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Résumé

Des analyses génomiques a grande échelle ont mis en évidence 1’existence d’ une multitude de
longs ARN non codants (IncRNA). Bien que la fonction de la majorité de ces IncRNA reste a
I’heure actuelle inexplorée, la récente identification des longs ARN non codants et le début de
leur caractérisation fonctionnelle dans une variété de tissus constituent des avancées

scientifiques majeures.

Il semble clair que plusieurs de ces transcrits jouent un rdéle important dans la régulation de

I’expression génique et sont impliqués dans diverses pathologies, notamment le diabéte.

Malgré un fort intérét a caractériser le transcriptome des différents types de cellules humains
pour comprendre la base moléculaire du diabéte, on a accordé trés peu d'attention au role des

LncRNAs et leur contribution dans le diabéte typel.

Pour cela nous nous sommes intéressés dans cette étude in silico a travers 1’utilisation des
données de transcriptome d’une lignée cellulaire de cellules beta pancréatiques a comprendre
les bases moléculaire du diabéte et le role potentiel des IncRNAs dans la dysrégulation des

fonctions des cellules f dansdiabéte type 1, en mettant I'accent sur les loci génomiques

Divers outils bioinformatique s’offrent & nous pour ce travail telques : Galaxy, GeneMANIA,

String, Blast et Uniprot.

Nos résultats nous offrent la possibilit¢ de confirmer le role des Lnc RNA dans 1’émergence

du diabeéte typel

Mots clés:LncRNAs — Diabéte typel — Cellules B — outils bioinformatiques.



Résumé

Summary

Large-scale genomic analyzes have demonstrated the existence of a multitude of long
non-coding RNAs (IncRNAs). Although the function of the majority of these IncRNA
remains at the present time unexplored, the recent identification of long non-coding RNAs
and the beginning of their functional characterization in a variety of tissues constitute major
scientific advances.

It seems clear that many of these transcripts play an important role in the regulation of
gene expression and are involved in various pathologies, including diabetes.

Diabetes mellitus represents a group of complex metabolic diseases that result in selective
and progressive destruction of insulin-producing pancreatic f cells.

In spite of a strong interest in characterizing the transcriptome of the different types of
human cells to understand the molecular basis of diabetes, very little attention has been paid
to the role of LncRNAs and their contribution to type 1diabetes.

In this study have done bioinformatic analyzes to predict growing evidence of the potential
role of these IncRNAs in the function of  cells and dysregulation in type 1 diabetes, with an
emphasis on genomic loci.

Various computer tools are available to us for this work: Galaxy, David, GeneMANIA,

String, Blast et Uniprot.

Key words: LncRNAs - Type 1 diabetes - § Cells - bioinformatics tools.



Introduction

Les progrés technologiques récents dans le domaine du séquencage du génome Ont
ouvert la voie a une nouvelle appréciation des ARN non codants dans la régulation des genes.
Analyse de transcriptome a trés haut débit ont révélé que la grande majorit¢ du génome est
transcrit, avec les deux tiers du génome humain. Ce dernier couvre par des transcripts traités,
dont une petite fraction (< 2%) est traduite en protéines (Djebali et al., 2012). l'identification
de plusieurs caractéristiques génomiques et fonctionnelles communes de ces ARN non
traduits a conduit a leur catégorisation en diverses catégories d’ ARN non codants. Une telle

classe qui a fait 1'objet d'une vaste recherche est celui des longs ARN non codants (IncRNAs).

Les IncRNA sont des transcrits de plus de 200 nucléotides qui ne codent pas pour des
protéines (Fatica et Bozzoni, 2014). Comme pour les génes codant pour les protéines, les
LncRNAs Marqué par des signatures de chromatine Typique de la transcription active dans
les types de cellules ou ils sont exprimés, Composé¢ de H3K4me3 (Lysine triméthylée 4 dans
I'histone H3) au promoteur, a suivi Par H3K36me3 le long des régions transcrites (appelées

"K4-K36 domaines") (Guttman et Rinn, 2012).

Grace a des nombreuses études, plusieurs principes généraux de La fonction des IncRNA
est apparue. Les LncRNA ont ét¢ montrés a Fonctionnent en cis, c'est-a-dire localement
proches du site de leur production et en trans, c'est-a-dire sur des sites sur d'autres
chromosomes.En raison de leurs diverses fonctions, une mauvaise régulation des IncRNA

peut entrainer une défaillance de développement normal et par conséquent a la maladie.

Ces résultats soulévent la possibilité que les LncRNAs et autres ARN non codants
puissent étre des candidats moléculaires passionnants a prendre en compte le risque génétique
non résolu en maladies complexes telles que le diabéte (Medici et al.,1999; Hyttinen et al.,
2003). Dans le cas du diabete de type 1 (DT1), l'altération métabolique est le résultat d'une

destruction auto-immune des cellules  pancréatiques productrices de l'insuline.

-



Des efforts de grande envergure identifier les variantes d'ADN associées a des formes
plus courantes de diabétes grace a des ¢tudes d'association a 1'échelle du génome (GWAS)
Ont principalement identifi¢ des variantes candidates qui se situent dans des régions non
codantes et avec des fonctions encore inconnues (McCarthy, 2010). Ainsi, pour améliorer
notre compréhension actuelle de la base moléculaire du diabéte sucré et pour développer un
meilleur traitement stratégies, nous devons caractériser soigneusement le transcriptome de
Cellules B pancréatiques en mettant l'accent sur I'élucidation des fonctions de Transcripts non
codantes. Dans cette étude, nous présentons des preuves récentes du réle des LncRNAs (long

non coding RNAs) dans la régulation de la cellule B et leur contribution dans le diabéte typel.




Chapitre | Généralités

1. Généralités sur le diabéte

Le diabéte est une maladie fréquente, connue depuis fort longtemps, trés répandue. C’est
une pathologie chronique, caractérisée par une hyperglycémie. En effet, lorsque la glycémie
dans le sang, mesurée a jeun, devient supérieure a 1,26 g par litre, la personne est considérée
comme diabétique. Cette maladie est incurable, mais peut néanmoins étre traitée efficacement
(Buysschacrt et al., 1998 ; Raccah, 2004). Il est aussi un désordre du métabolisme lipidique,
glucidique et protéique attribué¢ a la production diminuée de I’insuline ou a une résistance

anormale a cette hormone qui entraine une hausse du taux de glucose.

L’hyperglycémie chronique du diabéte est associée a long terme a des complications, a
des dysfonctions et a des insuffisances de différents organes notamment les yeux, les reins, les

nerfs, le cceur et les vaisseaux sanguins.
On peut distinguer plusieurs types de diabéte, a savoir :

Le diabéte insulinodépendant (DT1) ou diabéte insulinoprive ou diabéte maigre est
actuellement appelé diabéte type 1. C’est un diabéte qui apparait souvent de fagcon brutale, il

touche préférentiellement les jeunes (diabete juvénile).

Le pancréas étant incapable de produire de I’insuline, la survie de ces malades dépend
enticrement d’injection quotidienne de cette hormone, d’ou son nom de diabete
insulinodépendant. Ce traitement est associé¢ a un régime alimentaire en glucose finement

contrdlé (Grimaldi et al.,2001).

C’est une maladie auto-immune conduisant a une destruction sélective et progressive des
cellules B pancréatique, productrices de 1’insuline. Le processus auto-immun des cellules
débute plusieurs années (5 a 10 ans voir plus) avant le début de diabéte (figure
1).L’¢évaluation de la glycémie suppose une destruction de 80 a 90 des cellules B (Grimaldi et

al., 2001).

Cette destruction résulte de la production d’auto-anticorps dirigés contre les antigénes des
cellules B. Elle semble apparaitre chez des sujets génétiquement prédisposés, C’est-a-dire
possédant des génes de susceptibilité liées au systtme HLA. Cependant, le processus auto-
immun qui serait déclenché par un facteur environnemental encore mal connu (Boitard et al.,

2002).
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Figure 1 : Apparition du diabéte type 1- Intervention du systéeme immunitaire (Boitard et al.,

2002).

I.2. Hémostase de la glycémie et diabete

Un controle trés étroit de ’homéostasie glucidique est assuré par les hormones, au 1¢
rang desquelles figure I’insuline. L’insuline est la seule hormone hypoglycémiante de
'organisme, elle est sécrétée par les cellules B du pancréas endocrine et participe au controle
du métabolisme énergétique, en particulier, du métabolisme du glucose. La molécule de
l'insuline est un polypeptide d'un poids moléculaire d'environ 6kDa. C'est un hétéro-dimere
constitué de deux chaines polypeptidiques, reliées entre elles par deux ponts disulfures
(Figure 2). Le géne de l'insuline humaine est situé sur le bras court du chromosome

11(Meslier et al., 2013).
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1 ® Georges Dolisi

Figure2 : Schéma de la molécule d’insuline.

II. Le dogme central de la biologie moléculaire

Le dogme central de la biologie moléculaire stipule que 1’information génétique codée dans le
génome est transcrite sous forme d’ARN messager qui servira par la suite de matrice pour la
synthése des protéines nécessaires au bon fonctionnement cellulaire, que ce soit protéine de

structure ou fonctionnelle (Raven et al., 2011)(figure 3).
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Protéine

Transcription Traduction

Figure3 : le dogme central de la biologie moléculaire (Raven et al., 2011).

II.1. La transcription chez les eucaryotes

L’expression du génome aboutit a la syntheése dans les cellules de macromolécules acides

nucléiques et protéines, dont la structure primaire est déterminée par celle du I’ADN.
Cette expression se fait par deux mécanismes principaux :

- La structure primaire de I’ADN s’exprime d’abord par la synthése d’acides
ribonucléiques dont la structure primaire est parallele a celle de ’ADN. C’est la
transcription.

- La structure transcrite sur certains ARN, dits « messager », s’exprime enfin par la
synthése de protéines dont la structure primaire traduit en acides aminés I’information

portée par la structure primaire d’ADN. C’est la traduction.




Chapitre | Généralités

Transcription qualifie le processus par lequel I’information contenue dans I’ADN est
convertie en équivalent ARN. Une partie de ces ARN, les ARN messager, ARNm, servira a la
synthése des protéines. La régulation de la transcription est plus complexe chez les eucaryotes
que chez les procaryotes, ceci est dii en particulier a la compartimentalisation qui existe chez
les eucaryotes, 1’élément régulateur majeur est constitué par des protéines, les facteurs de
transcription lesquels sont synthétisés dans le cytoplasme, ils doivent pénétrer dans le noyau
pour agir. Par ailleurs ’ADN des eucaryotes est beaucoup plus condensé en hétérochromatine
que ne l’est celui des procaryotes. Cette condensation géne [’accés des facteurs de
transcription et de I’ARN polymérase et empéche la transcription (Swynghedauw et
Silvestre, 2008).

La transcription est conduite par plusieurs enzymes :

- ARN polymérase I qui synthétise les ARN cytoplasmiques : ARN ribosomiques (18 S
-5.8S-288).

- ARN polymérase II qui synthétise les ARN messagers qui contiennent 1’information
destinée a la traduction et certains des ARN sn.

