator in a
AB Prism 7900 HT thermocycler with 50 cycles and the protocol
recommended by the manufacturer. For relative quantification and
microarray results validation, we selected primer sets and probes,
matching sequences present in the IMAGE human ¢cDNA clones
of the nylon microarrays with those displayed on the web
portal of Applied Biosystems. The assay IDs were the following:
Hs00375306_m1 (PMEPAI) and Hs00293483_m1 (S700416) for
the dysregulated genes in FD, and Hs01003267_m1 (HPRT1) and
Hs00293488_m1 (RPLP0) for reference genes used to normalize the
data. We also used previously validated primers and probe for ABL!
as a third reference gene [62]. Results were calculated using the
2(—AACy) method [63]. For absolute quantification, IKBKAP
primers and hydrolysis probes (FAM TAMRA) were designed using
the Primer 3 software and are listed in Table 2. Serial dilutions of
plasmid calibrators (10°, 10°, 10*, 10%, 10? copies in 5 pl) were
prepared and used to construct the standard curves. The number of
IKBRAP and ABLI transcripts was extrapolated automatically by the
Sequence Detection System v2.2.2 software (Applied Biosystems).

Microarray analysis and normalization

RNA integrity was assessed using an Agilent 2100 Bioanalyser
(Palo Alto, CA). Samples with an RNA integrity number (RIN)<<9
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were excluded from the analysis (the samples concerned were
C2P5, C3P5, and FD2P5). Gene expression analyses were carried
out with ¢cDNA Nylon microarrays containing 8,780 spotted
cDNA clones and radioactive detection as previously described
[64], with 5 ug of RNA reverse transcribed (oligo-d'T priming) in
presence of [0->*P]dCTP (Amersham Pharmacia Biotech). Details
about microarray construction, clones list, probes preparations,
hybridizations and washes have been previously described [65].
After image acquisition, signal intensities were quantified using
BZScan software (http://tagc.univ-mrs.fr/bioinformatics/bzscan,
[66]). A specific R library that uses the ‘S4° system of formal classes
and methods was used to process and normalize nylon microarray
data [67]. Quantile normalization was applied to vector probe
data (V) and complex probe data (C), to correct for global intensity
and dispersion. Correction by the vector signal was made for each
spot signal by calculating a C:V ratio before log transformation
(base 2). No background correction or overshining correction was
used. All data are MIAME compliant and have been loaded into
ArrayExpress database (http://www.ebi.ac.uk/microarray-as/ac/)
under accession number E-MTAB-281.

Statistical and gene ontology analysis

Significant Analysis of Microarray (SAM version 1.13; Stand-
ford University) was applied to determine significant differential
gene expression using the Multiexperiment viewer (MEV)
program. The data were analyzed using a two-class unpaired
response type, which compared control samples versus FD
samples. SAM calculated a significant score for each gene based
on the gene expression change relative to the standard deviation of
repeated values for that gene. We used 100 permutations and a
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false discovery rate (FDR) of 3%. A total of 50 genes appearing in
the heat map generation were called as significant with a p-
value<<0.006. For gene ontology analysis, we generated a set of
human protein associated with the gene appearing as significant
with the SAM test, by using the BioKnowledge® Library (BKL)
Retriever ™ search tool (http://www.biobase-international.com/).
This set of proteins was analyzed for overrepresentation of Gene
Ontology (GO) Biological Process (BP) terms.

Boyden chamber-based cell migration assay

hOE-MSCs were detached by trypsin/EDTA, counted and
seeded into the upper chamber of transwell polyethylene
terephtalate filter membranes with 8 uM diameter pores (BD
Biosciences), at a density of 3 x10* cells/well, in a final volume of
200 pl serum or serum free culture medium, with or without
100 pM  kinetin. Cells were allowed to migrate through the
membrane filter for 24h at 37°C, 5% COg. Cells migrating
thought the membrane pore and invading the underside surface of
the membrane were fixed with 4% paraformaldehyde. Non-
migratory cells on the upper membrane surface were removed
with a cotton swab, and nuclei were stained with 0.5 pg/mL DNA
intercalant Hoechst #33258. For quantitative assessment, the
number of stained migrating cells was counted with image]
software on 10 random fields per membrane filter at x20
magnification.

Supporting Information

Figure S1 50 genes are differentially expressed between
control and FD hOE-MSCs. Heatmap representation of
overexpressed (red) and underexpressed (green) genes in 5 controls
and 4 FD OE-MSCs at passage 1,2,5, and 9. Normalized signal
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Introduction

ABSTRACT: Familial dysautonomia (FD) is a rare in-
herited neurodegenerative disorder. The most common
mutation is a ¢.2204+6T>C transition in the 5’ splice
site (5’ss) of IKBKAP intron 20, which causes a tissue-
specific skipping of exon 20, resulting in lower synthesis
of IKAP/hELP1 protein. To better understand the speci-
ficity of neuron loss in FD, we modeled the molecular
mechanisms of IKBKAP mRNA splicing by studying hu-
man olfactory ecto-mesenchymal stem cells (hOE-MSCs)
derived from FD patient nasal biopsies. We explored how
the modulation of IKBKAP mRNA alternative splicing
impacts the transcriptome at the genome-wide level. We
found that the FD transcriptional signature was highly
associated with biological functions related to the devel-
opment of the nervous system. In addition, we identified
target genes of kinetin, a plant cytokinin that corrects
IKBKAP mRNA splicing and increases the expression of
IKAP/hELP1. We identified this compound as a putative
regulator of splicing factors and added new evidence for
a sequence-specific correction of splicing. In conclusion,
hOE-MSC:s isolated from FD patients represent a promis-
ing avenue for modeling the altered genetic expression of
FD, demonstrating a methodology that can be applied to
a host of other genetic disorders to test the therapeutic
potential of candidate molecules.

Hum Mutat 00:1-11, 2012. © 2011 Wiley Periodicals, Inc.

Familial dysautonomia (FD, Riley-Day syndrome, hereditary sen-
sory and autonomic neuropathy type III, MIM# 223900) is a rare
neurodegenerative disease with autosomal recessive inheritance and
a carrier frequency of 1 in 31 in the Ashkenazi Jewish population
[Scott et al., 2010]. The disease is characterized by anatomical se-
lective depletion of sensory and autonomic neurons [Axelrod et al.,
1981; Pearson and Pytel, 1978; Pearson et al., 1978] resulting in
variable symptoms including: decreased sensitivity to pain, lack of
overflow tearing, inappropriate blood pressure control manifested
as orthostatic hypotension and episodic hypertension, poor oral
coordination resulting in poor feeding and swallowing, and gas-
trointestinal dysmotility [Axelrod, 2004]. FD is a disease for which
no cure is currently available, and treatment is aimed at controlling
symptoms and prevention of complications.

FD is caused by mutations in the IKBKAP gene (MIM# 603722),
which encodes a protein termed IKAP/hELP1 [Anderson etal., 2001;
Slaugenhaupt et al., 2001]. The most prevalent mutation, is the T-
to-C transition in position six of the 5’ splice site (5'ss) of intron
20 (¢.2204+6T>C), occurring in >99.5% of cases of FD [Anderson
etal., 2001; Dong et al., 2002; Scott et al., 2010; Slaugenhaupt et al.,
2001]. This mutation leads to a tissue-specific skipping of exon
20 of IKBKAP mRNA (MU isoforms). The defective splicing leads
to low levels of transcripts including exon 20 (WT isoforms), re-
duced synthesis of IKAP/hELP1 protein, and appears to be more se-
vere in sensory and autonomic nervous systems than others tissues

[Cuajungco et al., 2003].
KEY WORDS: familial dysautonomia; IKBKAP; RNA IKAP/hELP1 was identified as the scaffold protein required to as-
splicing; transcriptome analysis semble a well-conserved six-protein complex (ELP1-6), also called

the holo-Elongator complex [Hawkes et al., 2002], which is recruited
to the transcribed regions of some human genes essentially involved
in actin cytoskeleton regulation and cell motility migration. Subse-
quently, IKAP/hElongator was also shown to have functions in cell
migration [Close et al., 2006; Creppe et al., 2009], acetylation of
microtubules, and neuronal development [Solinger et al., 2010]. It
was also proposed to play a role in exocytosis [Rahl et al., 2005], and
zygotic paternal genome demethylation [Okada et al., 2010], but
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FD fibroblast cells [Close et al., 2006]. Others identified genes known
to be involved in oligodendrocyte development, myelin formation,
and disorganization of microtubules from cerebrum of FD patients
[Cheishvili et al., 2007, 2011]. Lee and colleagues determined that
the neuron-specific splicing factor NOVAI was underexpressed in
FD versus control-induced pluripotent stem cell (iPSC) derived neu-
ral crest precursors [Lee et al., 2009]. Finally, a recent study showed
that FD affects genes important for early developmental stages of
the nervous system using neuroblastoma cell lines [Cohen-Kupiec
etal., 2011]. Nevertheless, the specific means by which aberrant IK-
BKAP mRNA splicing causes the disease producing developmental
and degenerative neuronal changes in FD neurons is still unclear.
However, the plant cytokinin kinetin has been found to be a pow-
erful agent that corrects IKBKAP mRNA splicing defects [Boone
et al., 2010; Hims et al., 2007; Keren et al., 2010; Lee et al., 2009;
Slaugenhaupt et al., 2004] and was effective when administered
in transgenic mouse model [Shetty et al., 2011] and FD patients
[Axelrod et al., 2011], which would make it a potential therapeutic
agent for the treatment of FD and other disorders involving miss-
plicing of mRNAs.

To better understand the cascade of events mediated by
the ¢.2204+6T>C mutation, we used human olfactory ecto-
mesenchymal stem cells (hOE-MSCs) from FD patients or from
control individuals as an experimental model. This allowed us to
modulate the rate of IKBKAP exon 20 skipping in vitro by vary-
ing culture conditions to produce spheres (with epidermal growth
factor (EGF), and basic fibroblast growth factor (bFGF)) or to stim-
ulate neuroglial differentiation (with a “rafnshh” cocktail including
all-trans retinoic acid, forskolin, and sonic hedgehog) [Boone et al.,
2010]. In this study, we performed the comparative transcriptome
analysis between spheres and rafnshh-treated hOE-MSCs and also
investigated the effect of kinetin at the genome-wide level.

Materials & Methods

Purification of hOE-MSCs

Human nasal mucosae were obtained by biopsying five FD pa-
tients (four females and one male aged 10-16 years) at the Dysau-
tonomia Treatment and Evaluation Center, New York. Biopsies from
five healthy controls (four females and one male, aged 10-34 years)
were collected by the ENT Department in Marseille (University
Hopital Nord, France). Samples were obtained under a protocol
approved by the local ethical committees in New York and Mar-
seille. Biopsies were harvested as previously described [Boone et al.,
2010] to obtain an olfactory cell culture of hOE-MSCs. Cells are
routinely cultivated with DMEM/HAM’S F12 containing 10% FBS
at 37°C in the presence of 5% CO2. Kinetin solution (1 mg/ml,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) was diluted in DMEM/HAM’S F12
at 100 M concentration for dose-effect experiments, and at 80 pM
in experiments of consecutive addition and washout of kinetin. For
transcriptome analysis, four of the five control and FD hOE-MSCs
have been used.

Generation of Spheres and Induction of Cell Differentiation

Multipotent spheres were obtained after 1 week of culture with
EGF and bFGF as previously described [Boone et al., 2010]. For
cell differentiation, hOE-MSCs were treated with the rafnshh cock-
tail consisting in 1% insulin-transferrin-selenium (ITS), 1 uM all-
trans retinoic acid (Sigma-Aldrich), 5 uM Forskolin (R&D Systems,
Minneapolis, MN), 15 nM Sonic hedgehog (R&D Systems), 1%
B27 supplement (a serum substitute), and 0.5% N2 supplement
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(enhancing the growth and survival of neuronal cells) for 7 days
without changing the medium.

RNA Isolation

Total RNA was isolated using the RNeasy Mini Kit (Qiagen,
Hilden, Germany) with DNAse treatment on the column follow-
ing the manufacturer’s guidelines. RNA concentration was deter-
mined using a nanodrop ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE). RNA integrity was assessed on an
Agilent 2100 Bioanalyzer (Palo Alto, CA). All samples exhibited
RIN>9.

End-Point Reverse Transcription-Polymerase Chain
Reaction Analysis

Total RNA was subjected to reverse transcription (RT) using the
High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA). End-point polymerase chain reaction (PCR) analysis was per-
formed using the Go-Tag® DNA polymerase system (Promega,
Madison, WI) and IKBKAP-specific primers (hIKBKAP 17-18F and
hIKBKAP 22R; see Boone et al. [2010]). PCR products were sep-
arated on a 1.7% agarose gel by electrophoresis in 1X TBE buffer
(Tris 0.89 M, boric acid 0.89 M, and EDTA 0.02 M). DNA was vi-
sualized under UV light after ethidium bromide incorporation and
documented using BioVision Camera.

Real-Time PCR Assay

The PCR reactions were performed in duplicate in a final volume
of 25 pl, including 300-nM primers, 200-nM TaqMan® probe,
12.5 ul of TagMan® universal PCR master mix (Applied Biosys-
tems) and 25-50 ng of cDNA in a AB Prism 7900 HT thermocycler
with 50 cycles and the protocol recommended by the manufacturer.
Primers hELP1 ex19F, hELP1 ex20-21R, and probe P-WTELP1
ex20R were used for detection of IKBKAP transcripts containing
exon 20, while primers hELP1 ex19-21F, hELP1 ex21-22R, and
probe P-MUELP1 ex21F were used for detection of IKBKAP
transcripts skipping exon 20 [Boone et al., 2010]. To determine the
level of expression of candidate genes dysregulated genes in FD,
the following primer/TagMan probe assays were obtained from
Applied Biosystems: Hs_00176719m1 (LYN), Hs_01103338ml
(SNCA), Hs_01374916m1 (MAPILC3C), Hs_00359592m1
(NOVAI), Hs_01120488m1 (SPONI), Hs_00216077m1 (LUC7L),
Hs_00214302m1 (ZNF280D), and Hs00296608_m1 (WDR59)
was used as a reference gene to normalize the data. Results were
calculated using the 2(-AACt) method [Livak and Schmittgen,
2001].

Preparation of Samples and Microarray Assay

Sample amplification, labeling, and hybridization essentially fol-
lowed the one-color microarray-based gene expression analysis (low
input quick amp labeling) protocol (version 6.5, May 2010) recom-
mended by Agilent Technologies. In brief, 500 ng of each total RNA
sample was reverse transcribed into cDNA using oligo dT-T7 pro-
moter primer. Labeled cRNA was synthesized from the cDNA. The
reaction was performed in a solution containing dNTP mix, cya-
nine 3-dCTP, and T7 RNA Polymerase, and incubated at 40°C for
2 hr. Hybridization was performed into whole human genome mi-
croarray slides (4 x 44K G4112F, Agilent Technologies, Santa Clara,
CA) containing 45,220 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 Mi-
croarray Scanner, using the Agilent Feature Extraction Software (Ag-
ilent Technologies). The microarray data are available from the Gene
Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
under the series accession number GSE27915.

Microarray Data Analysis

Quantification files derived from the Agilent Feature Extraction
Software were analyzed using the AgiND package (http://tagc.univ-
mrs.fr/AgIND). We also used the AgiND R package for quality
control and normalization. Quantile methods and a background
correction were used for data normalization.

Statistical Analysis

For each comparison (“spheres” vs. “rafnshh’, “controls” vs. “FD”,
“control spheres” vs. “FD spheres”, and “FD rafnshh” vs. “FD rafnshh
treated with kinetin”), measurement of differential gene expression
was obtained using the Multiexperiment viewer (MEV) program.
Significant Analysis of Microarray (SAM version 1.13; Standford
University) and Student’s t-test were applied to determine fold
changes (FC) and P-values (P), respectively. The data were ana-
lyzed using a two-class unpaired response type, which compared
control versus FD samples as well as untreated versus treated FD
samples with kinetin. To construct dendrograms, average linkage
approximate hierarchical clustering of genes was performed using
Pearson correlation (using Cluster [Eisen et al., 1998]) and visu-
alized under Treeview software (http://jtreeview.sourceforge.net/).
For each comparison of samples, the statistically relevant signaling
pathways, corresponding to the differentially expressed genes, were
identified using DAVID (Database for Annotation, Visualization,
and Integrated Discovery; http://david.abcc.ncifcrf.gov/) [Huang
et al., 2009] with high classification stringency, P < 0.05 and FDR <
20%.

Results

IKBKAP Splice Variants Ratio is Affected by Culture
Conditions and Kinetin in FD hOE-MSCs

To observe the variation in IKBKAP mRNA alternative splicing,
four control and four FD hOE-MSC cultures were either induced
to form spheres or treated with the rafnshh cocktail. FD rafnshh-
treated hOE-MSCs were also incubated with 100 uM kinetin for
48 hr. A semi-quantitative RT-PCR analysis confirmed that control
hOE-MSCs expressed exclusively the WT IKBKAP mRNA transcript
while FD hOE-MSCs expressed both the WT and the MU tran-
scripts (Fig. 1A). In contrast, RT-qPCR analysis on the FD samples
revealed a reduced WT/MU transcript expression ratio in rafnshh
compared to sphere conditions, which was reversed with kinetin
treatment (Fig. 1B). These results are consistent with the increased
WT IKBKAP transcripts observed in spheres compared to adherent
hOE-MSCs from our previous study [Boone et al., 2010].

Microarray Analysis Revealed Differential Transcriptional
Expression of I(BKAP and Genes Implicated in Nervous
System Function

The 16 RNA samples obtained after treating four control and four
FD hOE-MSCs with either EGF and bFGE, or the rafnshh cocktail,
were used to characterize the FD transcriptional signature. To con-
firm the strong impact of culture conditions on gene expression,
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Figure 1. Expression profile of IKBKAP exon 20 alternative splic-
ing in control and FD hOE-MSCs under defined culture conditions. A:
Agarose gel electrophoresis of semi quantitative RT-PCR products ob-
tained from four control and four FD hOE-MSCs cultivated in sphere and
kinetin treated/untreated differentiation (rafnshh) conditions. IKBKAP
transcripts are identified as WT for the correct transcript and MU for
the exon 20-skipped transcript. B: Relative RT-qPCR was performed us-
ing cDNAs from the same samples of the three conditions (P< 0.01, *P<
0.05). Ct mean values for all samples from each condition were used and
normalized with Ct mean values of WDR59.

WT/MU expression ratio

we compared the control and FD sphere samples to the rafnshh-
treated samples (without kinetin). After conducting a significant
analysis of microarray (SAM) analysis, we visualized as a heatmap
that more than 3,000 transcripts are differentially expressed (false
discovery rate, FDR = 0) between spheres and neuroglial progeni-
tors (Supp. Fig. S1). Of these genes, we analyzed only those with a
more than 10-fold change (FC) superior and grouped them under
five types of biological processes: nervous system development, cell
adhesion, WNT/Shh signaling pathway, proteolysis, and retinoic
acid activity (Supp. Table S1). All of the processes appear to be
related to the factors added in culture media. Indeed, genes that
show the greatest fold changes are involved in retinoic acid activity
(RARRESI, DHRS3, RARRES2, RARB) and the WNT/Shh signal-
ing pathway (SFRP4, CP, WNT1I1I). In general, genes related to the
nervous system are more highly expressed in spheres in comparison
to the differentiated samples. In addition, many genes involved in
proteolysis were upregulated in spheres samples (MMP1, MMPI0,
ADAMST14, MME, PRSS35, and ADAMSTS).

Using the SAM analysis, we next compared the FD signature be-
tween control and FD samples. We assumed a FDR of 10% and
characterized 35 differentially expressed genes with a FC>2 (Fig. 2).
Although most of the genes were downregulated in FD, IKBKAP
appears the second most discriminant marker between control and
FD hOE-MSCs. Importantly, 10 differentially expressed genes en-
code proteins playing important role in neural cells: CD40, FXYD]I,
GPR37, LYN, NRGI, PACSINI, RUNX3, SCN2B, SFRP2, SNCA
[Aubert et al., 2002; Burré et al.,, 2010; Deng et al., 2007; Gibb
etal,, 2011; Hossain et al., 2010; Kramer et al., 2006; Lopez-Santiago
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Figure 2. Heatmap of gene expression changes in control versus FD hOE-MSCs. Heatmap representation of overexpressed (red) and underex-
pressed (green) genes in four controls and four FD OE-MSCs in different culture conditions named as “SPHERES” and “RAFHSHH". Normalized
signal intensities were treated with the SAM software to highlight the most differentially expressed genes, with a FDR set at 10%. The color scale
bar indicates Log, ratio of intensities. Genes related to nervous system development are indicated in blue.

et al., 2006; Marazziti et al., 2007; Newbern and Birchmeier, 2010;
Perez-Otano et al., 2006; Tan et al., 2002]. When analyzing the gene
ontology (GO) of the dysregulated genes in FD (P < 0.01 and FC>2,
Supp. Table S2), the pathways with the most significant differential
expression correspond to regulation of nervous system development
and synaptic vesicle transport (Table 1).

NOVAT1 is Differentially Expressed in FD Versus Control
Sphere-Derived hOE-MSCs

As previously shown, cells that have been induced to form spheres
express a higher amount of IKBKAP WT transcript. Therefore, we
were interested to identify genes that may be associated with this
alternative splicing profile. We were surprised to find that spheres
upregulated a significant number of genes related to nervous sys-
tem development and synaptic transmission (Table 1). Detailed
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Table 1. Top Biological Process Gene Ontology (GO) Terms

Overrepresented by Dysregulated Genes

Control versus FD cells:

ID Term Count PValue FDR
FUNCTIONAL GROUP 1 ENRICHMENT SCORE: 2.35

ID:0051960 Regulation of nervous system development 5 1.0E-3 1.6
ID:0050767 Regulation of neurogenesis 4 6.9E-3 10
ID:0060284 Regulation of cell development 4 1.2E-2 17
FUNCTIONAL GROUP 2 ENRICHMENT SCORE: 1.46

1D:0048489  Synaptic vesicle transport 3 2.7E-3 4.1
Control versus FD sphere cells:

1D Term Count PValue FDR
FUNCTIONAL GROUP 1 ENRICHMENT SCORE: 1.32

ID:0051960 Regulation of nervous system development 5 1.3E-2 18
FUNCTIONAL GROUP 2 ENRICHMENT SCORE: 1.31

ID:0007268 Synaptic transmission 6 1.3E-2 19
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Figure 3. Common genes differentially expressed in FD. Intersec-
tion between the current study and the lists of four previous studies
for the genes differentially expressed between control and FD//IKBKAP
knockdown samples (FC>1.5, P< 0.05). The genes dysregulated in three
different studies are listed and preceded by either a “~\," for under-
expression or a “ " for overexpression in FD samples. Capital letters
define each study considered with the following order: A: Cheishvili
et al. 2007; B: Current study; C: Lee et al. 2009; D: Close et al. 2006; E:
Cohen-Kupiec et al. 2011.

information about gene expression in spheres is supported in Supp.
Table S3. Among nervous system-related genes, we identified genes
such as SNCA that exhibited a 10-fold downregulation in FD. In ad-
dition to finding gene expression alterations for nervous system de-
velopment in spheres, we also identified NOVAI (neuro-oncological
ventral antigen 1), encoding a neuron-specific RNA-binding pro-
tein [Jelen et al., 2007], as an upregulated gene in FD sphere hOE-
MSCs. These results suggest that sphere-forming cells provide an
FD-relevant signature even at an early undifferentiated state. More-
over, these results suggest that NOVA1 activity may be involved in
the improvement of IKBKAP exon 20 inclusion in FD spheres.

Comparative Transcriptome Analysis Identify Convergent
Pathways Affected in FD

Four previous studies from other laboratories have generated
a wealth of data on the transcriptome variations in either FD or
IKBKAP knockdown samples [Cheishvili et al., 2007; Close et al.,
2006; Cohen-Kupiec et al., 2011; Lee et al., 2009]. Therefore, we
procured the raw data from all studies and reanalyzed the data
in search for the common candidates that may be involved in FD
physiopathology. For each study, we identified genes that are dif-
ferentially expressed between control and FD/IKBKAP knockdown
samples with a FC>1.5 and a P-value <0.05, and cross-compared the
lists of candidate genes for each study (Fig. 3). We did not find genes
that were consistently dysregulated in all studies. Among the 3,228
candidate genes differentially expressed in at least one of the five
studies, including our own, we found 10 genes shared by three dif-
ferent studies with the same kind of dysregulation. Seven genes were
underexpressed in FD (CXCR7, PFKFB3, IKBKAP, SEMA5A, SEPT3,
SNAI2, and TNC), and three genes were overexpressed (ARCH-
GAP28, MANIA and XK) (Supp. Table S4). We also analyzed the
GO of the 175 genes shared by at least two studies (Supp. Table S4).
Nine processes emerged as significantly affected in FD: regulation of
cell motion, guanyl ribonucleotide binding, contractile fiber part,
neuron differentiation, regulation of protein kinase activity, regula-

tion of apoptosis, cadmium ion binding, muscle tissue development,
and osteoblast differentiation (Supp. Table S5).

Kinetin Modulated the Expression of Genes Involved in
mRNA Splicing

Our microarray data were next examined for evidence of genes
targeted by kinetin. Indeed, this plant cytokinin reproducibly in-
duces rapid increase of IKBKAP transcripts with exon 20 inclusion
through unknown mechanisms. To further understand the mecha-
nism of kinetin in IKBKAP mRNA alternative splicing, we compared
FD rafnshh-untreated hOE-MSCs versus FD rafnshh-treated hOE-
MSCs with 100 uM of kinetin for 48 hr. Supp. Table S6 displays the
list of genes affected by kinetin action in FD rafnshh hOE-MSCs.
Interestingly, a majority of candidate genes were downregulated in
response to kinetin. In addition to confirming an increased expres-
sion of IKBKAP in FD hOE-MSCs, we observed cellular responses
that are consistent with predicted mechanisms of kinetin action.
Indeed, our analysis detected differences in expression of genes in-
volved in mRNA splicing: LUC7L, SNRPA, WDR70 (Supp. Table S6).
Of particular interest, SNRPA and LUC7L are both related to the Ul
snRNP splicing complex required for 5'ss selection. SNRPA, down-
regulated by 1.7-fold in response to kinetin in FD rafnshh-treated
hOE-MSCs, encodes the Ul snRNP core protein UIA [Nelissen
etal,, 1991], LUC7L, upregulated by 2-fold, encodes a putative RNA-
binding protein similar to the yeast Luc7p subunit of the U1 snRNP
[Fortes et al., 1999; Tufarelli et al., 2001].

RT-qPCR Analysis of Candidate Genes Validates
Microarray Data

To further confirm gene expression data from microarray analysis,
we used relative qPCR to verify the differential expression of a subset
of the identified genes based on statistical significance, as well as the
biological relevance for each comparison. WDR59 was selected as
the reference gene since it exhibited relatively stable expression in our
microarray data. Using IKBKAP expression as a positive control for
each experiment, we confirmed the differential expression of LYN
and SNCA between control and FD cells (Fig. 4A), MAPILC3C,
NOVAI, SNCA, SPONI between control and FD sphere-derived
cells (Fig. 4B), and LUC7L between FD cells with or without kinetin
treatment (Fig. 4C).

ZNF280D is a Potential Sequence-Specific Target of Kinetin
in FD hOE-MSCs

Among the list of genes whose expression is downregulated af-
ter kinetin treatment in FD OE-MSCs, we noted the presence of
ZNF280D (Supp. Table S6). ZNF280D belongs to a unique group of
12 genes in the entire genome that contains an alternative 5'ss in one
of its exons (exon 16) that is identical to the FD 5’ss (CAAguaagc)
[Ibrahim et al., 2007]. Therefore, we hypothesized that kinetin may
favor the splicing of introns flanked by the CAAguaagc 5'ss motif,
resulting in a modification in the ratio of alternative 5'ss choice for
ZNF280D exon 16 (Supp. Fig. S2). Since the use of the 5’ss identical
to the FD IKBKAP intron 20 5’ss is also expected to induce a pre-
mature stop codon in ZNF280D exon 17 and make it a target for
nonsense—mediated mRNA decay (NMD), this may explain why the
total amount of ZNF280D transcripts is reduced in FD hOE-MSCs
after kinetin treatment.

HUMAN MUTATION, Vol. 00, No. 0, 1-11, 2012 5



A

Genes with reduced or increased expression in CTRL versus FD cells

2.5 5 [ cTrRL

* o

2 4

1.5 -

*%

Normalized expression
*
*
*

IKBKAP  LYN SNCA

Genes with reduced or increased expression in CTRL versus FD sphere cells

7 *%

(=]
1

w (3]
1

Normalized expression
(V)
1

—
1

IKBKAP MAP1LC3C NOVA1

SNCA

C

[ cTrRL
Bl o

SPON1

Genes with reduced or increased expression in FD versus FD cells treated with kinetin

- *%%

*%

b *%

Normalized expression
O A2 N W A~ 0 O N

IKBKAP (WT) IKBKAP (MU)  LUCTL

[Oro

[l FD + kinetin

Figure 4. Validation of microarray candidates by RT-qPCR. RT-qPCR using total RNAs extracted from four controls and four FD hOE-MSCs.
Histograms represent the mean value of (A) IKBKAP, LYN, SNCA, (B) MAPILC3C, NOVA1, SPONT, and (C) LUC7L transcript expression level, relative
to WDR59 as a reference gene in control (gray) and FD samples (black). For dysregulated genes between control and FD hOE-MSCs, we pooled
values of spheres and differentiated cells for each group. Error bars denote standard errors. (*P < 0.05; **P < 0.01, *** P < 0.001 using two-tailed

Student's test).

IKBKAP, LUC7L, and ZNF280D are Sensitive to Kinetin
Treatment in hOE-MSCs

To corroborate the expression levels of LUC7L and ZNF280D
detected in our microarray hybridization after kinetin treatment,
we exposed adherent hOE-MSCs to increasing concentrations of
kinetin (25 to 200 uM) over a 48-hr time course and determined
the expression changes of these genes relative gPCR (Fig. 5A). Al-
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though a dose-dependent action of kinetin on increasing IKBKAP
WT transcripts was only observed in FD samples (Fig. 5A, higher
panel), LUC7L expression increased in both control and FD samples
(Fig. 5A, middle panel). We also observed that increasing kinetin
concentration leads to a dose-dependent inhibition of ZNF280D
mRNA expression, supporting our hypothesis of sequence-specific
targeting by kinetin (Fig. 5A, lower panel). To validate the action
of kinetin on the expression of LUC7L and ZNF280D, we exposed
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hOE-MSCs to two consecutive rounds of 24-hr treatment with 80-
puM kinetin followed by a 24-hr wash-out. At each 24-hr time point
with kinetin treatment, we analyzed gene expression by RT-qPCR
and observed that WT IKBKAP transcripts and LUC7L expression
increased while MU IKBKAP transcripts and ZNF280D expression
decreased (Fig. 5B). This variation in expression returned to basal
levels during washout period. As expected, in control cells, kinetin
treatment modulated expression of LUC7L and ZNF280D without
acting on IKBKAP WT isoforms. These results strongly suggest that

kinetin may increase the efficiency of 5'ss recognition in the FD
context through the recruitment of U1 snRNP.

Genes Involved in mRNA Splicing Display an IKBKAP-Like
Pattern of Expression

When analyzing gene expression data, it is informative to include
a clustering algorithm to find groups of genes that behave similarly
over a number of experiments [Eisen et al., 1998; Slonim, 2002]. To
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better understand the FD physiopathology and since IKBKAP rep-
resents the best biomarker to discriminate between control and FD
samples, as well as samples with or without kinetin treatment, we
wanted to identify genes with expression pattern similar to that of
IKBKAP. We used hierarchical clustering to create dendrograms that
capture the degree of similarity for each gene. An illustrative set of
selected genes is shown in Supp. Figure S3A. Next, we looked for the
cluster of genes that include IKBKAP (Supp. Fig. S3B). Significantly,
among the few genes in the same cluster as IKBKAP, we identi-
fied DDX42, which encodes SF3b125, an RNA helicase involved in
spliceosome assembly [Will et al., 2002], and NHP2LI (nonhistone
chromosome protein 2-like 1), which binds the 5’-stem-loop of
U4 snRNA and may play a role in late stage spliceosome assembly
[Nottrott et al., 1999].

Discussion

Genome-wide expression studies have been widely used in an ef-
fort to identify signatures that can define pathologies. In this study,
we proposed to use properties of hOE-MSCs to perform a transcrip-
tome analysis of FD. These cells have been used as a nervous system
replacement cells in mice [Nivet et al., 2011] and demonstrate a
potential to differentiate into nervous cell types [Delorme et al.,
2010; Murrell et al., 2005]. Importantly, this novel patient-derived
cellular model has allowed us to modulate IKBKAP alternative splic-
ing by exposing cells to different culture conditions [Boone et al.,
2010]. In this study, we discuss the opportunity to use hOE-MSCs
derived from FD patients to analyze the transcriptional differences
due to the alteration or improvement of IKBKAP mRNA alternative
splicing. We focused on identifying gene expression differences in
FD using two different cellular models to reproduce neuronal cells
in early development (spheres), and neuroglial progenitors in later
developmental stages using the “rafnshh” treatment. Retinoic acid
(RA) and Sonic hedgehog (Shh) are known to regulate neuronal
specification and differentiation during development [Probst et al.,
2011]. Both RA and Shh induced expression of a set of genes and
proteins that define peripheral nervous system sensory neurons in
murine mesenchymal stem cells [Kondo et al., 2005]. These fac-
tors were also shown to stimulate the expression of motoneuronal
transcription factors in parallel to neurite formation on hOE-MSCs
[Zhang et al., 2006].

Previous microarray studies of FD were unable to discriminate
IKBKAP expression between FD and control cells [Boone et al., 2010;
Cheishvili et al., 2007; Keren et al., 2010; Lee et al., 2009]. However,
in our analysis, we detected an IKBKAP signal above background
level in both control and FD patient samples. In addition, we found
that IKBKAP was the best marker for FD since this gene was initially
underexpressed in FD cells but then showed even higher expres-
sion after kinetin treatment. These results increased confidence in
interpreting our microarray data.

