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ANNEXE 1 : Analyse fonctionnelle par cas d’utilisation
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1 Analyse du cas d’utilisation « Saisie des données »
a) Spécification des besoins par écrit

D’apres le cahier des charges, la saisie des données doit se faire dans un classeur Excel nommé
aussi format d’échange, les données saisies étant ensuite importées dans la base a I’aide d’un programme
informatique.

11 faut dés lors tenir compte du fait qu’une procédure de saisie doit étre organisée au sein des versions
locales de Proteomls installées dans les différents laboratoires intéressés et également au sein du module
GnpProt installé sur le serveur de Génoplante Info.

C’est une partie des données saisies dans les versions locales qui viendront alimenter la base
intégrative du module GnpProt mise a disposition sur le serveur de Génoplante. Pour les utilisateurs ne
disposant pas de version locale, les données seront envoyées directement a Génoplante par I’intermédiaire
du format d’échange.

b) Cas d’utilisation détaillée

Sur le diagramme 1 page suivante est présenté le diagramme de cas d’utilisation « Mise a jour
des données ».
Sur ce diagramme nous avons deux packages.
Le premier package intitulé « Remplir le format d’échange » présente essentiellement le cas d’utilisation
« Remplir le format d’échange ».
Ce cas d’utilisation est relié de maniére optionnelle par le cas d’utilisation « Importer les données dans la
base locale ».
En effet ce dernier cas d’utilisation est optionnel puisque tous les utilisateurs ne disposent pas d’une base
locale. Le format d’échange peut simplement servir a alimenter la base intégrée GnpProt installée sur le
serveur de Génoplante Info.
Nous avons ensuite trois cas d’utilisations : « Saisie des données », « Modification des données » et
« Suppression des données ». La saisie de nouvelles données passe par 1’importation des données
contenues dans le format d’échange. L’importation des données est activée par le gestionnaire des
données ; le producteur de données ne faisant que remplir le format d’échange.



Diagramme 1 : Diagramme de cas d’utilisation : Mise a jour des données
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¢) Aspects dynamiques (faisant intervenir les acteurs)

Tout comme 1’action d’importer de nouvelles données, 1’action de modifier et supprimer des données est
effectuée également par le gestionnaire des données sur simple demande du producteur de données. Le
gestionnaire des données effectuera alors ces modifications et suppressions de données de maniére
manuelle a 1’aide du SGBD d’aprés les informations qui lui auront été¢ parvenues dans la demande du
producteur de données.

Nous allons maintenant illustrer les aspects dynamiques des cas d’utilisation en utilisant les diagrammes
de séquences de la notation UML. Ces digrammes de séquences vont montrer le déroulement temporel
d’une interaction entre les acteurs identifiés dans les cas d’utilisation, ceci dans le but de réaliser une
fonction du systéme.

Sur le diagramme 2 est présenté le diagramme de séquence « Saisie des données ».

Sur le diagramme 3 est présenté le diagramme de séquence « Modification des données ».

Enfin sur le diagramme 4 est présenté le diagramme de séquence « Suppression des données ».

A ce stade de I’analyse nous considérerons le programme informatique comme une boite noire
représentée par I’acteur programme. Le comportement du programme est en fait décrit vu de 1’extérieur,
sans préjuger de comment il sera réalisé.

Diagramme 2 : Diagramme de séquence : Saisie des données

Producteur de données Format d'échange Gestionnaire de données Programme SGBD

1 : Remplir le format d'échange

2 : format d'échange remplie

3 : Envoyer le format d'échange

4 : déclancher le programme d'importation

5 : lire lesdonnées

6 : importer lesdonnées

7 : importation effectuée
- Y V— — — — — — —



Diagramme 3: Diagramme de séquence : Modification des données

1 : Demande de modification desdonnées

Producteur de données Gestionnaire: de données SG:BD
2 : Demande acceptée 1

- — — — — —

| 3 : Effectuer la modification
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1 4 : Modification effectuée 1
_—— - — — — —

Diagramme 4 : Diagramme de séquence : Suppression des données
N
Producteuride données Gestionnaire: de données SG:BD

| 1 : Demande de suppression de données | |
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2 Analyse du cas d’utilisation « Interrogation et visualisation des données »

a) Spécification des besoins par écrit

D’apres la spécification des besoins, nous avons vu qu’il était question de développer des
interfaces d’interrogation et de visualisation des données contenues dans la base.
A partir de ces interfaces, des liens doivent permettre de retrouver les informations correspondantes sur
les protéines dans les banques de données publiques et banques de données spécialisées sur Arabidopsis.