- ARN polymérase III qui synthétise les petits ARN (tRNA, rRNA 5 S, snRNA, 7SL-
RNA) (Housset et Raisonnier, 2009).

I1.1.1. L'initiation de la transcription

Tout 'ADN n'est pas transcrit, seules les régions correspondant a des genes le sont. Dés
lors, un acteur doit intervenir pour déterminer a quel endroit une région d'ADN doit étre

transcrite : c'est le réle du promoteur.

Promoteur

Le promoteur, est situé en amont de la séquence codante du brin matrice . Le point de départ
de la transcription est le nucléotide a partir duquel 1'ARN polymérase commencera a
transcrire le brin matrice. L'initiation s'effectue donc au niveau du promoteur, auquel 'ARN

polymérase se fixe.

!
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% Le complexe d'initiation
L’ARN polymérase II des eucaryotes ne reconnait pas seul le promoteur proximal. Elle
effectue ce travail en compagnie de nombreux cofacteurs protéiques qui se recrutent les uns

les autres et qui forment avec elle un complexe d'initiation (Hochheimer, Tjan, 2003).

tTramscripticom

Adrer e i G .. Cenr. CHoWT. el Shod. 4. 400 (Toe=).
Copyright 1906 Jdohm Wiley smd Soms, no. Al dghas ressrced.

Figure 4 : Représentation schématique de I’initiation de la transcription.

I1.1.2. Elongation de la transcription

L'élément central de 1'élongation est la phosphorylation du domaine CTD, domaine
spécifique I'ARN polymérase II. La phosphorylation par TFun (du domaine CTD) qui est une
protéine Kinase en présence d'ATP va déplacer I'ARN polymérase jusqu'au lieu d'origine de la

transcription (Saunders et al., 2006)(figure 5).
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Elongation de la transcription

initiation i terminaison
brin sens
ouverture de la

fermeture de la double hélice

double hélic

hybride
DMACRMNA

antisens

Extrémité 5" du
transcrit primaire

Figure 5 : la phase d’¢longation de la transcription (Saunders et al., 2006).
I1.1.3. La terminaison

L’ARN polymérasell reconnait en aval des signaux pour arréter la transcription.Ex :
TTATTT, parfois aussi plus en aval ATACAA la déphosphoryation de I’ARN polymérasell
entraine la libération de L’ARN pré messagé et ADN (figure6). La transcription
proprement dite est terminée mais I'ARN obtenu n'est pas fonctionnel pour autant et doit subir

3 étapes de maturation.

S et =N FrA polymaerase
\ s
- P,
II|I FPolyadenylaton signal sequence
T PSF
\ 1 CPSF atmaches to the signal sequence
4 .
—

Terminaticon s nows
ik fvcred over

clongaticon

Figure 6: la terminaison de la transcription.
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II.1.4. La maturation de I’ARN

Un ARN nouvellement transcrit est appelé transcrit primaire. Chez les eucaryotes et les
transcrits primaires d’ARN subissent quelques transformations post-transcriptionnelles. Cette
phase dite de maturation des transcrits comporte trois étapes: 1’addition d’une coille en 5’ du
transcrit, I’addition d’une queue poly A en 3’ et enfin I’’epissage du transcrit primaire
(figure7). L’ "epissage ; ’ADN chez les eucaryotes posséde des séquences codantes (Exons)
et des séquences non codantes (Introns). Seuls les exons participent donc a la synthése des
protéines. L'ARN des eucaryotes est d'abord produit sous forme de pré-ARNm (introns +
exons). Il subit ensuite une opération d'épissage: un complexe nucléoprotéique

(le splicéosome) reconnait les introns et les élimine5 (Couée et al.,2010).

Sites de fixation de
facteurs de transcription
Boite TATA Signal polyA
Boite CCAAT Site de clivage
ADN 5 Gr  AG 6T A o
Transcrit
gt UG UG
primaire —
(ARN) . -
Ajout de la coiffe
Coiffe 5' @R [ = "y ] | —
Ajout de la queue polyA
r=] Y SE—— BAAA~AAA
Queue
polyA
Epissage
ARN mature (=3 =% AAA-AAA

Figure 7 : Processus de maturation des transcrits primaires (Couée et al.,2010).

I1.2. La traduction chez les eucaryotes

La traduction est le passage de I’ARNm en une séquence d’acides aminés représentant
une protéine. Autrement dit, il faut donner une signification a une suite de bases ; c¢’est ce que

fait le code génétique en associant a un triplet de bases un acide aminé ; il devient donc
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possible de traduire une molécule d’ARNm en une séquence d’acides aminés c¢’est-a-dire une

protéine.

La traduction chez les eucaryotes

g o ol

antbcodon

Figure 8 : La traduction chez les eucaryotes (Swynghedauw et Silvestre, 2008).

La machine de synthése est formée d' acides aminés, de I'ARNm, de ribosomes (figure8)
et de I'ARNt qui est formé d'une chaine nucléotidique associée a des protéines et qui présente
la forme d'une feuille de tréfle avec quatre poles dont un qui forme un site de fixation de
l'acide aminé et un autre qui est formé d'un triplet complémentaire au codon correspondant a
l'acide aminé en question et qu'on appelle anticodon (Swynghedauw et Silvestre, 2008).

I1.3. La régulation chez les eucaryotes
I1.3.1. Au Niveau chromatinien
La régulation au niveau chromatinien se fait soit par :

% Acétylation des histones

% Meéthylation des histones

L’acétylation des histones est l'addition d'un groupement CH3 C=O sur des résidus lysine.
Elle stimule la transcription en diminuant la compacité de la chromatine et la force

d’interaction entre les histones et ' ADN et en créant des sites de fixation pour les complexes
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d'activation de la transcription (Krebs et al.,1999). La méthylation C’est 1’ajout d’un

groupement méthyle a des bases d’ADN. Une forte méthylation inhibe la transcription (figure

9). Chez les eucaryotes, lorsque le promoteur d'un géne est méthylé, le géne en aval est en

général réprimé et n'est donc plus transcrit en ARNm.

Histone tail

Histone tail

Methyl group

Acetyl group

DNA inaccessible, gene inactive DNA accessible, gene active

Figure9 : Acétylation / Méthylation des histones (Krebs et al., 1999).

I1.3.2. Au niveau transcriptionnel

>

>

Fixation des activateurs au Enhancers (zone amplificatrice).

Une protéine s’installe sur ’ADN (DNA bending).

Sa déformation force I’ADN a se courbé.

Rapprochement des activateurs du promoteur.

Liaison d’une protéine médiatrice et des facteurs de transcription a I’ADN.

Fixation de I’ARN polymérase au promoteur ce qui va permettre la transcription de

I’ARN prés messager (figurel0).

Des répresseurs (silencers) peuvent se fixés sur la zone amplificatrice empéchant ainsi la

fixation des activateur inhibant le processus de transcription (Kevin, 1999).
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47activators

DNA D\ E/E [ B

promoter gene
enhancers .
group of mediator
proteins
distal control
transcription
/ factors

elements
DNA bending
transcription

RNA polymerase

Figurel0 : la régulation transcriptionnel chez les eucaryotes (Kevin, 1999).

I1.3.3. Au niveau post-transcriptionnel

La régulation a ce niveau se fait par :

La polyadénylation ( AAAAA extrémité 3), 1’épissage, 1’édition, ARN interferent et la

dégradation de ARNm non sens.

11.3.4. Au niveau traductionnel

La Coiffe en 5° qui résulte de 1’addition du 7-méthylguanosine sur la lere nucléotide
de I’ARN, elle protége contre la dégradation de I’ARN. Cette dernicre sera ensuite reconnu

par des facteurs d’initiations (elF4E) qui permet le recrutement du ribosome et la traduction

en protéine.
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I1.3.5. La régulation post-traductionnelle

Modifications post-traductionnelles se fait par 1’ajout de groupes fonctionnels, de groupes
peptidiques ou par des modifications structurales ou chimiques; par
exemple : phosphorylationouProtéolyse,la protéolyse est I'hydrolyse des protéines sous

l'action des enzymes : la protéine se décompose en plusieurs morceaux (Couée et al.,2010).

ITII. ARNs non codants

Les derniéres années ont observé la monté en puissance d’une myriade d’ARN cellulaires
autres que les ARNm, dits non codants, ces molécules peuvent avoir plusieurs tailles et
formes d’ou le nom petits ARNs non codants (costa, 2007). Les ARNs non codants sont des

molécules transcrites mais non traduites en protéines (Read et al., 2008).

Ils contiennent les familles d’ARNnc fonctionnels connus qui sont les ARN ribosomiques

et les ARN de transfert nécessaires a la traduction (Gargaud, Despois,2003).

Avec I’achévement du projet du génome humain (HGP), il a été révélé que seulement 1.5%
du génome code pour des protéines, le 98.5% restent est non codant considéré comme des

séquences d’ADN « poubelle » accumulée au cours de I’évolution (Feng et al., 2014).

Aujourd’hui, le monde du transcriptome est devenu encore plus complexe avec la
découverte de I’ARN qui ressemblait a I’ARNm dans la structure, la longueur et le processus
de I’épissage, mais qui ne code des protéines ; d’ou le nom long ARN non codants(IncRNAs)

(Guttman, Rinn,2012).

IV. Une panoplie d’ARN longs non codants

Les IncRNA sont des transcrits de plus de 200 nucléotides qui ne codent pas pour des
protéines (Gibb et al.,2011). Bien que cette définition soit en apparence arbitraire, elle permet
de distinguer les IncRNA des petits ARN régulateurs, tels que les miARN, les piARN et les
autres petits ARN nucléaires. Les IncRNA transcrits généralement par ’ARN polymérase
II(Amit I et al.,2009), constituent un groupe de taille trés hétérogeéne, certains pouvant
s’étendre sur plusieurs dizaines de kilobases (kb). Les génes de IncRNA partagent plusieurs

caractéristiques avec les génes codant pour des protéines, comme des profils épigénétiques
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similaires, la présence de signaux d’épissage et de polyadénylation, ainsi que la taille des
exons et des introns (Ulitsky,Bartel,2013). Toutefois, et comparativement aux ARNm, les
IncRNA sont généralement plusenrichis dans le noyau ( Kapranov et al.,2007), et montrent
une plus faible conservation de séquence, bien que certains d’entre eux soient fortement

conserves (Ulitsky,Bartel,2013).

De plus, les génes de IncRNA s’expriment plus faiblement que les génes codants et leur
expression est remarquablement spécifique de certains tissus ( Kung et al.,2013).En fonction
de leur position par rapport aux geénes codants, les génes de IncRNA peuvent étre divisés en
deux grandes catégories : les IncRNA intergéniques et les IncRNA intragéniques (Ponting et

al.,2009 ; Rinn, chang,2012) (Figurell).

Antisense Enhancer
IncRMA mRMA
mRMNA i I I |
Enhancer Promaoter

I I I IncRMA

Intergenic
IncRMA mBEMNA
. 153
Bidirectional Intronic

mRMNA
mPRMNA

Fromoter
I I I IncRMA i I I

IncRM A

Figurell : représentation schématique des principales catégories de LncRNA.

(Ulitsky,Bartel, 2013).