In accordance with previous microarray studies [Boone et al.,
2010; Cheishvili et al., 2007; Lee et al., 2009], the FD transcriptional
signature is characterized by a general decrease in transcriptional
expression that might reflect a defect in transcription elongation due
to impaired Elongator activity [Close et al., 2006]. Moreover, gene
expression profiling studies have shown that most of gene expression
differences between control and FD samples are involved in nervous
system development, which correlates with FD physiopathology and
findings from other cellular systems [Chen et al., 2009b; Cohen-
Kupiec et al., 2011; Lee et al., 2009].

When we explored the transcriptome of spheres, we hypothesized
that such cell populations maintained at a higher undifferentiated
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state would likely reveal discriminating markers of the “stem” state.
Interestingly, rather than displaying a profile that is more consis-
tent with stem cells, we identified nervous system-related genes in
spheres. In fact, spheres contain a heterogeneous mixture of cells and
progenitors whose identity and proportion still need to be charac-
terized. However, this discrepancy with our hypothesis suggests that
spheres can be a relevant model for predicting FD alteration, as also
proposed for other diseases such as schizophrenia and Parkinson’s
disease [Cook et al., 2011; Matigian et al., 2010].

As in studies for all rare diseases, the sample size is unavoidably
small, which may lead to moderate differences in gene expression
variations. In addition, previous investigations, at the genome-wide
level, aiming to identify transcriptional defects associated to FD
used different cell types. Some investigators treated HeLa or neu-
roblastoma cells with siRNAs, while others generated FD iPSCs,
hOE-MSCs, or analyzed FD brains [Boone et al., 2010; Cheishvili
et al., 2007; Close et al., 2006; Cohen-Kupiec et al., 2011; Lee et al,,
2009]. It was thus expected from such heterogeneity in cell types,
genetic background, and methodologies that important discrepan-
cies would characterize those studies and ours. Despite such lim-
itations, we were able to identify a common set of genes in our
microarray data and data from four previous studies (Supp. Ta-
ble S4), that could contribute to the FD disease process [Cheishvili
et al., 2007; Close et al., 2006; Cohen-Kupiec et al., 2011; Lee et al.,
2009]. Among the dysregulated genes shared by at least two studies,
several are related to nervous system development and character-
ize common alterations of neuronal cells. Notable downregulated
genes include: SEMA5A and SEMA3C, which encode members of
the semaphorin family, involved in axonal guidance during neu-
ral development [Hernandez-Montiel et al., 2008; Hilario et al.,
2009]; NRCAM, which encodes an adhesion molecule acting as a
co-receptor for SEMA3B and 3F [Falketal., 2005]; ALCAM, involved
in axonal guidance [Buhusi et al., 2009]; RELN, which regulates the
migration of neuroblasts [Frotscher, 2010]; FEZ1, which promotes
neurite elongation [Maturana et al., 2010]; and DLX5, which en-
codes a homeobox transcriptional factor promoting neuronal dif-
ferentiation [Perera et al., 2004]. Therefore, we can speculate that in
FD, the dysregulation of these candidate genes in FD will disrupt the
precisely defined waves of migration, differentiation, and navigation
of axonal growth cone for synapse formation, which are all essential
for the formation of the peripheral nervous system. LYN is one of
the genes that was found to be downregulated in our microarray
data, as validated by RT-qPCR and IKBKAP knockdown in HeLa
cells. LYN encodes a Src family tyrosine kinase that have many roles
in the process of oligodendrocyte differentiation [Colognato et al.,
2004; Hossain et al., 2010], and dopamine release in the mesolimbic
system [Gibb et al., 2011]. Importantly, we highlighted 10 genes,
including IKBKAP, whose dysregulation is shared by three indepen-
dent genome-wide transcriptional studies (Fig. 3). Notably, four of
them, CXCR7, SEMA5A, SNAI2, and TNC, are closely related to cell
migration [Katafiasz et al., 2011; Nishio et al., 2005; Sadanandam
et al.,, 2010; Sanchez-Alcaniz et al., 2011]. Since several studies pre-
viously suggested a contribution of altered migration pathways in
the physiopathology of FD [Close et al., 2006; Cohen-Kupiec et al.,
2011; Creppe et al., 2009; Johansen et al., 2008; Lee et al., 2009;
Naumanen et al., 2008], future experiments will aim to investigate
the role of those four genes in functional migration assays using
hOE-MSCs.

Understanding the mechanisms underlying regulation of tissue-
specific gene expression remains a challenging problem. So far, the
only candidate gene that may explain increased aberrant splicing
of IKBKAP mRNA in the nervous system is NOVAI, identified by



Lee et al. as a downregulated gene in FD iPSC-derived neural crest
precursors [Lee et al., 2009]. NOVAI is a tissue-specific factor regu-
lating alternative splicing in the brain of a large number of genes that
function primarily at synapses [Ule et al., 2005]. Thus, it has been
suggested that this splicing factor may participate in the balance
of neuronal excitation and inhibition, and is necessary for proper
synaptic development and function [Ruggiu et al., 2009]. In addi-
tion, one of the roles of NOVA proteins may be to enable neurons
to adapt their synaptic inhibition in response to neuronal activity
[Jelen et al., 2010]. In our system, we confirmed a NOVAI dysreg-
ulation in FD hOE-MSCs-derived spheres supporting this gene’s
potentially critical role in modulating IKBKAP mRNA alternative
splicing. Therefore, we can speculate that NOVAI may not only act
as a master candidate to regulate IKBKAP pre-mRNA splicing in FD,
but also the regulation of many other targets involved in progres-
sion of this neurodegenerative disease. To understand the precise
role of NOVAI in mRNA splicing, further experiments modulating
its expression in human control and FD cells will be necessary. In
addition, it is clear from the initial analysis of postmortem tissues that
most constitutive IKBKAP exon 20 skipping occurs in tissues rep-
resenting a mixture of cell types, and not just neurons [Cuajungco
et al., 2003]. Thus, the ability to derive pure cultures of neurons or
glial cells from hOE-MSCs will be of great benefit to determine the
cell type predominantly affected during FD development.

We report for the first time a genome-wide gene expression anal-
ysis of IKBKAP mRNA splicing in response to kinetin, a plant cy-
tokinin. Surprisingly, although kinetin helps to increase WT IK-
BKAP transcript level, the compound does not seem to influence
the expression of a large proportion of genes. This specificity in
IKBKAP mRNA splicing is an encouraging result in light of its po-
tential clinical use [Axelrod et al., 2011]. Although the mechanism
by which kinetin improves exon inclusion is still unknown, a previ-
ous study has suggested that kinetin may target specific sequences
within the 5'ss [Hims et al., 2007]. In this context, our finding
that genes encoding a core component and a putative subunit of
U1 snRNP, SNRPA and LUC7L, are regulated by kinetin, supports
the hypothesis that this compound can induce the recruitment of
splicing factors to reinforce 5'ss recognition. In addition, we demon-
strated a consistent decrease of ZNF280D expression, which shares
with IKBKAP an identical 5'ss motif that potentiates the presence
of a premature stop codon most likely targeted by the NMD ma-
chinery. Therefore, we propose kinetin as a new sequence-specific
agent that can affect Ul snRNP-mediated 5'ss recognition. Further
experiments considering the 11 other alternatively spliced mRNAs
sharing a 5'ss identical to the one bordering IKBKAP exon 20 will
also be of interest to understand the mechanism underlying kinetin
activity on mRNA splicing.

In conclusion, this study provides important clues to the phys-
iopathology of FD. We identified several genes involved in nervous
system development and differentiation that could represent the
molecular-altered signature unique to the abnormal FD neuronal
function. Knowledge of the commonly expressed genes from dif-
ferent cell types should facilitate their further characterization and
functional studies. Our results also identified kinetin as a com-
pound that affects genes involved in mRNA maturation and shed
new light on its mechanism of action and its potential for therapeutic
use.
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3.5 Conclusions et perspectives

Les puces a ADN, une technique trés importante pour I’étude des pathologies

L’analyse de données de puces a ADN reste une technique de choix pour I’étude de
I’expression des ARN messagers. En effet, cette technique a révolutionné 1’étude des patho-
logies et a permis de grandes avancées au niveau de la compréhension des mécanismes, du
développement et du traitement de ces maladies, bien que cela ne soit pas toujours évident, et
nécessite parfois I'utilisation de tests statistiques ou d’approches parfois plus contestées, lors
d’études ou il n’y a pas voir peu de réplicats par exemple.

Comme les analyses effectuées dans ce chapitre le montre, elle permet 1’obtention de
signatures moléculaires de bonne qualité et reproductible que ce soit dans le cadre de maladies
mono-génique, comme la Dysautonomie Familiale, ou dans le cas de maladies plus complexes
comme les maladies infectieuses telles que la dengue. Cependant, il est toutefois a noter que
selon la pathologie étudié, ces signatures sont plus ou moins étendues, et nécessite parfois des
expériences supplémentaires.

Des techniques a haut débit a celles a trés haut débit

Le développement récent des techniques de séquencage a tres haut débit et les nombreuses
découvertes concernant la régulation de I’expression des genes comme le role des miRNA,
des lincRNA ont permis 1’évolution des puces a ADN pour proposer maintenant 1’étude de
ces ARN non codants. Des puces dédiées a 1’étude des milliers de miRNA découvert dans le
génome humain ont été créées, alors que les lincRNA présents en plus petit nombre (environ
200) ont été tout simplement rajoutés aux puces a ADN d’expression.

On s’oriente donc vers des conceptions d’études plus complexes avec en plus des puces a
ADN, des puces a miRNA. En effet, les ARN non-codant ont été identifi€és comme des cibles
thérapeutiques potentielles pouvant traiter des maladies complexes comme le cancer. Leur
étude est donc un enjeu thérapeutique mais également commerciale.

Cependant, il existe quelques limitations des puces a ADN par rapport au séquencage a
tres haut débit. En effet, les techniques de séquencage a tres haut débit sont plus sensibles et
permettent d’avoir acces a plus d’informations concernant les geénes transcrits. En effet, ces
dernieres permettent de faire du « fag counting », de rechercher des transcrits alternatifs ou
bien encore de détecter des fusions de gene ([Maher et al., 2009]).

Mais vu son coft, les puces a ADN sont encore de nos jours privilégiées lors d’étude
ayant pour but I’identification de signature transcriptionnelle spécifique d’une pathologie
ou I’étude de I’effet d’une thérapie. En effet, les puces a ADN permettent d’analyser plus
d’échantillons, ce qui est tres utile pour des études épidémiologique ou 1’on dispose de
beaucoup d’échantillons. Et enfin, ces données sont beaucoup plus simple a analyser et sont
générées tres rapidement.
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Vers la construction de réseaux de régulation

Une fois I’analyse de données générée, on dispose souvent de liste de génes sur- et sous-
exprimées dans une des conditions. Une fois ces données contextualisées, I’étape suivante de
I’analyse consiste en la génération de réseaux de genes. Ces graphes nécessitent I’intégration, en
plus des données de régulation transcriptionnelle disponible, d’autres types de données comme
les interactions protéine-protéine par exemple.
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Avec I’augmentation spectaculaire de 1’étude du transcriptome par puces a ADN, il est
devenu indispensable de stocker les informations relatives aux expériences afin que celle-ci
puissent étre ré-analysées ou combinées dans le contexte de méta-analyses.
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Aujourd’hui, la problématique de ré-analyse et/ou de méta-analyse s’inscrit dans un
contexte de génomique intégrative, qui vise ultimement a modéliser le vivant. Cette approche
ambitieuse a pour but d’identifier les genes impliqués dans un processus biologique particulier,
de comprendre comment ceux-ci interagissent et de mettre en évidence des perturbations
pouvant conduire a un état pathologique. Ceci nécessite a minima une caractérisation du
génome, du protéome et du métabolome de I’organisme. L’inférence de réseaux fait appel a
des données pouvant étre tres hétérogenes : données d’expression, d’interactions génétiques
ou physiques. Cette modélisation peut étre réalisée, notamment, a 1’aide du logiciel GINsim
développé au sein de notre laboratoire ([Chaouiya et al., 2012]). Afin de pouvoir générer des
données de co-expression de genes a partir de données publiques, le logiciel de méta-analse
TranscriptomeBrowser a été créé ([Lopez et al., 2008]). J’ai été fortement impliquée dans ce

projet dés mon master.

4.1 Stockage des données

Une fois générées, les données de puces a ADN doivent étre stockées puis mis a disposition
de la communauté scientifique pour permettre leur ré-analyse. Pour cela, les laboratoires
mettent généralement en place des systemes internes afin de tracer les données, concourant
ainsi a leur qualité (LIMS, base de données). Le moyen le plus efficace pour stocker et extraire
des informations est I'utilisation de bases de données, systeme qui a été choisi pour le stockage
a long terme des informations et données des expériences de puces a ADN. La principale
technologie de base de données couramment utilisée a 1’heure actuel est MySQL.

4.1.1 Qualité et tracage

La qualité des données dépend beaucoup de la capacité des utilisateurs a visualiser les
problemes et a apprendre de leurs erreurs par des améliorations constantes des outils et
techniques.

Dans cet effort de poursuite des développements bioinformatiques, la tragabilité des
données passe par le maintien des suivis de modifications des programmes et/ou des scripts
grace a des logiciels de gestion de versions, comme SVN (subversion) par exemple. Ces
logiciels de suivis permettent de mutualiser un développement, en stockant le code source d’un
logiciel et une arborescence de fichiers en conservant la chronologie de toutes les modifications
qui ont été effectuées. Le systeme travaille par fusion de copies locales et distantes, et non par
écrasement de la version distante par la version locale.

La mise en place d’un systeme de gestion de I’information du laboratoire (LIMS, « La-
boratory Information Management System »), logiciel de gestion intégré, permet des actions
telles que : la tracabilité des échantillons, la gestion des utilisateurs, des instruments, des
stocks, des approvisionnements par fournisseur, le suivi des produits et équipements utilisés,
I’enregistrement des incidents, la définition des analyses effectuées avec leurs parametres, et
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parfois mé€me le contrdle a distance des instruments.

4.1.2 Les bases de données MySQL

MySQL est un systeme de gestion de bases de données (SGBD) permettant d’optimiser
les recherches, les tries et la visualisation de quantités importantes de données. Il fait partie
des logiciels de gestion de bases de données les plus utilisés dans le monde avec Oracle et
Microsoft SQL Server. MySQL est un serveur de bases de données relationnelles utilisant
le langage de requéte SQL (Structured Query Language) développé dans un souci de per-
formances élevées en lecture, ce qui signifie qu’il est davantage orienté vers le service de
données déja en place que vers celui de mises a jour fréquentes et fortement sécurisées. 1l est
multi-taches (multi-thread) et multi-utilisateurs. 11 fonctionne sous les principaux systeémes
d’exploitation et les données qu’il contient sont accessibles en utilisant de trés nombreux
langages de programmation parmi lesquels Java, C, Perl, PHP ; une interface de programmation
(Application Programming Interface ou API) spécifique est disponible pour chacun d’entre eux.

L’une des spécificités de MySQL est de pouvoir gérer plusieurs moteurs de stockage
au sein d’une seule base. Chaque table peut utiliser un moteur différent au sein d’une base.
La facilité d’utilisation de plusieurs moteurs de stockage dans une seule base permet une
énorme flexibilité dans I’optimisation de la base pour chaque table : on utilisera MyISAM
pour stocker les données peu sensibles et nécessitant un acces rapide, InnoBD pour les
fonctions avancées et les données plus sensibles, MEMORY pour des données pouvant
étre perdues lors du redémarrage de la machine et souvent modifiées, ARCHIVE pour un
historique ne nécessitant que peu de lecture. Les deux principaux moteurs utilisés sont Myl-
SAM et InnoDB. Leur choix est dicté par le type d’application que 1’ utilisateur veut développer.

4.1.3 Optimisations de base de données

L’ optimisation d’une base de données peut se faire a deux niveaux : celui du serveur et celui
de la base elle-méme. Au niveau du serveur, il est possible de modifier les variables globales et
celles de session. Ceci permet d’ajuster 1’accessibilité de la base en fonction des applications.

La base de données peut €tre optimisée par la normalisation/dénormalisation des tables,
I"utilisation de jointures et d’index, le découpage de requétes en requétes simples et 1’ utilisation
de programmes stockés.

L utilisation de programmes stockés permet (1) d’augmenter la sécurité de la base de
données, (2) d’extraire des données en routine, et (3) de diminuer le trafic sur le réseau.

Il en existe 3 types :

— les procédures stockées qui permettent une action mais qui ne retournent aucun résultat ;

— les fonctions stockées qui retournent un résultat et peuvent étre directement utilisées dans
des requétes comme par exemple la fonction de MySQL DATE() ;
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— les triggers qui surveillent la base de données et déclenchent des requétes automatiques,
telles que le remplissage de tables a partir d’une insertion de données.

4.2 Meéta-analyse et intégration de données

4.2.1 Bases de données de biologie

Pour permettre le stockage et 1’organisation des données biologiques a différents niveaux,
de nombreuses bases de données ont été€ mise en place telles que des bases de données de :

— séquences : GenBank, EMBL Nucleotide Sequence Database et DNA Data Bank of Japan

(DDBJ), Eucaryotic Promoter Database (EPD) ;

— protéines : UniProt, Protein Data Bank (PDB), InterPro, Institut européen de bio-
informatique (EBI) ;
génomiques spécialisées : Saccharomyces Genome Database (SGD), FlyBase, Worm-
Base, The Arabidopsis Information Resource, Zebrafish Information Network ;

— facteurs de transcription : TRANFAC, JASPAR ;

— polymorphismes génétique : dbSNP, Hapmap ;

— voies de signalisation : KEGG, REACTOME, Panther, NCBICP.

Toutes ces bases sont interconnectées grace a ’utilisation d’un identifiant unique pour
caractériser une séquence, un gene, un transcrit ou une protéine, comme c’est le cas sur le site
du National Center for Biotechnology Information (NCBI).

Ces bases de données peuvent étre accessibles via des sites web (protocole http ou ftp), des
API, des librairies R. De plus, certains de ces données sont mises a disposition sous la forme
de fichiers plats, c’est-a-dire des fichiers texte tabulés.

4.2.2 Bases de données dédiées aux données de puces a ADN

Pour les puces a ADN, des bases de données ont également été développées. Pour stocker
ces données, des standards ont été définis ([Stoeckert er al., 2002]). Certains mettent méme
a disposition leurs données sous la forme de fichiers plats. Ainsi, le consortium MGED
devenu FGED pour Functional Genomics Data Society a développé le standard MIAME pour
Minimum Information About a Microarray Experiment en juillet 2010 ([Brazma et al., 2001]).
MIAME décrit tous les éléments nécessaires a I’interprétation des résultats et les parametres
expérimentaux utiles pour reproduire une expérience, tels que : (1) les fichiers de données
brutes obtenus a partir du scanner, (2) la matrice d’expression normalisée, (3) 1’annotation
complete des échantillons (type, dose de traitement, temps de cinétique), (4) la conception
de I’expérience incluant les relations entre échantillons (réplicats biologiques ou techniques,
échantillons ayant subit une différenciation, etc), (5) le type de plateforme de puce a ADN
utilisée, et (6) le laboratoire ayant réalisé les expériences et les protocoles utilisés. Cependant
le standard MIAME n’impose aucun format de fichier, mais préconise 1’utilisation du format
MAGE-ML (MicroArray Gene Expression Markup Language) qui est un format tabulé.
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Il existe beaucoup de bases de données de puces a ADN plus ou moins spéciali-
sées. Un tres bon récapitulatif de ces bases de données a été créé par Sophie Lemoine
de la plateforme transcriptome de I’Ecole Normale Supérieure (ENS) et est accessible
a l’adresse : http://transcriptome.ens.fr/sgdb/tools/data_management.php. Les principales
bases de données utilisées sont : Gene Expression Omnibus (GEO) ([Edgar et al., 2002],
[Barrett et al., 2005], [Wilhite & Barrett, 2012]) au NCBI (Etats—Unis) et ArrayExpres a I’EBI
(Angleterre) ([Brazma et al., 2003], [Parkinson et al., 2011]). La quantité de données dans ces
bases croit tres fortement car il est maintenant obligatoire pour une publication des résultats
obtenus de déposer les données brutes et normalisées dans ces bases de données, ceci afin de
permettre leur ré-analyse éventuelle.

Des développements sous R ont également été réalisés pour extraire les données contenues
dans GEO et ArrayExpress et permettre leur ré-analyse; ces librairies R sont GEOquery
([Sean & Meltzer, 2007]) et ArrayExpress ([Kauffmann et al., 2009]) respectivement.

4.2.3 Structure des données dans Gene Expression Omnibus (GEO)

Dans GEO (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/geo), les données sont regroupées en plateformes
de puces a ADN, échantillons et expériences. Une plateforme est composée d’un résumé
décrivant la conception de la puce et d’un tableau d’annotation complet des séquences qui y
sont fixées. Chaque plateforme est associée a un identifiant unique (GPLxxx). Une plateforme
peut étre associée a de nombreux échantillons provenant de diverses expériences menées
dans des laboratoires indépendants. Pour chaque échantillon associé a un identifiant unique
(GSMxxx), les conditions dans lesquelles celui-ci a été obtenu sont décrites suivant les
informations requises par le standard MIAME. Un échantillon est référencé dans une seule
plateforme mais peut €tre inclus dans plusieurs expériences. Une expérience (GSExxx) est
constituée d’un ensemble d’échantillons, et décrit précisément les parametres expérimentaux
des différents échantillons pour connaitre le but de I’étude.

4.2.4 Ré-analyses et méta-analyses de jeux de données provenant de GEO

Diverses approches et outils ont été développés pour permettre la ré-analyse et/ou la
méta-analyse des jeux de données disponibles dans les bases de données de puces a ADN.
En effet, GEO propose également une visualisation originale des données sous la forme
de jeux de données (datasets, GDSxxx) qui représentent des échantillons statistiquement et
biologiquement comparables et manuellement vérifiés par les opérateurs de GEO. Ainsi, GEO
propose deux type d’outils : GEO Profiles (Figure 4.1 A,B) et GEO Datasets (Figure 4.1 C,D)
([Barrett et al., 2005]). Le premier permet, gene a gene, de visualiser son profil d’expression
a travers les échantillons liés a I’expérience (Figure 4.1 B). Le second met a la disposition
des utilisateurs des classifications pré-calculées de genes et d’échantillons pour un nombre
important d’expériences tout en proposant des outils de sélection par analyse supervisées
(Figure 4.1 D). Cependant, ces outils restent limités, tant du point de vue de la recherche de
I’information, que de sa représentation et de son interprétation.


http://transcriptome.ens.fr/sgdb/tools/data_management.php
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Ficurk 4.1 — Interface web de Gene Expression Omnibus (GEO). (A) GEO Profiles permet de
retrouver des expériences ou des jeux de données, (B) représentation sous forme d’histogramme
des profils d’expression d’un gene avec en rouge la valeur d’intensité d’expression normalisée
et en bleu le rang du geéne au sein de chaque échantillon de I’expérience ; chaque échantillon
est également mis en relation avec les parametres expérimentaux (tissu, état de la maladie),
(C) résumé des informations sur I’expérience (D) classification hiérarchique du jeu de données

(Adapté de [Barrett et al., 2005])
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4.3 Contexte du projet

Comme nous I’avons vu, I'utilisation intensive des puces a ADN pour I’étude du trans-
criptome génere une quantité importante de données. Celles-ci sont depuis quelques années
accessibles publiquement par le biais de bases de données en ligne, telles que « Gene Ex-
pression Omnibus » (GEO, NCBI). La taille de ces bases de données croit tres rapidement,
et nécessite la mise au point de stratégies d’analyse permettant de ré-analyser ces données
efficacement.

Dans ce contexte, j’ai contribué au développement de notre propre outil appelé Transcrip-
tomeBrowser (TBrowser) sous la direction de Denis Puthier en 2007. Le site web du projet est
accessible a I’adresse : http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser/

Il n’existait pas d’outils permettant la méta-analyse de jeux de données. Seuls les outils
disponibles sur le site de GEO permettaient de réanalyser une expérience donnée.

J’ai contribué a ce projet a partir de mon stage de M2BBSG en janvier 2008, sous la direction
de Jean Imbert et Denis Puthier. Il portait sur le développement de fonctionnalités pour
cette application. J’ai poursuivi ce projet en these, avec davantage de développements et
d’améliorations.

4.4 Développement de ’application

Nous avons mis au point une nouvelle approche de partitionnement pour extraire de maniere

systématique et automatisée des groupes de génes co-exprimés a partir de centaines de jeux de
données issus de GEO et appelés GSE (pour « Gene Serie Experiment »).
Pour cela, nous avons utilis€¢ [D’algorithme MCL (pour « Markov CLustering »
[Enright et al., 2002]) et inclus une étape de filtrage des données permettant de ne conserver
que les genes ayant une réelle variation au sein d’une expérience et de retirer ainsi le bruit
inhérent a ce genre d’expérience. Cette nouvelle méthode d’analyse a ét¢ nommée DBF-MCL
pour « Density-based filtering and Markov CLustering » (Figure 4.2).

Les signatures transcriptionnelles (TS, pour « Transcriptional Signature ») correspondent a
des groupes de genes ayant des profils similaires au sein d’une expérience. Par cette stratégie
innovante, nous avons extrait 18 250 TS a partir de 1 484 GSE provenant de 70 plateformes (ou
GPL) de type Affymetrix™de la base de données GEQ. Ces expériences correspondent a des
études menées chez ’homme, le rat ou la souris, et pour lesquelles le nombre d’échantillons
est supérieur a 10.

Ces 18 250 TS ont été dans un second temps annotées en utilisant la base de données de
DAVID (« Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery », version 2005).
Un enrichissement fonctionnel avec une p-valeur inférieure a 0.05 avec un test exact de Fisher
corrigé par la correction de Benjamini and Hochberg a été mis en évidence pour 84% des TS.

Toutes les informations concernant I’annotation des plateformes Affymetrix, les expé-
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riences, les signatures et leur annotation, ont été stockées dans une base de données relationnelle
MySQL 5.0. Les données d’expression des TS sont conservées dans des fichiers plats indexés.

Nous avons développé une application java modulaire et évolutive, TBrowser, sous la
forme d’un client Java distribué par Java Web Start, permettant de consulter les informations
contenues dans la base de données. Un fichier jar exécutable est également proposé au
téléchargement sur le site FTP du TAGC.

Cet outil est composé d’une interface graphique permettant des requétes booléennes,
utilisant donc des opérateurs logiques. Les requétes sont de la forme : « genel | (gene2 &
gene3) », oll « | » et « & » signifient respectivement « OU » et « ET », les parentheses servant
a structurer les priorités. Il est ainsi possible d’accéder aux signatures transcriptionnelles
contenant des marqueurs du cancer du sein comme : ESR1, GATA3 et FOXA1 par une requéte
telle que : « ESR1 & GATA3 & FOXAL ».

Il est également possible d’exclure des génes par 1’utilisation du caractere « ! ». Ceci permet
de filtrer les signatures obtenues, comme par exemple lors de requétes avec des marqueurs
de cellules T pour exclure les signatures contenant des genes spécifiques d’un autre type de
cellules (monocytes) telles que : « CD3E & CD3D & !CD14 ».

Mais les requétes ne s’effectuent pas uniquement sur les genes, il est en effet également
possible d’interroger la base de données par annotation, sonde, plateforme, expérience. On peut
ainsi récupérer toutes les signatures enrichies fonctionnellement en genes du cycle cellulaires
("CELL CYCLE"[5,12,18]).

Les résultats d’une requéte se présentent sous la forme d’une liste de TS, en relation avec
les plateformes et expériences correspondantes, toutes ces informations étant chargées lors de
I’affichage des résultats.

Diverses fonctionnalités ont pu étre ajoutées via le développement de modules (ou
plugins) afin d’utiliser les résultats des requétes. Lors de la publication de TBrowser
([Lopez et al., 2008]), seuls 3 plugins étaient présentés et mis a disposition :

— Heatmap qui permet la visualisation signature par signature des matrices d’expression
(non stockées dans la base de données mais dans des fichiers plats indexés) et de leur an-
notation, avec toutes les informations sur les échantillons et les sondes correspondantes ;

— TBCommonGenes qui combine les listes de génes provenant d’un groupe de signatures,
permettant ainsi de définir les génes les plus fréquemment retrouvés coexprimés dans ce
groupe de signatures. Ces signatures proviennent généralement de requétes booléennes
telles que : « ESR1 & FOXA1 » pour obtenir toutes les signatures comportant au mini-
mum ces deux genes ;

— TBMap qui synthétise le contenu de toutes les signatures d’une plateforme de puce a
ADN donnée. Afin d’obtenir une vue générale des genes fréquemment associés ensemble
au sein des signatures, des cartes transcriptionnelles ont été générées a partir des sondes
des plateformes GPL96, GPL570, GPL81, respectivement les 2 plateformes humaines
et la plateforme murine les plus utilisées. Ces cartes transcriptionnelles correspondent
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genes, correspondant a des signatures transcriptionnelles.
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a des matrices booléennes avec en ligne toutes les sondes d’une plateforme de puce a
ADN donnée et en colonne les signatures transcriptionnelles contenues dans TBrowser et
obtenues par I’algorithme DBF-MCL. Cette matrice contiendra pour une sonde i et une
signature transcriptionnelle j, un « 1 » si cette signature contient cette sonde, et « 0 » si
cette sonde est absente. Cette matrice subit ensuite une classification sur les lignes et les
colonnes, en utilisant une distance de corrélation de Pearson.
A T’aide du plugin TBMap, on peut visualiser les cartes ainsi générées. En rouge sont repré-
sentées les sondes présentes dans une signature donnée, et en noir celles qui sont absentes.
Celles-ci, une fois annotées, nous permettent d’observer le regroupement des génes en fonction
des processus biologiques et d’identifier de nouveaux genes candidats.

Comme preuve de concept, TBrowser a été utilisé dans des études de cancers du sein
(GSE1456) pour identifier des genes spécifiques de tumeurs malignes du sein. L’utilisation de
I’algorithme DBF-MCL a permis I’extraction d’une dizaine de TS, spécifiquement enrichis
en genes du cycle cellulaire, de 1’adhésion cellulaire, de I’immunité (voir Lopez et al. 2008,
ci-apres).

Ces résultats ont été publiés dans PLoS ONE en décembre 2008.
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Introduction

Microarray technology provides biologists with a powerful
approach for comprehensive analyzes of cells or tissues at the
transcriptional level. DNA chips are now widely used to assess the
expression levels from all genes of a given organism. These data,
most generally deposited in MIAME-compliant public databases,
constitute an unprecedented source of knowledge for biologists [1].
As an example, until now, the Gene Expression Omnibus
repository (GEO) host approximately 8,000 experiments encom-
passing about 200,000 biological samples analyzed using various
high through-put technologies [2]. Consequently, this represents
billions of measurements that reflect the biological states of cells or
tissues recorded in physiological or pathological conditions or in
response to various chemical compounds and/or natural mole-
cules. As public repositories are continually expanding, we are
facing the new challenge of designing new strategies to provide
efficient and productive access to the available data.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

To date, at least two major solutions have emerged. The first
one applies a “gene-centered perspective”, as developed in the “GEO
profile” or “SOURCE” web interfaces [3]. This approach allows
users to retrieve the expression profiles of a given gene in
numerous curated experiments. Once a profile is selected, a list of
similar profiles (z.e. neighbors) can be retrieved. Although GEO
proposes several tools to refine the queries, cross-analysis through
multiple experiments can not be performed. The second solution
involves an “‘experiment-centered perspective” as developed in the
“GEO DataSets” and “ArrayExpress” web interfaces [4]. This
approach provides to biologists a set of classification tools to re-
analyze selected experiments. Depending on the interface,
supervised or unsupervised analysis (see below) can be pre-
calculated or computed on demand. Again, as no meta-analysis
tool is available, mining and compiling even few GEO Serie
Experiments (GSE) remains a difficult and time-consuming task.

We therefore lack efficient tools allowing productive data
mining of microarray databases. For example, querying whole

December 2008 | Volume 3 | Issue 12 | e4001



public microarray data using a single gene identifier is an
ambiguous procedure to extract relevant co-regulated genes.
Indeed, depending of the biological context, genes can be involved
in different signaling pathways and may be associated with
different neighbors. As a consequence, combined queries should
be more appropriate to build relevant gene networks. Moreover,
numerous uninformative genes exist in microarray experiments.
They correspond most generally to those with low standard
deviation that are outside any natural gene cluster. These genes
should be discarded from analysis as they are inevitably associated
with false positive neighbors. These considerations motivated the
present work and the development of a new approach that follows
a “transcriptional signature centered perspective”. The goal was to build
an application that would interact with a large database of
transcriptional signatures and would implement efficient tools to
analyze and visualize the results.

The first issue resided in the construction of a database containing
high quality transcriptional signatures obtained in an automated
fashion. Both supervised and unsupervised classification algorithms
can be used in microarray data analysis [5]. Supervised methods
aim at finding a set of genes whose expression profiles best correlate
with a known phenotype. They provide a way to select informative
genes by choosing the top k genes according to the results of a
statistical test (e.g. Student’s #test, Significance Analysis of Micro-
arrays, Signal to Noise Ratio, ANOVA) and by controlling the false
discovery rate (FDR). In contrast, unsupervised classification
approaches, achieve clustering of genes based on their respective
expression profiles but are not intended to filter out uninformative
genes. Some popular approaches in microarray analysis use either
agglomerative methods (hierarchical clustering), partitioning meth-
ods (k-medoids, k-means, PAM, SOM, etc.) or methods aimed at
capturing informative dimensions (PCA). A filtering step is most
generally applied prior to unsupervised classification. One can select
genes with high standard deviations, those displaying a proportion
of values above a user-defined threshold or those having a given
maximum (or minimum) value. However this procedure is
extremely subjective and the number of selected genes may be
over or under estimated. Finally, another limit of classical
unsupervised methods also resides in their inability to accurately
identify the actual number of clusters if no further argument is
provided to the algorithm. As a consequence, additional algorithms
for unsupervised classification have been proposed such as Quality
Cluster algorithm (QT_Clust) [6], CHAMELEON [7] or Markov
CLustering (MCL) [8]. However, none of them address both the
filtering and partitioning issues. MCL is a graph partitioning
algorithm whose ability to solve complex classification problems has
been underlined in many applications including protein-protein
interaction networks [9], sequence analysis (IRIBE-MCL) [10] or
microarray analysis (geneMCL) [11]. In a graph representation of
microarray data, nodes stand for genes and edges represent profile
similarities between genes. As processing the full graph for
partitioning is time-consuming and computer-intensive the gen-
eMCL algorithm has to be run on a subset of genes that are selected
using classical filters (e.g. high standard deviation or fold-change). As
such a filtering procedure is not well suited for automated analysis of
numerous experiments; we developed an adaptive density-based
filter (DBF) whose goal is to isolate automatically informative genes
from a dataset. Selected genes are next used to construct a graph
that is subsequently partitioned using MCL. This modified version
of MCL algorithm was termed DBF-MCL for “Density Based
Filtering and Markov CLustering”.