Enfin avec la version intégrée GnpProt, il doit étre possible de rechercher des informations
complémentaires dans le systéme d’information de Génoplante GpilS.

Une option supplémentaire est la possibilité pour 1’utilisateur de pouvoir exporter les données
contenues dans certaines interfaces de visualisation. L’exportation doit pouvoir se faire a la fois au format
CSV et dans Excel afin que les biologistes puissent facilement retravailler ces données.

b) Cas d’utilisation détaillée

Dans cette partie, nous avons détaillé le cas d’utilisation « Consulter les données » (diagramme 5).

Recherche par critéres

Gestionnaire des donnée Recherche avancée

Identification login+pwd

Recherche dans GpilS

<<include>> Valable seulement
pour la version

intégrée GnpProt

Utilisateur

Interroger les données

Recherche rapide

- N\

Interface <<e>gé1d>> <<extend>>

4 N

Visualiser un gel

<<extend>>

Visualiser un résultat

Consulter liste résultats

/

<<exténd>>

Consulter les BD publiques

Exporter les résultats

BD publiques

Consulter une BD publique

sur Arabidopsis

Diagramme 5 : Cas d’utilisation : Consulter les données
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Nous avons ensuite jugé utile de détailler le cas d’utilisation « Visualiser un gel » (diagramme 6)
qui est une spécialisation du cas d’utilisation « Visualiser un résultat ».

Utilisateur

Interface
Visualiser un gel

—
—

<<extend>>
<<extend>> <<extend>> <<ex\?nd>> end>: —
/ T~

~

naviguer sur l'image d'un gel télécharger I'image du gel

Visualiser les infos Visualiser les infos sur un spot

textuelles sur le gel

Diagramme 6 : Cas d’utilisation : Visualiser un gel

Ceci va nous aider a préciser les contours de I’interface de visualisation des gels qui est une des
interfaces la plus importante et la plus complexe.
A ce stade il est déja possible de préciser qu’il faudra pouvoir naviguer facilement sur le gel et pouvoir
accéder facilement aux informations sur les spots identifiés sur le gel.

¢) Aspects dynamiques (faisant intervenir les acteurs)

Les cas d’utilisation décrivent les interactions des acteurs avec le systéme Proteomls que nous voulons
spécifier et concevoir. Lors de ces interactions, les acteurs générent des messages qui affectent le systéme
informatique et font appel généralement a une réponse de celui-ci. Nous allons isoler ces messages et les
représenter graphiquement sur les diagrammes de séquences UML. Sur le diagramme 7 (page suivante)
est représenté le diagramme de séquence « Consulter les données ». Sur ce diagramme, est décrit de
manicre dynamique toute la procédure permettant d’interroger et visualiser les données de Proteomls. La
séquence de messages déclenchée par le message Demande de visualisation d’un gel fait 1’objet du
diagramme de séquence « Visualiser un gel » présenté dans le diagramme 8 (page suivante).
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Diagramme 7 : Diagramme de séquence « Consulter les données »
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Diagramme 8 : Diagramme de séquence « Visualiser un gel »
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3 Analyse du cas d’utilisation « Analyse bioinformatique des données »

Nous avons vu au début de I’analyse du projet Proteomls/GnpProt que le cas d’utilisation
« Analyse bioinformatique des données » constituait en fait un package contenant lui-méme plusieurs cas
d’utilisation (voir mémoire partie 6.2.2 Spécification des exigences d’aprés les cas d’utilisation). Nous
allons approfondir leur analyse dans chacune des sous partie suivante.

3.1 Création de groupes non redondants de protéines (« clustering »)
a) Spécification des besoins par écrit

La priorité au niveau de ’analyse bioinformatique des données est de créer des groupes non redondants
de protéines (« clustering »). La solution retenue pour ce travail a été discutée partie 5.2.1 du mémoire.
Elle consiste a effectuer un regroupement automatique des protéines similaires contenues dans la base de
donnée Proteomls/GnpProt en se basant sur les équivalences entre numéros d’accessions. Un identifiant
unique devra étre attribué a ces groupements.

b) Cas d’utilisation détaillé

Le diagramme de cas d’utilisation : « Suppression de la redondance dans la base Proteomls
(« clustering ») » (diagramme 10 page suivante) décrit toute la procédure permettant de faire migrer les
données d’une version redondante de la base Proteomls vers une version non redondante de cette base.