Les IncRNA intergéniques, localisés par définition dans les régions non annotées du génome,
sont généralement dénommés lincRNA. Ils représentent, a 1’heure actuelle, la classe de
IncRNA la mieux étudiée (Ulitsky,Bartel,2013). Les IncRNA intragéniques, quant a eux,
peuvent €tre subdivisés en fonction de la fagcon dont ils chevauchent les génes codants ou de

leur orientation par rapport a ceux-ci (antisens, intronique, etc.). Il est & noter que de

&
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nombreux genes de IncRNA intergéniques ont un site d’initiation de la transcription proche de
celui d’un géne codant, la transcription se faisant sur le brin opposé (transcription divergente).
Nous avons récemment démontré que les geénes associés a ces transcrits divergents codent
fréquemment pour des régulateurs transcriptionnels impliqués dans le développement et la
différenciation cellulaire (Lepoivre et al.,2013).Enfin, certains IncRNA chevauchent de petits
ARN, tels que des petits ARN nucléaires (snoRNA) (Abel et al., 2014),ou des miARN, avec
des liens fonctionnels potentiels, comme dans le cas de régions soumises a 1’empreinte

génomique (Koerner et al.,2009).

De multiples IncRNA contiennent des ¢léments répétés, comme des LINE ou des SINE, avec
des implications fonctionnelles potentielles (Kapusta et al.,2013 ; Kelly,2012). Cependant,
pris dans leur ensemble, les IncRNA n’ont pas de séquence ou de structure conservée qui
pourrait étre indicative d’une fonction particuliere (Ulitsky,Bartel,2013).De ce fait, la plupart
des études visant a identifier des IncRNA potentiellement pertinents dans un contexte
physiologique ou pathologique donné sont basées sur des analyses de coexpression ou de
corégulation. On transpose alors la fonction des geénes voisins ayant un profil similaire aux
IncRNA dont la fonction est a définir (Guttman, Rinn,2012). Ces approches sont aussi

connues sous le terme « culpabilité par association » (Figurel2).

LncRNA fonctionnel

Figurel2: Approches expérimentales menant a la caractérisation fonctionnelle des IncRNA.

(Guttman, Rinn,2012).
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V. Fonctions des IncRNA dans les processus physiologiques

Les longs ARN non codants jouent un rdle important dans plusieurs processus
physiologiques, telles que la régulation épigénétique de I’expression génique (Wang et
al,2011) ou la maturation des ARN messagers(Yang et al.,2011). De plus, plusieurs travaux

récents indiquent qu’ils seraient impliqués dans le développement de pathologies humaines.

En effet, de nombreux longs ARN non codants sont impliqués dans le remodelage de la

chromatine.

Les IncRNA sont aussi largement impliqués dans les processus post-transcriptionnels liés a la
biogenese des ARNm, tels que I’épissage, le transport, la traduction et la dégradation des

ARNm.(figurel3)

Les IncRNA peuvent potentiellement lier I’ADN, des protéines ou d’autres ARN, formant des
plateformes d’échafaudage et permettant ainsi [’interaction entre diverses molécules
fonctionnelles, Les LncRNAs peuvent se lier avec les microARNs (miRNAs), cette liaison

empéche les miRNA d’effectuer leurs fonctions, participent ainsi a la régulation de la

synthése protéique. On appelle cette fonction « a miRNA »(Anko,Neugebauer,
2010).(figurel3)
Modulation du recrutement €chafaudage
desrégulateurs transcriptionels de protéines

5 5 o

=

ARNmMm
Inhibition Régulation Dégradation E'PO_"'EE
de la traduction de I’épissage de miARN

§ LncRNA “ Protéine ey, MiARN

Figurel3 : Exemples de mécanismes d’action des LncRNA. (Anko, Neugebauer,2010)
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En addition a toutes ces fonctions, les LncRNAs apparaissent comme étant d’importants
régulateurs dans I’immunité. Beaucoup d’études ont démontré qu’ils sont exprimés par les
cellules immunitaires aussi comme : les CD8+ T cells, es CD4+ TC, CD1l1c+... cependant

leurs fonctions exactes restent encore peu explorées (Fitzgerald, caffrey,2014).
VI. LncRNA - cellules p

Des études récentes ont révélé des milliers IncRNAs dans le pancréas humain. Cellules 3
IncRNAs sont souvent de type cellulaire spécifique et présentent une régulation dynamique
lors de la différenciation ou en changeant les concentrations de glucose. Bien que ces
caractéristiques suggerent un role de IncRNAs dans les cellules B, dans la régulation des

genes et dans le diabéte ; la fonction de la cellule LncRNA reste largement inconnu.

Une grande fraction Des IncRNAs sont connus pour étre activé lors de la différenciation
cellulaire (Moran et al., 2012).cette spécificité cellulaire a également été notée pour les
LncRNAs dans d'autres types de cellules (Cabili et al., 2011; Derrien et al., 2012) et
souligne la possibilité que les LncRNAspeuvent réguler les programmes génétiques important

pour la différenciation.

En outre, plusieurs cellules BLncRNAs ont été présentés pour étre réglementé par des
concentrations extracellulaires de glucose, suggérant un rdle potentiel des LncRNAs dans
l'adaptation fonctionnelle des cellules B pour augmenter les demandes de sécrétion d'insuline

(Moran et al.,2012).

Certaines cartes d'islotes sont mises en évidence dans des loci contenant des propriétés
polygéniques ou défauts mendéliens associés au diabéte humain, alors que les IncRNA
sélectionnés montrent une déréglementation dans les ilots des donneurs d'organes avec le
diabéte de type 1 (DT1) (Moran et al., 2012). Collectivement, ces propriétés définissent une
classe nouvellement identifiée de régulateurs candidats de la différenciation des cellules 3,
avec des implications potentielles pour le diabéte sucré humain. Cependant, la vraie
pertinence des IncRNA dépend de qu'ils produisent une fonction physiologique dans les

cellules B humaines, qui reste a traiter systématiquement.




Chapitre | Généralités

VII. Expression des IncRNAsdans les cellules pancréatiques humaines

En intégrant des données transcriptomiques et des cartes de chromatine, 1128 LncRNA ont
¢été identifiés de maniere fiable dans le pancréas humain et cellules B purifiés (Moran et al.,
2012).Beaucoup de IncRNAs ont été clairement exprimés dans les cellules B, ce qui suggere
leur importance roles dans la programmation de développement, le bon fonctionnement et / ou

l'entretien du tissu endocrinien pancréatique.

Dans une profondeur distincte 1'étude de I'ARN-séq des cellules f humaines purifiées, 148
lincRNAs étaient surexprimé dans les cellules B par rapport a les Cellules non B (Nica et al.,
2013), Tandis qu'une autre étude a découvert 12 cellules B et 5 cellules a spécifiques a une
cellule IncRNAs (Bramswig et al.,2013).Ces résultats suggerent l'importance de 1’expression

des IncRNA dans I’ilot pancréatique humaine.

VIII. Roles potentiels desLncRNAs dans le développement, la fonction et maintenance

des cellulesppancreatiques

L'implication des LncRNAs dans le développement d’un programme d'ilots pancréatiques
est possible et peut avoir des effets directs a 1'origine des différences cytoarchitecturales entre
ilots dans les différentes especes (figure 14A), et contribuer a I’expression des différentes

protéines essentielles dans la sécrétion cellulaire des ilots (Figure 14B).

Dans la méme ligne de raisonnement, un certain nombre de IncRNA spécifiques a un type
d'llot récemment signalés (Bramswig et al., 2013) pourraient jouer des roles essentiels dans

la confection de fonctions spécifiques au type de cellule dans le pancréas.

La majorité¢ des IncRNAs associés a divers facteurs de modification de la chromatine sont
des candidats tentant des facteurs qui pourraient fournir une spécificité moléculaire
supplémentaire dans le ciblage des marqueurs épigénétiques dans les cellules des 1ilots
pancréatiques. C'est tentant faire 1'hypothése que des IncRNAs spécifiques aux primates

pourraient étre impliqués dans l'expression de certains composants du couplage stimulus-
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sécrétion dans les cellules B, qui a leur tour potentiellement contribue a la réponse spécifique

aux especes des cellules B aux éléments nutritifs stimuli (figure 15B).

progenitor IncRNA ® beta cell
cell ® alpha cell
- delta cell
epsion cell
= PP cell

IncRNA +

ciwtz Mouse beta-cell

Figure 14 : Roles potentiels deslncRNAsdans le développement d’ilots pancréatique et la

fonction de cellules endocrines.(Bramswig et al.,2013)
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Le présent travail a été réalisé au département de Biologie et physiologie cellulaire (BPC)
de la faculté des sciences de la nature et de la vie (SNV) de I'universit¢ BLIDA1, pendant une

période de 7 mois : du Février au Septembre 2017.

N’ayant pas de plateforme de séquengage a haut débit en Algérie, nous nous somme
focaliser dans notre travail a une étude in silico en utilisant les données des bases de données

international et stockées et publiées dans plusieurs bases de données.

Rappelons que I’objectif de notre travail est de faire une analyse bioinformatique des

LncRNAs afin d’identifier leur contribution dans le diabéte typel.

11.1. Matériel

11.1.1. Matériel non biologique
Rappelons que notre étude est une étude in Silico, qui a nécessité 1’utilisation du matériel

informatique (ordinateur portable) et d’une connexion internet a haut débit.

11.1.1.1.0utils bio-informatiques

Les progrés de la biologie moléculaire et du grand projet du génome humain ont élargi nos
outils entant que biologiste pour étudier les mécanismes pathogéniques des maladies
humaines et la prédiction de certaines fonctions biologiques. Ainsi, nous avons utilis¢ des
outils bio-informatiques (ANNEXE 1) pour le traitement de nos échantillons moléculaire
stockés dans des bases de données a accés libre (Open Source) nécessitant des interfaces web,

des logiciels, des softwares et des algorithmes et qui sont répertorié dans le tableau I :

&
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Tableau I : Description des outils bioinformatiques

Base de données Commentaires URL

C’est une base de données
qui fait progresser la
NCBI science et la sant¢ en | https://www.ncbi.nlm.nih.go
fournissant ~ l'acces  a
I'information biomédicale

et génétique.

C'est une base de données
ouverte, stable et
accessible en ligne, elle est
UniProt issue de la consolidation WWww.uniprot.org/
de l'ensemble des données
produites par la

communautéscientifique.

est une platforme de travail
Galaxy en ligne Contenant divers
outils pour effectuer un https://usegalaxy.org/

grand nombre d’opération

sur des données
génomiques.
outil développé par

Genbank, qui permet de
Blast d'aligner votre séquence | https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
contre l'ensemble des

séquences de la banque.

Genmania Représente multiples https : //genemania.org/
Association Réseau

algorithme d'intégration.
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La base de données
STRING vise a fournir une
évaluation critique et une
STRING intégration des interactions (http://string-db.org)
protéines-protéines,y

compris les associations
directes  (physiques) et

indirectes (fonctionnelles).