In the present paper, we show that DBF-MCL provides very
good results both on simulated and real datasets. The algorithm
was run on 1,484 microarrays datasets (46,564 biological samples)

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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performed on various Affymetrix platforms (human, mouse and
rat). This led to the identification of 18,250 transcriptional
signatures (1'S) whose corresponding gene lists were tested for an
enrichment in terms derived from numerous ontologies or curated
databases using the DAVID knowledgebase [12] (Gene Ontology,
KEGG, BioCarta, Swiss-Prot, BBID, SMART, NIH Genetic
Association DB, COG/KOG, etc.) (see Figure S1 for an overview
of the data processing pipeline). Informations related to biological
samples, experiments, T'S composition, TS associated expression
values and TS keyword enrichment scores were stored in a
relational database. A Java application, TBrowser (Transcripto-
meBrowser), was developed and deployed using Java Web Start
technology. Combined queries that can be done with an extended
set of Boolean operators allow user to rapidly select sets of TS
containing (or not) a given list of gene symbols. Based on these TS,
a list of frequently observed neighbors can be created. As each TS
is linked to a set of biological keywords (derived from ontologies),
user can also search for those enriched in genes involved in specific
biological processes. We show that TBrowser can be used to mine
productively hundreds of experiments and to reveal underlying
gene networks. Furthermore, using this unprecedented collection
of T'S we built the first synthetic transcriptional map of all human
microarray data performed on Affymetrix HG-U133A platform
and currently available in the GEO database.

Results

DBF-MCL algorithm

Conventional algorithms used for unsupervised classifications of
gene expression profiles suffer from two main limitations. First, they
do not filter out uninformative profiles and second, they are not able
to find out the actual number of natural clusters in a microarray
dataset. We can considerer genes as points located in a hyperspace
whose number of axes would be equal to the number of biological
samples. As it is difficult to perceive high-dimensional spaces, a
common way to illustrate classification methods is to use a 2D
representation. In Supplemental Figure S2, each point represents a
gene and we are interested in isolating dense regions as they are
populated with genes that display weak distances to their nearest
neighbors (z.e. strong profile similarities). To isolate these regions we
can compute, for each gene, the distance with its kg, nearest
neighbor (DKINN). Ifk is relatively small, DKNN should be smaller
for all genes falling in a dense area. Thus, the filtering procedure
used in DBF-MCL starts by computing a gene-gene distance matrix
D. Then, for each gene, DBF-MCL computes its associated DKINN
value (with k being set typically to 100 for microarrays containing 10
to 50k elements). Distributions of DKNN values observed with both
an artificial and a real dataset (Complex9RN200 and GSE1456
respectively, see thereafter for a description) are shown in Figure
S3A and S3B (solid curve). The asymmetrical shape of the
distribution observed in Figure S3B suggests the presence of a
particular structure within the GSE1456 microarray dataset.
Indeed, the long tail that corresponds to low DKNN values could
indicate the existence of dense regions. The fact that regions of
heterogeneous densities exist in the Complex9RN200 artificial
dataset is even clearer as a bimodal distribution is observed. Next,
we would like to define a critical DKINN value below which a gene
can be considered as belonging to a dense area and that would
depend on the intrinsic structure of the dataset. To this end, DBF-
MCL computes simulated DKNN values by using an empirical
randomization procedure. Given a dataset containing n genes and p
samples, a simulated DKNN value is obtained by sampling n
distance values from the gene-gene distance matrix D and by
extracting the ky,-smallest value. This procedure is repeated n times
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to obtain a set of simulated DKINN values S,. As shown in Figure S3
(dotted line), the variance of the simulated DKINN values is very low
compare to that observed using the real dataset. Indeed, we can
think of simulated DKNN values as the distances to the kg, element
if no structure existed in the associated space. In this case, we would
expect elements to be uniformly spread throughout the space and
the variance of DKNN value to be low. In practice several sets S;_g
are computed and thus several distributions of simulated DKINN
values are obtained. For each observed DKNN value d, a false
discovery rate (FDR) value is estimated by dividing the mean
number of simulated DKNN below d by the number of observed
value below d. The critical value of DKNN is the one for which a
user-defined FDR value (typically 10%) is observed. Given a set of
selected genes, the next issue is to partition them into homogeneous
clusters. This step is achieved through a graph partitioning
procedure. In the created graph, edges are constructed between
two genes (nodes) if one of them belongs to the k nearest neighbor of
the other. Edges are weighted based on the respective coeflicient of
correlation (i.e.; similarity) and the graph obtained is partitioned
using the Markov CLustering Algorithm (MCL).

Performances of DBF-MCL on Complex9RN200 dataset
To test the performances of DBF-MCL algorithm we used a
modified version of the complex9 dataset which was used earlier
by Karypis et al. [7]. Since DBF-MCL is designed to handle noisy
datasets, 200% of normally distributed random noise was added to
the original data. The resulting dataset (which will be referred as
Complex9RN200 thereafter, see Figure S4A and S4B) shows some
difficulties for partitioning since it is composed of a noisy
environment in which arbitrary geometric entities with various
spacing have been placed. The two main parameters of DBF-
MCL are k that controls the size of the neighborhood and the
inflation I (range 1.1 to 5) which controls the way the underlying
graph is partitioned. The effect of k on the selection of informative
elements is shown in Figure S5A (Euclidean distance was used for
this dataset). A steep ascending phase and a slow increasing phase
(starting from a k values close to 40) were observed. This confirms
the existence of areas with heterogeneous densities. In fact, the
transition between the two phases reflects the transition from
dense to sparse regions. Indeed, datasets produced with k values
above 40 contain noisy elements (Fig S4C). In contrast, choosing k
values in the ascending phase ensure the achievement of noise-free
datasets. In the case of artificial data, satisfying partitioning results
were obtained with inflation values close to 1.2 (Fig S4D-G)
although in some cases some of the shapes were merged in a
manner that appears to be meaningful (Fig S4E and S4G). We
then compared DBF-MCL to several algorithms commonly used
in microarray analysis. All of them were run multiple times with
various parameters and the best solution was kept. In all cases, the
Euclidean distance was used as a distance measure between
elements. As these algorithms are not well-suited for noisy data,
they were run on the 3,108 points extracted using DBF-MCL
(k=20). Also it is difficult to compare those algorithms to one
another, some of them obviously failed to identify the shapes.
Indeed, although k-means was run 10 times with random initial
starts (and the right number of centers) it led to a very poor
partitioning result (Fig S4]J). Cluster Affinity Search Technique
(CAST, Fig S4K) and Quality Cluster algorithm QT_CLUST (Fig
S4I), gave also poor results as did the Self-Organizing Map (SOM)
(data not shown). Hierarchical clustering was run with single
linkage as arguments and the obtained dendrogram was then split
into 9 clusters (Fig S4H). Patterns were well recognized using this
method but prior knowledge of the number of clusters is a
prerequisite. Thus both DBF-MCL and hierarchical clustering are
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able to properly identify complex shapes in a 2D space. The main
benefit of using DBF-MCL resides in its ability to extract relevant
informations from a noisy environment. However, a range of
optimal values for inflation parameter needs to be defined to get
the best results.

Performances of DBF-MCL on GSE1456 dataset

Next, DBF-MCL was tested with microarray data to explore its
effectiveness in finding clusters of co-regulated genes. To this end,
we used the microarray data from Pawitan et al. [13], who studied
gene expression profiles in a large cohort of Swedish patients
affected by breast cancer. This experiment is recorded as GSE1456
in the GEO database. All sample (n=159) have been hybridized
onto the GPLI6 platform (Affymetrix GeneChip Human Genome
U133 Array Set, HG-U133A). The complete dataset (22,283 genes)
was used for analysis. Figure S5B, shows the number of informative
genes obtained with various k values. Again, two phases were
observed suggesting that regions with heterogencous densities exist
in the GSE1456 dataset. As expected, the transition from dense to
sparse regions was less marked than in the artificial dataset. A k
value of 100 was chosen to allow the extraction of a large part of
data that can be considered as noise-free. This value led to the
selection of 4,470 elements out of the whole dataset (I'ig. 1A-B). The
graph partitioning procedure, using default MCL parameters
(I=2), generated 11 highly homogeneous clusters (Fig. 1CG-T). As
with the Complex9RN200 dataset, the results were very consistent
with those obtained using hierarchical clustering although for some
genes the clustering results differed (Fig. 1E). Importantly, partition
results were not very sensitive to inflation values. Indeed, 10 and 12
clusters were observed with I'set to 1.5 and 2.5 respectively (data not
shown). All signatures were then submitted to functional enrichment
analysis. A summary of the results is given in Figure 1G. As expected
for a breast cancer dataset, T'S were found to be related to (i)
immune response (T-lymphocyte activation, B-lymphocyte activa-
tion and interferon alpha), (i) primary metabolism (cell cycle,
ribosome biogenesis, nuclear phosphorylation and transcription)
which is probably reminiscent of tumor aggressiveness (i),
modification of local environment (extracellular matrix and cell
adhesion) which could sign metastasis potential of each sample, (iv)
and estrogen receptor status of breast tumors (estrogen response
pathway). Altogether, these results underline the ability of DBF-
MCL algorithm to find natural gene clusters within a randomly
selected dataset. Indeed, for numerous additional microarray
datasets hierarchical clustering results and DBF-MCL results were
compared. As illustrated in Figure S5B for a representative set of
experiments, setting k to 100 allows in all cases to delete noisy
clements and to select only informative genes in a microarray
dataset. Interestingly, in all cases meaningful partitioning results
were obtained using inflation parameter set to 2.

Systematic extraction of TS

We next applied DBF-MCL algorithm to all experiments
performed on human, mouse and rat Affymetrix microarrays and
available in the GEO database (33 platforms, Supplementary
Table S1 and S2). Only experiments containing more than 10
biological samples were kept for analysis. Overall, this dataset
includes 46,564 biological samples hybridized in the context of
1,484 experiments. Each experiment was analyzed independently
and subjected to T'S discovery process (k= 100, FDR =10%, S; 3,
Inflation = 2). As mentioned in the Material and Methods section,
we rank-transformed data from each biological sample to get a
common input for DBF-MCL algorithm and to allow analysis of a
large broad of experiments whose normalization status is
frequently unknown. Furthermore, a distance based on Spear-
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Hierarchical clustering of the GSE1456 dataset. (B) Same as (A) but only informative genes are displayed. (C) The graph constructed with the 4,470
selected genes. (D) The graph after MCL partitioning. Each point is colored according to its associated class. (E) Correspondence between
hierarchical clustering and DBF-MCL results. (F) TS obtained for GSE1456 (G) Functional enrichment associated with these TS.

doi:10.1371/journal.pone.0004001.g001

man’s rank correlation coefficient was used for ky,-nearest
neighbor computation. This rank-based distance is known to be
clearly more resistant to outlying data points than Pearson-based
distance and thus ensured the selection of genes belonging to
unmistakable clusters. The full pipeline was run on a server
equipped with 6 CPUs and took about 4 days to complete. For the
sake of clarity, only results obtained with GPL96 which is the most
widely used Affymetrix microarray platform will be presented in
this section (311 experiments related to GPL96 were analyzed,
12,752 hybridized samples). On average, 4,341 probes (min = 832,
max = 5,849) per expression matrix were declared as informative
by DBF-MCL suggesting that routinely 20% of the 22,283 probes
measured on the HG-U133A array belong to a natural cluster.
Graph partitioning generated on average 10.8 clusters (min=2,
max =29) for each experiment and each cluster contained
approximately 400 probes corresponding in average to 370
distinct gene symbols. Figure 2 shows a summary of these results.
As expected no clear correlation was observed between the
number of selected genes and the number of samples in the
experiments which demonstrates the robustness of the filtering
process. In contrast, a trend to produce more clusters in
experiments containing few samples was observed. This was
notably marked in experiments containing 10 to 15 samples. Such
a bias is classical in data analysis. Indeed, if numerous values (z.e.
samples) are used to estimate the expression profile of a given gene,
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outliers will have weak impact on distance calculation and the
gene will be assign to the expected cluster. In contrast, when only
few values are available, each of them has a greater impact on
distance calculation. This results in producing more clusters with
some of them having centers close to one another. This bias is also
presumably amplified by the fact that small sample sets contain
most generally a greater biological diversity compared to large
sample sets as they contain fewer replicates. Overall, our analysis
of GPL96 related experiments gave rise to 3,377 TS. The full
analysis on the 33 Affymetrix platforms produced 18,250 TS
which correspond to 220 millions of expression values. Partitioning
results where manually checked for a large panel of experiments.
Although, results seemed perfectible in few cases, they always
appeared to be rational.

The TBrowser interface

Comprehensive information on samples, experiments, probes
and genes were stored in a mySQL relational database. A flat file
indexed on TS IDs was used to store TS expression data. This
solution was preferred because it turned out to be an excellent
alternative to database for retrieving rapidly expression values for
the selected TS. We next developed TBrowser, a Multitier
architecture system composed of (i) a “heavy client” written in
JAVA (presentation Tier), (i) a servlet container (logic tier) and (iii)
a back-end database (data tier). The client application allows user
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Furthermore, the name of only some of them is displayed.
doi:10.1371/journal.pone.0004001.9002

to query TBrowser database using six methods: by gene symbols,
by probe IDs, by experiments, by microarray platform, by
ontology terms (annotation) or by TS. Three of them (gene
symbols, probe IDs, and annotation methods) accept a list of
operators that control the way a query is to be processed. One may
take advantage of these operators to create complex queries using
the AND operator (&), the OR operator (|), the NOT operator (!)
or using additional characters such as the quote or parenthesis
(reader may refer to the user guide for additional explanations and
informations). The main window of TBrowser is made of five
panels (Fig. 3). The search panel is the main entry as it is used (i) to
define the search method, (i) to write the queries, (iii) to launch
database interrogation and (iv) eventually to filter out some of the
TS. Filters can be applied to select species of interest and to
control the sizes (number of samples and number of genes) of the
TS that one wants to analyze. The results area can display two
panels: the list of queries the user launched during his session and
the list of TS that correspond to the currently selected query.
Double-clicking on one (or several) TS send it (them) to the
selected plugin. The information area is used to display various
informations about the selected T'S whereas the plugin area is used
to select one of the currently installed plugins. Finally, the plugin
display panel manages the display of the currently selected plugin.
To date, eight plugins have been developed (three of them are
presented in this article). The Heatmap plugin is composed of two
main panels: the heatmap on the left and the annotation panel on
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the right (Fig. 3). The Heatmap panel displays a color-coded
image of TS expression values. In this representation, each row
corresponds to a probe and each column to a sample. Additional
informations, such as external links, can be retrieved by single-
click on genes or samples. Functional enrichment informations are
available on the right. The TBCommonGenes plugin was
developed to compare gene composition of several TS and will
be presented in the next section. Finally the TBMap plugin that
can be used to visualize a summary of transcriptional regulation
events observed in a given microarray platform will be presented
in the last paragraph of the results section.

Meta-analysis of public microarray data using TBrowser: a
case study

TBrowser can be used in many biological contexts to point out
relevant experiments and construct robust gene networks. Several
peer-reviewed publications have highlighted the joint regulation of
the estrogen receptor-a (ESR1/ER-a), GATA3 and FOXAI in
breast cancer cells [14]. Although some of these reports have
associated entry in the GEO database, retrieving neighbors of
GATA3, FOXAl and ESRI remains a time consuming and
difficult task using existing tools. As a consequence, these
informations are reserved to those with strong bioinformatics skills
although they are of primary interest to the biologist. Using the
TBrowser search engine, this task can be translated into a very
simple Boolean query, “ESR1 & GATA3 & FOXAI1”, which will
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be almost instantaneously proceeded by the server. With the
current database release, this produces a list of 16 T'S (see Table 1)
containing on average 508 probes (range: 82-1,572) and which
were obtained using various microarray platforms (GPLI6,
GPL570, GPLI1). Interestingly, all these TS are related to
experiments performed on breast cancer cells underlying the high
specificity of this gene list (T'able 1). The TBCommonGenes plugin
indicates that in addition to ESR1, GATA3 and FOXAI two
genes (ANXA9 and ERBB4) are found in all 16 T'S. Importantly,
63 genes are found in at least 10 out of the 16 selected TS (63%).
As expected, this list contains numerous markers of breast cancer
cells whose expression specificity was previously reported by other
(notably ERBB3, XBP1, KRT18, IL6ST, CREBI, TFF1, TFF3;
see Supplementary Table S3). Thus TBrowser can be used to
perform meta-analysis of microarray data in a platform-indepen-
dent manner providing high confidence gene lists. However, one
can also focus the analysis on a unique platform. Indeed, the
transcriptional  signatures  3DE64836D, B79B1COB9 and
E2E620F40 that were derived from the GPL570 platform (which
measures over 47,000 transcripts) share a list of 68 genes. Many of
them correspond to poorly characterized genes (for example,
C170rf28 Clorfo4, KIAA1370, KIAA1467, LOC143381,
LOC400451, LOCY2497 and ZNF703). This example clearly
demonstrates the superiority of TBrowser over conventional
approaches as it can be used, easily and productively, to create
robust sets of transcriptionally related genes whose subsequent
analysis may be crucial in defining new therapeutic targets.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Using annotation terms to mine public microarray data
Based on the systematic functional enrichment analysis, the vast
majority of T'S (84%) have a set of associated biological terms (only
functional enrichment with g-value<<0.01 are stored in the
database). One can search for TS related to functional terms of
the DAVID knowledgebase (e.g. “nervous system development”).
More interestingly, multiple terms can be combined with Boolean
operators. Searching for T'S which contain genes located in the
6p21.3 and 14q32.33 chromosomal regions (major histocompat-
ibility complex and human immunoglobulin heavy-chain locus
respectively) and which contain T-cell specific genes, can be
translated as: 6p21.3[4] & 14q32.33[4] & ““I' CELL ACTIVA-
TION[5,12] ([4] =cytoband term, [5] =GO term, [12] =Pan-
ther pathways term). As chromosomal aberrations do occur
frequently in cancer our approach can also be used to perform
systematic cytogenetic analysis. Indeed, throughout our analysis,
2,208 functional enrichments related to 360 human cytobands
were observed and stored in the database. As an example, T'S with
very strong enrichment (q-value<<1.1072% for any of the human
cytobands stored in the database are presented in Table 2. The
first one is related to atopic dermatis analysis (skin biopsies) and
contained 24% of genes located in 17q12-q21. They correspond to
genes encoding for the keratin and keratin-associated protein
families (KRT17, KRT27, KRTAP1-5, KRTAP17-1, KRTAP3-
1, KRTAP3-3, KRTAP4-10, KRTAP4-12, KRTAP4-13,
KRTAP4-15, KRTAP4-2, KRTAP4-3, KRTAP4-5, KRTAP4-
8, KRTAP4-9, KRTAP9-2, KRTAP9-3, KRTAP9-4 and
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KRTAP9-8). This signature is notably annotated as being
enriched in genes related to PMID 11279113 (““Characterization
of a cluster of human high/ultrahigh sulfur keratin-associated
protein genes embedded in the type I keratin gene domain on
chromosome 17q12-217) [15] and in genes related to the PIR
keyword “multigene family”. Furthermore, several signatures, of
Table 2 are related to melanoma and six of them were observed in
the GSE7127 experiment [16]. Although data from Table 2 would
deserve further analysis they are most likely related to gain or loss
of genetic material in tumors. Indeed, gain of 8q is frequently
observed in a number of tumor types (including melanoma and
ovarian tumors) and this region is known to contain the c-myc
oncogene at 8q24.21. Interestingly, in several cases, contiguous
cytobands were significantly enriched suggesting a large deletion
or amplification of genetic material in these tumors (T'S

Table 1. Transcriptional signatures containing Affymetrix probes for ESR1, GATA3 and FOXAT.

TS ID’ Genes®> Probes’ Samples® Sample type GSE ID GPL ID Author PubMed IDs
0F2635383 1190 1572 23 Cell lines GSE6569 GPL96 Huang F et al 2007 17332353
3DE64836D 102 143 62 Tissue GSE7904 GPL570 unpublished 2007 -
59A18E225 690 893 121 Both GSE2603 GPL96 Minn AJ et al 2005 16049480
6C975B20B 88 96 26 Tissue GSE6772 GPL96 Klein A et al 2007 17410534
6C975B290 88 96 26 Tissue GSE6596 GPL96 Klein A et al 2007 17410534
7150E17F6 868 1032 34 Cell lines GSE4668 GPL96 Coser KR et al 2003 14610279
8059848B4 200 250 251 Tissue GSE3494 GPL96 Miller LD et al 2005 16141321
84E5E1077 694 883 198 Tissue GSE7390 GPL96 Desmedt C et al 2007 17545524
8F69864F9 68 82 95 Tissue GSE5847 GPL96 Boersma BJ et al 2007 17999412
A151D5695 297 361 58 Tissue GSE5327 GPL96 Minn AJ et al 2007 17420468
B79B1C0B9 270 380 47 Tissue GSE3744 GPL570 Richardson AL et al 2006 16473279
BDB6D8700 550 679 104 Tissue GSE3726 GPL96 Chowdary D et al 2006 16436632
D8F0B528C 125 152 159 Tissue GSE1456 GPL96 Pawitan Y et al 2005 16280042
E2E620F40 448 616 129 Tissue GSE5460 GPL570 unpublished 2007 -
EA9669A21 219 251 158 Tissue GSE3143 GPL91 Bild AH et al 2006 16273092
F310ACC36 519 646 49 Tissue GSE1561 GPL96 Farmer P et al 2005 15897907
Transcriptional signature ID.

*Total number.

doi:10.1371/journal.pone.0004001.t001

60E29DAS83 is enriched in genes from 8ql3, 8q21.11, 8q22.1,
8q22.3, 8q24.13 and 8q24.3 cytobands). In the same way, loss of
genetic material of the long arm of chromosome 11 occurs in
primary melanoma but is even more frequent in metastatic tumors
(I'S A93ED7519 1s enriched in genes from 11q21, 11q23.3 and
11q24.2 cytobands). Altogether, these results underline the
versatility of TBrowser and its ability to extract hidden and
meaningful informations from published or unpublished micro-
array data. Indeed, the cytogenetic results presented in Table 2
were not discussed by the authors in the corresponding articles.

A synthetic view of all GPL96 related experiments

The paradigm that genes from a TS share functional
relationships is now widely accepted and constitutes the basis of
transcriptome analysis [17]. However, each of these TS is rather

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 2. Transcriptionnal signatures displaying high enrichment (q value<<1.10—20 ) for any of the human cytoband tested.
TS ID' Enrich.2 Cytoband q.value Sample type  GSE ID GPL ID Authors PubMed ID
3DA3C8345 24% 17912-921 1.7.107%° Skin GSE5667 GPL97 Plager DA et al 2007 17181634
43CC3EF57 9% 8qg24.3 7.0.107% Melanoma GSE7153 GPL570 Unpublished 2007 -
60E29DA83 16% 8q24.3 6.8.10° % Melanoma GSE7127 GPL570 Johansson P et al 2007 17516929
60E581184 26% 17925.1 5510 % Melanoma GSE7127 GPL570 Johansson P et al 2007 17516929
60E6B4129 35% 20p13 1.6.10 ¢ Melanoma GSE7127 GPL570 Johansson P et al 2007 17516929
60E96FF1E 28% 6p21.3 12107 % Melanoma GSE7127 GPL570 Johansson P et al 2007 17516929
60EC95F6A 17% 722.1 63107 Melanoma GSE7127 GPL570 Johansson P et al 2007 17516929
60EEBD669 32% 11923.3 1.4.10°%¢ Melanoma GSE7127 GPL570 Johansson P et al 2007 17516929
B4C95CF18 42% 8q24.3 1.1.107% Ovary GSE6008 GPL96 Hendrix ND et al 2006 16452189
A93ED6519 16% 11923.3 6.9.107% Melanoma GSE7152 GPL570 Packer LM et al 2007 17450523
A93DBOTED 1% 7922.1 9.5.103° Melanoma GSE7152 GPL570 Packer LM et al 2007 17450523
"Transcriptional signature ID.

2Enrichment: Proportion of non redondant genes from the TS that are located in the corresponding cytoband.

doi:10.1371/journal.pone.0004001.t002
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Figure 4. The transcriptional MAP associated with GPL96 related experiments. (A) A low resolution image made of 22,215 probes from
GPL96 platform as rows and 3,114 GPL96 specific TS as columns. Red color indicates the presence of a gene in the corresponding TS (default to black).
(B) Zooms of the corresponding areas showing some immune system related meta-signatures. (C) Representative genes that fall into these clusters.

doi:10.1371/journal.pone.0004001.9004

associated to multiple underlying pathways whose components
and limits are unclear. Our difficulty in depicting comprehensive
maps for pathways is illustrated by existing discrepancies, for
instance, between those proposed by BioCarta, KEGG and
GeneMAPP. We reasoned that the more frequently two genes fall
in the same TS, the more likely these genes belong to the same
core functional network. To test this hypothesis, we produced a
Boolean matrix with 22,215 probes from GPL96 platform as rows
and 3,114 GPL96 specific TS as columns (only T'S containing 30
to 1500 probes were included). This matrix was filled with zero
and elements were set to 1 if a given gene was observed in the
corresponding T'S. Hierarchical clustering with uncentered
Pearson’s correlation coefficient was used to reveal genes
frequently associated to the same TS. Given the order of the
resulting matrix, it could not be visualized on a desktop computer
using conventional software (ie; Treeview, MeV). We thus
developed the TBMap plugin which allows one to visualize the
map but also to superimpose a user-defined or a KEGG-related
gene list. As expected, most of the clusters where obviously
enriched in genes involved in similar biological processes (Protein
biosynthesis/Ribosome function, oxidative phosphorylation, cell
cycle, fatty acid metabolism, valine leucine and isoleucine
degradation, extracellular matrix, breast cancer cells, structural
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constituent of muscles, neuronal processes, etc.). This was
particularly clear when KEGG pathway informations were
superimposed (see Figure S6). The Figure 4 presents some of the
clusters that were identified as related to immune system functions.
We could find a signature defining T cells that contained
numerous cell-surface markers (e.g. TCA@, CD2, CD3G, CD6,
IL2RB, IL2RG, IL7R, IL21R and ICOS), signaling genes
(ZAP70, LAT, LCK, ITK) and cytotoxicity-related genes (GZMA,
GZMB, GZMH, GZMK and PRF1). Concerning B-cells, three
clusters were observed. A large signature contains mature B-cell
markers (CD19, CD22, CD72 and CD79B) and transcription
factors important in B-cell development such as PAX5 and
TCLIA. A second signature contains POU2AF1/OBF-1, together
with its described targets: genes coding for immunoglobulin
(IGHGI1, IGHG3, IGHAL, IGHM, IG]J, IGKC and IGL) and the
B-cell maturation factor, TNFRSF17/BCMA [18,19]. The third
B-cell signature contains cell surface markers found in immature
B-cells (CD24, VPREBI1, IGLL1/CD179B and CR2/CD21) in
addition to transcription factors known to play a crucial role
during early B-cell development (TCF3, SPIB and CUTLI). The
NK signature contains eight genes of the Killer cell immunoglob-
ulin-like receptors (KIR) family, 3 genes of the killer cell lectin-like
receptor family in addition to other markers whose expression has
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been reported on the surface of NK cells (CD160, CD244/2B4
and CD226) [20,21,22]. It also contains TBX21/T-bet together
with IL18R1, ILI8RAP, ILI2RB2 and IFNG. Importantly, the
IL12/1L18 combination has been shown to be potent inducers of
both TBX21/T-bet and IFNG in NK cells[23,24]. In addition to
MHC-Class I, MHC-Class II and macrophage related signatures,
two pathways related to immune function are presented in
Figure 4. The API pathway is made of the prototypical immediate
early genes and contains numerous transcription factors (EGR1,
EGR2, FOS, FOSB, IER2, JUN, JUNB, KLF6, KLF4, KLF10,
ATF3, BTG2 and BTG3) whose complex interplay has been
reported earlier. Finally, a NFKB signature was also observed
which, again, contains prototypical regulators (NFKIA, NFKIE,
RELB, BCL-3 and MAP3K8/TPL2) and known targets (CCL20,
CXCL3, ILIB, IL8 and SOD?2). Altogether, these results
underline the high relevance of the signatures obtained using this

compilation of T'S derived from GPL96 related GEO experiments.

Discussion

In the present paper, we present the construction of a unique
collection of T'S that summarize almost all human, mouse and rat
Affymetrix microarray data stored in the GEO database.
TBrowser constitutes a highly powerful search engine that makes
it possible to perform easily platform independent meta-analysis of
microarray data. This can be considered as a real improvement
over classical approaches and softwares as it provides easy and
productive access to data without the need of any programming
skills. Indeed the simple use of an extended set of operators proved
to be sufficient to construct robust gene networks and assign poorly
characterized genes to relevant biological pathways. As a
consequence, it is particularly well suited to compare results
obtained through microarray, ChIP-on-chip, ChIP-seq, CGH or
protein-protein interaction experiments to those previously stored
in the GEO database.

In all tested experiments, we found that DBF-MCL gives very
good results both on simulated datasets and real microarray
datasets. Although Lattimore et al proposed another MCL-based
algorithm (geneMCL) we were unable to compare our results with
their implementation as the software is no longer available nor
maintained. However, DBF-MCL was run on the full van’t Veer
DataSet [25] (117 biological samples) that was used by Lattimore
and collaborators in the original paper. In their report, the authors
used a subset of genes (5,730 out of 24,482) that were selected
based on their associated variance. Our procedure run on the full
dataset led to the selection of 5,932 genes that fall into 22 clusters
(in contrast to 154 clusters using geneMCL). This discrepancy is
likely to be due to the filtering step applied to the dataset. Indeed,
a strong associated variance can also be reminiscent of punctual
random artifacts. Thus, selecting those genes will generate small or
singleton clusters. In this context, the MDNN statistic better
handle these artifacts as its purpose is to conserve genes that
belong to dense region in the hyperspace.

To date, TBrowser provides user with only one partitioning
solution for a dataset. However as density is heterogencous inside a
dataset, several partitioning solutions exist. For instance, if one
observes a cluster containing cells of the immune system this will
also frequently contain several sub-clusters that will be reminiscent
of cell types (B- or T-cells for example) or activation status.
Increasing MCL granularity (“Inflation” parameter) will most
generally split the parent clusters and provided user with another
partitioning result. However, both results can be considered as
optimal and we should consider all of them. To this end we plan to
propose multiple partitioning solutions for each dataset to provide
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a more exhaustive view of underlying biological pathways.
Although, such an approach could appear computer-intensive it
should be practicable, taking into account that DBF-MCL is much
faster than hierarchical clustering or MCL run on a whole dataset.
In addition, although we routinely obtained very relevant results
with DBF-MCL, we expect that even more accurate methods will
be proposed in the future.

The present work focus on human, mouse and rat Affymetrix
microarray data but TBrowser can handle any type of microarrays
and organism. The current release of the database already
contains data obtained using other commercial (e.g. Agilent,
Illumina Inc., GE Healthcare, Applied Biosystems, Panomics,
CapitalBio Corporation, TeleChem Arraylt, Mergen-L'TD, Ep-
pendorf Array Technologies) and non commercial platforms (e.g.
National Cancer Institute, Vanderbilt Microarray Shared Re-
source, Genome Institute of Singapore), several of them being
related to the MicroArray Quality Control (MAQC) project
(GSE5350) [26]. However, to date, systematic analysis of all
experiments performed on these platforms has not been done. The
flexibility of our approach also makes it possible to integrate and
compare data obtained through any kind of large scale analysis
technologies providing that the experiment can be represented by
a single numerical matrix (ChIP-on-chip, Protein array, large scale
Real-time PCR, ChIP-seq, etc.). Three plugins (Heatmap,
TBCommonGenes and TBMap) have been presented in this
article but seven new plugins have been recently developed
(manuscript in preparation). In the near future, the ease of plugin
development will makes it possible to look for TS enriched in
genes sharing transcription factor and miRNA specific motifs in
their non-coding regions.

As raw data are only available for some of the microarray
datasets, we used the “normalized” data provided by submitters.
These data were subsequently rank-transformed and used for
classification. This procedure allowed us to re-analyze a very large
number of datasets. However, the drawback is that quality status
of individual samples or experiments could not be determined
(computing the so-called “3'/5' ratio” requires raw data). We plan
to provide extensive quality control informations through a
dedicated plugin. However, we think that scientists should comply
better with the MIAME guidelines and that they should provide
systematically raw data when submitting a new experiment.
Finally, we would like to acknowledge the GEO database team
whose efforts in providing high quality repository service made this
work possible.

Materials and Methods

Microarray data retrieval

Human mouse and rat microarray data derived from 30
Affymetrix microarray platforms (Supplementary Table S1) were
downloaded from the GEO ftp site and retrieved in seriesMatrix file
format  (ftp://ftp.ncbi.nih.gov/pub/geo/DATA/SeriesMatrix/).
SeriesMatrix are summary text files related to a GEO series
Experiment (GSE) that include sample and experiment metadata
together with a tab-delimited matrix that corresponds to normalized
expression data. Each file (n = 2,869) was parsed using a Perl script
to extract gene expression matrix and metadata. Probes with
missing expression values were excluded from analysis. Only
expression matrix with at least ten columns/samples were kept for
subsequent analysis (n = 1,484, Supplementary Table S2).

DBF-MCL algorithm

The filtering step of DBF-MCL was implemented in C. The
latest Markov Clustering algorithm version (1.006, 06-058) was
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obtained from http://micans.org/mcl/src/. The full pipeline of
DBF-MCL (that integrates normalization, filtering and partition-
ing) was implemented in Bash Shell Scripting language. This script
supports different metrics for distance calculation (Euclidean
distance, Pearson’s correlation coefficient-based distance, Spear-
man’s rank correlation-based distance).