Les différentes phases de la procédure seront automatisées au travers d’un programme
informatique. L’acteur programme et ses différentes relations ne sont pas représentés dans la cas
d’utilisation pour des raisons de clarté. Cet acteur est cependant a 1’origine de tous les cas d’utilisation
colorés en vert.

Le gestionnaire de données est responsable de I’exécution de ce programme que 1’on appelera programme
de clustering.

Le gestionnaire de données devra également lancer I’exécution du programme aprés chacune des
fois ou la base Proteomls aura été mis a jour avec les nouvelles données des producteurs de données
importées a partir du format d’échange.

En fait lorsque la base passe dans I’état non redondant, elle devient a nouveau une base
redondante a chacune des mises a jour par les données du format d’échange.
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Diagramme 10 : Diagramme de cas d’utilisation : Suppression de la redondance dans la base ProteomlIs
(« clustering »)
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¢) Aspects dynamiques et diagramme d’état

Le diagramme de séquence « Suppression de la redondance dans la base Proteomls
(« clustering ») » (diagramme 11) représente la chronologie des différentes taches décrites dans le
diagramme de cas d’utilisation « Suppression de la redondance dans la base Proteomls (« clustering ») ».

La périodicité pour lancer I’exécution du programme devra étre synchronisée avec le rythme des
mises a jour dans les bases de données publiques. En effet lors de ces mises a jour les champs
« références croisées » sont enrichis par les gestionnaires de ces bases. Ceci permettrait éventuellement au
programme de clustering de créer de nouvelles associations entre accessions NON AGI et AGI alors
qu’elles n’avaient pas été trouvé en interrogeant la précédente version des bases de données publiques.
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Diagramme 11 : Diagramme de séquence : Suppression de la redondance dans la base AIPdb (« clustering »)
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Il faut noter qu’une nouvelle instance vide de la base Proteomls est crée dans le SGBD afin
d’accueillir les nouvelles données non redondantes. L’ancienne base Proteomls redondante sera
supprimée aprés que le gestionnaire de données ait vérifié que les données dans la base non redondante
sont correctes. Ainsi méme lors de la migration les utilisateurs disposeront toujours d’une base de donnée
Proteomls fonctionnelle. Ce changement d’état récurrent est décrit dans le diagramme d’états-transitions
du diagramme 12 ci-dessous.

o

[Saisie de nouvellesdonnées dansla base (p. ex en provenance du format d'échange)]

‘ Base de données Redondante ‘

‘ / lancer le programme de clustering ‘

[Supprimer la redondance dansles données]

‘ Base de données Non Redondante ‘

‘ / Supprimer I'ancienne base Redondante ‘

Diagramme 12 : Diagramme d’états : Suppression de la redondance dans la base Proteomls (« clustering »)
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3.2 Importation et comparaison de séquences
a) Spécification des besoins par écrit

Le programme de clustering décrit précédemment nous a permis de normaliser I’ensemble des
numéros d’accession des protéines de Proteomls au format AGI. Pour chacun de ces numéros d’accession
, objectif va maintenant étre d’importer la séquence correspondante au format FASTA dans la base de
donnée Proteomls. Les séquences ainsi rapatriées en local pourront étre plus accessibles plus rapidement
pour des traitements ultérieurs (comparaison de séquences, recherche de motifs).

Ces séquences peuvent &tre récupérées dans la banque de données TAIR via le site FTP:
ftp://ftp.arabidopsis.org/home/tair/. Le format FASTA des séquences est un des plus répandus dans le

monde de la bioinformatique. Il s’agit d’un format textuel trés simple qui comprend une ligne d’en-téte
identifiable par le symbole « > » qui précéde les informations caractéristiques de la séquence. Sur cette
ligne, se trouve notamment le numéro d’accession AGI de la séquence qui permet de I’identifier de
maniére unique. Ce numéros d’accession nous est extrémement utile puisqu’il va notamment nous
permettre d’établir des correspondances avec les séquences contenues dans Proteomls.