11.1.2. Matériel biologique

Pour répondre a la problématique de notre étude in Silico, nous avons utilisé des
échantillons stockés dans des bases de données a acces libre (Open Source) comme NCBI
(National Center for Biotechnology Information). Ces échantillons ont été obtenus apres une
é¢tude moléculaire qui avait nécessité une expérimentation a partir desquelles des molécules
biologiques ont été¢ obtenus puis traités par des plateformes a 1’échelle internationale utilisant
la technologie de séquencage a haut débit comme les NGS (Next-Generation-Sequencing). En
effet, cette dernicre, nous permet d’obtenir des séquences d’ADN ou de transcriptome et ceci
pour répondre a plusieurs problématiques ou thématiques dans le souci de comprendre les
mécanismes d’interactions moléculaires, les voies cellulaires et biologiques associées a des
pathologies qui dans notre cas est le diabéte typel, ou lier aux diversités des espéces vivantes

ou a des phénomeénes biologiques.

Aprés une sélection des molécules biologiques que nous avons utilisées pour répondre a
notre problématique, nous avons retenu les molécules qui sont répertoriés dans le tableau

suivant :

&
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Tableau 11 : Description des molécules biologiques

Numéro
Nature  des | ID: Nature de | Nature Source
Molécules d’accessio | . | Format
séquences identifiant I’expérience | du fichier Référence
n
NC_00000 NCBI
ZnT8 Protéine B 169026 FASTA
8 (GenBank)
séquencage
NC_00001 aneneas txt NCBI
INS ADN 3630 FASTA
1 (GenBank)
NC_00001
NCBI
PDX1 ARN 3 3651 FASTA
(GenBank)
Molécules Nature  des | Numéro ID: Nature de | Nature Source
. . . . . Forrnat
séquences d’accession | identifiant | I’expérience | du fichier Reference
GSM109323
Lnc RNA [llumina NCBI
ARN 8 342774 SRA FASTQ
(B cells) HiSeq 2000 (SRA)
SRX248493
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11.2. Etude Moléculaire

11.2.1. Traitement des données transcriptomiques

11.2.1.1.0util Galaxy
» Principe
Galaxy est une plateforme web qui regroupe plusieurs outils bioinformatiques pour 1'analyse
des données NGS (Next-Generation-sequencing) sur une interface graphique. En effet, la
plateforme Galaxy, permet de manipuler des séquences génomiques, de les aligner et enfin les
analyser (https://usegalaxy.org/).
» Meéthode

*

¢ Récupération des données brutes

- Pour télécharger les données sur la plateforme galaxy, nous cliquons sur « Get
Data » puis sur " EBI SRA»
- Grace au numéro d'accession (SRA) du fichier d 'intérét " séquence RNA-seq ,

nous téléchargeons nos échantillons « les SRA-RNA-seq » sous format Fast-Q.

¢ Control de qualité
La qualité des séquences générés sous format FASTQ vont étre analysé par FASTQC
Ce logiciel va convertir les fichiers fastq en un format que Galaxy peut reconnaitre il

permet de générer un rapport de la qualité moyenne sous la forme HTML.

- Dans le panneau d'outils a gauche on click sur "NGS:QC and manipulation »
ensuite sur l'outil "FastQC Read Quality reports".

- Nous pouvons visualiser ainsi, la qualité de la séquence.

¢ Suppression des adaptateurs/primers :

Cette étape est une étape obligatoire qui nécessite de Clipper et adapter les séquences pour
cela ce Logiciel va permettre de supprimer les séquences d'adaptateurs, les amorces, les
queues poly-A et d'autres types de séquences indésirables de notre séquencage a haut
débit. Cela s'avere nécessaire lorsque la longueur du read est supérieure a celle de la

molécule a séquencer, comme pour les LNC ARNs. Nous allons donc en premier lieu,

*
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copiez notre séquence contaminée, aller a I'outile "Clip adapter séquence" copier et collez

la séquence dans le champ puis appuyez sur exécuter pour nettoyer.

s Alignement et analyse de données de RNA-Seq:
"TopHat "est un logiciel d'alignement de séquences congu spécialement pour le RNA-Seq.
il permet de réaliser des alignements sur les jonctions d'épissage et sur le génome dans ce
cas, un alignement sur un transcriptome virtuel extrait a partir des positions des exons est
d'abord effectu¢, puis les reads non alignés sur ce transcriptome seront alignés sur le
génome. Pour cette partie, on va suivre les étapes suivantes :

- Cliquez sur "NGS: Analyse ARN" aprés sur "TopHat Grapped-read mapper for

Rna-seq Data" .
- Sélectionnez les fichiers FastQ, puis appuyez sur Exécuter puis sur le fichier "

accepted Hits Data" puis visualiser les données par 1’outil "IGB"

¢ Assemblage de transcrits ou Analyse d’ARN :
Cette étape nécessite I'utilisation de 1’outil "Cufflinks" qui permet d’identifier un ensemble
minimum de transcriptions indépendantes qui peuvent expliquer les lectures observées dans
I’expérience RNA-Seq. Ainsi, 1'abondance des transcrits en FPKM (Fragments Per Kilobase
of exon model per Million mapped fragments) qui sont des valeurs normalisées par la taille

des transcrits et par la profondeur de séquencage. L.’assemblage se fait le Protocol suivant :

- Appuyer sur "NGS : RNA Analysis — Cufflinks™ sélectionner le fichier
correspondant qui est sou format "Bam" produit par" Tophat".

- Puis ajuster les paramétres selon notre séquence et exécuter pour assembler les
lectures des transcrits.

- Laplupart de ces fichiers sont décrits sous forme de tableaux en détails.

% Cuffcompare:

"CuffCompare" compare les transcrits assemblées a une annotation de référence et

donne une information en détail sur les identités et les différences entre elles. Dans notre

cas nous pouvons utiliser 1'ensemble de données de transcription combiné pour comparer

.3
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les niveaux d'expression relatifs de chaque exon et chaque transcription dans nos deux

ensembles de données d'entrée d'origine, en utilisant "CuffDiff" avec les étapes suivantes :

- Onclique sur "NGS:RNA Analysis" puis sur "Cuffcompare".
- Sur le champ sélectionner le fichier"combined trancripts" de CuffCompare.

- Pour le fichier" BAM""choisissez "accepted-Hits" de" TopHat" puis exécuter.

R

s CuftDiff:

"CuffDiff" permet de tester les niveaux d'expression des geénes et des transcriptions

dans plus d'une seul condition.

- Ouvrez l'outil "CuffDiff".

- Choisissez le fichier " transcript differential expression testing" généré par
CuffDiff.

- Le deuxiéme fichier "accepted-Hits".

- Puis exécuter.

«* Création de Workflows:

Comme vous avez pu le constater, enchainer toutes ces étapes est fastidieux. C’est
pourquoi il est intéressant d’automatiser leur enchainement. Pour cela nous allons créer un

workflow.

- Aller dans I’onglet "Workflow" et créer un nouveau workflow.
- Cliquer sur "input dataset" pour le fichier source.

- Dans la partie "NGS" sélectionnez 1'outil "FastQ Groomer".

- Ajouter aussi "FastQC".

- Ensuit sur "Clip adapter sequence".

- Finalement sur "TopHat".

- Apres l'ajout de ces fenétres, mettez-la en ordre.

=
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- Puis lier ces fenétres entre eux.

- Sauvegarder votre "workflow".

Workflow

Workflow Canvas | Inc rna workflow &

# FastQC x

[3Short read data from your
current history

[0 Input dataset collection X

output
JContaminant list

Submodule and Limit specifing file
# FASTQ Groomer x htmi_file (html)(2

OFile to groom text_file (txt)O

output_file (fastgsanger,
fastqcssanger, fastgsolexa,
fastqillumina) # TopHat x

[ORNA-Seq FASTQ file

align_summary (txt)0
fusions (tabular)D

insertions (bed)3

# Clip ® deletions (bed)2

OLibrary to clip junctions (bed)C

output® PN accepted_hits (bam)
O

unmapped (bam)(0

Figure 15 : L’organigramme de notre travail sur Galaxy.

11.2.2. Etude d’interactions des données moléculaires

Diftérents outils s’offrent a nous, afin de traiter les données moléculaires et d’identifier les

régions de similarité. Nous allons présenter ces outils ci-dessous.
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11.2.2.1. Outil Blast
» Principe

L’utilisation de 1’outil Blast de NCBI permet d’aligner une séquence contre 1’ensemble

des séquences de la banque. L'alignement se fait par sous séquences de 3 ¢léments

minimum.
> Méthode
Récolte de la séquence de chaque geéne a partir du NCBI
|
Les séquences nucléotidiques sous format Fasta
l
Copie et on les colle dans Blast X
/ \
Recherche de similarité par BlastP Résultats de Blast P (Différents score,E-

value. identités)
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11.2.2.2.0utilPhyre2

Aprées I’obtention des différents résultats de Blast P, on a orienté notre étude sur ZnT8 qui
est présent uniquement dans les cellules pancréatiques et qui est un réle majeur dans la

fixation de la molécule d’insuline (pas Zinc pas d’insuline).

Pour la visualisation 3D de ZnT8, nous avons utilis¢ 1’outil phyre2 et Rasmol ; dont les
étapes sont les suivantes. Premi¢rement, ouvrir le site Phyre2 et insérer le symbole ZnT8 puis
écrire votre adress mail et appuyer sur search ; patientez quelque minutes, votre fichier est
dans la boite mail, par la suite, il faut convertir dans Rasmol pour obtenir la structure 3D de

7nt8.

11.2.2.3. Outil UNIPROT
» Principe
UniProt est une base de données généraliste « open source », protéique qui permet
d’aligner 2 ou plusieurs protéines est donc de prédire la similarité entre les séquences.

» Meéthode

e Rendez-vous sur UniProt (https://UniProt.org/).

e Puis insérer le symbole de chaque protéine (INS-ZnT8- PDX).

e On clique sur search.

e On a un petit tableau des résultats de chaque protéine on les met dans add to
basket.

e On selectionne dans 1’onglet Basket les 3 protéines avec leur numéro

d’accession, puis on clique sur align.

11.2.2.4. Outil GeneMANIA

GeneMANIApermet auxbio-informatiens de saisir un seul géne et de voir les réseaux

d'interactions associées avec le géne, suivant la méthode ci-dessous :

|



Chapitre 11 Matériel et méthodes

e Rendez-vous sur la plate forme « Genmania » et Insérer les symboles des 3
genes INS — SLC30A8 — PDX1, puis lancer la recherche.

e Les résultats de Genmania vont apparaitre.

11.2.2.5. Etude des interactions protéiques par String

String vise a fournir une intégration des intéractions proteine-proteine, d’ou son utilisation

pour I’étude d’interactions de 3 protéines INS — ZnT8 et PDX1, suivant la méthode ci-

dessous :

- Aller sur la plateformeSTRING(http://string-db.org)

- Cliquer sur multiple protéines

- Puis saisir les protéines cibles
- Choisir I’organisme (Homo sapiens)

- Puis appuyer sur search.
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Rappelons que notre étude est une étude in silico qui utilise des outils bioinformatique pour
comprendre et étudier le role des LncRNA dans les cellules  pancréatique et leurs relations

avec le diabéte typel
I11.1. Résultats

Dans cette partie, nous allons présenter les résultats de nos analyses bioinformatiques

ultérieures.