Data normalization and processing

Given the huge amount of data processed by GEO curators it is
impractical to determine the quality and efficiency of the
normalization methods used [27]. Although seriesMatrix files
should ideally contain log-transformed data, expression matrices in
linear scale were also observed in several cases. To circumvent this
problem each column of the expression matrix was rank-transform
(using R software). This normalization procedure is insensitive to
data distribution and provided us with a standard input for the
DBF-MCL algorithm. In the case of microarray data, DBF-MCL
was run using Spearman’s rank correlation-based distance (1-r).
However, although rank-based methods are well suited for
normalization and distance calculation purposes they are not
appropriate to display gene expression profiles. To this end, a
normal score transformation was applied to each column of the
after DBF-MCL The
ensures that whatever the data a standard format is available for
heatmap visualization. Finally, for each experiment, this dataset
was used (1) to classify samples using hierarchical clustering (2) to
build the expression matrix for the corresponding T'S.

datasets classification. transformation

Data storage

Expression matrix for each TS were stored in an indexed flat file
with a T'S ID as a key. This flat file is used by the TBrowser client
to retrieve expression data for the requested T'S. Experiment
metadata, corresponding to sample and experiment informations
were stored in a mySQL relational database. Probe meta-
information (gene symbol, gene name, GenBank accession 1D,
chromosomal location, Entrez ID) were obtained from Biocon-
ductor [28] annotation packages and stored in the database. In
some cases, as no annotation packages were available (especially
for GeneChip® CustomExpress® Array) a script was used to
obtain gene symbols and gene names from GenBank files based on
the provided GenBank accession ID. Both flat file and database
information will be periodically updated to give access to novel
experiments stored in GEO repository.

Complex9 dataset

The complexe9 dataset was obtained from the UH Data Mining
and Machine Learning Group (UH-DMML, http://www2.cs.uh.
edu/~ml_kdd/). Cluster Affinity Search Technique (CAST) was
run using the TMEV software. QT_CLUST and k-means were
run using the flexclust and fpc R package. For k-means, the
algorithm was run 10 times with random initial centers.
Hierarchical clustering was performed using the amap library
from the R/Bioconductor project. The Euclidean distance was
used in all cases.

Functional enrichment analysis

We used the DAVID knowledgebase [12] for functional
enrichment analysis as it provided a practical mean to gain access
to a wide range of heterogeneous sources of gene annotation
(152,543 annotation terms were used for human, 105,207 for
mouse and 39,787 for rat). DAVID ID mapping was obtained for
218,727 AftyID. A Perl script that integrates call to the R software

was run to load probe list and calculate iteratively Fisher’s exact
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test p-values on 2x2 contingency tables. Bonferroni adjusted p-
values were calculated using the multtest Bioconductor library for
all TS. Overall, 5.10° Fisher’s exact test were performed.

User interface

TBrowser is accessible through a web browser at TAGC web
site (http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser/). Of note, the TBrowser
client is extensible through a plug-in architecture that allows rapid
development of additional features. A developer’s guide will be
available soon on our website.

Supporting Information

Figure S1 A schematic overview of the pipeline used in
TBrowser.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0004001.s001 (10.16 MB
TIF)

Figure S2 An illustration in two dimensions of the motivation
behind DBF-MCL filtering step. Arrows point out the 20th nearest
neighbor for selected points. Length of each segment corresponds
to a given DKINN value.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0004001.s002 (8.22 MB TIF)

Figure 83 Distributions of DKNN values. Observed DKNN
values (solid line) and of a set of simulated DKNN values S (dotted
line) are shown for (A) the Complex9RN200 artificial dataset and
(B) the GSE1456 microarray dataset.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0004001.s003 (9.01 MB TTF)

Figure 84 Colors correspond to the clusters found using the
corresponding algorithm (A) The whole dataset (9,112 points). (B)
A zoom-in of Complex9RN200 dataset that displays the various
shapes to be found. (C) DBF filtering step without partitioning.
With k set to 60, noisy elements remain around the shapes. (D-G)
The filtering and partitioning results obtained using DBF-MCL
run with a range of k values and I values. Other arguments are
unchanged (FDR =10%, S1..3). The set of points (n=3,108)
obtained using DBF-MCL (k=20) was used to test the other
algorithms (H) Results obtained with hierarchical clustering (single
linkage). The obtained dendrogram was cut to produce 9 clusters.
(I) Results obtained with the Q'T_CLUST algorithm (radius = 0.8).
(J) Results obtained for k-means (9 centers, 100 initializations). (K)
Results obtained with cst(threshold = 0.81).

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0004001.s004 (9.41 MB TIF)

Figure 85 Impact of various k values on DBF-MCL results. The
x-axis correspond to k values. The y-axis correspond to the
number of elements considered as informative. (A) DBF-MCL was
run with the Complex9RN200 as input using a range of k values
(FDR =10%, S1..3, Inflation = 1.2). (B) DBF-MCL was run with
several microarray datasets as input (including GSE1456) using a
range of k values (FDR =10%, S1..3, Inflation = 2).

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0004001.s005 (8.72 MB T1IF)

Figure S6 The TBMap plugin. These pictures are derived from
the GPLI6 map (22,215 probes as rows and 3,114 GPL96 specific
TS as columns). Red indicates the presence of a gene in the
corresponding T'S (default to black). Only small parts of the map
are displayed. (A) A cluster enriched in genes from the
“Aminoacyl-tRNA biosynthesis” KEGG pathway (hsa00970).
Genes (rows) from this KEGG pathway are displayed as blue
lines (CARS, SARS, AARS, GARS, MARS, IARS, YARS).
Genes from a manually entered gene list are shown in yellow
(TRIB3, MOCOS, MPZL1, CBS, PPCDC). (B) A cluster enriched
in genes related to oxydative phosphorylation (KEGG pathway
hsa00190, “Oxidative phosphorylation”). (C) A cluster containing
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genes related to ribosome biogenesis (KEGG pathway hsa03010
“Ribosome”). (D) A cluster enriched in genes involved in cell
proliferation (KEGG pathway hsa04110 “Cell cycle”).

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0004001.s006 (9.66 MB T1IF)

Table S1 Informations related to Affymetrix platforms (n = 33)
used in the present work.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0004001.s007 (0.12 MB
XLS)

Table S2 Informations related to experiments (n=1,484) that
were analyzed using the DBF-MCL algorithm. All Informations
were obtained from the GEO website.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0004001.s008 (1.38 MB
XLS)

Table 83 This matrix summarizes the results obtained using the
“ESR1 & GATA3 & FOXA1” query. Rows correspond to genes
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166 Chapitre 4. Fouille de données de puces a ADN

4.5 Mise a jour de la base et intégration de données

Au début de ma these, une mise a jour de la base de données a été nécessaire afin
d’améliorer les performances et la cohérence des données pour inclure plus d’expériences,
d’especes et d’annotations. En effet, les données présentes dans la base de données avaient été
récupérées en 2007 au début du projet. Or la quantité d’échantillons disponibles a pratiquement
doublé en 2 ans (Figure 4.3).

Enfin, une fois la preuve de concept réalisée, nous avons voulu conforter nos observations
en incluant d’autres sources de données, afin d’aider 1’utilisateur a construire des réseaux de
genes contextualisés en fonction d’une pathologie, d’une voie de signalisation ou bien encore
d’un tissu donné.

4.5.1 Restructuration de la base de données

Devant la nécessité d’améliorer les performances de TBrowser, tout particulicrement au
niveau de la rapidité d’exécution des requétes sur la base de données, le schéma de cette base
a été totalement redéfini. En effet, la premiere version de la base de données contenait des
informations redondantes et pres de 200 tables non indexées (avec notamment une table par
plateforme). J’ai donc dii normaliser les tables existantes afin de diminuer la redondance et
permettre un acces plus rapide aux données.

Pour réduire cette redondance et permettre une meilleure gestion des données, j’ai mis au
point une base de données MySQL (version 5.0) avec un moteur de stockage de type MyISAM.
Ce moteur ne supporte pas les transactions (regroupement de plusieurs instructions en une
seule), ni les clefs étrangeres (contrainte d’intégrité de la base de données). Cependant, j’ai
choisi ce type de moteur car celui-ci est simple a mettre en oeuvre et car il est généralement
conseillé pour les applications utilisant essentiellement des requétes en lecture et donc peu de
requétes en écriture. L’absence de transactions a été remplacée par I'utilisation de fonctions
sous forme de procédures stockées. La gestion de I'intégrité des tables a été implémentée
au niveau de I’application TBrowser. Cependant afin de limiter la redondance des données,
des clefs étrangeres ont été créées telles que « expID » pour qualifier une expérience et
« signaturelD » pour une signature transcriptionnelle. Les identifiants de genes ont tous été
rapprochés de I’identifiant le plus utilisé et surtout disponible pour toutes les especes sous le
méme format de plus petite taille, les gene ID (valeur numérique, facile a stocker dans la base
et noté entrezID dans notre base) (Figure 4.4).

Lutilisation des fichiers plats indexés contenant les matrices d’expression a été conservée,
car il n’existe pas a ma connaissance de moyen plus efficace de stocker ce type de données.
Leur inclusion dans la base de données aurait entrainé un alourdissement de celle-ci et donc
des performances médiocres. Cependant toutes les signatures ont été re-extraites en utilisant la
librairie R RTools4TB, que j’ai développée et qui sera présentée en détail plus loin.

TBrowser a été modifi€¢ en conséquence afin de prendre en compte la nouvelle base de don-
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FIGURE 4.3 — Evolution du nombre d’échantillons disponibles dans Gene Expression Omnibus
de 2000 a 2010. (Adapté de [Barrett et al., 2005])

nées, mais également I’inclusion dans cette base d’une centaine de procédures stockées non
présentes dans la premiere version et qui nous permettent de simplifier la récupération des ré-
sultats de requéte au niveau de I’application java. Un seul appel a une procédure stockée est
maintenant suffisant, 1a ou plusieurs requétes SQL étaient nécessaires.

De plus, I’utilisation d’une base de données installée localement, contenant des expériences non
publiées dans GEO, a été réalisée pour permettre a un utilisateur avancé, de pouvoir créer sa
propre base de données. La base de données a été installée au CRG (Center for Genomic Regu-
lation) de Barcelone et au sein de I’IGF (Institut de Génomique Fonctionnelle) de Montpellier.

4.5.2 Intégration de nouvelles données

Afin de pouvoir inclure beaucoup plus d’especes, d’autres plateformes ont été récupérées
sur le serveur FTP de GEO. Contrairement a la premiere version de la base de données, les
informations disponibles ne sont pas centrées sur les sondes mais sur les genes par le biais des
gene ID, valeur numérique et unique pour chaque gene.

L’ utilisation des gene ID comme référence de gene, en suivant I’exemple du NCBI, nous a
permis d’inclure d’autres types d’identifiants permettant I’acces simplifié a d’autres bases de
données telles que : Uniprot, Ensembl, UCSC, Refseq, OMIM. Une table contenant les alias
d’un gene a également été créée afin de permettre a 1’utilisateur de rentrer une liste de genes
ne contenant pas forcément uniquement les identifiants de genes officiels (HUGO pour Homo
sapiens). Enfin, ceci pourra a terme nous permettre de mettre a jour les informations sur les
genes a partir des gene ID (c’est-a-dire les geneSymbol et autres alias du gene) sans modifier
la composition des signatures.
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miRNA

PICTAR_4WAYS
PICTAR_SWAYS
PICTAR_CHICKEN
PICTAR_DOG
TARGETSCAN_HS
TARGETSCAN MM
TARGETSCAN_WORM
TARGETSCAN_DROSO

MOTIFS

TFBS_CONSERVED
ECRbase
CISRED

PATHWAYS

KEGG_REACTION
NCICB_CAPATHWAY
KEGG_COMPOUND
PANTHER_FAMILY
REACTOME

BBID
PANTHER_PATHWAY
BIOCARTA
PANTHER_SUBFAMILY
PANTHER_TERM_EP
KEGG_PATHWAY
PANTHER_TERM_MF
WIKIPATHWAY

GENOMIC LOCATION

CHROMOSOME
CYTOBAND

LITERATURE

PUBMED_ID

HIV_INTERACTION_PUBMED_ID

MICROARRAY DB

GENESIGDB
MSIGDB
TB_GENESETS

Hiv

HIV_INTERACTION

HIV_INTERACTION CATEGORY

GENE ONTOLOGY

GOTERM_MF_ALL
GOTERM CC ALL
GOTERM_BP_ALL

DISEASE

OMIM_PHENOTYPE
OMIM_ID

DISEASE

PHENOTYPE
GENETIC_ASSOCIATION_DB

PROTEIN DOMAINS

SMART NAME
COG_KOG_NAME
TIGRFAMS_NAME
PRODOM NAME
SCOP_ID
PROSITE_NAME

COG KOG ONTOLOGY
PIR_SUPERFAMILY NAME
PFAM_NAME

KEA
SP_PIR_KEYWORDS
HMDB

Ficure 4.5 — Les diverses annotations disponibles dans la base de données utilisée pour générer
I’annotation des signatures transcriptionnelles

De nombreuses bases de données d’annotation utilisent également les gene ID comme
identifiant de gene, ceci nous a permis d’inclure d’autres sources d’annotation afin de pouvoir
analyser les signatures transcriptionnelles (Figure 4.5). De plus, par recoupement avec les
nouveaux identifiants contenus dans la base de données, nous avons également pu intégrer
des annotations dont les identifiants étaient des noms de genes (parfois non officiels), des
EnsemblID, des UniprotID. J’ai ainsi créé des procédures stockées et un script bash permettant
(1) d’extraire les données, (2) de les formater pour leur intégration dans la base de données et
(3) de remplir toutes les tables concernant les annotations (KEYWORD, KEYWORDCOUNT,
ONTOLOGY, ONTOLOGYCOUNT).

J’ai ensuite implémenté un autre script bash, faisant appel a la base de données et a R,
pour permettre le calcul des enrichissements fonctionnels pour une annotation et une liste de
signatures.

Finalement, pour pouvoir facilement et automatiquement générer les signatures transcrip-
tionnelles, un pipeline automatique a été réalis€ a partir des divers programmes en R, perl, C et
bash développés au laboratoire.

Il permet a partir d’une liste de GSE d’extraire les matrices d’expression normalisées,
de vérifier maintenant si on dispose de la GPL dans notre base de données, de filtrer les
expériences de plus de 8 échantillons, et bien str de générer automatiquement les signatures
(a I’aide de notre librairie R/Bioconductor RTools4TB). Une fois toutes ces informations
récoltées, les données sont automatiquement incluses dans la base de données.

Ce pipeline permet de pouvoir inclure n’importe quelle expérience, a condition que la
plateforme soit présente dans notre base de données et que 1’on dispose du fichier « se-
riesMatrix » provenant de GEO. De plus, I'utilisation de procédures stockées nous permet
également de remplir toutes les tables automatiquement. L’enrichissement fonctionnel des
signatures transcriptionnelles est ensuite validé par un test exact de Fisher, avec une correction
de Benjamini et Hochberg.

Toutes ces nouvelles données sont accessibles via I’interface graphique de TBrowser mais
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également par de nouveaux plugins, des services web et une librairie R/Bioconductor, ainsi que
par le développement de nouveaux plugins présentés ci-apres.

4.6 Développement de nouvelles fonctionnalités

4.6.1 Nouveaux modes de requétes

Afin de répondre aux demandes des utilisateurs, il est maintenant possible de construire des
requétes booléennes basées sur les identifiants gene ID et homologene ID. De plus, partant du
principe que I’on ne retrouve pas forcément a chaque fois I’ensemble des genes comme étant
coexprimés, nous avons implémenté un autre mode de requéte, non booléen, par liste. Cette
variabilité des signatures peut également €tre visualisée grace aux cartes transcriptionnelles
dans le plugin TBMap.

Ce nouveau mode de requéte permet a I’utilisateur d’entrer une liste de génes par exemple,
par un simple copier-coller dans la zone de requéte, et de demander quelles sont les signatures
comportant au minimum une certaine proportion des genes de cette liste. Il peut ainsi €tre
utilisé a partir d’un groupe de genes trouvés comme différentiellement exprimés dans une étude
de puce a ADN, ou bien a partir de genes cibles d’un facteur de transcription donné provenant
d’une étude épigénétique par ChlP-seq.

4.6.2 Amélioration et nouveaux plugins

Depuis la publication de TBrowser en 2008, quelques améliorations ont été apportées aux

plugins existants :

— Heatmap (développé par Fabrice Lopez)(Figure 4.6) ;

— TBNeighborhood (anciennement TBCommonGenes) avec 1’ajout des informations sur
les genes (différents identifiants et annotations) qui n’étaient pas accessibles dans la pre-
miere version de la base de données (Figure 4.6) ;

— TBMap (développé par Fabrice Lopez), j’ai modifié le plugin pour permettre 1’inclusion
de cartes transcriptionnelles provenant de nouvelles especes (autre que Homme et souris) ;
d’autres améliorations ont également été réalisées : visualisation des genes appartenant a
une voie de signalisation KEGG, zoom a partir de sélection sur la carte transcriptionnelle,
corrélation gene-gene ; Plusieurs nouveaux plugins ont été développés (Figure 4.6) :

— AnnotationOverview permettant de visualiser les annotations communes d’une liste de
signatures ;

— KeggSearch (développé par Fabrice Lopez) représentant les pathways KEGG associés a
une liste de génes provenant par exemple de TBNeighborhood. J’ai réalisé une procédure
stockée permettant la génération du tableau de résultat affiché dans le plugin plutdt que de
traiter ces données au niveau du plugin java, ceci en incluant dans notre base de données
les informations sur tous les pathways Kegg (a partir de leur base de données) (Figure
4.6);
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— TBConvertor permettant I’obtention de tous les identifiants et informations d’une liste de
genes a partir d’une liste d’identifiants (gene ID, GeneSymbol, homologene ID) ;

— TBMotifsSearch pour interroger les outils de recherche de motifs cis-régulateurs, TFM-
Explorer et DiRE, a partir d’une signature ou d’une liste de genes ;

— InteractomeBrowser (développé par Cyrille Lepoivre) représente une liste de genes sous
forme d’interactome protéine-protéine, en y ajoutant des informations sur les cibles de
miARN et sur les genes cibles de facteurs de transcription. J’ai ainsi intégré dans la base
de données ces sources d’annotation (Figure 4.6).

Ce dernier plugin a fait I’objet d’une publication acceptée dans BMC Bioinformatics
et a été utilisé pour représenter des résultats d’une analyse transcriptome d’infection par
Coxiella burnetii de souris dans une publication par Textoris et collaborateurs en aoiit
2010 ([Textoris et al., 2010]).
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Abstract

Background:

Deciphering gene regulatory networks by in silico approaches is a crucial step in the study of the
molecular perturbations that occur in diseases. The development of regulatory maps is a tedious
process requiring the comprehensive integration of various evidences scattered over biological data-
bases. Thus, the research community would greatly benefit from having a unified database storing
known and predicted molecular interactions. Furthermore, given the intrinsic complexity of the
data, the development of new tools offering integrated and meaningful visualizations of molecular
interactions is necessary to help users drawing new hypotheses without being overwhelmed by the

density of the subsequent graph.
Results:

We extend the previously developed TranscriptomeBrowser database with a set of tables containing
1,594,978 human and mouse molecular interactions. The database includes: (i) predicted regulatory
interactions (computed by scanning vertebrate alignments with a set of 1,213 position weight matri-
ces), (ii) potential regulatory interactions inferred from systematic analysis of ChIP-seq experi-
ments, (iii) regulatory interactions curated from the literature, (iv) predicted post-transcriptional
regulation by micro-RNA, (v) protein kinase-substrate interactions and (vi) physical protein-protein
interactions. In order to easily retrieve and efficiently analyze these interactions, we developed In-
teractomeBrowser, a graph-based knowledge browser that comes as a plug-in for Transcriptome-
Browser. The first objective of InteractomeBrowser is to provide a user-friendly tool to get new in-
sight into any gene list by providing a context-specific display of putative regulatory and physical
interactions. To achieve this, InteractomeBrowser relies on a "cell compartments-based layout" that
makes use of a subset of the Gene Ontology to map gene products onto relevant cell compartments.
This layout is particularly powerful for visual integration of heterogeneous biological information

and is a productive avenue in generating new hypotheses. The second objective of Interactome-

2



Browser is to fill the gap between interaction databases and dynamic modeling. It is thus compatible
with the network analysis software Cytoscape and with the Gene Interaction Network simulation
software (GINsim). We provide examples underlying the benefits of this visualization tool for large

gene set analysis related to thymocyte differentiation.
Conclusions

The InteractomeBrowser plugin is a powerful tool to get quick access to a knowledge database that
includes both predicted and validated molecular interactions. InteractomeBrowser is available

through the TranscriptomeBrowser framework and can be found at : http:/tagc.univ-

mrs.fr/tbrowser/. Our database is updated on a regular basis.




Introduction

In the last decade, the advent of high throughput technologies led to the emergence of the sys-
tems biology era and prompted the research community to systematically define the expression lev-
els of mRNAs and micro-RNA (miRNAs) through thousands of cell and tissues under physiological
and pathological conditions [1]. Now, one of the crucial issues is to define the biological mecha-
nisms that drives genes expression with the ultimate goal of reverse-engineering gene regulatory

networks (GRN) as a whole in order to predict the system outcome under molecular perturbations.

One current limit for biologists interested in mining regulatory information or for bioinformati-
cians interested in creating regulatory maps for modeling, is that this information is scattered over
the Internet under various formats making it difficult to handle. Thus one needs to create a unified
database that would list known and predicted molecular interactions. This information can be ob-
tained from different sources: (i) from the literature, (ii) from large-scale experimental methods that
allow genome-wide profiling of transcription factors (TFs) binding sites to DNA or (iii) from DNA
sequence analysis, by searching 3'UTR regions for miRNA specific motifs or by scanning gene pro-
moters with transcription factor specific position weight matrices (PWMs). In the latter case, the use
of comparative genomics is known to greatly improve predictions of functional TF binding sites by
limiting the number of false positives (though increasing false negative rate) [2,3]. Another limit of
GRN analysis is the intrinsic complexity of the data. In this regard, several graph-based tools have
been developed to draw a global picture of the putative interactions taking place in the biological
context of interest (for a review, see reference [4]). In these, genes or proteins appear as nodes in a
graph, and functional relations (physical/regulatory interactions) are represented as edges connect-
ing the corresponding entities. The topology of the subsequent network can later be analyzed using
advanced tools such as Cytoscape [5]. However, as data integration is a challenge that requires to
map various types of evidence onto a set of stable gene ids, most applications are oriented toward a

single data type (mostly regulatory or physical interactions, see table 1 for an overview) [6-10]



Moreover, another challenge is the development of graph-based tools producing clear, meaningful
and integrated visualizations from which users can draw new hypotheses without being over-
whelmed by the density of the presented graphic information. In this regard, the Cytoscape plug-in
“Cerebral” proposes an intuitive visualization method through a “cell compartment-based layout”
that shows interacting proteins on a layout resembling "traditional" signalling pathway/system

diagrams [11].

Here, we sought to create a compendium of predicted and validated molecular interactions in hu-
man and mouse. First, we used a large collection of PWMs obtained from TRANSFAC (n=523) ,
JASPAR (n=303) and UNIPROBE (n=387) to search, in gene promoter regions, for candidate tran-
scription factor binding sites (TFBSs) conserved over human, mouse, rat and dog genomes [12-14].
Overall, our analysis of these PWMs corresponding to 347 human and 475 mouse transcription fac-
tors (TFs) provides a systematic overview of gene regulation in the human and mouse. Data gener-
ated in this study were next integrated with a large set of molecular interactions from various
sources including (i) potential protein/DNA interactions derived from ChIP-seq experiments (ChIP-
X database), (i1) curated regulatory interactions obtained from the literature (OregAnno, LymphTF-
DB), (iii) predicted miRNA/targets interactions (TargetScan) (iv) protein kinase-substrate interac-
tions derived from multiple online sources (KEA) and (v) physical protein-protein interactions ob-
tained from IntAct and HPRD [15-21]. Informations related to these interactions were stored as
MySQL tables that were integrated in the back-end database of TranscriptomeBrowser, our previ-
ously published microarray datamining software [22]. Finally, we developed InteractomeBrowser
(IBrowser) as a plugin for TranscriptomeBrowser. IBrowser was developed using the prefuse Java
library and can be used to translate any gene list into a meaningful graph. The specificity of the
IBrowser plugin relies on a new "cell compartments-based layout" that makes use of a subset of the
Gene Ontology to map gene products onto relevant cell compartments. This layout is particularly

powerful for visual integration of heterogeneous biological information. Moreover, IBrowser is in-



tegrated into the TranscriptomeBrowser suite, which allows an easy communication with other
tools, for instance to retrieve lists of genes that are frequently coexpressed in given conditions, thus

creating context-specific views of the interactome and regulome.

IBrowser is intended both for biologists and bioinformaticians. On one hand, it is a graph-based
knowledge browser, that is intended to provide new insight into any user-defined gene list. On the
other hand it is also intended to fill the gap between heterogeneous genomic data and gene regulato-
ry network analysis. In this regard, graphs produced inside IBrowser may be exported into Cy-
toscape and GINsim, a dynamic modeling software [23]. In the following sections we provide sev-

eral examples underlying the benefits of this visualization tool for large gene set analysis.

Implementation

We first used phylogenetic footprinting to predict regulatory elements in the human and mouse
genomes. A dataset of 1,213 PWMs corresponding to mouse or human transcription factors was ob-
tained from various sources (TRANSFAC 10.2, JASPAR 2010, UNIPROBE). The multiz28way
(with hgl8 as a reference) and the multiz30way (with mm9 as a reference) cross-species multiple
alignments were obtained from UCSC [24]. We retained for analysis alignments flanking transcrip-
tion start sites on both sides (-3000, 3000) of any RefSeq transcript and devoid of coding sequences.

Sequences were scored following the commonly used formula [25]:

P |seeing S 1 at position w PWM |

w—1
SCORE , .= Zb log?2

P(Seeing S . at position w | Background model )

where SCORE,,. represents the PWM score for a PWM of length W in the DNA sequence of a
species ¢ between positions p and p+W-1 and S,., represents the nucleotide observed at position
p+w. The probability of observing each nucleotide under the background distribution was assumed

to be 0.25. For each PWM m, a score threshold t,, with p-value below 5.10° was computed using



matrix-distrib from RSAT ensuring high stringency of sequence scoring [26]. A sequence in the ref-
erence genome was considered as a putative TFBS if its score for PWM m at position p in the align-
ment was found above t, in human, mouse rat and dog. Each PWM was then linked to its corre-
sponding transcription factors and putative targets. Information was stored in a MySQL relational

database.

We also integrated several informations obtained from popular databases. Protein/DNA interac-
tions (n= 174,168) derived from various genome wide analysis (e.g.; ChIP-on-chip, ChIP-seq and
ChIP-PET) and encompassing interactions corresponding to 38 human TFs and 55 mouse TFs were
obtained from the ChIP-X database. TFBS predictions were obtained from the present work (see be-
low) and TFBSConserved UCSC track (367,829 and 686,936 respectively). A set of regulatory in-
teractions curated from the literature were obtained from LymphTF-DB (392 directed interactions)
and OregAnno (1,991 interactions). Protein-protein interaction datasets were obtained from HPRD
and Intact (39,224 and 50,286 respectively). Protein kinase-substrate relationships were retrieved
from KEA (n=14,084). Finally, miRNA/target relationships were obtained from TargetScan data-
base predictions (n=260,068). For all datasets, all identifiers were mapped onto Entrez Gene ids.
This compendium of molecular interactions is available as flat files at: fip://tagc.univ-

mrs.fr/public/TranscriptomeBrowser/DB_Tables/.

InteractomeBrowser was developed using the Prefuse Java library which was modified according to

our needs. InteractomeBrowser requires Java 1.6.



Results and discussion
TFBS predictions using comparative genomics

Although previous works have demonstrated the power of comparative genomics in defining nov-
el regulatory motifs in human and mouse, few of them integrate the PWMs recently computed from
protein binding microarray (PBM) experiments. Overall, restricting our analysis to promoter regions
and using a set of 1,213 PWMs, we predicted TFBSs in 141,305 position-specific motifs of the
mouse genome and 164,171 of the human genome. The median number of hits for any PWM was
117 in mouse (mean, 169; range, 3-2,317) and 122 in human (mean, 192; range, 6-2,678). The
PWMs with highest number of hits correspond to Spl transcription factor (M00931, M00933,
MO00196) in both species (Supplementary Figure S1). Spl binds GC-rich elements (consensus,
GGGGCGGGGCO) that are found in the promoter regions of a large number of genes [27]. As pro-
moter regions are known to contain CpG islands we checked whether our approach could overesti-
mate the number of targets for TF with high GC-content related PWMs. As shown in figure S1, this
effect was essentially restricted to Spl and to a lesser extend to the Maz related PWM (consensus,
RGGGAGGG). As expected, PWMs with high information content were most generally associated

with fewer motifs (Figure S1, point size).

Genes with highly conserved promoter regions mostly encode transcription factors

We next estimated the number of predicted regulators for each gene by computing the number of
non-redundant PWMs associated with each gene. The number of PWMs that have a significant
match in gene promoter regions range from 1 to 318 (median, 8; mean, 13.37) in mouse and 1 to
353 in human (median, 7; mean 13.17). Genes in the top 1% considering the number of regulators
(eg; Lmo3, Foxp2, Bcllla) were, as expected, invariably associated with highly conserved promot-
er regions. Moreover, functional annotation indicates that a very large proportion of these genes

were transcription factors and genes related to development. Indeed, in mouse, enrichment analysis



of the gene list (112 genes) using Fisher's exact test (with Benjamini and Hochberg correction) indi-
cated a very strong enrichment for genes related to terms “Transcription factor” (PANTHER
TERM; g-value, 1.3.10?7 ; 52 genes out 95 annotated), “pattern specification process” (GO biologi-
cal process; g-value, 2.8.10™7; 19 genes out 78 annotated) or “neuron differentiation” (GO biologi-
cal process; g-value,1.48.10% ; 18 genes out 78 annotated). Very concordant results were also ob-
served for human (a summary of functional enrichment analysis using the ClueGO cytoscape plugin
is provided in Supplementary Figure S2 and S3) [28]. Actually, these results are in agreement with
the work of Bejerano and collaborators that showed that ultraconserved elements of the human
genome are most often found in genes involved in the regulation of transcription and development
[29]. As a consequence our phylogenetic footprinting analysis predicts a higher number of motifs in
the promoter regions of these genes. Although TFBS conservation in mammals has been previously
analyzed in several papers, none of them, to our knowledge, reported this observation that may in-
troduce a bias in the analysis. However, these ultraconserved regions may also be reminiscent of
HOT (high-occupancy target) regions identified using ChIP-seq analysis in Caenorhabditis elegans
and Drosophila [30,31]. Indeed, HOT regions have been shown to be significantly associated with
“essential genes” (i.e.; having an RNAi phenotype of 100% larval arrest, embryonic lethality, or
sterility) and genes related to growth, reproduction, and larval and embryonic development. Howev-
er, we cannot rule out that these ultra-conserved regions may be also related to other mechanisms

than regulation by site-specific TFs

Biological relevance of the TFBS predictions

One criterion to assess the reliability of our predictions is based on the hypothesis that the overall
functional properties of the predicted targets can be used to infer the biological processes in which
TFs are involved. To test this hypothesis, we used annotation terms obtained from GO (biological
process), KEGG, PANTHER, PFAM, SMART, PROSITE, and WIKIPATHWAYS databases and

performed systematic annotation of all predicted target sets in the mouse [32]. For each pair of



term/PWM we computed the Fisher's exact test p-value f. Each cell of a matrix with terms
(n=3,905) as row and PWM (n=1,103) as column was filled with a score defined as -log(f). We then
searched for biclusters inside this matrix using “the binary inclusion maximal algorithm “ (BiMax)
[33]. Given the amount of information produced by this analysis, only some meaningful results will
be presented and are summarized in figure 1. Sites for PWM related to ETS (M00746, M00971,
MO00771, M00339, MAO0136, M00658, M00678), STAT, IRF and RUNX (M00722) transcription
factor families, known to contribute to pathogen responses, were significantly over-represented in
genes annotated as “immune system process” and “lymphocyte activation” (Figure 1A). Sites for
PWMs related to the Rel/NF-kB pathway were significantly associated with targets related to “in-
duction of apoptosis”, “Toll-like receptor signaling pathway” and, as expected to “NF-kappaB cas-
cade” (Figure 1B). More subtle biclusters related to immune system were also found. As an exam-
ple, RBPJK specific PWMs (M01112, MO0O1111) were statistically significantly associated with
terms “Notch signaling pathway”. Although RBPJK is already known to be crucial in NOTCH sig-
naling pathway, PWMs related to TCF3 (also known as E2A and E47) and AP-4 were also found in
the same bicluster (Figure 1C). This observation is very consistent with the known role of these TFs
in early B-cell differentiation, a development step for which Notch pathway is decisive [34,35]. As
expected, a bicluster containing almost all E2F-related PWMs was also found. Finally, several bi-
clusters related to “Muscle contraction”, “Phosphorus metabolic processes”, “Synaptic transmis-
sion”, “Protein catabolic processes” and “Pre-mRNA processing” were also observed and are pre-
sented in figure 2E-I. Altogether, these results highlight the biological relevance of the TFBS pre-
dictions and provides a systematic overview of putative regulatory interactions in human and
mouse. These predictions have been termed “TBMC” (TranscriptomeBrowser Motif Conservation)
and are available through the InteractomeBrowser plugin or as a bed file (See supplementary mate-

rial).
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InteractomeBrowser: graph-based knowledge browser

The InteractomeBrowser application can be used to connect to our database in order to identify and
analyze molecular interactions (See supplementary material for a video tutorial). Available molecu-
lar interactions are derived from various sources: our predictions (TBMC) and numerous databases
including ChIP-X, LymphTF-DB, OregAnno, HPRD, Intact, TargetScan and KEA. However, Inter-
actomeBrowser may also accept additional interaction datasets that users can provide through a tab-

ulated flat file.