Les lignes suivantes sont dévolues a 1’enchainement protéique de la séquence. Un exemple de
séquence protéique de TAIR au format FASTA est donné dans le document 1 ci-dessous.

>At1g01010.)» 68414.m00001 no apical meristem (NAM) family protein contains
Pfam PFU0Z365: No apical meristem (NAM) domain; similar to NAC domain protein

NAM GB: AAD17313 GI:4325282 from [Arabidopsis thalianal]
MEDQVGFGFRPNDEELVGHYLRNKIEGNTSRDVEVAISEVNICSYDPWNLRFQSKYKSRD
AMWYFFSRRENNKGNRQSRTTVSGKWKLTGESVEVKDQWGEFCSEGFRGKIGHKRVLVFEFLD
GRYPDKTKSDWVIHEFHYDLLPEHQRTYVICRLEYKGDDADILSAYAIDPTPAFVPNMTS
SAGSVVNQSRORNSGSYNTYSEYDSANHGOQOFNENSNIMQOOQPLQGSFNPLLEYDEFANHG
GOWLSDYIDLQQQVPYLAPYENESEMIWKHVIEENFEFLVDERTSMOQHYSDHRPKKPVS
GVLPDDSSDTETGSMIFEDTSSSTDSVGSSDEPGHTRIDDIPSLNIIEPLHNYKAQEQPK
QQOSKEKVISSQKSECEWKMAEDSIKIPPSTNTVKQSWIVLENAQWNYLKNMIIGVLLFIS
VISWIILVG*

document 1 : Une séquence de TAIR au format FASTA

Ce sont ces séquences qui seront importées dans la base Proteomls pour mettre a jour la table
séquence prévue a cette effet (voir mémoire partie 6.3.2 Le modéle de données).

Une collection de fichiers de séquences correspondant au jeu de séquences importé dans la base
Proteomls va ensuite servir de banque personnelle de confrontation en association avec [’outil de
recherche de similarité BLAST.

Cette collection de fichiers devra étre prétraitée au préalable par des techniques d’indexation. En
effet I’outil BLAST utilise des structures a base d’index pour rendre les recherche de similarité quasi-
instantanée. Nous conservons la banque de données a la fois sous sa forme originelle (collection de fichier
FASTA) qui nous sera précieuse pour d’autres traitements (recherche de motifs par exemple) et sous sa
forme indexée (uniquement pour BLAST).
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b) Cas d’utilisation détaillée

Le cas d’utilisation « Importation des séquences » (diagramme 14) décrit la mise a jour des
séquences dans Proteomls et la création du dépot de séquences au format FASTA. Les cas d’utilisation en
vert correspondent aux taches effectuées par le programme d’importation des séquences.

Le cas d’utilisation « Comparaison de séquence avec BLAST » (diagramme 15) décrit 1’utilisation du

logiciel BLAST. Les cas d’utilisation en vert correspondent aux tiches effectuées par le programme qui
interface BLAST et affiche les résultats du BLAST dans I’interface

Une interface doit permettre a 1’utilisateur de saisir la séquence et les bons paramétres pour lancer
I’exécution de BLAST en ligne de commande par I’intermédiaire d’un programme. Les résultats doivent
également &tre accessibles par 1’utilisateur a travers une interface.

Site FTP de la BD publique TAIR

Télécharger les séquences de TAIR au format FASTA ;E
BD AIPdb

activer le programme d'importation des séquences \

Gestionnaire de données

récupérer la liste des accessions AGI

«'“C'Lde» de AlPdb

Programme de clustering

<<inchude>> \

|

<<include>>

Clustering des protéines de AlPdb

- Créer la correspondante Séquence de Tair et AGI de AIPdb
<<include>>

<<include>>

e

Importer les séquences correspondantes de TAIR
dansla base AlPdb

Créer le dépot de séquences
de AIPdb au format FASTA

Diagramme 14: Diagramme de cas d’utilisation : Importation des séquences
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Diagramme 15 : Diagramme de cas d’utilisation : Comparaison de séquences avec BLAST