I11.1. 1. Alignement multiple par la base de données UniProt

Alignment i
? Alignment
Tree
& How to print an alignment in color
Result info
P01308 INS_HUMAN 1 0
S QEINU4 INTE_HUMAN 1 MEFLERTYL\’ND'(AA_'{I*IYAFTLES\"ELQQ(F\’N(DQCPRERFEE ———————————————— 44
nghhght P52945 PDX1_HUMAN 1 MNGEE-------——-Q¥¥A-——mmmm . ATQLYKDECAFQRGPAPEFSASPPACLYMGRY 41
Annotation P01308 INS HUMAN 1 0
O signal peptide QBINU4 ZNTE HUMAN 45 —mmmm- LESGEMYHCHSGSKPTERGANE YAYAKWELCSASAICE 37
P52945 PDX1 HUMAN 42  PPPPPPHPFPGALGALEQGSPPDIS-—--- FYEVEPLADDPAVAHL- 89
[ sequence conflict -
[ Helix
) P01308 INS_HUMAN 1 LWMRLLELLAL-LALHEEDPARRFVN 37
COona binding Q8INU4 ZNTE_HUMAN 98 157
O7um P52945 PDX1_HUMAN 90 139
[ propeptide
- PO1308 INS HUMAN 38 —mmmmmmmmo AL§----EVCGERGFEYTPRTRREAEDLQV- 7
U Natural variant QSINU4 ZNTE HUMAN [ S — LVY----LACERL— LYPDYQIQATVMII 200
[ Beta strand P52945 PDX1_HUMAN 140 AA.EPEEN'(RTRTAYTRAQLLEL KETLENKYISRERRY-- 177
[ Alternative sequence
[ Modified residue P01308 INS_HUMAN 68  LGGEPGA----G5LQ---PLALEGSLY -(RGI\"EQCCTSICSLYQL 105
0 QEINU4 ZNTE HUMAN 201 [BENBFEVORNASVRAAFVEALGDLE( \LITYFEPEYKIL TLVL 260
Chain P52945 BDX1 HUMAN 178 177
[ peptide
U Topological domain 201308 INS_HUMAN 106 ENYC 109
] 21N B I 2 ASTITILE B K HSLE 2z
¥ Transmembrane QEINU4 ZNTE_HUMAN 61 ASTITILEDFSILLMEGVPESLNYSGVKELILAVDGVLSVHSLHIWSLTMNQVILSAHVA 320
ol P52945 PDX1_HUMAN 178 ELAVMLNLTERHIETWEQNRRMEWEBREED - 208
[ Region
9 P01308 INS_HUMAN 110 109
[ pisulfide bond QEINU4 INTE_HUMAN 321 TAASRD3QVVRREIAKALSKSFTMESLTIQMESEVDQDEDCLECEDE-----------—- 367
) ) 3 : e Y= 5
O compositional bias P52945 PDX1_HUMAN 207 FE. REGE TAVGGGGVAEPEQDCAVTSGEELLALPPEEEEGE 248
Amino acid properties P01308 INS_HUMAN 110 - 110
e QSIWU4 ZNTE HUMAN 368 -- 369
Similarity P52945 PDX1_HUMAN 247  AVPPAAPVAAREGRLPPGLSASPQPSSVAPRREQEPR 283
[ Hydrophobic :
[ Negative . o )
O posii You may add additional sequences to this alignment (in FASTA format)
Positive J
=

Figure 16 : Les pré- résultats d’alignement multiple.

La figure ci-dessus représente un alignement multiple de trois protéines INS, ZnT8 et PDX1

Humaine dont la description est la suivante

e Les régions de similarité sont visibles en gris.

e Les rouges qui représentent les motifs, sont présents que dans ZnT8 et PDX1
et absent dans INS.

e Les jaunes représentent les sites transmembranaires présentés que dans ZnT8

et PDX1.
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Result information

Query

sequences
>sp|POL30B|INS_HUMAN Insulin OS=Hemo sapiens GN=INS PE=1 SV=1
MALWMRLLPLLALLALWGPDPARAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPRTRREAED
LQVGOVELGGGRGAGSLOPLALEGSLQRRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN
>sp|QSIWU4|ZNT8_HUMAN Zinc transporter 8 0S=Homo sapiens GN=SLC30AB PE=l SV=2
MEFLERTYLVNDRARRMYAFTLESVELQQRPVNRDQCPRERPEELESGGMYRCHSGSRFT
ERGANEYAYARWRLCSASAICEIFMIAEVVGGHIAGSLAVVIDARELLIDLTSFLLSLES
LWLSSKPPSERLTFGWHRAEI LGALLSILCIWVVIGVLVYLACERLLYPDYQIQATVMII
VSSCAVAANIVLIVVLHQRCLGHNEREVQANASVRAAFVHALGDLFQSISVLISALIIYF
RPEYRIADPICTFIPSILVLASTITILRDFSILLMEGVPRSLNY SGVRELILAVDGVLSY
HSLEIWSLTMNQVILSAHVATAASRDSQVVRREIARALSRSFTMHSLTIQMESPVDQDPD
CLECEDPCD

>sp|P52945|PDX1_HUMAN Pancreas/ducdenum homecbox protein 1 0S=Homo sapiens GN=PDX1 PE=1 SV=1
MRGEEQYYARTQLYRDPCAFQRGPAPEF SASFPACLYMGRQPPPFFPRFFPGALGALEQG
SPEDISPYEVPPLADDPAVAHLHRHLPAQLALPHPPAGPFPEGAEPGVLEEPNRVQLPFP

WMRSTRAHAWR GWAGGAYAREPEENRRTRTAY TRAQLLELEREFLFNRY ISRFRRVELA
VMLNLTERHIRIWFQNRRMEWRREEDRRRGGGTAVGGGGVAEPEQDCAVI SGEELLALPP
PPPPGGAVPPARPVARREGRLPPGLSASPQPSSVAPRRPQEER

Date of job  Sep 29, 2017

execution

Job identifier A20170929A7434721E10EE6586998A0S6CCD0S37EN64EB4V (jobs are stored for 7 days)
Running time 20 seconds

Identical 4

positions

Identity 0.875%

Figure 17 : les résultats d’alignement multiple.

Cet alignement se fait dans un temps trés court 20 secondes. Ces résultats donnent les
positions identiques des trois protéines (= 4), ainsi que les positions similaires (=6) avec un
trés faible pourcentage d’identités (0.875%) ce qui montre une grande différence entre les 3

protéines malgré qu’elles accomplissent des fonctions assez similaires.
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111.1.2. Etude d’interaction entre les genes

Cette ¢tude se fait par une base de données qui nécessite des algorithmes d’interaction

« GeneMANIA », et les résultats se présentent comme suit :

Q

r@@@@@@@@
L

[~

@0

SLC30A3

<

® &

S ea o =
oo E—3

@

% B regulation of insulin secretion a @
% B endocring pancreas development @} @
% W insulin secretion

% [ secretory granule

0 o

Figure 18 : Schéma représentatif des interactions géniques.

Les résultats montrent les différentes interactions entre nos genes cibles (INS — PDX1 —

SLC30AS8 (ZnTS8).
Ces résultats touchent certains niveaux d’interactions :

e En premier, au niveau de la régulation de la sécrétion d’insuline. Il existe des
interactions entre INS, SLC30AS8 et d’autres genes FOXA2, SLC2A2, SYTS et le

PSMD9 qui sont représentés en rouge.
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e Les lignes bleus représentent les interactions au niveau du développement du

pancréas endocrine. Les interactions sont visibles entre PDX1, INS, NKX6-

1LFOXOL et le FOXA2.

e Les lignes vertes représentent les interactions au niveau de la sécrétion d’insuline

montrant des interactions avec multitude de geénes ; principalement avec nos
genes cibles (PDX1,INS, SLC30AS) et d’autres comme WAFA, SYTS, SLC2A2,
FOXA2 et PSMOO.

e La couleur rose représente les interactions au niveau des granules sécrétoires. Ces

interactions touchent INS, SLC30A8, PCSK2 et MYO5A.

111.1. 3.Annotation génomique par Blast

L’annotation génomique pour les 3 séquences INS — SLC30A8 — PDX1 débutant par la

récolte de la séquence fasta de chaqu’un d’eux ; passant par 1’outil Blast X. Ce dernier, nous

donne un champ vaste des résultats bruts. Que nous allons présenter dans le tableau ci-

dessous.
Tableau 111 : Résultats du blast
Nom de la sequence Identifiants | E- Score | Numéro Longueur | Matches
value | totale | d’accession
insulin prepro protein [Homo 99% 7e-54 | 174 NP-000198.1 | 110 1
sapiens]
insulin [Homo sapiens] 99% 2e-53 | 172 AEG1952.1 94 1
pancreas/duodenumhomeobox 100% 9e-44 | 331 NP_000200.1 | 283 2
protein 1 [Homo sapiens]
insulinupstream factor 1 [Homo | 99% 6e-43 | 329 AACO05157.1 | 283 2
sapiens]
zinc transporter 8§ isoform a 99% 0.0 588 NP _776250.2 | 369 1
[Homo sapiens]
solute carrier family 30 member | 99% 0.0 588 AAMSB0562.1 | 369 1
8 [Homo sapiens]
zinc transporter 8 isoform b 99% 0.0 585 NP 0011662 | 320 1
[Homo sapiens] B
82.1
SLC30A8 protein [Homo 99% 0.0 583 ABQ59023.1 | 320 1
sapiens]
hypothetical protein[H. sapiens] | 99% 0.0 578 CAD28545.1 | 320 1
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I11.1. 4.La modélisation 3D de ZnT8 :

Nous avons fait une recherche de domaine protéique de ZNTS8 sur Blast P, cela pour

prédire la structure 3D par un service web Phyre2 et qui est visualiser apres par RasMol.

Fichier Editer Montrer Couleurs Options Configuration Exporter Aide

Figure 19: la structure 3D de ZnT8 visualisé par RasMol.

Molecule Information X

! ‘3‘ RasWin Molecular Graphics
Windows Ver 2.7.5.2

Nombre de Groupes ..... 292
Nombre d'Atomes ....... 2240
Nombre de Liaisons .... 2308

0K

Figure 20 : le nombre de résidus de la protéine ZnTS.
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Les résultats montrent différentes compositions de la molécule ZnT8 tel que le nombre de
groupes qui est 292, le nombre d’atomes 2240, en plus le nombre de liaisons qui est égale

2308.

I11.1. 5. Etude d’interaction protéique (String)

Les interactions qui se produisent entre les protéines sont au cceur du traitement cellulaire et
leur caractérisation systématique contribuant a fournir un contexte dans la biologie des
systemes moléculaires. Cependant, les interactions connues et prédites sont dispersées sur de
multiples ressources, et les données disponibles présentent des différences notables en termes

de qualité et d'exhaustivité.

SLC30ASE

INS

FPDx1
g

"

S’

Figure 21 : Résultats d’interaction protéique par String.