InteractomeBrowser relies on a mixed graph that contains both directed and undirected edges, de-
picting various types of interactions ranging from proteins complex formation to transcriptional reg-

ulation. Thus nodes represent both genes and gene products.

InteractomeBrowser uses a subset of terms of the Cellular Component ontology (supplementaty
figure S4) to map nodes onto a schematic and hierarchical view of cell compartments (users may
choose to disable this option). As a consequence, each gene product may be represented by several

instances (e.g. : one in the nucleus and one in the cytosol).

The nodes placement is controlled by a force-directed placement layout: the nodes are repulsive to
each other, they are attracted to their respective compartments, and edges act like springs (the force-
directed placement layout can be switched off or on at any moment through the “Display” menu).
Once a graph has been drawn, one can easily add or delete nodes. InteractomeBrowser provides
several filters that are intended to focus on the most interesting part of the network. Users can filter
out orphan nodes and empty compartments. An option called "Hide intercompartmental edges" al-
lows users to remove several unlikely edges of the network, notably those involving physical inter-
actions between distant compartments (eg; an instance of gene A in the nucleus and an instance of
gene B in the extracellular regions). When the mouse is over a node or an edge, corresponding in-
formation is provided in the "Infos" tab on the left side of the application. Right-clicking on a node

opens a context menu, allowing users to (i) open the NCBI web page for this gene, (ii) add regulato-
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ry interactions involving this gene and other genes of the network, (iii) move the node to another
compartment and (iv) connect to UCSC genome browser. The action menu provides other tools to
expand the network: (i) add all the interactors of the selected genes or (ii) add common interactors

of selected genes.

IBrowser can be used with any user-defined gene list, for examples genes of interest in a particular
experiment. Additionally, the integration of this tool into the TranscriptomeBrowser suite facilitates
the analysis of lists corresponding to pre-processed clusters of co-expressed genes stored in the

database.

The next part of the result and discussion section demonstrates the use of InteractomeBrowser for

retrieving molecular interactions in the context of thymocyte differentiation analysis.

Case study: early T-cell development in mouse

The development of mature T cells from lymphoid progenitor cells involves a series of cell fate
choices that direct differentiation. In the context of the Immunological Genome Project (ImmGen),
M.W. Painter et al used rigorously standardized conditions to analyze expression levels of pro-
tein-coding gene in almost all defined T-cell populations of the mouse [36]. Using SAM analysis
(FDR 15%), we selected a set of 281 genes repressed during the transition from thymic DN3 stage
to DN4 stage. Careful analysis, indicated that this gene set was highly enriched in genes previously
shown to be crucially involved during the first step of thymocyte development. This includes cell
surface markers such as I12ra/Cd25, and I17r together with several transcriptional regulators, includ-
ing Notchl, Smarca4/Brgl, Dtx1/Deltex1, and Hesl/Hry. More recently, Neilson et a/ identified
specific miRNAs enriched at distinct stages of thymocyte development by deep sequencing [37].
The authors showed that transcripts of the mirl7 family are up-regulated at DN4 stage and thus

could be involved in the repression of DN3 specific messenger RNAs during DN3 to DN4 transi-
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tion. We thus combined one member of the mirl7 family, Mirn17/Mir17, with the mRNA gene list
mentioned above. This gene list was provided as input to InteractomeBrowser. Figure 2A shows
node placement according to cellular compartment. As shown in Figure 2A and 2B this layout is ex-
tremely useful to directly focus on genes of interest. Indeed, the nucleus subnetwork contains sever-
al regulators (e.g; Runx1, Notch1, Hes1 and Xbp1) some of them colored in green, indicating avail-
able regulatory interactions for the transcription factor in our database. Figure 2B shows that several
genes (Dtx1, Hesl, I17r and Bcl2) have been previously shown to be under the positive control of
Notchl (these curated informations are derived from LymphTF-DB). According to TargetScan pre-
dictions, Mirn17/Mir17 does not seem to target any component of the Notch pathway. In contrast, it
is predicted to affect the expression of several transcription regulators including Mycn, Runxl,
Smad7 and the H3K27 methyltransferase Ezh1 (by default miRNA are considered as having a nega-
tive effect on mRNA and thus edges appear as T-shaped arrows). Moreover, it may also control key
components of the cell cycle machinery: Cend2 and Cdknla. Figure 2D shows informations avail-
able from ChIP-X database regarding Mycn. These informations are derived from a ChIP-seq ex-
periment performed on mouse embryonic stem cells by Chen ef al [38]. Note that according to these
results, Mycn could target several transcription factors and thus play a key role during DN3 to DN4
transition. However, in this cellular context such results should be interpreted with caution since no
large scale analysis of MYCN targets in DN3 Thymocytes has been reported so far. Among Mycn
potential targets, Notchl, is one master switch of early to late thymocyte developmental transition.
Thus, one could hypothesize that Mirn17/Mirl17 may indirectly affect Notchl by negatively regulat-
ing Mycn. Although, these hypotheses rely on predictions and on the assumption that Mycn binding
to Notch promoter is effective in DN3 thymocyte, it clearly underlines the potential of this software

in helping researchers to draw new hypotheses using data integration.
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Conclusions

InteractomeBrowser and its underlying approach can be compared to the Cerebral (Cell Re-
gion-Based Rendering And Layout) plugin of Cytoscape that also combines molecular interactions

with a cell-compartment based layout [11].

But there are qualitative differences in the conception of Cerebral and InteractomeBrowser, which

make the latest an interesting alternative for exploring networks.

On one hand, Cerebral uses a layered representation of the cell to create a “pathway-like” view of
the network of interacting proteins. This layout thus provides a linear organisation of the network.
On the other hand, the layout of InteractomeBrowser is based on a schematic view of the entire cell
and displays the hierarchical structure of the underlying Gene Ontology subset as nested zones.
First, this helps visually separating different parts of the network corresponding to different cellular
localisations, as in Cerebral. But this is a more generic visualisation method, in the sense it does not
restrict the visual message to an 'input-intermediates-output' mechanism such as in linear pathway
diagrams. As a consequence it is suited for a more general study of various types of networks.
Moreover, since visual zones correspond to Gene Ontology terms, this layout handles different
levels of accuracy in the localisation of proteins: for instance a precisely-annotated protein might be
placed in the zone corresponding to “endoplasmic reticulum”, while a less well-annotated can be

placed in the more generic, higher level zone “intracellular”.

In Cerebral, each gene product is represented by one instance whose cell compartment may be
defined by the user. In contrast, InteractomeBrowser displays, by default, several instances of a
given gene product that may be placed in several cell-compartments according to informations
provided by the GO Cellular-component ontology. Although this may lead to a more complex

graph, it provides a more exhaustive presentation of current knowledge and may draw the attention
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of users to unexpected locations of gene products in the cells. The user may choose to delete some

of these instances hence selecting a posteriori the most representative one.

The main benefit of InteractomeBrowser resides in its direct interaction with the database
described in this report. Indeed, it provides a ready-to-use web-based service that requires only few
manipulations to retrieve a network of interactions (see video tutorial provided as additional file). .
Notably, in addition to physical interactions it offers a unified access to miRNA targets and results

from ChIP-Seq experiments derived from CHEA.

Presently, the data sources associated with the InteractomeBrowser plug-in are restricted to
human and mouse. Indeed, one of the main objectives of InteractomeBrowser is to help users in
creating regulatory maps to study human gene regulatory networks in physiological and
pathological conditions. The choice of mouse as an additional organism supported by our database
is a natural choice as it is a widely used model of human physiopathology. However, we are

already planning to add new organisms in the near future.

As more and more experimentally validated interactions are available, we hope that this tool will

prove very useful for researchers.
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Availability and requirements

InteractomeBrowser comes as a plugin for TranscriptomeBrowser and is available at

http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser/. Our database is updated on a regular basis. See supplementary ma-

terial for a video tutorial.

. Project name: InteractomeBrowser

. Project home page: http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser/
. Operating system(s): Platform independent (Java)

. Programming language: Java

. Other requirements: Java > 1.6.X

. License: no license required

. Any restrictions to use by non-academics: none

Competing interests

The authors declare that they have no competing interests

List of abbreviation used
PWM: Position Weight Matrices; GRN: gene regulatory network; GO: Gene Ontology; micro RNA:
miRNA; transcription factors (TF ); transcription factor binding site (TFBS) ; TranscriptomeBrows-

er Motif Conservation (TBMC);

Authors contributions

CL, AB, FL, CN, JI and DP conceived the project. CL, AB and FL developed the Java application.

16



AB, CL and NBP developed the database. DP performed the TFBS analysis. DP, CN and JI super-

vised the project. DP wrote the manuscript. All authors read and approved the final manuscript.

Acknowledgments

This work was supported by the Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (Inserm),
the Canceropole PACA and Marseille-Nice Genopole®. Authors acknowledge financial support
from the EU ERASysBio Plus ModHeart project. Fabrice Lopez was supported by a fellowship
from the EU STREP grant Diamonds and through funding from the IntegraTCell project (ANR, Na-
tional Research Agency). The funders had no role in study design, data collection and analysis, de-
cision to publish, or preparation of the manuscript. The authors would like to thanks the staff from
the TAGC laboratory for helpful discussions and gratefully acknowledge Francois-Xavier Theodule

for technical assistance.

17



Figure legends

Figure 1: Functional enrichment analysis of predicted targets. Annotation terms obtained from
various annotation databases were used to performed systematic annotation of all predicted target
sets in the mouse. For each pair of term/PWM we computed Fisher's exact test p-value f. Each cell
of a matrix with terms as row and PWM as column was filled with a score defined as -log(f). (A-I)

Representative biclusters found with BiMax are presented.

Figure 2: The InteractomeBrowser plugin. (A) A global and zoom-in view of
InteractomeBrowser cell-compartment based layout. Zoom-in view shows some sub-cellular
compartments together with node corresponding to gene products. Note that node corresponding to
Esrl appears as green, indicating that regulatory information is available for this gene. (B) Positive
interactions (i.e.; activations) appear as green edges with normal arrowheads (here Notchl is the
source). (C) Negative interactions (i.e; repressions) appear as red edges with T-shaped arrowheads
(here Mirnl7 is the source). (D) Ambiguous interactions (whose repressive or activating status is

unknown) appear as violet arrows with dot arrowheads (here with Mycn as source).
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Table
Table 1: A comparison of web tools dedicated to molecular interactions. The table provides an
overview of the types of molecular interactions and of the functionalities offered by representative

web tools previously published. Informations were obtained from latest articles describing the

servers.
5 Physical protein protein interactions
~
= . .
S Computationally predicted TF targets®
%}
§ Experimentally observed TF targets®
o]
g Predicted miRNA targets

Regulatory interactions from literature
Biological pathways

Inferred functional interactions®

Batch query
add/remove/hide interactors and interactions

Movable nodes

Build-in graph
visualizer

Compartment-based layout

HARKHKECHKRKK L K K MReNTEN

) £ S KRS & & &GN
MIAAXRKKKKK € € MotitMap
NERECCRRR K| Genemania

X < € XKKKKKKC o
CCRIK KK KKK, s

‘, <‘ <‘ <‘ x x <‘ <‘ <‘ <‘ <‘ InteractomeBrowser

*Refers to bioinformatic prediction of TFBSs using PWMs.

® Refers to results from large-scale experimental methods that profile the binding of TFs to DNA at

the genome-wide level (e.g.; ChIP-Seq, ChIP-chip, ...).

¢ Refers to computational methods that aggregate various informations (e.g.; expression, genomic

distance, conservation) to infer functional interactions.

¢ Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins
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¢ MotifMap visualizer was not available during our tests. Informations related to the visualizer were
obtained from documentation.

" Agile Protein Interaction DataAnalyzer
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Description of additional data files
* File name: Fig.S1.pdf
* File format : pdf
* Title: “Number of predicted motifs versus GC content of PWMs”

» Description of data: Each point corresponds to the results obtained using one PWM on
mouse genome. The name of a representative transcription factor for each PWM is
displayed together with the PWM identifier (informations are separated using a pipe
character). The size of the point is correlated with info content of the corresponding

matrix).

* File name: Fig.S2.pdf
* File format : pdf
* Title: “Summary of functional enrichment analysis using ClueGO cytoscape plugin”

» Description of data: We estimated the number of predicted regulators for each gene of
the human genome by computing the number of non-redundant position-specific motifs
associated with each genes. Genes in the top 1% regards to the number of regulators

were used as input for the ClueGO plugin.

* File name: Fig.S3.pdf
 File format : pdf
* Title: “Summary of functional enrichment analysis using ClueGO cytoscape plugin”

* Description of data: We estimated the number of predicted regulators for each gene of

the mouse genome by computing the number of non- redundant position-specific motifs
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associated with each genes. Genes in the top 1% regards to the number of regulators

were used as input for the ClueGO plugin.

* File name: Fig.S4.pdf
* File format : pdf
 Title: “Subset of Gene Ontology used for the cell compartment-based layout ”
Description of data: Hierarchical structure of the subset of Gene Ontology used in
InteractomeBrowser for the cell compartment-based layout. Colors highlight the main

compartments.

* File name: TBMC.mm.bed

* File format : bed

 Title: “TFBS predictions in the mouse genome”
Description of data: A bed file containing TFBS predictions in the mouse genome. 1 -
chrom - The name of the chromosome. Fields contain the following informations:
chromStart - The starting position of the feature in the chromosome; chromEnd - The
ending position of the feature in the chromosome; name - PWM identifier and
representative names; score - A score for the PWM hit; strand - Defines the strand -
either '+' or '-'; gene 1d - The gene id of the target gene; geneSymbol- The genesymbol of

the target gene.

¢ File name: TBMC.hs.bed

¢ File format : bed
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 Title: “TFBS predictions in the human genome”
Description of data: A bed file containing TFBS predictions in the human genome. 1 -
chrom - The name of the chromosome. Fields contain the following informations:
chromStart - The starting position of the feature in the chromosome; chromEnd - The
ending position of the feature in the chromosome; name - PWM identifier and
representative names; score - A score for the PWM hit; strand - Defines the strand -
either '+' or '-'; gene 1d - The gene id of the target gene; geneSymbol- The genesymbol of

the target gene.

File name: Video.tutorial.doc
¢ File format : doc
e Title: “InteractomeBrowser functionalities”

Description of data: Contains a web link to a screencast showing basic use of

InteractomeBrowser plugin.
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4.6.3 Les cartes transcriptionnelles pour le plugin TBMap

Jai créé des procédures stockées permettant de générer des cartes transcriptionnelles pour
diverses especes a partir de cette nouvelle base de données ou les informations ne sont plus
organisées de la méme maniere.

J’ai également créé un script qui permet de générer une carte transcriptionnelle a partir
d’une liste de genes et pour toutes les signatures possédant au minimum un gene de cette liste.
Notre base de données contenant maintenant beaucoup plus d’especes, j’ai également modifié
le script original pour accepter en entrée les homologenelD, permettant ainsi d’avoir une carte
comprenant plusieurs especes proches. Ces cartes peuvent également étre visualiser a 1’aide
d’outils tels que Treeview et TMeV, logiciels pour I’analyse de données de puces a ADN.

4.7 Acces programmé a la base de données de TBrowser

Afin de permettre un acces a notre base de données, par des outils de programmation aux
utilisateurs experts, nous avons développé des services web et une librairie R y accédant, ceci
dans le but de permettre 1’exploitation des données, mais également leur génération.

4.7.1 Développement de services web

Deux versions de service web ont été mises au point durant ma theése dans le but de rendre
accessible les données contenues dans notre premicre base de données puis une fois réalisée,
celles de notre nouvelle base de données de signatures transcriptionnelles.

(1) La premiere est sous forme d’une procédure servlet java qui interagit avec la premiere
version de la base de données. La documentation des fonctions implémentées est accessible
a I’adresse http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser/ws/ et est utilisable tel que : http ://tagc.univ-
mrs.fr/tB/TBWS/servlets/TBWS ?type=field&request=value ou field peut correspondre a :
« gene », « probe », « GSE », « GPL », « signature » et « annotation » et value a une requéte
booléenne, avec des opérateurs logiques ou « | », et « * », ou une requéte par liste avec les génes
séparés par des « , ». Il est a noter qu’ici on utilise un « * » au lieu de « & » comme opérateur
logique car « & » est utilisé pour séparer les différents parametres de la requéte du service web.

(2) La seconde et plus récente version correspond a un service web en java basé sur
SOAP/WSDL, tournant sur un serveur Tomcat / Apache Axis2™et accédant aux données
contenues dans la nouvelle base de données. Ce type de service web est de plus en plus utilisé
en bioinformatique, et est retrouvé pour des outils tels que RSATools ou bien encore des bases
de données comme Kegg. LLa documentation de notre service web est accessible a 1’adresse :
http://tagc.univ-mrs.fr/services/TBService?wsd| Les mé&€mes requétes que pour la précédente
version ont été développées, mais ce service web n’interroge que la derniere version de la base
de données via I’appel de procédures stockées.

Cette derniere peut étre intégrée a des workflows de type Taverna, ou a des outils tels que


http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser/ws/
http://tagc.univ-mrs.fr/services/TBService?wsdl
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Cytoscape, ce qui permet I’utilisation de notre base de données a travers d’autres outils.

4.7.2 Implémentation d’une librairie R/Bioconductor : RTools4TB

Cette librairie est constituée d’un ensemble d’objets et de fonctions codées sous R, et d’un
programme €crit en langage C permettant :
(1) d’interroger la nouvelle base de données via I’utilisation du service web ;
(2) d’extraire des signatures transcriptionnelles a 1’aide de 1’algorithme DBF-MCL a partir
d’une matrice d’expression.

Le programme C appelé par le code R réalise la premiere partie de 1’algorithme et génere
les données pour MCL. Cette librairie fait également appel a d’autres librairies R telles que
Biobase, limma, methods, XML, Rcurl et SSOAP. Enfin le code R appelle les programmes mcl
et cluster grace a des commandes systeme.

Il est ainsi possible de questionner la base de données afin d’obtenir des informations
sur une expérience, une plateforme de puce a ADN, une signature a I’aide de la fonction
getTBInfo, mais également de récupérer une liste de signatures correspondant au résultat d’une
requéte (booléenne ou par liste) par la fonction getSignatures. Il est donc possible de concevoir
des scripts R pour programmer I’extraction des données et les analyser plus facilement sans
passer par I'interface graphique de TBrowser.

Cette librairie permet également 1’extraction de signatures transcriptionnelles a 1’aide de
1’algorithme DBF-MCL, par la fonction DBFMCL. Celle-ci permet d’avoir acces aux différents
parametres de I’algorithme tel que 1’inflation, le nombre k de plus proches voisins, le nombre
de randomisations, la valeur de FDR (False Discovery Rate) utilisée. Cette fonction utilise en
entrée une matrice d’expression et renvoie un objet de type S4 « DBFMCLresult » contenant les
parametres de I’algorithme, la matrice d’expression de chaque signature, le nombre de sondes.
Comme dans la version initiale, seules les signatures de plus de 10 sondes sont conservées.
L’utilisateur peut ainsi utiliser notre algorithme sur son jeu de données et créer de nouvelles
signatures.

Comme pour la précédente librairie R, des fiches d’aide ont été créées pour chaque fonction
ou classe d’objet créée ainsi qu’un manuel d’utilisation (voir ci-apres).

Cette librairie R a été intégrée aux librairies présentes dans Bioconductor a partir de
la version 2.5. La page web de la librairie sur le site de Bioconductor est accessible a
I’adresse : http://www.bioconductor.org/packages/2.8/bioc/html/RTools4TB.html (version
2.8 de Bioconductor actuellement). Une nouvelle version de la librairie utilisant le service
web SOAP/WSDL est en cours de préparation et sera bientdt mise en ligne sur le site de
Bioconductor, via un systeme de gestion de version de type SVN. Celle-ci permettra également
d’annoter une liste de genes a partir des données d’annotation contenues dans notre base de
données.


http://www.bioconductor.org/packages/2.8/bioc/html/RTools4TB.html
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Un résumé de I’utilisation de la librairie RTools4TB et de son utilisation est présenté
dans le manuel d’utilisation téléchargeable avec la librairie (voir Annexe B).

Afin de permettre un développement conjoint par tous les développeurs du projet, et
également I’archivage et la maintenance de celui-ci, un systéme de gestion de version de type
SVN a été mis en place. Un article résumant 1’avancé du projet (Figure 4.7 et Table 4.1) depuis
sa publication initiale en 2008 est en cours de préparation.

4.8 Conclusions et perspectives

Utilisation de TBrowser

Une des maniere de mesurer I'impact de I’utilisation de TBrowser sur la commauté
scientifique est d’étudier son utilisation. L’article de TBrowser a été vu 2396 fois a partir du
site de PLoS ONE au 11 janvier 2011.

TBrowser peut étre utilis€ comme outils de visualisation grace au plugin IntractomeBrowser

comme c¢a a été déja le cas ([Textoris ef al., 2010]) ou comme base de données de signature
transcriptionnelle au méme titre que MsigDB (Molecular Signature Data Base).
Les données de coexpression de genes de TBrowser sont ainsi utilisées par 1’outil
PredictSearch®développé par la société Prédiguard (Marseille). PredictSearch est un ou-
til commercial permettant la construction d’un réseau génique a partir d’une sélection drastique
de genes ([Baron ef al., 2011]).

De méme pour la librairie R RTools4TB, Bioconductor génere des statistiques de téléchar-
gement des librairies, uniquement sur ceux des 12 derniers mois. Bien que le téléchargement de
la librairie ait baissé, du fait qu’elle n’est toujours pas publié a ce jour, elle compte cependant
952 téléchargements depuis février 2011.

Prioritization de genes

Il est également possible d’utiliser des approches telles que la prioritization de genes afin
de mettre en évidence des genes intéressant parmis les nombreux geénes sélectionnés lors de
I’analyse de données de puces a ADN.

En effet, I'identification de genes clés impliqués dans une maladie reste un défi important
de la recherche médicale. Plusieurs approches de prioritization de genes ont été développées,
comme Endeavour [Aerts ef al., 2006]. Les données provenant de multiples sources hétéro-
genes sont intégrées : ’expression des genes, leur annotation, la littérature, la structure en
domaine des protéines et leur interaction, etc Toutes ces données sont ainsi utilisés séparem-
ment afin d’ordonner sur la base de similarité, une liste de gene de référence (spécifique de la
maladie étudiée) a une liste de genes. Puis le rang obtenu pour chaque type d’information est
fusionné pour chaque gene, afin d’obtenir un classement globale.
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Feature

TranscriptomeBrowser
2008

Added in TranscriptomeBrowser 2011

Supported species

3 (human, mouse, rat)

51 ( new species like Drosophila melano-
gatser, Saccharomyces cerevisiae)

Number of annota- | 19 54
tions sources
Biological evi- | DAVIDknowledgebase | DAVIDknowledgebase (version 2007)
dences considered | (version 2005) and NEW ANNOTATIONS :
— MicroRNA target site prediction (Tar-
getScan, Pictar)
— TFBS prediction (TFBSConserved,
Cisred)
— Protein-protein interaction
— functional relationship (KEA)
— Disease
— Expression  signatures  (MsigDB,
TBrowser’s TS)
— TBMC
Number of mi- | 70 101
croarray platforms
(i.e. GPL)
Number of mi- | 1484 5568
croarray  experi-
ments (i.e. GSE)
Input for enrich- | TS (more than 10 | TS (more than 8 samples)
ment analysis samples)
Generation of TS | bash, perl, C pro- | optimisation DBF-MCL parameters
gramms (using RTools4TB) and an automatic
pipeline (C, gawk, R)
Number of TS 18250 40138 (with 33941 ES corresponding to :

Homo sapiens, Mus musculus and Rattus
norvegicus)

% of annotated TS

84% annotated TS

87% annotated TS

Plugins

Heatmap, TBCommon-
Genes, TBMap

+ AnnotationOverview, TBConvertor, In-
teractomeBrowser

Request mode boolean request by | new boolean request type : homologe-
geneSymbol, pro- | nelD, entrezID and request by list
belD, platformID,
experimentID, ES ID,
ontologyID
Programmatic NONE Webservice SOAP/WSDL  and
acces RTools4TB : R/Bioconductor package

(DFB-MCL algorithm and webservice
interface)

TaBLE 4.1 — Bilan des avancées du projet entre sa publication en 2008 et maintenant
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I1 est ainsi possible d’utiliser des données de coexpression de geénes comme celles contenues
dans notre base de données, afin d’améliorer la détection de bons candidats.

Autres approches de méta-analyses a partir des données présentes dans GEO

TBrowser n’est pas le seul projet ayant pour but d’étudier les coexpressions de genes a
partir de données de puces a ADN présentes dans les bases de données publiques comme GEO.

D’autres outils proposent des approches différentes (Table 4.2), mais toutes contrairement a
TBrowser utilisent les informations sur les échantillons déposées dans GEO. Ils utilisent donc
non pas les GSE comme TBrowser mais les datasets (GDS). Ils proposent d’obtenir a partir
d’un gene donné des genes similairement exprimés en nous renseignant sur le contexte expérie-
mental.

GeneChaser permet de définir les différents contexte dans lesquels un géne donné est trouvé
comme différentiellement exprimé, alors que MARQ renvoie une liste de geénes similairement
différentiellement exprimés. D’autres proposent de construire des graphes de coexpressions
(GEN-TREND). Ces outils proposent également parfois en entrée d’utiliser deux listes de
genes, correspondant a des genes surexprimés et sousexprimés. L’ objectif de ces outils est de
nous renseigner sur les coexpressions de genes, ils n’étudient pas les régulation autours de ces
genes en intégrant d’autres sources de données comme TBrowser.

Outil Site web

TranscriptomeBrowser http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser
[Lopez et al., 2008]

GENE CHAnge brow- | http:/genechaser.stanford.edu/

SER (GeneChaser)
[Chen et al., 2008]
MARQ http://marqg.dacya.ucm.es

[Vazquez et al., 2010]

Gene Expression data Mining | http://cgs.pharm.kyoto-u.ac.jp/services/network/index.php
Toward RElevant Network
Discovery (GEM-TREND)
[Feng et al., 2009]

COXPRESdb http://coxpresdb.jp/
[Obayashi & Kinoshita, 2011]

GOEGLE [Yu et al., 2009] http://omics.biosino.org:14000/kweb/workflow.jsp?id=
00020

Genevestigator https://www.genevestigator.com/gv/biomed.jsp
[Hruz et al., 2008]

TaBLE 4.2 — Autres approches de méta-analyses de données de puces a ADN provenant de GEO,
en gras 1’outil que j’ai développé. Les cellules grisées correspondent aux outils non gratuits


http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser
http://genechaser.stanford.edu/
http://marq.dacya.ucm.es
http://cgs.pharm.kyoto-u.ac.jp/services/network/index.php
http://coxpresdb.jp/
http://omics.biosino.org:14000/kweb/workflow.jsp?id=00020
http://omics.biosino.org:14000/kweb/workflow.jsp?id=00020
https://www.genevestigator.com/gv/biomed.jsp
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Futurs développements et amélioration du projet TranscriptomeBrowser

Dans un premier temps, maintenant que la preuve de concept de notre algorithme
DBF-MCL a été publié et que nous avons développé des plugins permettant 1’analyse des
informations disponibles dans notre base de données, il reste encore a publier la mise a jour.

Puis il est toujours possible d’améliorer encore la rapidité, la conception ou méme
encore les fonctionnalités de certains plugins : comme TBNeighborhood par la représentation
graphique des coexpression par exemple. En effet, a I’heure actuel la matrice générée doit Etre
analysé par d’autres outils.

L’ étape suivante pourrait étre I’intégration de nouvelles sources de données, avec pourquoi
pas des données de puces a microARN, ou tout simplement de données de puces a ADN
provenant de nouvelles plateformes non intégrée en 2009. Ceci nécessiterait une nouvelle mise
a jour de la base, mais disposant de script générant automatiquement les données, cela ne
devrait pas prendre beaucoup de temps. De plus, avec les bases de données comme IncRNAdDb,
de nouvelles informations concernant la régulation de 1’expression des genes pourra étre
obtenue.

La librairie R/Bioconductor RTools4TB nécessite quelques améliorations et mise a jour.
Comme dit précédemment, I'intégration du nouveau service web SOAP/WSDL doit étre
finalisé. Ceci permettra une utilisation de la nouvelle base de données. De plus, d’autres
fonctionnalités comme la générations de graphiques pour cytoscape ou pour une intégration
dans InteractomeBrowser pourrait étre intéressant. Enfin, la possibilité d’utiliser d’autres
librairies R nous permettrait de faire des méta-analyses plus simplement et d’y intégrer des
données analysées sous R et provenant de techniques a tres haut débit comme le RNA-seq ou
le ChIP-seq. On s’oriente ainsi vers une intégration de plusieurs types d’expériences comme le
propose déja I’outil Genomics Portals ([Shinde et al., 2010]).
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La complexité des mécanismes de régulation transcriptionnelle commence seulement a
étre élucidée. Dans de nombreux tissus ou types cellulaires, des facteurs de transcription
essentiels au fonctionnement normal ou pathologique ont été identifiés, mais seules quelques
unes de leurs cibles directes sont connues. De nos jours, de nombreuses techniques permettent
d’étudier la régulation de 1’expression des genes a grande échelle et a tres haut débit (voir
Chapitre 1). Ainsi, le ChIP-seq ([Johnson et al., 2007], [Mardis, 2007], [Elnitski et al., 2006],
[Massie & Mills, 2008]), qui associe immunoprécipitation de la chromatine (« Chromatin
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ImmunoPrecipitation » ou ChIP) ([Gilmour & Lis, 1985]) et séquencage a tres haut débit des
fragments d’ADN immuno-précipités, permet ’identification précise, in vivo, des sites de
fixation des protéines dans le génome. Ces protéines se liant a I’ADN comprennent notamment
les ARN polymérases, les facteurs de transcription et les histones.

5.1 Principe de immunoprécipitation de la chromatine as-
sociée au séquencage a tres haut débit (ChIP-seq)

5.1.1 Généralités

Larrivée récente du HTS a révolutionné 1’étude a grande échelle des mécanismes de
régulation de I’expression des genes. Associée au ChIP, cette technique constitue un outil extré-
mement efficace pour (1) la détermination des sites de fixation des facteurs de transcription (de
maniere directe ou indirecte dans le cas des co-facteurs), (2) la localisation des modifications
des domaines N-terminaux d’histones, et (3) 1’étude de la fixation de diverses protéines sur
I’ADN (ARN polymérase, variants d’histone).

Anciennement hybridés sur des puces a ADN pangénomiques (« tiling arrays ») par la
technique de ChIP-on-chip ([Blat & Kleckner, 1999], [Ren et al., 2000], [Robyr et al., 2002]),
les fragments d’ADN immunoprécipités sont désormais séquencés pour permettre d’identifier
des sites de fixation des facteurs de transcription de fagon plus précise (Figure 5.1 et Table
5.1). Diverses techniques utilisant un séquencage par la méthode de Sanger ont ainsi vu le
jour : ChlP-serial analysis of chromatin occupancy (SACO, [Impey et al., 2004]), ChlP-serial
analysis of binding elements (SABE, [Chen & Sadowski, 2005]), ChIP-sequence tag analysis
of genomic enrichment (STAGE, [Bhinge et al.,2007]), Genome-wide mapping technique
(GMAT, [Roh et al., 2004]).

Ces approches ont récemment €té supplantées par le ChIP-seq, une technique associant
immunoprécipitation de la chromatine et séquencage a tres haut débit des fragments de
sonication immunoprécipités ([Barski et al., 2007], [Johnson et al., 2007]). Contrairement aux
techniques antérieures, le ChIP-seq permet de déterminer le site de fixation d’une protéine avec
une précision de quelques dizaines de bases seulement, pour peu que la couverture (nombre
de fragments couvrant la zone d’intérét) soit suffisante ([Ho et al., 2011]) (Figure 5.1 et Table
5.1). De plus, I'utilisation du mode de séquencgage « paired-end » a permis d’accroitre encore
la spécificité et la précision des résultats (ChIP-PET) ([Zeller et al., 2006]).

Enfin, on peut mentionner I’existence d’une nouvelle technique a trés haut débit appelée
ChIA-PET (Chromatin Interaction Analysis using Paired End Tag sequencing). Combinant
ChIP-PET et 3C-seq (voir partie 1.4.2), elle a été récemment utilisée pour 1’étude des enhancers,
régions régulatrices éloignées des régions promotrices et géniques ([Fullwood et al., 2009]).
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FiGure 5.1 — ChIP-seq vs. ChIP-on-chip : processus général

Technologie ChIP-on-chip (puces | ChIP-seq (séquen-
a ADN) cage a tres haut
débit)
Révélation Hybridation Séquencage
d’ADNc d’ADNg
Résolution 6.5 millions de | > 700 millions de
sondes par puce séquences obtenues
(reads) par run
Couverture du génome Limitée  par le | [llimitée

nombre de sondes
présentes sur la puce
Risque de cross-hybridation | Oui, entre les sé- | Aucun
quences tres simi-

laires
Multiplexage Non Oui
Taille des fragments 600 pb 150-300 pb
Nombre de cellules 5x107a1x 108 10x10°a1x 107 (*

> 1x10°)

TaBLE 5.1 — comparaison des techniques de ChIP-on-chip et de ChIP-seq. Le « * » correspond
a I'utilisation du kit MAGnify™
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5.1.2 Principe biologique

La premiere étape du ChIP, appelée « crosslink », permet de fixer les protéines a I’ADN
de maniere covalente, afin de pouvoir étudier leur interaction sur tout le génome. Une fois
produites en quantité suffisante, les cellules subissent un traitement au formaldéhyde qui a pour
objectif de créer des liaisons covalentes entre les résidus de lysine des protéines et les cytosines
de ’ADN, tout en préservant I'intégrité structurelle des cellules. Cette réaction, stoppée par
I’ajout de glycine, est réversible. Elle est I'une des étapes primordiales du ChIP.

Les cellules traitées au formaldéhyde subissent des lyses successives afin d’extraire la
chromatine. Celle-ci est ensuite fragmentée, soit par sonication, soit par digestion enzymatique,
afin d’obtenir des fragments d’ADN « crosslinkés » aux protéines, de la taille souhaitée.
Pour I’étude d’un facteur de transcription, plus les fragments seront petits (longueur comprise
généralement entre 150 et 300 nucléotides), plus la définition des positions des sites de fixation
sera précise. Pour les marques d’histones, la taille de fragment est de 146 nucléotides, soit
la taille d’un nucléosome ; elle est obtenue par digestion a la Micrococcal Nuclease (MNase)
permettant la coupure entre les nucléosomes.