Programme d'importation des séquences

Créer le dépot de séquences Interface BLAST
de AIPdb au format FASTA

Utilisateur

<<include>>

Activer le logiciel BLAST

Saisir une séquence et choisir
les paramétres dans l'interface

Indexer le dépot de séquences
avec BLAST

S
\ <<incLu€e>>

A <<j >>
<<includes> include /

Comparaison de la séquence saisie

avec les séquences de AlPdb

BLAST
<<include>> Pfogramme
Affichage desrésultats de la comparaison
~ Consulter les résultats du BLAST ————
Utilisateur2 Interface BLAST2
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¢) Aspects dynamiques

Le diagramme de séquence « Importation des séquences » (diagramme 16) décrit la chronologie
des événements dans le cas d’utilisation « Importation des séquences ».
Le diagramme de séquence « Comparaison de séquence avec BLAST » (diagramme 17)

correspond lui au cas d’utilisation « Comparaison de séquence avec BLAST ».

.

Programme de clustering Gestlonna|ra de données Site FTP‘de TAIR Programme d' |mportat|on desséquences BD AlPdb Non Redondante
|

|
|
| I |
1: clugtering |

| . . |

2 1 télécharger les séquences
—
|
3': renvoyer les sequences

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
1
4 :lancerle prbgramme d'importation :

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
— I
I I
| . |
| 5 : interroger |
e
I I
I
6:: renvoyer la liste des accessions AGI

R 1

I I
1 1
| I I
7 : créerla liste des:correspon ances AGI - SequencesTAIR
= |
I

i
8 : Créer I:e dépot d}a séquences de AlPdb

9 : Importer les séquences

Diagramme 16 : Diagramme de séquence : Importation des séquences
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Diagramme 17 : Diagramme de séquences : Comparaison de séquences avec BLAST

)

A

Utilisateur
I

Interface

3!: saisie séquence et paramétres

4 : activer le programme

X 2

Programme
|

BLAST
I

' 1:lancerl'indexation
4

O

N

. L] .
Gestionnaire de données
I

2 : indexation dg‘séquences de AIPdb
_ 1

|
5 : transmettre lesdonnées et activer le programme
|

11

10 : afficher les résultats

_

| . . )
6 : valider les données saisies

~

ettre lesdonnées et activer BLAST

I

I
7: transr:n

I

I

I

1

8

1
|
|
|
-
|

: comparaison de la séquénce saisie
|

9 : renvoyer les résultats

_

—
|

: Mise en for

me et affichage

21

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
1
contre toutes les séquences de AIPdb
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I



3.3 Recherche de motifs
a) Spécification des besoins par écrit

D’aprés le cahier des charges, la priorité est de se concentrer sur la recherche de motifs
correspondant aux sites de phosphorylation.

11 s’agit ici de rappeler et détailler la solution retenue en 5.2.3 afin de préparer le travail de modélisation a
I’aide d’UML.

Nous avons vu en 5.2.3 que I’objectif était de construire un programme capable d’automatiser le
travail des logiciels MSDigest et NetPhos sur toutes les séquences de Proteomls. Le programme doit donc
étre capable d’accepter en entrée un grand nombre de séquences ainsi que des résultats expérimentaux sur
ces séquences afin de construire un tableau de synthése permettant de comparer résultats expérimentaux
et résultats d’analyses bioinformatiques.

Cet outil devra étre intégré au sein de I’application Proteomls et il devra étre possible de le lancer
manuellement ou automatiquement a intervalle régulier pour analyser toutes les données de séquences.
Enfin les résultats d’analyse devront au final étre stockés dans Proteomls.

Pour faciliter I’accés des données au biologiste, les résultats devront pouvoir étre consultables a

travers une interface. On choisira de développer dans un premier temps des interfaces fournissant les
résultats des analyses bioinformatiques sous la forme de tableaux.
On prévoira également une possibilité d’exporter les résultats dans un fichier sous différents formats
(CSV, Excel, XML ...). Dans un deuxiéme temps et de maniére complémentaire, je choisirai de
développer une interface graphique permettant de visualiser de maniére schématique la position des
acides aminés phosphorylés dans la séquence (voir partie 8.2 Perspectives du mémoire).