Les résultats de STRING signifient que ces protéines ont plus d'interactions entre elles que
ce qui serait attendu pour un ensemble aléatoire de protéines de taille similaire, tirées du
génome. Un tel enrichissement indique que les protéines sont au moins partiellement liées

biologiquement, en tant que groupe.
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Figure 22 : les génes de coexpression d’interaction.

La comparaison de la coexpression de nos génes INS — SLC30A8 — PDX1(Homo Sapiens)

avec d’autres organismes va donne les résultats suivants :

e Les genes plus exprimés (SLC30A8 — INS ) ont le score « 0,92 »

e La coexpression de genes INS — PDX1 est de score « 0.46 »

e INS —IGF1 sont exprimés avec un score de « 0.51 »
e Le recepteur de I’insuline INSR et AKT1 ont le score « 0.54 ». (ANNEXE I11)

.
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RESULTATS

111.1.6-Outil Glaxy

1. Analyse FastQC

Nous avons récupéré les deux fichiers SRA RNA-seq des cellules B pancréatiques et

avons pu traiter sous Galaxy.

Dans cette partie nous verrons comme peut contrdler la qualité des données de

séquencage afin d'identifier les transcrits. Nous traitons ces résultats de manicre

comparative avec deux jeux de données.

Tableau IV : Les données statistique de RNA-seq

Measure Avant le traitement Apres le traitement
EBI SRA SRX248493 File

File name Clip_on data 10
SRR771476 1 fastq gz.gz

File type Conventional base calls Conventional base calls

Encoding Sanger / Illumina 1.9 Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 16756990 976592

Sequences flagged as 0 0

poor quality

Sequence length 101 15-96

%GC 44 45

40




EBI SRA SRX248493 File

File name Trim_sequences on data 11
_SRR771476 2 fastq gz.gz

File type Conventional base calls Conventional base calls

Encoding Sanger / Illumina 1.9 Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 16756990 3997540

Sequences flagged as poor s s

quality

Sequencelength 101 15-91

%GC 43 45

Cette graphe représente le score de qualité par base nous voyons trois zone de déférents

couleur :

La zone vert : correspond ou bonne qualité.

La zone orange claire : correspond ou moyenne qualité.

La zone rose : correspond ou mauvaise qualité.

Dusalty scorms s @l basws [Banges | uning | 3 emcoding

a2

£

il

i

V20T 11D 11D BEES 0030 MIT 414D 409 3433 BBO BRNT TETD RT AA3 PSO 0897 123458700 1213 1610 2435 B0
Postion immad 01

WIT 424 AB4D S48 ORI ABET 273 e BeS 00D
Positon in mad (b5

Figure 23: comparaison de la qualité des séquences.
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Figure 24 : Comparaison de la distribution de score de qualité par s€quences.
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Figure 25 : Représentation graphique le contenu de séquence par base.
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Figure 26 : Le nombre de GC contenu par séquence.

On remarque que le contenu en N << 5% a une position indique une erreur.
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Figure 27 : Le pourcentage des reads.
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Figure 28 : La distribution de la taille des séquences.
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Figure 29 : Le degré de duplication des RNA-seq.
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60verrepresented sequences

Possible
Source
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTTTTTITTTITTITITTITITTTTITTIT 332776 1.9858936479642226 No Hit

Sequence Count Percentage

@Overrepresented sequences

Possible
Source

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACTTTTTTTTITTITITTITITITITTITIT 1762736 10.51940712502663 No Hit

Sequence Count Percentage

@0verrepresented sequences

No overrepresented sequences

Figure 30 : Les séquences contaminer des reads.
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Figure 31 : Le nombre des adaptateurs dans les séquences.

2. Alignement avec TopHat

Left reads:

Input = 976592
Mapped = 145244 (14.9% of inpurt)
of these: 54986 (37.9%) have multiple alignments (2955 have >20)
Right reads:
Input = 976592
Mapped . 240791 (24.7% of input)
of these: 105734 (43.9%) have multiple alignments (2966 have >20)
Unpaired reads:
Input L 3020948
Mapped H 447860 (14.8% of inpurt)
of these: 138453 (30.9%) have multiple alignments (28 have >20)
16.8% overall read mapping rate.
Aligned pairs: 35830
of these: 21276 (59.4%) have multiple alignments

35468 (99.0%) are discordant alignments
0.0% concordant pair alignment rate.

Figure 32 : Résultats d’alignement.
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Nous avons obtenu quatre tableaux :

Chrom

NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10

Chrom

NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10
NC_000011.10

Tableau V : Résultats des insertions des séquences.

Tableau VI : Les délétions des séquences.

Score

Start End Name
trackname=insertions description=""TopHat insertions""

80179 80179 A
81983 81983 AA
157042 157042 AA
161399 161399 A
168966 168966 C
214419 214419 G
230979 230979 CA
245073 245073 C
264438 264438 T
277849 277849 C
301598 301598 A
403615 403615 G
463667 463667 C
465911 465911 G
482079 482079 G
502182 502182 C
592047 592047 G
600962 600962 T
643327 643327 A
643695 643695 G
670800 670800 A
671103 671103 C
715795 715795 T
731001 731001 C
731875 731875 G

O S N S ) Y I Sy S W U U SR e N I NO T N J) Sy Sy Uy U WG 6 Y [ S S,

Score

1
1
10
2

Start End
track name=deletions description=""TopHat deletions™
62344 62345
163856 163858
243162 243163
301594 301595
304880 304881

2




Chapitre 111 Résultats et discussion
NC_000011.10 335234 335236 1
NC 000011.10 361493 361494 3
NC_000011.10 361586 361588 4
NC 000011.10 389089 389090 1
NC_000011.10 389091 389092 1
NC 000011.10 403261 403262 1
NC 000011.10 422831 422832 1
NC 000011.10 482261 482262 1
NC 000011.10 516288 516289 1
NC _000011.10 543872 543874 2
NC 000011.10 545112 545114 8
NC _000011.10 563670 563671 5
NC_000011.10 565246 565247 1
NC 000011.10 582655 582656 2
NC_000011.10 585820 585821 1
NC 000011.10 600857 600859 1
NC_000011.10 601069 601070 1
NC 000011.10 603763 603764 23
Tableau VII : les jonctions d'épissage.
Thick |Thick |Item Block Block |[Block
Chrom Start |End Name [Score |Strand Start End RGB  |Count Sizes Starts
track name=junctions description="TopHat junctions"
JUNCO
11\1?600001 12785311294791000000/1 - 127853(129479 (255,0,0 |2 41,20 10,1606
) 1
JUNCO
11\1(1:600001 2905741290698|000000/|1 4F 290574(290698 [255,0,0 2 26,21 10,103
’ 2
JUNCO
11\1(1:600001 293667/2938531000000(22 + 293667(293853 255,0,0 |2 60,24 0,162
) 3
JUNCO
11‘1%00001 314310131496900000017 1+ 3143101314969 25500 2 4648 0,611
' 4
JUNCO
11\1?600001 3991721400028/00000016 + 3991721400028 [255,0,0 |2 24,62 10,794
) 5
JUNCO
11\1%00001 404085/4042810000008 |+ 4040851404281 255,00 2 15046 (0,150
) 6

47




Chapitre 111

Résultats et discussion

NC 00001

1.10

NC_00001

1.10

NC_00001

1.10

NAME

SRR771476.

1491337

SRR771476.

2772002

SRR771476.

3171920

SRR771476.

4399502

SRR771476.

1408518

SRR771476.

4178600

SRR771476.

10127239

SRR771476.

379105

SRR771476.

863756

SRR771476.

2862962

SRR771476.

3412637

SRR771476.

3412637

SRR771476.

3602437

FLAG

329

329

393

393

329

16

409

409

409

433

401

401

409

JUNCO

406516/406900/000000/11

7
JUNCO

495029|498022/000000|13

8
JUNCO

560998/561798/000000|1

9

RNAME

NC_000
011.10
NC_000
011.10
NC 000
011.10
NC_000
011.10
NC_000
011.10
NC_000
011.10
NC 000
011.10
NC 000
011.10
NC 000
011.10
NC 000
011.10
NC 000
011.10
NC 000
011.10
NC 000
011.10

+

406516406900 255,0,0 2

495029(498022 [255,0,0 2

560998561798 255,0,0 2

Tableau VIII : score d’alignements.

60100

60343

60366

60409

60409

60534

60550

60645

60645

60645

60645

60645

60645

< MAPQ

o

16M

16M

16M

17M

16M

I5M

I5M

I5M

I5M

I5M

I5M

=
2K
= = 7
e 0 0
* 0 0
e 0 0
* 0 0
& 0 0
* 0 0
& 0 0
* 0 0
& 0 0
= 619646 61904
78 074
= 728192 72758
31 602
= 403542 40293
25 596
< 0 0

22,58 10,326

24,52 10,2941

35,37 10,763

SEQ

CTTGCTCATAGC
AAA
AAAATGGTGCA
TGAGT
GTGTGAAAAAA
AACAA
ATCTAACATTCA
AACA
ATCTAACATTCA
AACA
GTGATTCATTTT
TATTT
TTTCACCAAAT
CTTTT
TATTCCCTGGGC
ATT
TATTCCCTGGGC
ATT
TATTCCCTGGGC
ATT
TATTCCCTGGGC
ATT
TATTCCCTGGGC
ATT
TATTCCCTGGGC
ATT
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3. Cufflinks (voir I’annexe 1V)

4. Cuffdiff (voir I’annexe 1V)

5. Cuffcompare (voir I’annexe IV)

6. IGB (Integrated Genome Browser)

Dans notre cas I’IGB n’a trouvé aucune reads.
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Figure 33 : visualisation des transcrits analyser.
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Discussion

Dans I’évolution du diabete typel (DT1), les cellules f pancréatiques sont soumises a un
processus auto-immun par infiltration de cellules immunitaires et la production
d’autoanticorps. L’infiltration par les lymphocytes T au niveau des ilots de langerhans va
conduire a un apoptose puis une insulite, et a des complications du DT1 (Vasumathi, Klaus
(2014).

Lnc RNA est une nouvelle classe de transcrits qui participe au développement de plusieurs
maladies. Seulement quelque un seulement sont connue pour leurs role dans la sécrétion de

I’insuline par les cellules B pancréatiques.

Notre étude a pour but d’évaluer la contribution des LncRNAs dans le dysfonctionnement
des cellules B pancréatiques par le niveau d’expression des génes impliqués dans la synthése

de I’insuline par les cellules B pancréatique.

D’aprés 1’étude de (Mothorie et al.,2015), les MIN6 contribuent a 1’expression d’un
nombre trés large de Lnc RNAs exprimés dans une ligné cellulaire MING6 traité avec des
cytokines. Dans la méme étude, les changements des taux des LncRNAs sont confirmés chez

les ilots de souris et sont augmenté chez les souris NOD pré diabétiques.