Les fragments de chromatine sont ensuite immuno-précipités a 1’aide d’un anticorps
spécifique du facteur de transcription étudié ou d’une modification d’histone. Ces anticorps
sont couplés a des billes magnétiques a 1’aide de protéines G ou A (Dynabeads protein G,
Life Technologies) choisies en fonction du sérotype de I’anticorps utilisé. Une petite quantité
de chromatine non immunoprécipitée est conservée : elle est appelée « input ». Elle permet
de mesurer la fixation non spécifique et donc de corriger le bruit de fond des données de
séquencage. Précédemment, 1’input était obtenu par immunoprécipitation de la chromatine a
I’aide d’immunoglobuline de méme sérotype que 1’anticorps utilisé pour le ChIP.

Les fragments de chromatine immunoprécipités et I’input sont traités a la protéase K et a la
RNAse afin de supprimer I’effet du crosslink. Enfin, I’ADN est extrait et purifié pour permettre
la préparation des librairies de séquencage.

5.1.3 Biais et bruit de fond

Pour limiter les biais et réduire le bruit de fond, il est important de prendre en compte
quelques contraintes techniques.
En effet, les étapes de crosslink et de sonication nécessitent une mise au point technique dont
dépend la qualité des résultats. Il faut, en fonction des cellules utilisées, veiller a adapter divers
parametres tels que la durée de crosslink et de sonication, le pourcentage de formaldéhyde,
I’intensité de sonication (selon le modele du sonicateur), le volume final, la quantité de cellules.
Autant de parametres qui détermineront la qualité du ChIP et I’obtention de fragments de la
taille souhaitée. La taille des fragments d’ ADN pour le ChIP-seq est en général comprise entre
100 et 300 paires de bases en fonction des parametres de sonication (temps, intensité). Elle est
vérifiée par migration sur gel SDS-page ou a I’aide du bioanalyzer Agilent.
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[’abondance des protéines fixées ou des histones modifiées, ainsi que la qualité de 1’anti-
corps sont des criteres qui doivent étre pris en compte afin de déterminer le nombre optimal de
cellules qui sont nécessaires pour I’expérience. Le rapport signal sur bruit étant directement
corrélé a la quantité d’ADN, I'utilisation d’un nombre excessif de cellules tend a augmenter
le bruit de fond ([Kidder ef al., 2011]). Ainsi, pour une expérience de ChIP-seq, le nombre de
cellules utilisées est généralement compris entre 1x10° et 10x10°, ce qui équivaut a 10-100
ng d’ADN immunoprécipité. De petites quantités de cellules sont généralement suffisantes
pour I’analyse de protéines abondamment fixées telles que I’ARN polymérase II et pour la
localisation de certaines modifications d’histones comme la tri-méthylation de la lysine 4 de
I’histone 3 (notée « H3K4me3 »), alors que de tres grosses quantités seront nécessaires pour
des protéines moins abondantes ou des modifications d’histones plus diffuses. 1l existe des kits
permettant de travailler sur de faibles quantités de cellules, comme le kit MAGnify™de Life
Technologies avec lequel on peut utiliser de 1x10* a 1x10° cellules.

L’un des points les plus cruciaux dans la réalisation d’un ChIP est bien entendu le choix
de I’anticorps. Il devra avoir une forte affinité et une spécificité élevée envers 1’épitope de
la protéine étudiée pour permettre un enrichissement spécifique et donner au séquencage
un rapport signal sur bruit statistiquement significatif. On choisira préférentiellement un an-
ticorps monoclonal (se liant a un seul épitope) afin d’éviter toute réaction d’hybridation parasite.

Dans le cas ou les anticorps dirigés contre un facteur de transcription donné ne sont
pas utilisables, car ils ne donnent pas de bons résultats en ChIP, il est parfois possible de
faire exprimer par des cellules les protéines d’intérét marquées a 1’aide de « tags » tels que
Myc, HA (hemagglutinine) ou bien encore la biotine. L’anticorps utilis€ pour réaliser le
ChIP sera alors un anticorps spécifique du tag et non plus de la protéine. De plus, ces tags
possédent une meilleure spécificité (surtout pour la biotine en interaction avec la streptavidine).
L’inconvénient reste que cette modification des protéines peut altérer le systeme biologique
étudié.

Avec ces techniques, la présence d’artefacts est un sujet de préoccupation. Il est donc
essentiel de réaliser des contrdles approprié€s. Les contrdles internes de 1’expérience peuvent
étre divers : input, anticorps non spécifique (Immunoglobuline de méme sérotype), ChlIP sur
un autre tissu, réplicats techniques ou biologiques utilisant d’autres anticorps spécifiques de la
protéine. Cependant, le colit élevé du séquencage d’un échantillon freine leur utilisation.

Il existe un dernier controle capital avant de passer au séquencage : vérifier que le ChIP a
produit un enrichissement suffisant (20% d’enrichissement minimum). Cette vérification peut
étre faite a condition de connaitre un gene cible (ou site de fixation) du facteur de transcription.
En comparant les résultats de qPCR de I’échantillon immunoprécipité et du contrdle, on peut
établir I’enrichissement en séquences d’intérét.
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5.1.4 Avantages et inconvénients

Le ChIP-on-chip et le ChIP-seq sont actuellement deux technologies utilisées pour I’étude
de la fixation des protéines sur I’ADN. Toutefois, le ChIP-seq supplante le ChIP-on-chip en
raison d’avantages notables ([Massie & Mills, 2008]) :

— possibilité d’analyse du génome entier, il ne dépend pas des sondes présentes sur la puce
a ADN. En effet, les puces a ADN disponibles possedent un nombre limité de sites qui ne
représentent qu’une fraction du génome total ;

— meilleure sensibilité (toutes les séquences présentes sont séquencées) et reproductibilité ;

— possibilité de multiplexage (utilisation de code-barres) ;

— possibilité de séquencer en mode « paired-end » pour améliorer la qualité de I’alignement
des fragments ;

— suppression des biais techniques li€s aux puces a ADN comme la saturation du signal, les
problémes de détection de spots, de lavage partiel de la puce ;

— besoin d’une quantité initiale d’ADN plus faible, ce qui est pratique pour des échantillons
précieux, avec au minimum 5Sug pour le chip-on chip contre Sng pour le ChIP-seq;

— moins de bruit de fond avec une gamme dynamique et un rapport signal sur bruit plus
précis (pas de bruit de fond des spots) et I’absence d’hybridation croisée entre les sondes
([Johnson et al., 2007], [Mardis, 2007], [Massie & Mills, 2008]) ;

— meilleure résolution spatiale des pics ou profils : un site de liaison d’un fac-
teur de transcription peut étre identifié précisément (10-30 pb centré sur le pic)
([Kharchenko et al., 2008]).

Cependant le ChIP-seq possede également quelques inconvénients :

— son cofit. Néanmoins, cet inconvénient est atténué par le fait que ce mode de séquencage
donne beaucoup plus d’informations que le ChIP-on-chip. En outre, cette différence de
colit s’estompe progressivement avec les avancées technologiques ;

— temps de préparation des librairies plus long que celui de la préparation des échantillons
pour I’hybridation sur puce a ADN avec des protocoles plus complexes ;

— D'amplification PCR (Figure 1.7) de ces HTS conduit parfois a des biais d’amplifi-
cation, certains reads sont ainsi sur-amplifiés tandis que d’autres sont sous-amplifiés
([Mutter & Boynton, 1995]);

— erreurs de séquencage (région composée d’un faible pourcentage en GC
([Siddiqui et al., 2006]) et d’alignement possibles (séquences répétées et régions
télomériques) ([Dohm et al., 2008]) ;

— temps d’analyse plus long et besoin de plus de moyens informatiques pour le stockage
et le traitement d’un volume important de données (en Gb pour le ChIP-seq plutdt qu’en
Mb pour le ChIP-on-chip) ;

— analyse de données plus complexes (modeles statistiques, normalisation des données).

5.1.5 Le modéele théorique de distribution des séquences

Apres alignement des séquences immunoprécipitées sur le génome (ou une séquence de
référence), deux types de distributions peuvent étre étudiées en fonction du type d’expérience :

— lalocalisation de sites de liaison d’un facteur de transcription ;

— I’étude de la distribution des marques épigénétiques le long des genes du génome.
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Les sites de liaison des facteurs de transcription sont détectés par 1’observation d’un
enrichissement localisé en séquences immunoprécipitées, formant un pic a I’endroit précis ou
le facteur est lié a I’ADN ([Wilbanks & Facciotti, 2010], [Pepke et al., 2009]) (Figure 5.2). Les
fragments de chromatine immunoprécipités a I’aide de I’anticorps spécifique de cette protéine
sont de taille variable, comprise entre 150 et 300 nucléotides. Pour chacun de ces fragments,
le séquencage permet 1’acquisition de la séquence des 50 premiers nucléotides (si on utilise
un séquenceur de type SOLiD en mode fragment). Apres alignement sur la référence, ces
50 nucléotides doivent mettre en évidence un déséquilibre de brin avec, au centre, le site de
liaison du facteur de transcription (Figure 5.2). Le déséquilibre de brin est schématiquement
représenté par la présence d’un pic sur chaque brin (+ et -) du génome. Ces pics sont décalés
d’une distance d correspondant a la taille de sonication.

Le facteur de transcription étudié peut €tre soit en interaction avec la chromatine ou soit
directement 1ié a I’ADN au niveau d’un site séquence-spécifique (appelé motif).

Les marques épigénétiques (modifications d’histones, variants d’histones, ou bien encore
ARN polymérases), sont étudiées en analysant leur distribution au niveau des genes, par
recherche de profils différentiels autour du site d’initiation de la transcription (TSS), ou tout
au long du gene, dans diverses conditions expérimentales ou pour différents types cellulaires
([Kidder et al., 2011], [Barski et al., 2007]) (Figure 5.3). Cette différence peut également
étre étudiée de maniere globale (recherche de différentiel de couverture) sur I’ensemble du
génome, dans le but d’identifier des enhancers. En effet, il a récemment été montré que les
sites de liaison intergéniques de I’ARN polymérase II étaient localisés de facon préférentielle a
proximité des enhancers ([De Santa et al., 2010]).

5.2 DL’informatique du HTS

Le développement rapide des technologies HTS implique la mise en place d’outils et
méthodes performants pour I’analyse des données et leur mise a jour permanente. Chaque sé-
quenceur possede une architecture systeme propre ainsi que des suites logicielles propriétaires
spécifiques avec des formats de données non standards.

Le matériel nécessaire au fonctionnement des séquenceurs HTS et a ’analyse des données
générées est donc tres important. En effet, il ne suffit pas de disposer d’un ordinateur de bureau
comme pour les technologies de puces a ADN (donnes un ordre de grandeur des fichiers de
données) ; les données de s€quencage a tres haut débit génerent un flux de données qui se mesure
en gigabytes (Gb) voire en terabytes (Tb).

5.2.1 Organisation matérielle et logicielle

Afin de pouvoir aligner les s€quencages et analyser les résultats générés par une expérience,
il est indispensable de posséder une ferme de calcul puissante (on utilise communément le
terme anglais « cluster ») et des unités de stockage dédiées qui permettront de stocker les Tb
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de données et de les réutiliser facilement si nécessaire. Le SOLiD™est livré avec un cluster
de calcul (« cluster online ») permettant : (1) I’acquisition des images de chacune des 10
ligations pour les 5 cycles d’amorces, (2) le stockage des images et (3) pour chaque bille, la
détermination de la séquence en code couleur puis sa conversion en nucléotides. Il faut donc un
matériel performant pour analyser ces images, et une grosse capacité de calcul pour gérer les
millions de billes déposées sur les lames ; 1a nécessité de performance ne provient pas tellement
de la complexité des calculs a réaliser, mais souvent du nombre de fois qu’il faut les réaliser.

Afin de concilier simultanément 1’acquisition et le traitement des données de séquencage,
un second cluster a été installé au TAGC (« cluster offline »). Celui-ci possede la méme
organisation matérielle, ainsi que le méme environnement logiciel que le cluster online (Figure
5.4). Cependant, il offre une puissance de calcul supérieure grace a des processeurs plus
récents. Ces 2 clusters sont composés d’un noeud maitre (« head node ») et de quatre noeuds
esclaves (« node »). On appelle ce type de ferme de calcul, un « cluster Beowulf ». Leur
systeme d’exploitation, suivant les pré requis de Life Technologies, est CentOS (« Community
ENTerprise Operating System »), une distribution GNU/Linux gratuite, dérivée de Red Hat,
principalement destinée aux serveurs. Ce systeme n’est physiquement installé que sur le noeud
maitre des deux serveurs, les quatre noeuds esclaves chargeant leur syst¢tme en mémoire au
démarrage grice au logiciel Scyld. Enfin, le logiciel Torque (« Terascale Open-source Resource
and QUEue Manager »), version gratuite du logiciel PBS (« Portable Batch System »), associé
a un séquenceur de tache, permet la gestion par le maitre de la répartition des taches sur les
noeuds du cluster, et I’envoi de commandes pour la soumission des jobs et leur monitoring.
Au total, ces deux clusters possedent 40 coeurs de calculs ; par comparaison, un ordinateur de
bureau comporte généralement 2 coeurs (« dual core »).

Pour la conservation des données a moyen et long terme, le laboratoire dispose de 4 unités
de stockage en réseau, également appelé stockage en réseau NAS (de 1’anglais « Network
Attached Storage »). Ainsi, deux Dell MD1000 de 13 Tb chacun, directement connectés en
SAS aux clusters de calculs, sont utilisés pour 1’acquisition et I’analyse des données. Une baie
NetApp de 8 To est dédiée au stockage des résultats et une unité Netgear de 20 To contient les
résultats bruts de séquencage. Enfin, le stockage des données brutes a tres long terme est assuré
par une sauvegarde sur bande LTO4. Nous disposons donc d’un total de 50 Tb d’espace de
stockage. La production du séquenceur est telle qu’en un an, la totalité des S0Tb de stockage a
été utilisée. En effet, une expérience (ou « run ») et son analyse génerent 1 a 2 Tb de données
en fonction du mode de séquencage et du type d’analyse.

Enfin, différentes suites logicielles permettent de contrdler le séquencage et I’analyse des
données du SOLiD™(Figure 5.5). Elles correspondent respectivement a ICS (« Instrument
Controler Software ») | SETS (« SOLiD Experimental Tracking Software ») et Bioscope /
Corona Lite. Des programmes et scripts développés au laboratoire ou des open-sources sont
également nécessaires pour permettre 1’analyse de 1’immense flot de données. Enfin, les
navigateurs de génomes, communément appelés Genome Browser, permettent 1’affichage de
I’alignement des reads le long d’un génome, ainsi que d’autres annotations telles que les genes,
les transcrits, les séquences répétées.
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Tracking Software (SETS) v4.0.1 »)
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5.2.2 Interfaces utilisateurs pour le lancement et la gestion du séquencage

Avant de lancer une session de séquencage, il est nécessaire de paramétrer le séquenceur et
les analyses a I’aide de ICS et SETS. ICS est le logiciel de contrdle instrumental du SOLiD™,
tandis que SETS est le logiciel de gestion des séquencages sur le cluster online (Figure 5.6).
C’est une application web qui permet la visualisation des données en temps réel et la lecture
des rapports d’analyse une fois le run terminé.

5.2.3 Pipeline de traitement de données : Bioscope

Bioscope est une suite logicielle développée par Applied Biosystems et livrée en standard
avec les séquenceurs SOLiD™. Elle est utilisée pour réaliser I’analyse secondaire et certaines
analyses tertiaires telles que la recherche de SNP, de petits et larges indels, d’inversions,
de CNV (Copy Number Variations) ou encore le calcul de I’abondance des transcrits apres
séquengage d’un exome (whole exome). Son fonctionnement, en ligne de commande, se fait
via des fichiers de configuration *.ini contenant tous les parametres des analyses que 1’on
souhaite faire (Figure 5.8). Une base de données Postgres est utilisée pour la gestion des
taches, ainsi que le systeme de messagerie Java ActiveMQ, ce qui permet de lancer plusieurs
analyses en méme temps. Bioscope possede également une interface graphique écrite en Java
qui s’exécute dans le conteneur Tomcat (Figure 5.7). Cette interface, tres pratique, ne sert en
fait qu’a produire les fichiers ini pour Bioscope, et a lancer ce dernier. Cette interface Bioscope
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autorise également 1’ajout de fonctionnalités par le biais de modules (ou « plugins »), comme
par exemple ceux de Corona Lite.

Corona Lite est une suite logicielle open source en ligne de commandes maintenue par
Applied Biosystems. Elle permet 1’alignement (« mapping ») des reads par comparaison a une
référence, et la détection des petits « indels » et des SNP. Elle est développée en Perl, Python et
Java.

5.3 Analyse de données de ChIP-seq

Comme pour les puces a ADN il y a une quinzaine d’année, 1’apparition du ChIP-seq a
nécessité le développement de nombreux outils et méthodes spécifiques d’analyse. En effet,
la masse de données a analyser pour chaque expérience requiert des outils de plus en plus
performants. Ces outils mettent en oeuvre divers principes et méthodologies et sont parfois liés
a une technologie de séquencage ou méme a un format de fichier particulier.

Les principales étapes de 1’analyse de données de ChIP-seq seront présentées ici, en mettant
I’accent sur les données issues de la technologie SOLiD™, dont I’analyse a fait partie de mes
travaux de these.

Quelle que soit la technique HTS utilisée, 1’analyse des données est composée de trois étapes
successives :

— D’analyse primaire correspond a 1’acquisition des images de séquencage (4 par ligation,
car 4 couleurs), a partir desquelles deux fichiers sont produits, I’un contenant la séquence
de chaque bille en code couleur (« color call ») et I’autre la qualité (« quality metric »)
de chaque ligation par bille. Cette étape est la seule a étre exclusivement réalisée par le
cluster de calcul associé physiquement au séquenceur (« cluster online »);

— l’analyse secondaire est 1’alignement de ces séquences en code couleur sur le génome
ou la séquence de référence. Elle dépend de la technologie utilisée (en effet, les données
SOLiD™ne sont pas au méme format que celles des autres technologies) mais également
du mode de séquencage (fragment, paired-end). Il est parfois indispensable de transformer
le format des données pour pouvoir utiliser 1’outil choisi ;

— l’analyse tertiaire dépend de la technique HTS et correspond a 1’analyse spécifique des
données, comme la recherche de pics pour le ChIP-seq. Elle dépend de divers facteurs tels
que le mode de séquengage « fragment » ou « paired-end », la prise en compte de I’input
(ou d’un autre contrdle), ou bien encore du type d’expérience (facteur de transcription ou
modification d’histones).

Une fois ces analyses terminées, les alignements de séquences, les positions des pics et la
distribution des reads sur le génome peuvent étre visualisés et interprétés. En effet, a partir
de cibles potentielles de facteurs de transcription, il est possible (1) de vérifier la présence de
motifs de fixation du facteur de transcription sous les pics, (2) de définir un motif consensus
dans des séquences extraites a partir des séquences sous les pics, (3) d’étudier les fonctions
des genes cibles et (4) de localiser des pics au sein du gene (intron/exon, UTR, région intergé-
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Ficure 5.7 — Interface graphique Tomcat de Bioscope installée sur le cluster offline avec les

différents pipelines disponibles et un exemple de lancement de pipeline
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Ficure 5.8 — Fichier de paramétrage (.ini) de bioscope pour une utilisation en ligne de com-
mandes

nique). Ces résultats peuvent également étre croisés avec d’autres types de données, tels que
des données de transcriptome (puces a ADN, RNA-seq), de méthylation (Me-DIP), d’ouverture
de la chromatine (FAIRE-seq), afin de construire des réseaux de régulation contextualisés.

Enfin, comme pour les puces a ADN, il faut passer par une étape de validation expérimen-
tale par ChIP-qPCR de certaines positions cibles. Elle est généralement réalisée sur le ChIP de
départ car seule une partie de I’ADN immunoprécipité est utilisée pour le séquencage. Mais
ces validations peuvent également étre réalisées sur un ChIP indépendant.

5.3.1 Données brutes et qualité de séquencage

Les séquences, qu’elles soient protéiques ou nucléiques, sont la plupart du temps stockées
dans des fichiers « fasta ». Ces derniers, qui peuvent contenir une ou plusieurs séquences, sont
des fichiers textes structurés de la fagon suivante : chaque séquence débute par une ligne, dont
le format est libre, commencant par un caractere « > », et contenant diverses informations
telles qu’un identifiant de séquence ou un nom de gene. Les lignes suivantes, d’égale longueur,
contiennent la séquence en nucléotides, acides aminés ou code couleur, dans le cas des
fragments de séquengage produits par le séquenceur SOLiD™.

Dans le cas du séquencage a tres haut débit, des fichiers de séquences un peu plus com-
plexes ont été utilisés et sont maintenant devenus des standards. Outre les séquences, ces fi-
chiers contiennent des valeurs de qualité pour chaque base séquencée. Les principaux formats
de fichiers de séquences brutes (non alignées) disponibles a 1’heure actuelle sont :

— le « csfasta » et le « _QV.qual », pour le SOLiD™,

— le « sff » (« Standard Flowgram Format »), pour le 454 de Roche,

— le « fastq », pour I’'Ion Torrent, I’Illumina et les autres technologies de séquencage a tres
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FiGure 5.9 — Pipeline d’analyse des données de ChIP-seq
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haut débit.

Ainsi, pour le SOLiD™, si le séquencage s’est bien déroulé, les images réalisées au cours de
chaque ligation sont transformées en fichiers « spch », dans un format congu pour des données
volumineuses et complexes, appelé HDF5 (http://www.hdfgroup.org/HDF5/whatishdf5.html).
Ces nombreux fichiers sont ensuite utilisés afin de créer, pour chaque échantillon, deux fichiers :
un de séquences (.csfasta) et un contenant les scores de qualité pour chaque dibase (_QV.qual)
(Figure 5.10). Il est a noter que le SOLiD™génere 2 fichiers au lieu d’un seul dans le cas des
autres technologies. Ils contiennent une en-téte commentée en « # » pour mettre les lignes de
commandes avec les parametres ayant permis de les générer. Ces fichiers incluent toutes les
séquences, y compris celles qui ne s’aligneront pas sur le génome et celles de mauvaise qualité.

Le premier fichier au format « csfasta » est un fichier fasta, dont les données de qualité
sont ordonnées non pas par ligation (par cycle) mais en fonction de la séquence de code
couleur. Comme décrit précédemment (voir partie 1.4.1.1), les séquences au format couleur
commencent par une base correspondant a la derniere base de I’adaptateur, suivie d’une suite
de chiffres entre O et 3 (0,1,2,3 correspondant a une des 4 couleurs des dibases). Un « . »
est utilisé pour une position en code couleur dont on ne dispose d’aucune donnée (choix du
fluorochrome impossible, pas de signal, ...).

Le second fichier au format « _QV.qual » comprend des scores de qualité, un pour chaque
dibase lue. Ceux-ci sont calculés en utilisant le calcul de la valeur de qualité du Sanger
([Ewing & Green, 1998], [Ewing et al., 1998]), le « phred », tels que :

QV = —10xlog10(p)

ol QV est la valeur de qualité et p la probabilité prédite qu’une couleur détectée soit
incorrecte.

Ces valeurs de qualité (QV), assignées pour chaque base, sont comprises entre 0 et 40. Les
positions non renseignées des séquences (notées « . ») auront pour score -1. Ces scores sont pris
en compte lors de 1’alignement. Ils permettent de caractériser la qualité des séquences d’ADN
et peuvent €tre utilisés pour comparer les efficacités des différentes technologies de séquengage.

Dans le cas du mode de séquencage paired-end, chaque fragment (notés F3 et F5) est
séquencé indépendamment. On obtient ainsi un fichier csfasta et un fichier qual pour chacun
des fragments, soit 4 fichiers en tout. Enfin, si I’on utilise des codes-barres, ils sont également
séquencés (en début de run) afin d’attribuer chaque bille a un échantillon, et donnent eux aussi
une paire de fichiers csfasta/_QV.qual.

Au cours du séquencage, le SOLiD™génere un rapport de qualité sur chaque cycle de
ligation, consultable a I’aide du logiciel SETS (Figure 5.11). Ce rapport comprend plusieurs
parties ou analyses, telles que : (1) la saturation du signal fluorescent pour chaque fluorochrome
pour chaque quadrant de la lame (Figure 5.11 A), (2) le « satay plot » pour chaque ligation
représentant le déséquilibre des couleurs et la présence de billes polyclonales (Figure 5.11 C),
(3) 'auto-corrélation entre les différents échantillons. Il est également important de noter que
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(A) Marque de présence Type de fragment :

d'un identifiant \ ) / F3 (fragment en 3)

F5 (fragment en 5)

Numéro du Position Position
(B) quadrant de enx surla enysurla
I'octet lame lame
.csfasta
>1 644 120 F3

T30100200133300101133003322233303233201031212112..0
>1_666_405_F3
T32031113222333110121210133023032223001211212021..3
>1 703 178 F3
T03033320332300130303332213333103333332012112122. 2
>1 708 449 F3
T01033320332003203021002213323202121111033022223..0

_QV.qual
>1_644 120_F3
44412594114941646445720549115741676124761145585454411767-1-113
>1_666_405_F3
13474677647412487546461147464541255941311545877848546-1-15
>1_703_178_F3
114107646511577484124815475555541284565788126477464845-1-16
>1_708_449_F3
84474844444566444644448764686465485844458675654-1-113

FIGUuRE 5.10 — Les formats fichiers bruts standards du SOLiD™avec en (A) 1a notation de 1’iden-
tifiant des billes et en (B) quelques lignes seulement d’un fichier « .csfasta » et « _QV.qual »

la qualité de la préparation des billes (faible proportion de billes polyclonales, absence d’un
adaptateur) peut étre estimée avant de passer au séquengage de tout 1’échantillon. Pour cela, un
run test appelé WFA pour WorkFlow Analysis est réalisé sur une faible proportion de billes.

En plus du rapport de SETS, il existe d’autres outils prenant en entrée les fichiers de
séquences initiales ou bien encore les reads alignés, tels que par exemple le logiciel FastQC
(http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/). Celui-ci est simple d’utilisation,
rapide, et permet d’obtenir graphiquement des statistiques sur la qualité du séquencage ou des
reads alignés (Figure 5.11).

5.3.2 Formats standards et outils de manipulation de données

En fonction du type de données générées et du niveau d’analyse (primaire, secondaire ou
tertiaire), il existe des formats de fichiers de données particuliers (Tableau 5.2). Il est a noter
que ces fichiers peuvent parfois avoir une taille tres importante (plusieurs dizaines de Gb).

De nombreux logiciels d’alignement acceptent uniquement le format « fastq » en entrée,
d’ou la nécessité de créer des outils de conversion de format. Afin d’y parvenir, ou bien encore
d’extraire des données ou de fournir des statistiques sur les éléments contenus, divers outils
de manipulation de données ont été créés : BEDTools ([Quinlan & Hall, 2010], SAMtools
([Li et al., 2009]), BamTools ([Barnett et al., 2011]), picard, GATK ([McKenna et al., 2010]).


http://www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/fastqc/
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Ficure 5.11 — Visualisation de la qualité des reads a 1’aide des logiciels SETS ou FastQC :
(A) la saturation du signal, (B) la densité de billes sur la lame avant le début du séquencage,
(C) le satay plot fait sur une seule ligation, dans lequel chaque point correspond a une bille.
Les points représentant des billes monoclonales sont situées sur un des 4 axes de mesure de
I’intensité des 4 fluorochromes, (D) visualisation de I’interface graphique du logiciel FASTQC,
permettant différentes analyses dont 1’étude de la distribution des scores de qualité pour chacun
des 50 nucléotides séquencés
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Analyse Format | Description
csfasta | Format de fichier propriétaire de Life Technolo-
Primaire £1es
_QV.qual | Format de fichier propriétaire de Life Technolo-
gies
fastq Format principal de séquence provenant de
techniques HTS
sff Format de fichier propriétaire de Roche
ma Format de fichier propriétaire de Life Technolo-
Secondaire gies
bam Format de fichier binaire d’alignement, converti
a partir du fichier .ma
sam Fichier obtenu par décompression d’un fichier
bam
eff Fichier d’annotation
.. wig Fichier de couverture
Tertiaire L .
bed Fichier d’annotation
txt Fichier contenant des résultats ou statistiques

TaBLE 5.2 — Les principaux formats de données du séquencage a tres haut débit

IIs fonctionnent en ligne de commande, ce qui permet leur inclusion dans divers programmes
et pipelines d’analyse.

Les formats de fichiers obtenus par 1’analyse tertiaire dépendent de 1’outil utilisé et du
type d’analyse. Il n’existe pas de format standard repris par tous les logiciels ; généralement,
ils utilisent en sortie des fichiers texte tabulés ou des fichiers bed pour permettre 1’inclusion
des résultats dans un genome browser. Il est a noter toutefois I'utilisation d’autres types de
format tels que le VCF (Variant Call Format) pour les variants génomiques (SNP, insertions
et délétions). Ce format, mis au point par le projet 1000 Génomes, est notamment utilisé par
SAMtools et GATK.

5.3.3 Alignement sur le génome de référence

Le ChIP-seq est une technique de re-séquencgage. Il est donc indispensable de disposer
d’une référence (génome, transcrits ...) a laquelle les fragments séquencés seront comparés
par alignement. Cette technique se limite donc a 1’étude des organismes dont le génome a
déja été séquencé. L’ alignement des fragments sur la référence, généralement un génome, est
réalisé par complémentarité de bases. La version du génome utilisée est trés importante pour
la suite de I’analyse, et doit étre choisie en fonction des besoins (annotations disponibles,
qualité de I’assemblage, outils développés). En effet, entre les 2 dernieres versions du génome
humain, hgl8 (mars 2006) et hgl9 (février 2009), les principales différences sont la taille
et les annotations. De plus, beaucoup d’outils méme récents utilisent encore la version hgl8
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du génome car celle-ci dispose de plus d’annotations, que la version hgl9, néanmoins plus
complete. Des outils de conversion de position entre les 2 versions de génomes ont été créés
tels que : liftover de ucsc; ceux-ci permettent de convertir des annotations pour les genome
browsers d’une version a une autre comme les positions de SNP, de motifs de fixation de
facteurs de transcription (Oregano, TFBSconserved).

Cependant, ces versions de génome ne sont pas adaptées a I’étude des cellules cancéreuses,
qui sont caractérisées par des amplifications et des délétions génomiques. Il est important de
prendre en compte cette information pour le reste de 1’étude. Il faut également tenir compte
de la présence de séquences répétées (détectées grace au logiciel repeatmasker). En effet, un
fragment qui s’aligne dans une zone répétée ne peut pas €tre considéré comme spécifique
de cette zone et ne doit donc pas €tre pris en compte. Au niveau de 1’alignement, ces zones
répétées se caractérisent par un empilement excessif de fragments sur une courte région
(quelques dizaines de paires de bases). Ces empilements sont fréquemment observés dans les
télomeres et les centromeres des chromosomes, régions riches en répétitions. L’ utilisation du
mode de séquencage paired-end, qui permet de s’affranchir en partie de ce genre de probleme,
est pour cette raison de plus en plus courante.

A T’heure actuelle, il est courant qu'une expérience de HTS géneére une centaine de
millions de reads. L’alignement d’une telle quantité de courtes séquences sur une référence
ne peut se faire a I’aide des outils d’alignement classiques, tels que BLAST ou FASTA
([Altschul et al., 1990]). En effet, ces derniers ont été concus principalement pour retrouver
une séquence (query) dans une référence (subject) et peuvent pour cela €tre paramétrés tres
finement afin de prendre en compte différents cas de figure (mismatches, gaps) en fonction du
contexte de la recherche. Par contre, cette complexité s’accompagne d’une relative lenteur, ce
qui les rend inadaptés au probleme posé par le HTS. Pour cette raison, divers outils, basés sur
de récents algorithmes de recherche, ont été développés afin de permettre 1’alignement sur le
génome de référence d’un grand nombre de courts fragments (50nt pour le SOLiD™), dans
un temps raisonnable. Un logiciel, appelé mapread (Corona Lite), a été développé dans ce but
par Life Technologies. Il a I’avantage de prendre en entrée les 2 fichiers issus de I’analyse
primaire, a savoir le fichier csfasta (code couleur) et le fichier de qualité, ce que peu de logiciels
sont encore capables de faire. D’autres logiciels pour I’alignement des séquences courtes
existent comme : BOWTIE ([Langmead et al., 2009]), BWA ([Li & Durbin, 2009]), BFAST
([Homer et al., 2009]), ELAND, SHRIMP2 ([Rumble efal., 2009], [David et al., 2011]),
SOAP ([Li & Homer, 2010]).

La qualité de séquencage est telle que I’on considére correctement alignés des reads
possédant jusqu’a 2 mismatches avec la référence. Ces outils prennent également en compte la
valeur de qualité de séquencage de chaque base ou dibases contenue dans les fichiers _QV.qual
ou fastq, permettant d’aligner chaque base sur la référence en mettant un poids différent aux
bases en fonction de leur qualité. Des jeux de séquences tests (ou benchmark) ont été créés
pour permettre la comparaison de ces logiciels ([Holtgrewe et al., 2011]).

Les données d’alignement sont la plupart du temps produites au format bam, devenu le
format quasi-standard pour ce type de donnée. Ce format, outre le fait qu’il soit compressé et
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permette de gagner de 1’espace de stockage, est également indexé. L’acces aux données alignées
est ainsi extrémement rapide, ce qui permet de les parcourir de fagon relativement confortable
malgré leur taille (parfois plusieurs dizaines de Go). Une fois les fragments alignés, ceux-ci
sont sélectionnés sur la base de leur qualité. Il peuvent étre ainsi directement visualisés a 1’aide
d’un navigateur de génome (genome browser), tel que UCSC genome browser, Integrated
Genome Browser (IGB) ou Integrative Genomics Viewer (IGV).

5.3.4 Recherche de pics

Le but d’une expérience de ChIP-seq est d’identifier les régions enrichies en fragments par
rapport au bruit de fond et/ou a I’input. Celles-ci représentent les sites de liaison d’un facteur
de transcription ou des sites étendus pour les marques d’histone.