Parallelement la chaine de traitements devra pouvoir étre utilisée manuellement a travers un
formulaire autorisant la saisie ou I’importation a partir d’un fichier de séquences propriétaires. Une option
dans ce formulaire devra permettre également d’importer les données expérimentales pour les intégrer
aux résultats d’analyses. Ces résultats devront étre accessibles dans le méme format que celui énoncé
précédemment.

b) Cas d’utilisation détaillée

Sur le diagramme 18 est présenté le diagramme de cas d’utilisation « Recherche des motifs de
phosphorylations dans les séquences contenues dans Proteomls ».
Le travail de la chaine de traitement proprement dite est associé a I’acteur « Programme » et aux cas
d’utilisation colorés en vert. Le programme ayant aussi un role d’affichage les cas d’utilisations qui
traitent de la visualisation sont également en vert.

C’est le gestionnaire des données qui activera périodiquement en ligne de commande la chaine de
traitements sur les séquences contenues dans la base, en fonction des mises a jour.

Le travail du programme « chaine de traitements » se termine par I’importation des séquences
dans la base Proteomls.
Parallélement le gestionnaire de données est chargé d’alimenter le programme avec les données
expérimentales que peut lui fournir le biologiste sur les données de séquences.

Sur le diagramme 19 est présenté ensuite le diagramme de cas d’utilisation « Recherche des
motifs de phosphorylations a partir d’'un lot de séquences fournies par [ utilisateur ».

C’est la procédure permettant a un utilisateur d’utiliser la chaine de traitements directement sur
ces propres de données sans passer par la base et en les saisissant dans un formulaire.
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Interface Utilisateur Interface2

Saisir ou importer un lot de séquences Activer la chaine de traitement Saisir ou importer
lesdonnées expérimentales

<<i¥1ude>> <<inc|}ude>> /

L /

Recherche des sites de phosphorylations dans les s€quences

a l'aide de logiciels
Programme

Analyse MSDigest Analyse NetPhos

NetPhos

MSDigest <<i¥\de>> <<include>> /

Interface3

Utilisateur2

Visualisation graphique

Visualisation textuelle

Diagramme 18 : Diagramme de cas d’utilisation : Recherche manuelle des motifs de phosphorylation
a partir d’un lot de séquences fournies par P’utilisateur
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Diagramme 19 : Diagramme de cas d’utilisation : Recherche des motifs de phosphorylation dans
toutes les séquences contenues dans la base ProteomlIs

Programme d'importation des séquences

Utilisateur

Gestionnaire de données

Activer la chaine de traitement

Créer le dépot de fichiers
de séquences de AlPdb
au format FASTA

A /

<<inclyde>> <<include>>

Foumir les
les résultats d'analyse
expérimentale

Recherche des sites de phosphorylations dansles séquences

a l'aide de logiciels
Programme

|
|

<<incILde>>

AREIPES W Analyse NetPhos

MSDigest
ige NetPhos

| / |

<<include>> <<incldde>> ;

g |
/

Interface3

<<include>>

Visualiser les résultats d'analyse d'une séquence Importation des résultats

dansla base AlIPdb

Utilisateur2

Wezelliezilon grepalee Visualisation textuelle

SGBD Programme2
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¢) Aspects dynamiques

Nous avons représenté ici 1’aspect chronologique des traitements décrits dans les cas d’utilisation
précédents.

Le diagramme de séquence « Recherche des motifs de phosphorylations dans les séquences
contenues dans Proteomls » (diagramme 20) correspond au cas d’utilisation « Recherche des motifs de
phosphorylations dans les séquences contenues dans Proteomls ».

Le diagramme de séquence « Recherche des motifs de phosphorylations a partir d’un lot de
sequence fournit par ['utilisateur » (diagramme 21) correspond au cas d’utilisation « Recherche des

motifs de phosphorylations a partir d’un lot de séquences fourni par I'utilisateur ».