L'insuffisance cellulaire 3 pancréatique conduit au développement du diabéte. Au cours
de la progression de la maladie, les cellules B adaptent la capacité de sécrétion pour
compenser la glycémie élevée et la résistance a l'insuline périphérique. Ce mécanisme
compensatoire implique une régulation fine pour moduler la capacit¢ du réticulum
endoplasmique (ER) et le contrdle de la qualité pour empécher 1'accumulation de proinsuline

dépliée, une protéine majeure synthétisée dans la cellule 8. Ces voies de signalisation sont

=
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collectivement appelées réponse a la protéine dépliée (EPU). Les machines UPR sont
nécessaires pour préserver I'homéostasie ER et I'intégrité des cellules . En outre, les acteurs
de I'EPU jouent un rdle clé en régulant la capacité de repliement des ER, en augmentant la

dégradation des protéines mal repliées et en limitant le taux de traduction de ' ARNm.

Les études génétiques et biochimiques récentes sur les modeles de souris et les
mutations des capteurs UPR humains démontrent une exigence claire des mécanismes UPR
pour prévenir 1'échec des cellules 8 et augmenter la masse cellulaire B et 1'adaptation tout au
long de la progression du diabéte. Les cellules B pancréatiques ont une capacité marquée a
s'adapter aux changements de l'environnement en augmentant sa masse et sa fonction. Les
signes diabétiques se produisent lorsque ce mécanisme adaptatif ne parvient pas a compenser
l'augmentation de la demande d'insuline. L'activation des acteurs de I'UPR est déclenchée au
stade précoce du mécanisme de compensation et peut jouer un role central dans I'adaptation

des cellulesp et les fonctions ultérieures.

Des études menées au cours du développement du diabéte sont nécessaires pour mieux
comprendre le mécanisme de la capacité compensatoire et la perte de cellules B subséquentes
chez les humains. Ceci est particulierement intéressant, car il pourrait avoir un impact
bénéfique pour le traitement des maladies métaboliques telles que le diabéte (Rabhi et al.,

2014).

Le facteur de transcription PDX1 joue un rdle important dans le développement des
cellules B pancréatiques et dans la fonction sécrétoire. Il est important de noter que Pdx-1 est
un régulateur transcriptionnel du geéne de l'insuline ainsi que d'autres genes clés impliqués
dans le couplage stimulation-sécrétion (Kulkarni et al.,2004). Pdx-1 est également reconnu
pour jouer un role dans l'adaptation de la cellule B au stress métabolique, et la haplo
insuficience Pdx-1 superposée a un fond de résistance a l'insuline sévere entraine une
diminution de l'expansion de la masse de cellules B compensatoires, du diabéte et de la
mortalité prématurée. Sachdeva et al., 2009 ont récemment examiné les effets de 1'obésité
induite par le régime chez les souris Pdx-1 +/- et ont également constaté que la déficience en
Pdx-1 limite de maniére significative I'expansion de la masse cellulaire § dans les conditions
de la HFD. Il est intéressant de noter que ces effets n'étaient pas secondaires a une diminution
de la prolifération, mais plutét a une diminution de la survie des cellules . De méme,
'apoptose des cellules B augmentée dans les ilots Pdx-1 +/- a également été observée par

Johnson et al.,2003.

|
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Les données récentes impliquent également le Pdx-1 dans le maintien de la santé du
réticulum endoplasmique (ER). La pompe Ca2 + ATPase 2b (SERCA2b) du réticulum sarco-
endoplasmique maintient un gradient de Ca2 + raide entre le cytosol et la lumiere de 1'urée.
Dans les modeles de diabete, nos données ont démontré la perte de la Pdx-1 de la cellule 3
pancréatique qui se produit parallélement a I'expression SERCAZ2b altérée, alors que l'analyse
in silico du promoteur SERCA2b a révélé de multiples sites de liaison Pdx-1 putatifs. Nous
avons émis l'hypothése que la perte de Pdx-1 dans des conditions inflammatoires et

diabétiques entraine une diminution des niveaux de SERCA?2b.

Le transporteur de zinc 8 (ZnT8) est un auto anticorps spécifiquement exprimé dans
des granules sécrétoires contenant 1’insuline des cellules B. Les études génétiques montrent
que les génotypes de SLC30A8 peuvent déterminer une réponse protectrice ou diabétogeéne
selon les facteurs environnementaux et de style de vie. L'expression de la protéine ZnT8, ainsi
que la teneur en zinc dans les cellules P, est diminuée chez les souris diabétiques. Ainsi, le
ZnT8 pourrait participer a la biosynthése et a la libération d'insuline, et ensuite impliqué une
détérioration de la fonction des cellules B par des mécanismes directs ou indirects dans le
diabete de type 1. D'un point de vue clinique, la prévalence du ZnTS8 est graduellement accrue
le diabéte auto-immune latent chez les adultes et le diabéte sucré de type 1. La fréquence et
les épitopes des lymphocytes T spécifiques de ZnT8 et la libération de cytokines par les
lymphocytes T sont également différents chez les patients diabétiques et les témoins sains. En
outre, la réponse a l'administration de ZnT8 est également différente dans le diabete sucré de

type 1 et le diabéte sucré de type 2 (Bo Yi et al.,2016).

Les différences sont principalement concentrées dans le role différent des génotypes de
SLC30AS8 dans la susceptibilité au diabéte de type 1, aux différents résultats des interactions
génétique-environnement et a la réponse différente a I'administration de ZnT8. Cependant,
l'auto-immunité contre le diabéte contre le ZnT8 et le role multifonctionnel de ZnT8 dans la
fonction des cellules B montrent le lien mécanique potentiel entre le diabéte sucré de type 1 et
2, les deux formes majeures du spectre du diabéte. Des efforts sont nécessaires pour examiner
le role et les fréquences des lymphocytes T spécifiques de ZnT8 dans LADA et le diabéte
sucré de type 2. L'association entre le génotype SLC30AS8 et le risque de LADA doit
¢galement étre démontrée. Bien que ZnT8 soit un antigéne diabétéogenequi peut participer au

diabete, les mécanismes détaillés de la destruction des cellules B induites par le ZnT8 n’est
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pas claire. Il est nécessaire de confirmer la fonction de régulation du ZnT8 dans 'homéostasie
de l'insuline chez les souris NOD et chez les humains. Il est également nécessaire d'explorer

les profils d'expression de cytokines produites par les lymphocytes T spécifiques de ZnT8
parmi différents types de diabete.




Conclusion

Le diabéte typel constitue I'une des formes de diabéte le plus fréquent chez les jeunes
(diabéte juvénile). Il se caractérise par la destruction des cellules B pancréatiques celles qui

sont responsable de la production d’insuline.

Durant les dix derniéres années, la découverte de la classe des LncRNAs ; I'une des types
ARNs non codants a révolutionné le monde des ARNs, méme si la compréhension biologique
de ces molécules avance lentement. Le défi majeur a ’heure actuelle reste la caractérisation
fonctionnelle de la grande majorité des IncRNAs. Toutefois, I’identification et la cartographie
de la totalité des IncRNAs présents dans le génome humain devraient accélérer ’atteinte de
cet objectif. Cela implique des efforts conjoints entre la génomique fonctionnelle,
I’épigénomique et la bioinformatique. Nous sommes a présent siirs de leur importance dans de

nombreux processus cellulaires et des pathologies, parmi eux le diabéte.

En effet, de nombreuses études ont prouvé la corrélation entre I’expression des Lnc
RNAs et le diabéte type 1. Dans notre travail, nous avons démontré sur le profil moléculaire
les interactions entre PDX1 et ZnT8 par apport a la molécule d’insuline et on a trouvé que le
ZnT8 fait intervenir dans la fixation de la molécule d’insuline dans les cellules 3
pancréatiques (Sans Zinc pas d’insuline), et que le PDX1 joue un réle important dans le
développement des cellules B pancréatiques ainsi que dans la régulation transcriptionnelle du
gene de l'insuline. Aussi, I’identification des LncRNAs qui sont exprimés différentiellement
pour le but de rechercher les mutations dans leurs séquences qu’ils sont représentés des
variantes génétiques. Nous avons utilisé différents logiciels d’annotation bioinformatique
pour peu expliquer leurs conséquences sur les fonctions et la régulation clés de 1’expression

génique. Ces molécules LncRNAs restent encore non caractérisées jusqu’a ce jour.

L’importance de I’identification et ’analyse fonctionnelle de ces Lnc RNAs est de contribuer
a une meilleure définition de leur réle durant la destruction de cellules B pancréatiques. De
plus, Ces molécules pourraient avoir des applications: comme étre utilisées comme
biomarqueurs pour le diagnostic et/ou le pronostic des pathologies avec le changement de leur
expression associées aux différents types de diabéete, ainsi que le développement de nouvelles

stratégies thérapeutiques.
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ANNEXE I
BLAST

C’est une base de données qui permet d'aligner une séquence et la recherche de similarité

entre les séquences.

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

NCBI National Center for Biotechnodogy Information Sign in to NCBI

BLAST Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

Basic Local Alignment Search Tool
| QuickBLASTP

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program
compares nucleotide or protein sequences to sequence databases and
calculates the statistical significance. Leamn more

| Try QuickBLASTP for a fast protein search of nr.

| Tue, 23 May 2017 13:00:00 EST B More BLAST news.

BLAST Genomes

page d’accueil de BLAST.

Galaxy tools

Le «Galaxy tools» est une plateforme de travail en ligne

(https://usegalaxy.org/),Contenant divers outils pour effectuer un grand nombre d’opération

sur des données génomiques tell que : merge, intersection, BLAST...etc. En effet on peut
réaliser, reproduire ou partager des analyses completes ou alors visualiser nos données que ce

soit sur le serveur publique ou notre propre instance.

Il existe différents approches pour commencer a manipuler avec GALAXY, son
interface est assez simple ce qui facilite son utilisation, mais il existe aussi des pages spéciales

contenant des tutoriels pour chaque outils (Wikigalaxy : https://wiki.galaxyproject.org/).
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plateforme de travail GALAXY.
GeneMANIA
GeneMANIA représente multiples Association Reéseau algorithme d'intégration,

permet un scientifique sans aucune formation préalable en informatique bio-informatique de

saisir un seul gene et de voir les réseaux d'interaction associée avec le gene.

@ genemania.org c A Recherche wa +$§ & 90

page d’accueil de GeneMANIA.



NCBI (National Center for Biotechnology Information)

NCBI conduit des recherches dans la biologie informatique, développe des logiciels pour

analyser des données de génome et fournir des informations biomédicales.

= NCBl Resources @ HowTo &

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Sign in to NCBI

S=NCBI

Naticnal Center for
Biotechnalogy Infoermation
NCBI Home

Resource List (A-Z)
All Resources

Chemicals & Bioassays

All Databases -~ |

‘ Search

Welcome to NCBI

The Mational Center for Biotechnology Information advances science and health by providing access to

biomedical and genomic information

Popular Resources
PubMed

Bookshelf

FPubMed Central
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Data & Software PubMed Health

DNA & RNA Submit Download Learn BLAST
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Domains & Structures Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend Heeolice
Genes & Expression into MCBI databases computer a class orwatch a tutorial Genome
Genetics & Medicine SNP
Genomes & Maps Gene
Protein
Homology
PubCh
Literature ubt-hem
Proteins
Sequence Analysis NCBI News & Blo
g L Develop Analyze Research 9

Taxonomy October 4th MCBI Minute: Create, link

Use MNCBI APIls and code
libraries to build applications

Identify an NCBI tool for your
data analysis task

Explore NCBI research and

and share your bibliography (FubMed
collaborative projects

Training & Tutorials & ORCID)

Variation 27 Sep
Oin Nrtahar 4 2017 NCRI etaff will

Magic-BLAST 1.3.0 released with new
features and improvements

The newest
12 M nffare i

14 new NCBI RefSeq genome
annotations are available

In August, the NCBI Eukaryotic
Cannme Annntatinn Pinsline ralaaced

Page d’accueil de NCBI.