Il convient de souligner que le ChIP est un enrichissement et non une stratégie de purifi-
cation. Il faut également garder a I’esprit que certaines régions peuvent apparaitre enrichies
alors qu’elles n’interagissent pas avec la protéine d’intérét, par exemple les régions du génome
prédisposées a la fragmentation. Cela est probablement influencé par des facteurs tels que les
éléments répétitifs et le niveau d’ouverture de la chromatine. De plus, le génome de référence
utilisé et la variation du nombre de copies de certaines régions chromosomiques, appelées
amplicons dans les cancers, conduisent également vers la génération de faux positifs. 11 faut
donc bien prendre en compte la distribution théorique des reads dans ces régions, notamment
le déséquilibre de brin, pour filtrer les artefacts (Figure 5.12).

Avant de lancer un programme de recherche de pics, on filtre généralement les données
pour supprimer les artefacts tels que les amplifications PCR. Ce filtre est maintenant inclus
dans la plupart des algorithmes.

De treés intéressantes revues ont été réalisées par Pepke, Wilbanks et leurs collaborateurs
sur la comparaison des algorithmes de recherche de pics pour les facteurs de transcription
([Pepke et al., 2009], [Wilbanks & Facciotti, 2010]). Ces algorithmes ne prennent pas les
mémes parametres en entrée et ne donnent pas forcément des résultats similaires en terme de
taille des sites de fixation et de quantité (Figure 5.13). Le choix de I’algorithme a utiliser est
dicté par le type de facteur de transcription étudié. Ainsi pour un facteur de transcription site
spécifique, on préferera un logiciel donnant des pics étroits. En revanche, pour des facteurs
tels que Cbp (Creb-Binding Protein), ou son homologue p300, qui est un co-activateur pour
un grand nombre de facteurs de transcription, notamment Creb, E2F, Jun, Fos, on cherchera
des régions de taille plus étendue comme pour les marques d’histones éventuellement.
Un alignement test a également été créé pour évaluer les algorithmes. Celui-ci correspond a
un alignement disposant de pics et également d’artefacts tels que des empilements (Figure 5.12).

Une fois les pics identifiés, ils peuvent étre inclus et visualisés, en plus des alignements, a
I’aide d’un genome browser, ce qui permet de juger de leur qualité.

Enfin, ces informations sont maintenant collectées dans des outils ou bases de données
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dédiés tels que Epigraph (http://epigraph.mpi-inf.mpg.de/WebGRAPH/).

5.3.5 Découverte et recherche de motifs

Une fois localisés les pics potentiels de fixation du facteur de transcription, on peut recher-
cher la présence de motifs de fixation de facteurs de transcription dans les séquences présentes
sous les pics. On peut ainsi conforter les résultats obtenus pour les facteurs de transcription
interagissant directement avec I’ADN, et mettre en exergue la présence de co-facteurs dans le
cas de p300 par exemple.

De plus, a partir d’une liste de pics de bonne qualité, il est également possible d’amé-
liorer les motifs par la constitution d’une collection de séquence (type de représenta-
tion des motifs) : par exemple, celles contenues dans les bases de données de JASPAR
([Wasserman & Sandelin, 2004]) et TRANSFAC ([Matys et al., 2003]), ou bien encore Uni-
PROBE pour la souris. Elles collectent des informations sur les sites potentiels de liaison dans
une matrice poids-positions ou logo.

Divers outils de recherche de motifs ont ainsi été adaptés aux données issues du ChIP-seq,
tels que RSATools avec peakmotifs, MEME avec MEME-ChIP ([Machanick & Bailey, 2011],
DREME ([Bailey, 2011]). Certains pipelines d’analyse comme la librairie tGADEM per-
mettent, a I’aide de plusieurs librairies R, de rechercher les motifs a partir des pics déterminés
par PICS (Figure 5.13). Ces outils nous renseignent sur la probabilité d’obtenir une liste
enrichie en sites potentiels de fixation d’un facteur, en fonction de son occurrence sur le
génome. Le probléeme est la détermination du modele de fond et des séquences finalement
utilisées pour la recherche de motifs. MEME-ChIP n’utilise que les meilleures séquences pour
construire le motif.

Ces outils proposent généralement I’utilisation de deux jeux de séquences : les séquences
sous les pics provenant du ChIP et celles provenant de la condition contrdle (input).

Les pics, mais aussi les reads, peuvent étre visualisés sur le génome a 1’aide de genome
browser qui permet 1’ajout d’annotations (track) telles que : les séquences répétées obtenues
par repeatmasker, des données de transcriptome, de CGH, afin de pouvoir mieux interpréter les
données.

Un autre critere important pour la recherche de motifs, est leur conservation au
cours de I’évolution ([Cai ef al., 2010]). De nombreux outils de recherche de motifs uti-
lisent également ces données de conservation pour affiner leur analyse (comme ECRbase
[Loots & Ovcharenko, 2007] par exemple).


http://epigraph.mpi-inf.mpg.de/WebGRAPH/
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5.3.6 Annotation et visualisation des résultats

A partir d’une liste de pics, plus ou moins fiables en fonction du score de qualité qui leur est
associé, on cherche a savoir quels sont les genes potentiellement régulés par le facteur étudié,
ceci dans le but de créer des réseaux de genes en évaluant, comme pour les puces a ADN, I’en-
richissement fonctionnel de cette liste de genes cibles en un processus, une voie de signalisation.

La pratique standard pour associer les pics a un gene est d’utiliser certains criteéres comme
la distance au site d’initiation de la transcription (ou TSS) ou a un élément structural du gene
(intron, exon). Par exemple, Johnson et collegues (2007) ont cartographi€ les pics a + 20 kb du
TSS d’un gene, alors que Wederell et collegues (2008) ont utilisé une distance comprise entre
-10 kb du TSS et +1 kb du site de terminaison de la transcription. Chen et collegues (2008) ont
utilisé une méthode plus sophistiquée, et déterminé la répartition des distances des pics aux TSS
des geénes pour chaque facteur évalué. Les pics sont ensuite associés au gene le plus proche, a
I’intérieur de cette répartition. Cependant, il est a noter que dans le cas des enhancers (1) le gene
le plus proche n’est pas forcément celui qui sera régulé par le facteur de transcription étudié, et
(2) un facteur de transcription peut réguler plusieurs des genes qui I’entourent. Ainsi le 3C-seq,
le ChIA-PET et d’autres extensions de ces approches permettent de détecter les interactions
entre les locus génomiques et d’identifier les sites de régulation associés au TSS lors de
I’initiation de la transcription pour aider a résoudre ces problemes ([Dekker et al., 2002],
Dostie et al. 2006, Simonis et al. 2006, Zhao et al. 2006). Divers outils d’annotations ont
été implémentés : Savant ([Fiume et al., 2010]), ChIPpeakAnno ([Zhu et al., 2010]), CEAS
([Shin et al., 2009]), cisgenome ([Barozzi et al., 2011]) et GREATER ([McLean et al., 2010]).

Chez les mammiferes, pres de la moitié des sites de liaison identifiés sont associés a
des genes inactifs ([Hatzis er al., 2008]). En effet, de nombreux facteurs de transcription
sont soit des cofacteurs soit des répresseurs. Il est donc important de savoir si un gene est
bien fonctionnellement 1i€é au facteur de transcription auquel il est associé. Pour fournir un
argument prouvant que les sites sont fonctionnels, plusieurs méthodes peuvent étre utilisées
comme : (1) étudier I’expression différentielle des génes avec et sans site de fixation associé
([Johnson et al., 2007], [Chen et al., 2008]), (2) évaluer I’expression de genes cibles, dans les
cellules dans lesquelles I’expression du facteur d’intérét a été réduite ou supprimée, et (3)
rechercher la concordance des sites de liaison et des modifications des histones qui délimitent
les régions enhancer et promoteur, comme H3K4mel et H3K4me3 ([Barski et al., 2007]).

5.3.7 Bases de données dédiées aux données HTS

Le NCBI et I’EBI ont également mis en place des bases de données pour accéder aux
données de séquencage a tres haut débit : Sequence Read Archive (SRA) et European Nu-
cleotide Archive (ENA), respectivement. Mais avec I’explosion de ces techniques, le nombre
d’expériences croit de maniere exponentielle, ce qui nécessite I’augmentation des capacités de
stockage ; 1a ou quelques dizaines de Mb suffisaient pour les puces a ADN, il faut maintenant
plusieurs centaines de Gb de stockage pour une expérience de HTS. En effet, ces bases de
données permettent (1) le stockage des fichiers bruts (csfasta/qual pour SOLiID ou fastq)
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qui représentent plusieurs Gb, (2) des alignements (fichiers bam) et (3) de données résultant
de pipeline d’analyses tertiaires parfois (format bed, pour la localisation des pics provenant
d’expérience de ChlIP-seq).

De la méme maniere que MIAME pour les données de puces a ADN, le FGED a mis au
point le Minimum Information about a highthroughput Nucleotide SeQuencing Experiment
(MINSEQ) pour les données de séquencage a tres haut débit.

5.4 Elaboration d’outils et de méthodes d’analyse pour les
données de ChIP-seq

Afin de pouvoir analyser les données de ChIP-seq issues du séquenceur a tres haut débit
SOLiD™présent sur la plateforme TGML, un pipeline de traitement des données de ChIP-seq
a été développé. 1l effectue les analyses secondaires et tertiaires des données de ChIP-seq
réalisées en mode de séquencage fragment, mais également paired-end, 1’analyse primaire
étant réalisée sur le cluster du séquenceur. Ce développement récent, n’a donné lieu a aucune
publication. Cependant il est utilisé en routine sur la plateforme TGML et utilisé dans le cadre
de collaborations. Je I’ai également utilisé pour analyser des données de ChIP-seq, expérience
que j’ai moi-méme réalisé. Ces résultats ne seront toutefois pas montré dans ce manuscrit.

Ce pipeline étant principalement destiné a 1’analyse de données provenant de la plateforme,
il a été construit sur la base des outils proposés par Applied Biosystems (Bioscope, Corona
lite). Toujours en développement, afin de s’adapter aux besoins de la plateforme, il est écrit
en langage bash, particulierement approprié pour I’intégration de logiciels d’origine diverse.
Ainsi, il integre différents outils publics, ainsi que des scripts et programmes développés au
laboratoire. En effet, I’évolution technique des séquenceurs a tres haut débit étant tres rapide
(voir Chapitre 1 1.1). Ainsi depuis 2009 nous avons changé plusieurs fois de version du
SOLiD™passant d’une version v3.0 a la version v3.5 en 2010 et enfin a la v4 en 2011. Ceci a
entrainé de nombreux changement tant au niveau expériemental (longueur des reads, taille de
sonication) qu’au niveau informatique (version de bioscope, modification des programmes et
pipelines).

Actuellement, pour un échantillon, on dispose en général d’environ 35-40 millions de billes
et donc autant de reads. Le pipeline met environ 6 heures par échantillon pour les analyses
secondaires et tertiaires. Un fichier de log permet de suivre la progression des différentes étapes
et le comportement des outils dont les sorties sont redirigées dans ce fichier.

5.4.1 Choix des logiciels et stratégies

Les données de séquencage du SOLiD™provenant de 1’analyse primaire étant dans les
formats « csfasta » et « _QV.qual », le choix d’utiliser le logiciel d’alignement fourni par la
suite bioscope appelé mapread s’est naturellement imposé. Toutefois, les logiciels BOWTIE
et BWA ont été testés, avec conversions pour la prise en charge de ces formats, sans montrer
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de différences de qualité avec le logiciel mapread de bioscope. De plus, par défaut ces autres
outils ne parallélisent par leurs taches d’alignement comme le fait la suite bioscope et donc ils
se révelent nettement plus lents, sans apporter de réel avantage.

Le fichier de résultats de I’alignement étant au format compressé « bam », sa conversion a
I’aide de la suite d’outils samtools permet I’obtention d’un fichier plat au format « sam » plus
adapté aux traitements. Ce dernier est ensuite utilisé au niveau de 1’analyse tertiaire développée
en fonction des particularités de I’analyse de données de ChIP-seq présentées dans la partie
précédente de ce chapitre.

L’étape suivante consiste a réaliser la détection de pics. Quelques outils ont été testés
avec différents parametres : MACS, Hpeaks, MICSA. Le choix s’est porté finalement sur
I’intégration de MACS, car celui-ci donne des pics plus étroits que Hpeaks. Cependant, il
génere beaucoup d’artefacts (empilement de reads anormalement pris en compte) dus a une
conception d’un modele de pics assez difficile. C’est la raison pour laquelle, en parallele a
MACS, un autre outil de détection de pics développé au laboratoire et nommé Picor a été
intégré au pipeline (voir ci-apres).

Les pics obtenus, sont ensuite filtrés pour ne conserver que ceux qui ne chevauchent pas
une région répétée. Il en résulte un fichier de résultat au format « bed » servant a (1) I’analyse
fonctionnelle par divers scripts implémentés sur la plateforme, (2) la recherche et/ou découverte
de motifs, apres récupération des séquences fasta sous les pics, a ’aide de peakmotifs de la
suite logicielle RSATools installée sur un serveur de notre laboratoire et (3) la visualisation
des pics avec un navigateur de génome comme IGV ou UCSC en parallele des alignements au
format « bam ».

On peut ainsi a partir de la localisation des pics déterminer quels sont les genes cibles
potentiellement régulés par le facteur de transcription étudié et analyser 1’enrichissement
fonctionnel de ceux-ci a I’aide d’outils comme GREATER ou DAVID knowledgebase, ceci
afin de construire le réseau de genes régulés par le facteur de transcription. La distribution de la
localisation des pics est également étudiée sur le génome et au niveau de la structure des genes.

Enfin un contrdle qualité des données avant et apres alignement a été ajouté au pipeline a
I’aide du logiciel FastQC, celui-ci venant en complément du rapport de séquengage fourni par
SETS.

5.4.2 Picor : un nouvel outil pour la recherche de pics

Face au probleme de détection de pics (voir partie 5.3.4) et vus les résultats donnés par
certains algorithmes sur nos données, des chercheurs du laboratoire ont congu un nouvel
algorithme pour la détection de sites de fixation de facteurs de transcription a partir de données
de ChIP-seq, nommé Picor (Figures 5.14 et 5.15). Cet algorithme non publi€ a ce jour a été
intégré au pipeline d’analyse des données en parallele d’un autre outil, MACS. J’ai testé et
intégré ce nouvel outil dont je n’ai pas pris part a la conception, 2 mon pipeline.
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[J Reads (.csfasta)

Primary analysis |4 Quality file (.qual)
Color calling Secondary analysis (Bioscope 1.3)
Reads alighment

[ Alignments (.bam) |

Tertiary analysis for ChiP-seq v
Peak calling samtools

/—| Alignments (.sam)

PICOR

[ Alignments (.bed) | PIPELINE

MACS
Peaks (.bed) Peaks (.picor)
Remove peaks in repreated

regions (RepeatMasker)

Peaks (.bed)
| Mapping on RefSeq genes| | Extract sequences under peaks | | Get reads under peaks ]
¥ ¥ ¥
[ Peaks mapped on RefSeq (map) | | Peak sequences (.fa) | | Peaks alignments (.sam) |
Functional Motif discovery Visualization
analysis RSAT IGV

ChiP-seq pipeline

FiGure 5.14 — Principales étapes du pipeline d’analyse des données de Chromatine ImmunoPré-
cipitation (ChIP-seq) sur la plateforme TGML
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Picor pipeline
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FiGure 5.15 — Principe de I’ algorithme et pipeline d’analyse du programme de détection de pics
développé au laboratoire TAGC

Cet outil prend en entrée deux fichiers d’alignement correspondant au ChIP-seq et a
I’input, et dont les reads redondants ont été supprimés car ils sont généralement dus a des
amplifications PCR ou génomiques. Il génere ensuite un fichier wig par chromosome contenant
le nombre de reads tous les 10 nucléotides, sur chaque brin séparément. Ce sont ces fichiers
wig que Picor analyse pour trouver les pics.

Le principe de I’algorithme de Picor part du postulat que pour un facteur de transcription
séquence spécifique, on doit observer au niveau des données un déséquilibre de liaison. Si
on étudie la couverture des deux brins du génome a 1’aide de fenétres glissantes de taille
variable mais distantes d’une distance d correspondant a la moitié de la taille de sonication, on
doit donc obtenir un pic sur chaque brin tout d’abord sur le brin + puis sur le brin - (Figure 5.15).

Il en résulte en sortie un fichier de type bed donnant la localisation des pics dépassant un
certain FDR calculé pour chaque pic et comportant en plus de la localisation a la base pres des
pics, la taille de la fenétre et la distance de corrélation de Spearman.
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5.5 Analyse de données en collaborations

Le pipeline est utilisé en routine sur la plateforme TGML pour I’analyse des données
du séquenceur SOLiD™. J’ai ainsi réalisé I’analyse des données d’expériences de ChIP-seq
enticrement réalisées au niveau de la plateforme TGML, mais provenant de projets collaboratifs
avec d’autres laboratoires de recherche :

(1) la collaboration avec les Docteurs Max Chaffanet et Christophe Ginestier de 1’équipe
du Dr Daniel BirnBaum du Centre de Recherche en Cancérologie de Marseille (CRCM) porte
sur la définition des cibles du facteur de transcription ZNF703 dans le cancer du sein ;

(2) la collaboration avec Nathalie Sakakini, étudiante en seconde année de these au TAGC sous
la co-direction des Docteurs Jean Imbert et Thierry Virolle de 1’unité Inserm U898 « stem cells,
development and cancer » de Nice porte sur I’étude de la fixation des facteurs de transcription
EGRI1 et B-Caténine dans deux lignées de Glioblastome ;

(3) la collaboration avec le Dr Salvatore Spicuglia, faisant alors partie de 1’équipe du Dr
Pierre Ferrier au Centre d’Immunologie de Marseille-Luminy (CIML) portant sur 1’étude du
facteur de transcription TLX3 lors du développement des lymphocytes T chez la souris ;

(4) la collaboration avec le Dr Saadi Khochbin, directeur de 1’équipe « épigénétique et
signalisation cellulaire » de I'Institut Albert Bonniot de Grenoble, portant sur 1’analyse de la
localisation du variant d’histone tH2B lors de la spermatogénese chez la souris.

Dans ces collaborations, mon travail a consisté en 1’alignement des données brutes de
séquencage, en la vérification de la qualité du séquencage, a la détection de pics et pour la
plupart des cas a ’analyse de ceux-ci (statistique de distribution, annotation, recherche de
motifs). Ces collaborations n’ont pas donné lieu pour le moment a des publications.

Enfin, ce pipeline a été en partie utilisé pour générer des données a partir d’une nouvelle ap-
proche, appélée Mnase-Cap développée en collaboration avec le Dr Salvatore Spicuglia. Cette
approche est une technique combinant celle du Mnase-seq et de la capture sur lame (ou en
solution sur bille magnétique) de région génomique ciblée. Ceci permet d’augmenter la couver-
ture des régions ciblées et de mieux étudier le positionnement des nucléosomes au niveau des
régions régulatrices de genes d’intérét.

Une publication de cette nouvelle approche du positionnement des nucléosomes est en
cours de préparation.
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5.6 Discussion et perspectives

Beaucoup de questions restent en suspens

Le séquencage a tres haut débit n’est pas encore une technologie ne soulevant aucun
probleme technique. Il reste en effet pas mal de questions laissées en suspend et qui font 1’objet
de conférences internationnales, comme les puces a ADN a une autre époque.

En effet, la communauté scientifique n’a pas encore fixée de protocole spécifique du
ChIP-seq concernant I'utilisation du mode fragment par rapport au paired-end, la longueur des
reads a utiliser pour le ChlP-seq, la taille optimale des sonications, les meilleures méthodes
pour la détection de pics, ou bien encore I'impact des amplifications génomiques sur les
données de ChIP-seq.

Amplification dans les cancers

Les analyses que j’ai pu réaliser sur des échantillons de ChIP-seq, obtenus a partir de
lignées cancéreuses (cancers du sein ou glioblastomes), ont montré que le nombre de pics
détecté dans les régions amplifiés est supérieur aux autres régions du génome.

En effet,]’amplification génomique peut étre défini comme un processus génétique condui-
sant a la multiplication sélective du nombre d’exemplaires d’un gene (ou d’un groupe limité de
genes adjacents, définissant un « amplicon »), ce qui participe a I’oncogenese dans plusieurs
types tumoraux (http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/Census/amplification.shtml).

Reste a savoir si cela est dii a I’amplification génomique, qui enrichit artificiellement le
nombre de fragments aléatoirement immunoprécipité et correspondant au bruit de fond, ou a
des régions régulatrices importantes.

Afin de répondre a cette question, on s’oriente peu a peu vers le reséquencage du gé-
nome des tumeurs [Ross & Cronin, 2011]. En effet, chaque lignée cancéreuses possedent sa
propre amplification différente en nombre de copie et en régions génomiques d’une autre
[Stephens et al., 2009].

Perspectives de développement

Le développement du pipeline va étre poursuivie dans le cadre d’un poste sur la plateforme.
En effet, ce pipeline utilisé en interne nécessite une homogénéisation avec 1’autre pipeline
développé sur la plateforme et permettant la détection des SNP et small indels. Ces deux
pipelines ont déja en commun I’analyse secondaire, reste a les intégrer dans une interface
graphique conviviale pour une utilisation externe. La laboratoire souhaite a ce sujet installé sur
un serveur une version locale de Galaxy [Giardine et al., 2005], avec des ressources communes
comme la suite RSATools, 1’outil de détection de pics PICOR, ou bien encore les diftérents
pipelines d’analyses de la plateforme TGML.
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Afin de pouvoir en partie poursuivre mes travaux de these, et d’en apprendre encore d’avan-
tage sur ces mécanismes complexes mais trés intéressants de la régulation de I’expression
des genes, je vais étre embauchée en tant qu’ingénieur de recherche en CDD au niveau de la
plateforme TGML. Mon rdle sera d’améliorer le pipeline ChIP-seq, mais surtout de mettre
en place I’analyse complexe des données de RNA-seq pour laquelle rien n’est disponible au
laboratoire pour le moment.
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1 Introduction

This document is intented to provide a brief overview of the AgiND package. The library was
developped for diagnosis and normalization of one channel and two channel Agilent microarrays.
Note, that the AgiND requires at least R-2.5.0 version.

Briefly, the AgiND package contains high level function for:

e diagnosis (Boxplot, color-coded images and MA plot) for both gProcessedSignal (rProcessedSig-
nal) and gMeanSignal (rMeanSignal) intensities;

e normalization (lowess or quantiles method);

e convertion of an AgilentNorm or an AgilentNormRG object into an ExpressionSet object to
ensure co-patibility with other bioconductor packages.

2 Getting started

2.1 Load the AgiND library
e After installation, load the AgiND package using the /library/Fonctions:

> library(AgilD)

e Exemple data are located in the R installation path of the AgiData package and for the need
of this demonstration, user should change its working directory using the following command:

> library(AgiData)
> setwd(system.file(".", package = "AgiData"))

Note: If a MIAME and phenoData files are provided they should be located in the ExpData
directory and named "miame” and "phenodata.txt” respectively.
Type the following command to acces help:

> help(AgilD)
> help.search("AgiND")

2.2 Note about quantification files

The library supports quantification files (with "txt” extension) derived from the Agilent Feature
Extraction software.

As user way perform both one channel (one sample) and two channel (two samples) hybridization,
the AgiND package was developped to handle both approaches. For data acquisition, user shoul use
the getAgilentBatch function which uses read. MIAME, read.phenoData, read Agilent and checkDim
functions. In the case of two colors approach, user must set the RG argument to TRUE.



> args(getAgilentBatch)

function (n = NULL, RG = FALSE, path = ".", recursive = FALSE,
flag = 2)

NULL

Numero | Letter Flag name Flag description

1 a glsSaturated Feature is saturated
1 b rIsSaturated Feature is saturated
2 ¢ glsFeatNonUnifOL Feature is not uniform
2 d rIsFeatNonUnifOL Feature is not uniform
3 e gUsPosAndSignif Feature is not positive and significant
3 f rIsPosAdSignif Feature is not positive and significant
4 g glsFeatPopnOL Feature is a population outlier
4 h rIsFeatPopnOL Feature is a population outlier
) i IsManualFlag Feature is manually marked
6 j glsBGNonUnifOL Background is not uniform
6 k rIsBGNonUnifOL Background is not uniform
7 1 gIsBGPopnOL Background reading is population outlier
7 m rIsBGPopnOL Background reading is population outlier

Table 1: Table of the different flags.

2.2.1 One-channel hybridizations

As in the case of two channel hybridization the getAgilentBatch function will extract information
from user-provided files and return an instence of class AgilentBatch.

> myob <- getAgilentBatch(1:4, path = "OneColor/", flag = 1:7)

There are 4 files in the working directory:
/home/aurelie/R/i686-pc-linux-gnu-library/2.5/AgiData/0OneColor
Reading all files
file 1 ———> US45102986_251487911262_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_1.txt
file 2 ———> US45102986_251487911262_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_2.txt
file 3 ———> US45102986_251487911262_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_3.txt
file 4 ———> US45102986_251487911262_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_4.txt

--> Creating an object of class AgilentBatch

An object of class AgilentBatch (one color)
Memory used: 16717708

Number of samples= 4

Number of spots= 45018



Dimensions of arrays= 532 rows x 85 columns
This object contains the following informations:

- gP

- gBGM

- gM

- fileNames

- PosX

- PosY

- CtrT

- PN

- GN

- SN

- Desc

- PhenoD

- Miame

- Flag

- Row

- Col

Informations about object size can be obtained using the following commands:

> ncol (myob)
> nrow(myob)
> dim(myob)
> length(myob)

2.2.2 Two-channels hybridizations

As in the case of single channel approach, quantification files should be derived from the same
microarray plateform and thus contain the same number of elements.

> myobRG <- getAgilentBatch(1l, RG = TRUE, flag = 1:7, path = "TwoColors/")

When RG is set to TRUE getAgilentBatch will construct an AgilentBatchRG object which differs
slightly from the AgilentBatch object since it will contain rP, rM and rBGM slots.

2.3 Building phenoData and MIAME files

Although the easiest way to create phenoData and Miame information is to provide a well-formatted
file in the ExpData Directory, user may use alternative solution. Indeed, user may fill the slots by
invoking:

> dataPhenoD <- data.frame(x = 1:4, y = rep(c("Brain", "Heart"),
+ 2), z = I(LETTERS[1:4]), row.names = paste("Sample", 1:4,

+ sep = "_"))

> metaData <- data.frame(labelDescription = c("Numbers", "Tissue",
+ "Condition"))



> PhenoD(myob) <- new("AnnotatedDataFrame", data = dataPhenoD,
+ varMetadata = metaData)
> PhenoD (myob)

rowNames: Sample_1, Sample_2, Sample_3, Sample_4
varLabels and varMetadata:

x: Numbers

y: Tissue

z: Condition

> Miame (myob) <- new("MIAME", title = "There is an exemple of MIAME file",

+ name = "Experience name", lab = "INSERM TAGC/ERM206", contact = "Mr Dupond",

+ url = "http://tagc.univ-mrs.fr", abstract = "an abstract describing the experiment")
> Miame (myob)

Experiment data
Experimenter name: Experience name
Laboratory: INSERM TAGC/ERM206
Contact information: Mr Dupond
Title: There is an exemple of MIAME file
URL: http://tagc.univ-mrs.fr
PMIDs:

Abstract: A 5 word abstract is available. Use 'abstract' method.
Futhermore,user can call the read.AnnotatedDataFrame and read.Miame functions.

> PhenoD(myob) <- read.AnnotatedDataFrame(filename = paste(getwd(),
+ "/phenoData.txt", sep = ""), sep = "\t", head = T, fill = NA,
+ quote = "")

> Miame (myob) <- read.MIAME(filename = paste(getwd(), "/miame",

+ sep = n n))

2.4 Object informations

2.4.1 Class description

Complete description of slots for classes AgilentBatch and AgilentBatchRG is provided in the Table
2.

2.4.2 Accessing slots

Different components or slots of the microarray may be accessed using the @ operator or alterna-
tively using the slot function.

object@slot.name

slot(object, ’slot.name”)



Slot name

Column name of quan-
tification file

Description

gP gProcessedSignal Matrix of the normalized signal obtained by the Fea-
ture Extraction software on the green chanel.

gM gMeanSignal Matrix of the mean signal measured in the green chan-
nel.

gBGM gBGMeanSignal Matrix of the mean background signal measured in
the green channel.

rP rProcessedSignal Matrix of the normalized signal obtained by the Fea-
ture Extraction software in the red channel (for Agi-
lentBatchRG and AgilentNormRG class object).

™M rMeanSignal Matrix of the mean signal measured in the red chan-
nel (for AgilentBatchRG and AgilentNormRG class
object).

rBGM rBGMeanSignal Matrix of the mean background signal measured in
the red chanel (for AgilentBatchRG and Agilent-
NormRG class objects).

fileNames Vector containing names of the files used to build the
AgilentBatch or AgilentBatchRG object.
PosX Col Vector of the column localization of the spot on array.
PosY Row Vector of the row localization of the spot on array.
Desc Description Vector containing probe annotation.
GN GeneName Vector containing gene names for corresponding
probes.
PN ProbeName Vector of the probe name.
SN SystematicName Vector of the sustematic name of the gene correspond-
ing to the probe.
Flag glsFeatureNonUnifOL | Matrix which allows to know if it’s a qood quality
spot (feature is not uniform).
CtrT ControlType Vector of the control type: -1 (negative control),0
(sample) ou 1 (positive control)

PhenoD The phenodata.txt file is in the ExpData directory of
the working directory. This slot is an phenoData class
object.

Miame The miame.txt file contain Minimum Information
About Microarray Experiment and is in the ExpData
directory of the working directory. This slot is an
MIAME class object.

Row Vector of the number of array row.
Col Vector of the number of array column.

Table 2: Table of the different slot contained in an AgilentBatch or AgilentBatchRG class object.




If implemented, user may also use the corresponding method.
slot.name(object)

For a slot containing a matrix, the Following command will be valid.
object@slot.namefi,j]

slot(object, ”slot.name”) [i,j]

slot.names(object)|[i,j]

object/i,j]

where i correspond to one or several spots
and j correspond to one or several arrays

Exemples for matrix:

> myob@gP[1:20, 1:2]
> slot(myob, "gP")[1:20, 1:2]
> gP(myob) [1:20, 1:2]

Exemples for vector:

> myob@GN[1:20]
> slot(myob, "GN")[1:20]
> GN(myob) [1:20]

For data from the first array:

> myob[, 1]

2.4.3 Exclude data from object

The agExclude function allows to remplace by NA different data to exclude. There are different
case:

e low-quality spots (thanks to the Flag slot of the object);
e controls if just the sample want to be observed;

e list of gene name to exclude ( this list can be obtained by the argument identify=TRUE of
the agMAplot or aglmage functions which return a list of the identify gene names).

> M <- agExclude(myob, type = "controls", toNA = TRUE)

> M2 <- agExclude(myob, type = "flags", toNA = TRUE)

> a <- c("DarkCorner", "GE_BrightCorner")

> M3 <- agExclude(myob, type = "list", list = a, toNA = TRUE)

All these commands return an object of the same class whose the controls, flags or data of the gene
name list are remplaced by NA.



3 Diagnostics plots

Several functions allow to visualise data of arrays:

e agBoxplot (boxplot of a Slot distribution)

e agMAplot (MA plot of a Slot)

e aglmage (Virtual image of a Slot)

e agPlot (intensities values along the different chromosomes)

By default, if there is no whichSlot argument, the data used are:

e ¢M slot for an AgilentBatch object

e SgNorm slot for an AgilentNorm object

e logRatio for an AgilentBatchRG object which is calculating as log2(rM/gM)

e logRatioNorm for an AgilentNormRG object which is calculating as log2(rSgNorm /gSgNorm)
Moreover, it’s possible to save these plots by the arguments pdfand htmlis TRUE. These plots are
saved on the working directory.

3.1 The agBoxplot function

This function allow to observe the distribution of a slot. The result is different if they are one or
several array. The argument of this function are:

> args(agBoxplot)

function (x, whichSlot = NULL, array = NULL, log = TRUE, centered = FALSE,
reduced = FALSE, html = FALSE, pdf = FALSE, horizontal = FALSE)
NULL

3.1.1 Distribution inter-arrays

e.g. for several arrays. One boxplot is obtained for each array.
> agBoxplot (myob, array = 1:4)

3.1.2 Distribution intra-array

e.g. for just one array. Four boxplot are obtained to allow to observe the distribution of the negative
controls, samples, positive controls and DarkCorner (which is the most important positive control
on the array).

> agBoxplot (myob, array = 1)
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Figure 1: The agBoxplot function. (A) Boxplot obtained for the gMeanSignal slot by default and
for all the array of the AgilentBatch object. (B) Visualization of the negatives and positives controls
distribution for the first array of the AgilentBatch object.

But the distributions can be obtain thanks to the summary function by the command:

> summary (myob)

Summary of:

- slot gP:
Vi V2 V3
Min. :4.487e+00 Min. :4.535e+00 Min. :3.415e+00
1st Qu.:6.402e+00 1st Qu.:6.802e+00 1st Qu.:5.763e+00
Median :5.353e+01 Median :5.704e+01 Median :6.347e+01
Mean :1.997e+03 Mean :2.170e+03 Mean :2.138e+03
3rd Qu.:5.759e+02 3rd Qu.:6.300e+02 3rd Qu.:6.970e+02
Max. :1.594e+05 Max. :1.697e+05 Max. :1.521e+05
V4
Min. :3.833e+00
1st Qu.:5.578e+00
Median :5.169e+01
Mean :1.980e+03
3rd Qu.:5.575e+02
Max. :1.573e+05
- slot gM:



V4

59.
83.
130.
2063.
: 632.
:128945.