N S

Utilisateur Interface Programme principal MSDigest NetPhos

1 : saisir/importer données expérimehtates

2 : saisirimporter 1 lot de séquegfes
-

3 : activer le programme
B

4 : activer le programme

5 : activer MSDigest

6 : Trait%ment

7 : renvoyer lesdonnées

8 : activer NetPhos

| 9 : Traitement
3 -

10 : renvoyer lesdonnées

11 : fusion résultats MSDigest+NetPhos
_

[si données expérimentales foumits en entrée]

12 : fusion résultats expérimentaux + résultats MSDigest+NetPhos

-
13 : renvoyer les résultats

(N
14 : Mise en forme des résultats et affichage

"

Diagramme 20 : Diagramme de séquence : Recherche automatique des motifs de
phosphorylation a partir d’un lot de séquences fourni par ’utilisateur
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Diagramme 21 : Diagramme de séquence : Recherche des motifs de phosphorylation dans les
séquences contenues dans Proteomls

., S S, S S«

Gestionnairg de données Interface Programme principal MS |gest Netphos Programme SGBD
! ! d'impgrtation !

|
des séquences |
| |
|
|

: Construire Ie dépot de sequences de AIPd%) au format FASTA

. . . . |
2: foumlr données expéfimentales + séquences
T
|

3 : activer Ie: programme

—T
|
|
L

J‘4 :lire Ies}séquences
I

5 : activer MSDigest

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
— |
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|

, 6 : Traitement

|

7 : renvoyer les résultats
_
|

8 : activer NIetPhos

I
I
: . 9: Traitement

|
|
|
T
|
|
|
|
|
I 10 : renvoyer I\es résultats I

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
:
| 11 : fusion résultatd MSDigest+NetPhos

1 ‘ 1

: [si données ex‘périmentales fourmnits en:entrée]
I I

I I
12 :: fusion résultats Expérimentaux+résultats M§Digest et NetPhos

I

I

I

I

13 :\créer les fichiers résultats

I
I
I

i

I
I
1‘4 :importer les réwlt‘atsdansla base

15: muvegar%e desdonnées

|
|
|
|
|
I |

|

|

|

|
~

I

|

|

alyse pour une séquence

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I

I I

I I

I I

I I

I I
16 : Demande de consultat|¢n desrésultatsd'a :
I
I I

17 inté‘erroger la base de dopnées

B

| |
18 :renvoyer les résultats,
-— 4+ —— —— —— _— — — 4 —— ——
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ANNEXE 2 : Phase de maquettage (complément)

Interface d’interrogation :

Description :
Sur cette interface des options de recherche avancées devront étre mis a la disposition de 1’ utilisateur.

Magquette :
Sur le document 1 page suivante est présenté la maquette de I’interface d’interrogation.
L’interface est composée de 3 parties :

La barre de menu
La barre de recherche rapide
Le corps du documents

La barre de menu contient :

un lien intitulé « Home » qui nous permet de revenir sur I’interface d’accueil.

un lien intitulé « Search » (fléche jaune 1) qui permet de rediriger directement sur 1’interface
d’interrogation : I’Interrogation tools.

un lien intitulé « BLAST » qui dirige vers le formulaire permettant de faire une recherche avec
I’outil BLAST. Cette interface est présentée dans la partie 7.3.2 de ce mémoire.

un lien intitulé « Motifs » qui dirige vers le formulaire permettant de faire une recherche avec
I’outil de recherche de motifs. Cette interface sera présentée dans la partie 7.3.3 de ce mémoire.
un lien intitulé « GpilS » (uniquement pour la version intégrée de Proteomls) qui pourrait
rediriger vers une interface permettant de faire des recherches sur tout le systeme GpilS et non
plus uniquement sur le module protéomique GnpProt du systéme.

Cette interface ne sera pas présentée dans ce mémoire car son implémentation n’a pas encore été

effectuée. Ce travail devrait démarrer en collaboration avec Génoplante dans le courant de 1’année

(voir mémoire partie 8.2 Perspectives).

un lien sur la documentation utilisateur de 1’application.

La barre de recherche rapide permet ensuite de réaliser une interrogation par mots clés.
Cette interrogation se fait grace a 2 listes déroulantes et une zone de saisie :

- la liste Item : permet de sélectionner le type d’objet recherché (exemple : un projet, un
contact, une expérience, une protéine, etc ...)

- la liste Criterion : permet de sélectionner le critére sur lequel on va pouvoir sélectionner
les occurrences de cet objet (exemple : pour une protéine cela peut-étre son numéro d’accession,
son nom, sa fonction ...).

- la zone de saisie (fléche jaune 2) : on peut saisir ici tout ou une partie du nom de 1’objet
recherché. On obtiendra alors la liste des objets contenant tout ou partie de ce nom.