UniProt (Universal Protein Ressource)

UniProt est une base de données genéraliste protéique a 3 composants UniProtKB
(UniProt Knowledge Base), UniRef (UniProt Reference Clusters), UniParc (UniProt Archive)
C'est une base de données ouverte, stable et accessible en ligne, elle est issue de la

consolidation de I'ensemble des données produites par la communauté scientifique.



(https ://uniprot.org/ )

BLAST Align Retrieve/ID mapping Peptide search

The mission of UniProt is to provide the scientific community with a comprehensive, high-quality and freely accessible resource of protein sequence and functional information.
3 - News v ]
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page d’accueil d’UniProt.

STRING

La base de données STRING vise a fournir une évaluation critique et une intégration des
interactions protéines-protéines.

(http://string-db.org)

3 string - GEO DataSets - NCBI 3 2" STRING: functional protein - %+

€ @ hips//string-db.org @ Q Rechercher wBa & @
I == ==

% STR' N G Search Download Help My Data

Protein by sequence . R X
Single Protein by Name / Identifier

Multiple proteins

Multiple sequences Protein Name: # #2 #3)
Organisms |

Protein families ("COGs") Organism:

Examples v

Random entry
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ANNEXE I1

Les sequences Fasta :

>KR711678.1 Synthetic construct Homo sapiens clone CCSBHm_ 00028446
SLC30A8 (SLC30A8) mRNA, encodes complete protein
GTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCACCAT
GTACCACTGCCACAGTGGCTCCAAGCCCACAGAAAAGGGGGCGAATGAGTACGCCTATGCCAAGTGGAAA
CTCTGTTCTGCTTCAGCAATATGCTTCATTTTCATGATTGCAGAGGTCGTGGGTGGGCACATTGCTGGGA
GTCTTGCTGTTGTCACAGATGCTGCCCACCTCTTAATTGACCTGACCAGTTTCCTGCTCAGTCTCTTCTC
CCTGTGGTTGTCATCGAAGCCTCCCTCTAAGCGGCTGACATTTGGATGGCACCGAGCAGAGATCCTTGGT
GCCCTGCTCTCCATCCTGTGCATCTGGGTGGTGACTGGCGTGCTAGTGTACCTGGCATGTGAGCGCCTGC
TGTATCCTGATTACCAGATCCAGGCGACTGTGATGATCATCGTTTCCAGCTGCGCAGTGGCGGCCAACAT
TGTACTAACTGTGGTTTTGCACCAGAGATGCCTTGGCCACAATCACAAGGAAGTACAAGCCAATGCCAGC
GTCAGAGCTGCTTTTGTGCATGCCCTTGGAGATCTATTTCAGAGTATCAGTGTGCTAATTAGTGCACTTA
TTATCTACTTTAAGCCAGAGTATAAAATAGCCGACCCAATCTGCACATTCATCTTTTCCATCCTGGTCTT
GGCCAGCACCATCACTATCTTAAAGGACTTCTCCATCTTACTCATGGAAGGTGTGCCAAAGAGCCTGAAT
TACAGTGGTGTGAAAGAGCTTATTTTAGCAGTCGACGGGGTGCTGTCTGTGCACAGCCTGCACATCTGGT
CTCTAACAATGAATCAAGTAATTCTCTCAGCTCATGTTGCTACAGCAGCCAGCTGGGACAGCCAAGTGGT
TCGGAGAGAAATTGCTAAAGCCCTTAGCAAAAGCTTTACGATGCACTCACTCACCATTCAGATGGAATCT
CCAGTTGACCAGGACCCCGACTGCCTTTTCTGTGAAGACCCCTGTGACTTGCCAACTTTCTTGTACAAAG
TTGGCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAAC

>KR710185.1 Synthetic construct Homo sapiens clone CCSBHm_00010262 INS
(INS) mRNA, encodes complete protein
GTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGTTGGCATGGC
CCTGTGGATGCGCCTCCTGCCCCTGCTGGCGCTGCTGGCCCTCTGGGGACCTGACCCAGCCGCAGCCTTT
GTGAACCAACACCTGTGCGGCTCACACCTGGTGGAAGCTCTCTACCTAGTGTGCGGGGAACGAGGCTTCT
TCTACACACCCAAGACCCGCCGGGAGGCAGAGGACCTGCAGGTGGGGCAGGTGGAGCTGGGCGGGGGCCC
TGGTGCAGGCAGCCTGCAGCCCTTGGCCCTGGAGGGGTCCCTGCAGAAGCGTTGCATTGTGGAACAATGC
TGTACCAGCATCTGCTCCCTCTACCAGCTGGAGAACTACTGCAACTACCCAACTTTCTTGTACAAAGTTG
GCATTATAAGAAAGCATTGCTTATCAATTTGTTGCAACGAAC

Séquence Fasta Numéro d’accession
PDX1 NG 008183.1
Chromosome 11 NC 000011.10
Chromosome 8 NC_000008.11




ANNEXE 111

Browse coexpression interactions in tabular form;

V-akt murine thymorma viral oficoge...
V-akt murine thymoma viral oncoge...
V-akt murine thymoma viral oficoge...
Insulin; Insulin decreases blood glu..
Insulin-like growth factor T (somato...
Parcreatic and duodenal homeoho..
Solute carrier family 30 (zinc fransp.
Insulin; Insulin decreases blood glu..
Insulin; Insulin decreases blood glu..
Insuilin recentor substrate T May m...
Insulin receptor substrate 2: May m...

nodel  node?  nodelaccession  node? accession  nodel annotation
AKT1 IRS1 ENSP00000270202 ENSPO0000304895
AKT1 RS2 ENSPO0000270202 ENSPO0000365016
AKT1 INSR ENSP00000270202 ENSPO0000303830
INS IGF1 ENSP00000250971 ENSPO0000302665
IGF1 INS ENSPO0000302665 ENSPO0000250971
PDX1 INS ENSP00000370421 ENSPO0000250971
SLC30AB INS ENSP00000415011 ENSP00000250971
INS PDX1 ENSP00000250971 ENSPO0000370421
INS SLC30AB ENSPO0000230971 ENSPO0000415011
IRS1 AKT ENSP00000304895 ENSPO0000270202
IRSZ AKT ENSP00000365016 ENSPO0000270202
INSR AKT1 ENSPO0000303830 ENSPO0000270202

Insulin recentor; Receptor tyrosing .

Anode? annotation

Insuilin recentor substrate 1 May m..
Insulin receptor substrate 2 May m...

Insuilin recentor; Receptor tyrasing ..

Insulin-like growth factor 1 (somato...
Insuslin; Insulin decreases biood glu..
Insulin; Insulin decreases biood glu..
Insulin; Insulin decreases blood glu..
Paricreatic and duodenal homeoho..
Solute carrier family 30 (zinc transp.
V-akt muirine thymoma viral onicoge..
V-akt murine thymoma viral oncoge..
V-akt murine thymoma viral oncoge..

COEXDr, SCOrE

0.53
0.53
0.54
0.51
0.51
0.46
092
0.46
0.92
0.53
0.53
0.54

Les résultats de STRING




ANNEXE IV

Cufflinks

Tableau représente resultats de cufflinks de I’expression des génes.
1 2 |3 |4 5 7 8 9 10 11 12
trackin | cla | nea | gene_ | gene_s | Locus len | cove FPK | FPKM_ | FPKM c
g_id ss_ | rest | id hort_na gth | rage M conf_lo | onf_hi

co | _re me
de |f.i
d
CUFF. | - - CUFF | - NC_000011.10:108 | 91 | 254. | 6505 | 2305.0 | 10706.2
1.1 1 639-108730 786 | .64 |3
CUFF. | - - CUFF | - NC_000011.10:108 | 14 | 141. | 4185 | 2635.6 | 5734.55
2.1 2 887-109032 5 1489 |.08 |2
CUFF. | - - CUFF | - NC_000011.10:109 | 32 | 16.7 | 692. | 511.298 | 874.645
3.1 3 296-109623 7 772 | 972
CUFF. | - - CUFF | - NC_000011.10:109 | 19 |108. | 3012 | 2202.4 | 3822.41
4.1 4 710-109903 3 562 | .43 |5
CUFF. | - - CUFF | - NC_000011.10:110 | 10 | 702. | 1381 | 9121.5 | 18500.7
5.1 5 234-110341 7 573 | 1.1
CUFF. | - - CUFF | - NC_000011.10:110 | 27 | 26.5 | 742. | 510.84 | 974.855
6.1 .6 841-111116 5 194 851 |8
Tableau de I’expression des transcrits
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Tableau de I’assemblage des transcrits

Segname Source

NC_000011.10 Cufflinks Transcript

NC 000011.10 Cufflinks

Feature

Exon

Start End Score
108640 108730 1000

108640 108730 1000

742.851 | 13811.1 | 3012.43 | 692.972

184.208

5638.28

Strand

2202.45 | 511.298

9121.5

510.848

144547

2573.44
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Attributes
gene_id
"CUFF.1";transcript_id
"CUFF.1.1%; FPKM
"6505.6368470949"; frac
"1.000000"; conf_lo
"2305.029046"; conf_hi
"10706.244648"; cov
"254.786007";
gene_id

"CUFF.1";transcript_id
"CUFF.1.1%;
exon_number
FPKM
"6505.6368470949"; frac

"l";

"1.000000"; conf_lo
"2305.029046"; conf_hi
"10706.244648"; cov



NC_000011.10 Cufflinks transcript

NC_000011.10 Cufflinks

NC_000011.10 Cufflinks Transcript

NC_000011.10 Cufflinks

Exon

Exon

108888 109032 1000

108888 109032 1000

109297 109623 1000

109297 109623 1000

"254.786007";

gene_id
"CUFF.2";transcript_id
"CUFF.2.1"; FPKM
"4185.0830099996"; frac
""1.000000"; conf _lo
"2635.618926"; conf_hi
"5734.547094"; cov
"141.489232";

gene_id

"CUFF.2";transcript_id
"CUFF.2.1";

exon_number "1
FPKM
"4185.0830099996"; frac
""1.000000"; conf _lo
"2635.618926"; conf_hi
"5734.547094"; cov
"141.489232";

gene_id
"CUFF.3";transcript_id
"CUFF.3.1"; FPKM
"692.9716352508"; frac
""1.000000"; conf _lo
"511.298133";  conf_hi
"874.645137", cov
"16.777205";

gene_id

"CUFF.3";transcript_id
"CUFF.3.1";

exon_number "1
FPKM

"692.9716352508"; frac
""1.000000"; conf _lo
"511.298133";  conf_hi
"874.645137", cov

"16.777205",



Cuffdiff

Tableau de I’expression différentielle des génes
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Tableau de I’expression différentielle des transcrits
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