65
19
69
29
55
98

V1 V2 V3
Min. : 61.09 Min. : 57.8  Min. : 63.43 Min. :
1st Qu.: 81.17 1st Qu.: 82.9 1st Qu.: 83.61 1st Qu.:
Median : 131.14  Median : 135.5 Median : 141.11  Median :
Mean 2076.09 Mean 2252.2  Mean 2217.22  Mean
3rd Qu.: 652.93 3rd Qu.: 706.1 3rd Qu.: 772.31 3rd Qu.:
Max. :128480.40 Max. :128453.9  Max. 1128744 .30 Max.
- slot gBGM:
V1 V2 V3 V4
Min. : 39.17  Min. : 36.41  Min. : 40.54 Min. : 38.
1st Qu.: 46.12 1st Qu.: 46.32 1st Qu.: 46.50 1st Qu.: 46.
Median : 48.00 Median : 48.21 Median : 48.33 Median : 47.
Mean : 49.07 Mean : 49.32 Mean 52.24  Mean : 48.
3rd Qu.: 50.48 3rd Qu.: 50.75 3rd Qu.: 50.65 3rd Qu.: 49.
Max. :180.31  Max. :226.48  Max. :26870.13  Max. :152.
- slot CtrT:
-1 0 1
153 43379 1486
- slot Flag:
name.array ok ace gi J 1 total.flags
Array 1 251487911262_1_1 42357 115 5 0 16 0 834 2570 2661
Array 2 251487911262_1_2 42421 128 3 0 28 0 872 2489 2597
Array 3 251487911262_1_3 42244 113 3 0 45 0 774 2661 2774
Array 4 251487911262_1_4 42921 113 2 0 31 0 328 2012 2097
Legend:
a Feature is saturated glsSaturated
c Feature is not uniform glsFeatNonUnifOL
e Feature is not positive and significant glsPosAndSignif
g Feature is a population outlier glsFeatPopnOL
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i Feature is manually marked IsManualFlag
J Background is not uniform glsBGNonUnifOL

1 Background reading is population outlier glsBGPopnOL
And it’s also possible to centered and reduced the inter-arrays data by the command:

> agBoxplot (myob, whichSlot = "gM", array = 1:4, centered = TRUE,
+ reduced = TRUE)

/home/aurelie/Desktop/images pdf library /home/aurelie/Desktop/images pdf library

251487911262_1_4 —

251487911262_1_3 —|

251487911262_1_2 —

251487911262 1_1 —

T
—_—

L
L

6 8 10 12 14 16 1 2 3 4

not centered and not reduced log2(gM) centered and reduced log2(gM)

(a) (b)

Figure 2: (A) Horizontal visualization of the agBoxplot for all the arrays. (B) Centered and reduced
data from the first array of the AgilenBatch object.
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3.2 The agMAplot function

This fonction allows to obtain a MA plot (Blant-Atlman plot) of the object for an array. A and
M values are different in according to the class object. Indeed, for an AgilentBatch object, the
reference correspond to a median of each spots in according to the different arrays, whereas for an
AgilentBatchRG object, A and M are determined with the logRatio (log2(R/G)).

The different arguments of this function are:

> args(agMAplot)

A basic MA plot is obtained by the command:

> agMAplot (myob, whichSlot = "gM", array = 1)

Controls and Flags can be added to the MA plot by the command:

> agMAplot (myob, whichSlot = "gM", array = 1, ctr = TRUE, flag = 1:5)
Controls and distribution of A and M can be added to the MA plot by the command:

> agMAplot (myob, whichSlot = "gM", array = 1, ctr = TRUE, hist = TRUE)
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Figure 3: The agMAplot function. (A) MA plot obtain with the gMeanSignal slot and for the first
array. (B) Visualization of the different flags on the MA plot in same time that the controls.(C)
Visualization of controls and distribution of A and M on the MA plot (a).
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The argument show.gene allows to observe the gene name of all the probe whose the M values
aren’t between, for this example, -1 et 1 (e.g. for the M value inferior to -1 and superior to 1). The
command is:

> agMAplot (myob, whichSlot = "gM", array = 1, show.gene = c(-1,
+ 1))
> a <- c("DarkCorner", "GE_BrightCorner")
> agMAplot (myob, whichSlot = "gM", array = 1, show.gene = a)
US45102986_251487911262_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_1.txt US45102986_251487911262_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_1.txt
AIOTIITH oT B
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A < GE_BrightCorn
TC523154
™ — » —
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° o = ° —#
7 7
TCsaRRA |, REDOANIS? RGD1306053

o TC522970AWA34086 N

" Tloxahata11 "

? i ?

T 1 T T T T T T T T T T
6 8 10 12 14 16 6 8 10 12 14 16
A A

Slot log2(gM) with densCols() Slot log2(gM) with densCols()

(a) (b)

Figure 4: The agMAplot function. (A) Visualization of gene name (thanks to GeneName slot) for
the M value inferior to -1 and superior to 1.(B) Visualization of the position on the plot of the
spots corresponding to the list "a” of Gene Name.

3.3 The aglmage function

This function allows to obtain a virtual image of each array. Thus, presence of paths of colour or
anomaly can be observed. The different arguments of this function are:

> args (agImage)

function (object, whichSlot = NULL, array = 1, type = "intensity",
threshold = NULL, bar = TRUE, html = FALSE, pdf = FALSE,
identify = FALSE, col.zoom = NULL, row.zoom = NULL, log = TRUE,
show.gene = NULL)

NULL

For a basic image, use this command:
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> aglImage(myob, whichSlot = "gM", array = 1)

US45102986_251487911262_S01_GE1-v5_95_Feb07_1_1.txt
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threshold 0 % ( intensity )

Figure 5: Virtual image for the first array of the AgilentBatch object obtain thanks to the aglmage
function.

Another function (agThreshold function) allows to observe this image with a threshold. Thus all
the intensity values under the threshold are remplace by NA (and are not observed on the image).
This threshold can be defined in accordance with two methods:

e a percentage of intensity between minimum and maximum intensities values;

e intensities distribution e.g. in accordance with the quantiles (25, 50 ou 75 of the intensities
values).

This function return the same object but with NA for the values inferior to threshold. This function
can be directly used on the aglmage function by the type and threshold arguments, by the command:

> aglmage(myob, "gM", array = 1, type = "quartiles", threshold = 25)
> agImage (myob, "gM", array = 1, type = "intensity", threshold = 10)
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As was mentioned previously, it’s possible to exclude spots (controls, flags or list of gene names)
by the agEclude function. And with this new object we can observe a new virtual image.
Moreover, an image, where a list of gene can be located, can be obtained by the command:

> a <- c("DarkCorner", "GE_BrightCorner")
> aglmage (myob, "gM", array = 1, show.gene = a)
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Figure 6: The others arguments of the aglmage function. (A) Visualization of the virtual image
where only the intensity upper than the first quantile e.g. 25 percent quantile are present. (B)
Visualization of the same image but with a threshold of 10 percent in according with signal intensity.
(C) Localisation of spots on the image corresponding to a list of gene name in blue circle, here
DarkCorner and GE_BrightCorner which are two controls .
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3.4 The agPlot function

This function is more specific of the two-colours array. Because, the plot obtained allows to observe
a variation of the signal (e.g. logRatio for an AgilentBatchRG object or gM for an AgilentBatch)
along a chromosome or on a sorted SN slot. The arguments of this function are:

> args(agPlot)

function (object, array = 1, whichSlot = NULL, log = TRUE, chrm = NULL,
scale = NULL, barplot = TRUE, identify = FALSE, html = FALSE,
pdf = FALSE)

NULL

For exemple for the 50th probes of the first chromosome, the plot obtained is:

> agPlot (myobRG, barplot = TRUE, log = FALSE, chrm = 1, scale = 1:50)

US45102986_251470610922_S01_CGH-v4_95_Feb07.txt

15
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logRatio

bl )
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chr1:000005748-000005792 to chr1:000931329-000931373

Figure 7: The agPlot function for the 50th probes of the first chromosome.
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4 Normalization

Two methods of normalisation are used in this library:
e Lowess methods
e Quantiles methods

With these two methodes, a correction of the background signal is possible to improve the data
normalization. This correction correspond to the argument bgCorrection of the agNormData func-
tion. The differents normalized slot obtained are in logarithm base 2. Moreover, two others slots
are created: A and M which correspond to the values of A and M when the MA plot is plotted.
Futhermore, a difference exists between normalization of one or two-colours array. Indeed, for a
one-colour the reference correspond to the medians of each spots between the different arrays of the
AgilentBatch or AgilentBatchRG object, whereas for a two-colors the reference of the red channel
corespond to the green channel.

> args (agNormData)

function (object, whichSlot = c("Mean", "Processed"), bgCorrection = F,
type = "quantiles", percent = 1)
NULL

4.1 Lowess method

This normalization can be obtained by the agl.owessNorm function which retun a normalized object
by the Lowess (or Loess) method without background correction. The command to obtain this
normalized object are:

> norml <- agNormData(myob, "Mean", bgCorrection
+ percent = 1)
> norml <- agLowessNorm(myob, "Mean")

FALSE, type = "lowess",

To process the background correction, the command is:

> norm2 <- agNormData(myob, "Mean", bgCorrection = TRUE, type = "lowess",
+ percent = 1)

4.2 Quantiles method

This normalization can be obtained by the agQuantilesNorm function which retun a normalized
object by the quantiles method without background correction. The command to obtain this
normalized object (with or without background correction) are:

> norm3 <- agNormData(myob, "Mean", bgCorrection
> norm3 <- agQuantilesNorm(myob, "Mean")
> norm4 <- agNormData(myob, "Mean", bgCorrection = TRUE, type = "quantiles")

FALSE, type = '"quantiles")
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Thus, the normalized object class is:

e AgilentNorm for a normalized object from an AgilentBatch object class (one-colour);

e AgilentNormRG for a normalized object from an AgilentBatchRG object class (two-colours).

These normalized objects contain new slots: SgNorm, rSgNorm, gSgNorm, A; M and Type.

Slot name | Description
SgNorm | Normalised signal from the mean signal mesured on the green channel (gM
slot) for an AgilentNorm object.
A Matrix of the A values for a normalized object (AgilentNorm or Agilen-
tormRG)
M Matrix of the M values for a normalized object (AgilentNorm or Agilen-
tormRG)
Type Method of normalization used to obtain the normalized object (AgilentNorm

or AgilentormRG)

Table 3: Table of the new specific slots of the normalized object (AgilentNorm and Agilent-

NormRG).

After normalization, agMAplot can be use to observe the effect of this normalization on data. And

the new data distribution can be observed by agBoxplot function.
Finally, a new virtual image can be visualized.
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5 Data exportation

This exportation of data is realized by the transformation of the object (normally the normalized
object) in a ExpressionSet object, since the R-2.5.0 version. Thus this new object allows to use the
other library of Bioconductor (for example Biobase)

5.1 Creation of the ExpressionSet object

Before to perform an ExpressionSet conversion, the flag matrix must be change in a booleen matrix.
If only the second type of flags is necessary, users can use the command:

> myob <- agConvFlag(myob, flag = 2)

The Transformation of an AgilentBatch, AgilentNorm, AgilentBatchRG or AgilentNormRG objects
in an ExpressionSet object is processed by the following command:

> es <- as(myob, "ExpressionSet")

This ExpressionSet object from an AgilentBatch object (one-colour arrays) is saved in:
/home/aurelie/R/i686-pc-linux-gnu-library/2.5/AgiData/ExpressionSet.txt

Flags corresponding to the data from an AgilentBatch object (one-colour arrays) are saved in:
/home/aurelie/R/i686-pc-linux-gnu-library/2.5/AgiData/Flags.txt

5.2 Exemples using the ExpressionSet object

Then other library can be used, like Biobase:

e Display gene name:

> featureNames (es) [1:25]

[1] "GE_BrightCorner" "DarkCorner" "DarkCorner"
[4] "DarkCorner" "DarkCorner" "DarkCorner"
[7] "DarkCorner" "DarkCorner" "DarkCorner"
[10] "DarkCorner" "DarkCorner" "AA892298"
[13] "AI232741" "Gmpr" "XM_236342"
[16] "RGD1309888" "XM_222163" "AAB91661"
[19] "Plcb3" "Polr2b_predicted" "XM_225162"
[22] "F10" "Btbd5_predicted" "RGD1310717_predicted"
[25] "Prkr"

e Visualization of expression data:

> exprs(es) [1:25]

[1] 20354.110000 11.306570 5.485073 5.550568 5.610573
6] 5.665902 7.786766 8.300380 5.807561 5.845899
[11] 5.880494 10.634210 10.221720 2621.380000 11.501160
[16] 1173.688000 2910.492000 16.168080  203.756200  690.069400
[21] 6.061691 18.307080 12.981660 6.073625 22.823440
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1 Overview

TranscriptomeBrowser (TBrowser, http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser) hosts a large collection of
transcriptional signatures (TS) automatically extracted from the Gene Expression Omnibus (GEO)
database. Each GEO experiment (GSE) was processed so that a subset of the original expression
matrix containing the most relevant /informative genes was kept and organized into a set of homogeneous
signatures [1]. Each signature was tested for functional enrichment using annotations terms obtained
from numerous ontologies or curated databases (Gene Ontology, KEGG, BioCarta, Swiss-Prot, BBID,
SMART, NIH Genetic Association DB, COG/KOG...) using the DAVID knowledgebase [2].

RTools/TB is a library for data mining of public microarray data. RTools/TB can be helpful (i) to
define the biological contexts (i.e, experiments) in which a set of genes are co-expressed and (ii) to define
their most frequent neighbors [1]. The RToolsdTB package also implements the DBF-MCL algorithm
("Density Based Filtering And Markov Clustering”) that can be used for fast and automated partitioning
of microarray data. DBF-MCL is a tree-step adaptative algorithm that (i) find elements located in dense



areas (le. clusters) (ii) uses selected items to construct a graph and (iii) performs graph partitioning
using MCL [3]. Note that a UNIX-like systems is required to use DBF-MCL.

2 Fetching transcriptional signatures from TBrowserDB

2.1 The getSignatures function

Connection to the TranscriptomeBrowser database (TBrowserDB) relies on the getSignatures, get-
ExpressionMatrix and getTBInfo functions.

Basically, the getSignatures function can be used to retrieve transcriptional signature IDs using
gene symbol(s), probe ID(s), experiment ID, microarray platform ID or annotation term(s) as input.
This is controled by the "field” argument.

> library (RTools4TB)
> args(getSignatures)

function (field = c("gene", "probe", "platform", "experiment",
"annotation"), value = NULL, gValue = NULL, nbMin = NULL,
verbose = TRUE, save FALSE)

NULL

Once the field argument is set, one need to provide a value as input. For instance the following
query use gene name as input with value "PCNA”.

> res <- getSignatures(field = "gene", value = "PCNA")
> head(res)

Transcriptional signature IDs can also be obtained by selecting the relevant experiment IDs, platform
IDs and probe IDs. To get all transcriptional signature IDs associated with GSE2004 experiment, one
should use the following syntax:

> res <- getSignatures(field = "experiment", value = "GSE2004")

23 signatures were found for the request:
GSE = GSE2004

To get all signatures obtained on GPL96 platform, use the following syntax:
> res <- getSignatures(field = "platform", value = "GPL96")

3377 signatures were found for the request:
GPL = GPL96

Moreover, as all signatures were tested for functional enrichment using keywords from the DAVID
knowledgebase these terms can be used to query the database (DAVID collects a wide range of an-
notation from several databases including: GO, BIOCARTA, KEGG, PANTHER, BBID,...) . The
annotationList dataset contains the annotations terms.

> data(annotationList)
> names (annotationList)

[1] "Keyword"  "TableName"



> attach(annotationList)
> annotationList[1:4, ]

Keyword TableName

1 1.RBphosphoE2F BBID
2 100.MAPK_signaling_cascades BBID
3 104.Insulin_signaling BBID
4 105.Signaling_glucose_uptake BBID
> table(TableName)
TableName
BBID BIOCARTA COG_KOG_ONTOLOGY
57 468 22
CYTOBAND GENETIC_ASSOCIATION_DB GOTERM_BP_ALL
526 68 1273
GOTERM_CC_ALL GOTERM_MF_ALL INTERPRO_NAME
328 639 T
KEGG_PATHWAY KEGG_REACTION OMIM_PHENOTYPE
334 78 10
PANTHER_PATHWAY PFAM_NAME PIR_HOMOLOGY_DOMAIN
104 531 86
PIR_SUPERFAMILY_NAME PUBMED_ID SMART_NAME
160 4887 235
SP_PIR_KEYWORDS
568

The selected terms can be used to select TS IDs. In this case, user should define a g-value. For
instance one can select TS enriched in genes related to the "HSA04110:CELL CYCLE” KEGG pathway
with g-value below 10e=20,

> cc <- getSignatures(field = "annotation", value = "HSA04110:CELL CYCLE",
+ gqValue = 20)

66 signatures were found for the request:
annotation = HSA04110:CELL CYCLE

Of note, one can also search for TS IDs containing genes located in the same chromosomal region. For
instance one can select T'S IDs enriched in genes located in the ”8q” region which is frequently amplified
or deleted in tumors. This will point out the biological contexts in which sets of genes located in the
8q region share the same expression profile, suggesting amplifications or deletions in some biological
samples.

> query <- paste(grep("~8q", Keyword, val = T), collapse = "[")
> query

[1] "8q1318q2118q21.1118q21.218q22.118q22.31892418q24.1318924.3"
> cc <- getSignatures(field = "annotation", value = query, gqValue = 10)

4 signatures were found for the request:
annotation = 8q13(8q2118q21.1118921.2(8922.1|8922.318q24|8924.13(8q24.3

Next sections will introduce more complexe queries using sets of genes with or without Boolean
operators.



2.1.1 Request without logical operators (gene list)

When field is set to ”"gene” or "probe”, user can perform a request using a list of item separated by
blanks. These blanks are interpreted as the OR logical operators. In this case, all signatures containing
at least one gene of the list will be returned. To select more informative signatures we suggest to use
the nbMin argument that will select signatures containing at least nbMin genes out of the list.

The following examples search for signatures containing at least 2 genes of the input list (CD3D,
CD3E and CD4).

> gl <- getSignatures(field = "gene", value = "CD3D CD3E CD4",
+ nbMin = 2)

150 signatures were found for the request:
gene = CD3D CD3E CD4 and nbMin = 2

> head(gl)

Signature nb.Genes
03AD63FB5
050367D10
053ECFACF
05F2203B7
OCOA8F888
OD2EA9D52

DO WN
NNDNWNDN

2.1.2 Request using logical operators

The "value” argument of getSignatures may contain the following Boolean operators (see help section
on TranscriptomeBrowser web site for more informations, http://tagc.univ-mrs.fr/tbrowser)

e & : AND
e |: OR
e | : NOT, (used in conjonction with &)

This is a convenient way to create relevant queries. Suppose your field of interest is related to T-cell
activation. You could be interested in retrieving all TS IDs that contain the CD4 gene as they likely
contain additional T cell markers. Comparing these TS IDs should help you to define frequent CD4
neighbors (very likely related to TCR signaling cascade). Thereby, your request should be:

> res <- getSignatures(field = "gene", value = "CD4")

371 signatures were found for the request:
gene = CD4

This gene is found in 371 TS (with the current database release). Obtaining associated gene lists
would be time consuming and would not be as specific as expected. Indeed, the CD4 marker is also
expressed by macrophages. Another solution would be to search for TS containing two T-cell markers
(CD4 and CD3E for instance) and to exclude (using the NOT operator) those containing the CD14
marker (a macrophages marker). The syntax should be the following:

> res <- getSignatures(field = "gene", value = "CD4 & CD3E & !CD14")

55 signatures were found for the request:
gene = CD4 & CD3E & !CD14



In the same way, one can try to exclude TS containing B-cells markers by discarding those containing
the CD19 or IGHM markers. The resulting query would be the following:

> res <- getSignatures(field = "gene", value = "CD4 & CD3E & !(CD19 | IGHM)")

33 signatures were found for the request:
gene = CD4 & CD3E & !(CD19 | IGHM)

2.2 Finding the biological contexts in which sets of genes are co-expressed

As mentioned by Lacroix et al., ESR1, GATA3, XBP1 are co-expressed in breast cancer tumors (see
[4]). This assumption can be easily verified using RTools4 TB. For instance, in the following examples,
we fetch transcriptional signature IDs that contain "XBP1 & ESR1 & GATA3”. Next the getTBInfo
function is used to retrieve the experiment description from which they are derived (here only for TS
ID "3DE64836D”).

> TS <- getSignatures(field = "gene", value = "XBP1 & ESR1 & GATA3")

14 signatures were found for the request:
gene = XBP1 & ESR1 & GATA3

> head(TS)
[1] "OF2635383" "3DE64836D" "59A18E225" "8059848B4" "84ESE1077" "8F69864F9"

> a <- getTBInfo(field = "signature", value = "3DE64836D", verbose = FALSE)
> exp <- a["Experiment", 1]
> info <- getTBInfo(field = "experiment", value = exp, verbose = TRUE)

A result was found for : experiment = GSE7904

Name = GSE7904

Organism = Homo sapiens

PMID = NULL

Nb. samples = 62

Title = Expression data from human breast tissue

Summary = bulk breast tumor RNA from patientAbstract: Sporadic basal-like
cancers (BLC) are a distinct class of human breast cancers that are
phenotypically similar to BRCAl-associated cancers. Like BRCAl-deficient
tumors, most BLC lack markers of a normal inactive X chromosome (Xi).
Duplication of the active X chromosome and loss of Xi characterized almost
half of BLC cases tested. Others contained biparental but
nonheterochromatinized X chromosomes or gains of X chromosomal DNA. These
abnormalities did not lead to a global increase in X chromosome
transcription but were associated with overexpression of a small subset of
X chromosomal genes. Other, equally aneuploid, but non-BLC rarely
displayed these X chromosome abnormalities. These results suggest that X
chromosome abnormalities contribute to the pathogenesis of BLC, both
inherited and sporadic.total 62 sample incudes 43 tumor, 7 normal breast
and 12 normal organelle

As expected the transcriptional signature "3DE64836D” correspond to a breast cancer tumor anal-
ysis. This is also true for the other TS (not shown).



2.3 Finding transcriptional neighbors

One interesting feature of RTools4 TB its ability to find genes frequently co-expressed with the input list.
Indeed, results from a request to TBrowserDB can be displayed as a graph using the createGraph4BioC
function. This function retrieves the list of TS that verify the constrain (here "XBP1 & ESR1 &
GATA3”). A list of gene falling in at least one of the TS is next computed. A gene-gene matrix M
is created that will record for each pair of gene the number of time they were observed in the same
signature. In the following example, only a subset of this adjacency matrix (containing genes falling in
a significant proportion of signatures, prop=80%) is used to create a graph.

> library(biocGraph)
> adjMat <- createGraph4BioC(request = "XBP1 & ESR1 & GATA3", prop = 80)

> g1 <- new('"graphAM", adjMat = adjMat)
> nodes (g1)

[1] "C6orf211" "GREB1" "Wwp1" "JMJD2B" "KRT18" "RNF103"
[7] "ROGDI" "SLC22A5" "THSD4" "NAT1" "SLC39A6" "ABAT"
[13] "CA12" "CIRBP" "L0C400451" "MAGED2" "Mccez" "MLPH"
[19] "ANXA9Q" "ERBB4" "FOXA1l" "ESR1" "GATA3" "TBC1D9"
[25] "XBP1"

nAt <- makeNodeAttrs(gl)

nAt$fillcolor [match (rownames (as.matrix(nAt$fillcolor)), c("GATA3",
"XBP1", "ESR1"), nomatch = F) != 0] <- "green"

nAt$fillcolor [match(rownames (as.matrix(nAt$fillcolor)), c("TBC1D9",
"FOXA1"), nomatch = F) != 0] <- "yellow"

plot(gl, "fdp", nodeAttrs = nAt)

vV + Vv + VvV

As expected the list of gene contains ”XBP1 & ESR1 & GATA3” but also FOXA1/HNF3A that was
reported to be co expressed with ESR1 in several experiments (see [4]). Other genes are also particularly
relevant such as TBC1D9/MDRI1 (Multidrug Resistance 1) (figure 1).

2.4 Vizualising expression matrix.

The TS "3DE64836D” is related to experiment "GSE7904”. In this experiments, the authors were
interested in analysing several classes of breast cancer tumors especially "Sporadic basal-like cancers”.

> a <- getTBInfo(field = "signature", value = "3DE64836D", verbose = FALSE)
> exp <- a["Experiment", 1]
> info <- getTBInfo(field = "experiment", value = exp, verbose = TRUE)

A result was found for : experiment = GSE7904

Name = GSE7904

Organism = Homo sapiens

PMID = NULL

Nb. samples = 62

Title = Expression data from human breast tissue

Summary = bulk breast tumor RNA from patientAbstract: Sporadic basal-like
cancers (BLC) are a distinct class of human breast cancers that are
phenotypically similar to BRCAl-associated cancers. Like BRCAl-deficient
tumors, most BLC lack markers of a normal inactive X chromosome (Xi).
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Figure 1: A graph containing "XBP1 & ESR1 & GATA3” together with their most frequent transcrip-

tional neighbors.



Duplication of the active X chromosome and loss of Xi characterized almost
half of BLC cases tested. Others contained biparental but
nonheterochromatinized X chromosomes or gains of X chromosomal DNA. These
abnormalities did not lead to a global increase in X chromosome
transcription but were associated with overexpression of a small subset of
X chromosomal genes. Other, equally aneuploid, but non-BLC rarely
displayed these X chromosome abnormalities. These results suggest that X
chromosome abnormalities contribute to the pathogenesis of BLC, both
inherited and sporadic.total 62 sample incudes 43 tumor, 7 normal breast
and 12 normal organelle

The samples that were used are the following.

> sampleInfo <- getTBInfo(field = "samples", value = "3DE64836D")
> head(sampleInfol[, 1:2])

sampleID Title
[1,] "GSM194397" "Basal (T118)"
[2,] "GSM194398" "Basal (T134)"
[3,] "GSM194399" "Basal (T140)"
[4,] "GSM194400" "Basal (T141)"
[5,] "GSM194401" "Basal (T146)"
[6,] "GSM194402" "Basal (T147)"

Using the getExpressionMatrix function, the expression matrix for signature "3DE64836D” can
be fetched in order to visualize the expression profile of ESR1, GATA3 and XBP1 tumors compare to
normal breast tissues.

> em <- getExpressionMatrix(signatureID = "3DE64836D")

Downloading expression matrix for transcriptional signature: 3DE64836D ( 62 samples x 143 probes)
> class(em)

[1] "data.frame"

The getExpressionMatrix function returns a data.frame. The first two columns store probe IDs
and gene symbols. Additional columns contain corresponding expression values (figure 2).

library(RColorBrewer)

col <- colorRampPalette(brewer.pal(10, "RdBu")) (256)
geneNames <- paste(em[, 1], em[, 2], sep = "[[")

em <- as.matrix(em[, -c(1, 2)1)

ind <- match(colnames(em), sampleInfol[, 1])
colnames(em) <- samplelnfo[ind, 2]

row <- rep(1l, nrow(em))

ind <- grep("(XBP1)|(ESR1)|(GATA3)", geneNames, perl = TRUE)
row[ind] <- 2

rc <- rainbow(2, start = 0, end = 0.3)

rc <- rclrow]

col <- colorRampPalette(brewer.pal(10, "RdBu")) (256)
split <- strsplit(colnames(em), " (", fixed = TRUE)
pheno <- unlist(lapply(split, "[", 1))

VVVVVVVVVVVVVYV



pheno <- as.factor(pheno)

levels(pheno) <- 1:5

cc <- rainbow(5, start = 0, end = 0.3)

cc <- cclpheno]

heatmap (em, col = col, RowSideColors = rc, ColSideColors = cc,
labRow = genelNames, cexRow = 0.3)

gl

Figure 2: The expression matrix corresponding to signature "3DE64836D”.

+ V. VVVvyVv

Of note, the plotGeneExpProfiles is a high level function to visualize gene expression levels in a
signature (figure 3).

> plotGeneExpProfiles(data = em, X11 = FALSE)

3 Creating transcriptional signatures from a user defined data
set using DBF-MCL algorithm.

When analyzing a noisy dataset, one is interested in isolating dense regions as they are populated with
genes/elements that display weak distances to their nearest neighbors (i.e. strong profile similarities).
To isolate these regions DBF-MCL computes, for each gene/element, the distance with its kth nearest
neighbor (DKNN). In order to define a critical DKNN value that will depend on the dataset and below
which a gene/element will be considered as falling in a dense area, DBF-MCL computes simulated
DKNN values by using an empirical randomization procedure. Given a dataset containing n genes
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Figure 3: Gene expression profiles of signatures containing XBP1, ESR1 and GATA3: the centroid is
highlighted in green.

and p samples, a simulated DKNN value is obtained by sampling n distance values from the gene-gene
distance matrix D and by extracting the kth-smallest value. This procedure is repeated n times to
obtain a set of simulated DKNN values S. Computed distributions of simulated DKNN are used to
compute a FDR value for each observed DKNN value. The critical value of DKNN is the one for which
a user-defined FDR value (typically 10%) is observed. Genes with DKNN value below this threshold
are selected and used to construct a graph. In this graph, edges are constructed between two genes
(nodes) if one of them belongs to the k-nearest neighbors of the other. Edges are weighted based on
the respective coefficient of correlation (i.e., similarity) and the graph obtained is partitioned using the
Markov CLustering algorithm (MCL).

3.1 Installation

With the current implementation DBFMCL function works only on UNIX-like plateforms. MCL is
required and can be installed using your package manager or using the following command lines pasted
in a terminal:

# Download the latest version of mcl

# (the library has been tested successfully with the 06-058 version)
wget http://micans.org/mcl/src/mcl-latest.tar.gz
# Uncompress and install mcl

tar xvfz mcl-latest.tar.gz

cd mcl-xx-XxX

./configure

make

sudo make install

# You should get mcl in your path

mcl -h
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3.2 Examples
We will search for transcriptional signatures in a subset of the ALL dataset.

> library(ALL)
> data(ALL)
> sub <- exprs(ALL) [1:3000, ]

First, we will normalize the data set using the doNormalScore function. This function performs
normal score transformation of a matrix. The doNormalScore transforms each sample to follow a
normal distribution (with mean = 0 and sd = 1). Alternatively, users may also use other normalization
routines such as : doRankTransformation or limma: :normalizeQuantiles.

> subNorm <- doNormalScore (sub)

The DBFMCL function allows one to extract T'S from a data set. Its behaviour is controlled by several
arguments.

> args (DBFMCL)

function (data = NULL, filename = NULL, path = ".", name = NULL,
distance.method = c("pearson", "spearman", "euclidean", "spm",
"spgm"), clustering = TRUE, silent = FALSE, verbose = TRUE,
k = 150, random = 3, memory.used = 1024, fdr = 10, inflation = 2,
set.seed = 123, returnRank = FALSE)
NULL

The DBFMCL function accepts a tab-delimited file (argument filename), an expressionSet, a data.frame
or a matrix (argument data) as input. The input data must contain an expression matrix with gene as
rows and samples as columns. Note that space characters inside gene names are not allowed (as they
are not supported by the mcl command-line program).

The two main parameters of DBF-MCL are k that controls the size of the neighborhood and the
inflation (range 1.1 to 5) which controls the way the underlying graph is partitioned. In the following
example, the neighborhood size (k) is set to 150 and the MCL inflation parameters is set to 2.0 (default
MCL setting). Most generally these default parameters give very good results on microarray datasets.
For a detailed discussion about these parameters please read the section "Performances of DBF-MCL
on Complex9RN200 dataset” in the article describing TranscriptomeBrowser stategy [1]. Morevover,
in our example, the distance method is set to ”"pearson” although the “spearman” (that is the default
method for computing TS in the TranscriptomeBrowser projet) also give very relevant results. Note
that additional distance, including “euclidean” and two mixtures of pearson” and "spearman” ("spm”
and ”spgm”) are also available.

> res <- DBFMCL(subNorm, distance.method = '"pearson'", memory = 512)
The results are stored in an instance of class DBFMCLresult.

> class(res)

[1] "DBFMCLresult"

attr(, "package")

[1] "RTools4TB"

> res
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Développement d’outils et méthodes bioinformatiques pour I’étude de
I’expression des genes et de leur régulation : Application aux pathologies

Résumé : La compréhension des mécanismes qui contrdlent I’expression des génes est un en-
jeu majeur pour la recherche médicale. Elle nécessite un ensemble d’approches pangénomiques
telles que les puces a ADN et plus récemment le séquencage a tres haut débit qui génerent une
masse toujours plus grande de données numériques a traiter. Au cours de ma these, j’ai déve-
loppé plusieurs outils informatiques innovants pour faciliter leur exploitation. Ainsi, j’ai créé
une librairie R (AgiND) qui vérifie la qualité des données de puces a ADN Agilent et permet
de les normaliser. Le nombre croissant d’expériences stockées dans Gene Expression Omnibus
a motivé la mise en place du projet TBrowser. Une méthode originale DBF-MCL a été créée
pour extraire des signatures transcriptionnelles annotées par 1’intégration de diverses sources
d’information. Stockées dans une base de données, elles sont accessibles a travers une interface
Java, un service web SOAP et une librairie R/Bioconductor (RTools4TB). Enfin, un pipeline
d’analyse dédié au ChlP-seq a été implémenté. Tous ces outils ont servi pour I’étude de di-
verses maladies dans le cadre de collaborations.

Mots clés : Bioinformatique, transcriptome, puces a ADN, épigénétique, ChIP-seq, méta-
analyse

Development of bioinformatics tools and methods for gene expression and
regulation study : Application to diseases

Abstract : Understanding the mechanisms that control gene expression is a major challenge
for medical research. This requires using a large set of pangenomic approaches such as those
using DNA microarrays and high-throughput sequencing that generate an ever growing mass of
digital data. During my thesis, I have developed several computer-based tools to facilitate their
processing and analysis. [ have created a R library (AgiND) that controls the quality of Agilent
DNA microarray data and allows their statistical normalization. The growing number of expe-
riences stored in Gene Expression Omnibus has motivated the development of the TBrowser
project. An original method, DBF-MCL, was created to extract annotated transcriptional signa-
tures by integrating various sources of information. Stored in a database, these signatures are ac-
cessible using a Java interface, a SOAP web service and a R/Bioconductor library (RTools4TB).
Finally, a pipeline dedicated to the ChIP-seq analyses has been implemented. All these tools
were used to study various diseases in collaborations.

KeyWOI‘dS ¢ Bioinformatic, transcriptome, DNA microarrays, epigenetic, ChIP-seq, metaa-
nalysis
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