Dans le corps de I’interface sont présentés les options de recherche avancées du systéme Proteomls. Pour

I’instant une seule option a été présentée permettant d’effectuer une combinaison importante

d’interrogations. Cette option demeurant cependant trés compléte, elle s’est avérée pour 1’instant

suffisante pour les utilisateurs.
C’est en fait une recherche par critére constituée cette fois de trois listes déroulantes au lieu de deux
comme dans le cas de la recherche rapide :

- la liste Item : permet de sélectionner le type d’objet recherché

- la liste Criterion : permet de sélectionner le critére sur lequel on va pouvoir sélectionner
les occurrences de cet objet

- la liste Look for : permet de sélectionner au final parmi les occurrences disponibles pour
le critére sélectionné
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Document 1 : Maquette PowerPoint « Interface d’interrogation »

AIPdb / GnpProt

Barre de menu { Home BLAST Motifs GpilS Doc

Barre de
recherche rapide{

procin [Vl we [V

[ Interrogation 2 ols

Corps de Select an item and choose the exact name to view it :
I’interface :
Options de item - -
recherches | Protein Iil
avancée

criterion : ace E

look for : P04406

\ 3 SEARCH

Interface Liste de résultats :

Description :

C’est une interface présentant le résultat d’une requéte d’interrogation sous la forme d’une liste lorsque le
nombre de résultats renvoyés par la requéte est > 1.

Maquette :

Voici pour exemple sur le document 2 la maquette de la liste de résultats obtenus a partir de la requéte :
« Rechercher tous les gels disponibles dans Proteomls ».
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Document 2 : Maquette PowerPoint « Interface Liste des résultats ».

AIPdb / GnpProt

Home BLAST GpIS

| T

Results List of 2D/1D gels

1:G229 MONI1

2 : gel env _chloro spinach GRE1
3 : gel env chloro at GRE1

4 : gel mito pois GREI1

5:gel env mito at GREI1

Chacun des identifiants des gels contenus dans la liste offre un lien sur I’interface de visualisation
détaillée du gel correspondant. Si la liste des résultats est > 50 une option permettant de faire défiler
I’affichage des résultats par groupe d’éléments devra étre développée. Ceci permettra a 1’utilisateur de
parcourir la liste des éléments avec plus de précision qu’avec 1’aide d’un ascenseur.

Aspects préliminaires de présentation :

On remarquera que déja dans la phase de maquettage on s’attache a respecter une certaine harmonie dans
I’organisation visuelle et fonctionnelle entre les différentes interfaces de I’application. Ceci afin de
susciter déja de la part de I’utilisateur quelques réactions a ce niveau avant la phase d’implémentation. A
ce stade de la conception, on peut déja prévoir que les interfaces doivent &tre présentées de fagon
cohérente conformément a une charte graphique. La charte graphique permet d’uniformiser la
présentation visuelle des interfaces dans toute 1’application en définissant des choix fixe de styles, de
polices de caractéres, de couleurs, etc. Au niveau de I’harmonisation en terme de fonctionnalité on va par
exemple choisir de conserver le bandeau de menu et la barre de recherche rapide sur toutes les interfaces
de visualisation de 1’application.

Interfaces de visualisation des informations sur un Gel :

Il s’agit de I’interface permettant de visualiser sous forme textuelle les informations sur un gel.

Inventaire des données a visualiser :

On a ici représenté sur le diagramme 3 1’ensemble des données du Modéle Conceptuel de Données
permettant d’apporter des informations sur un gel. La premiére étape a consisté a préciser I’ensemble des
données devant étre visualisées par I’interface de navigation des gels. Ces données correspondent a celles
encadrées en jaune dans le diagramme.
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Diagramme 3 : Domaine du MCD couvert par I’interface de visualisation des informations
textuelles sur un gel

30



Maquette :

Sur le document 4 et le document 5 (page suivante) est présenté en deux parties la maquette de
I’interface de visualisation correspondant au gel 2D nommé G229 MONI.

Document 4 : Maquette Powerpoint « Interface de visualisation des informations textuelles d’un gel »

AIPdb / GnpProt

Home BLAST GpIS

item : criterion : look for :

El T

Gel details

General Informations

Gelld: 1
Gel Name : G229 MON1

General Description

Date : 2001-10-17
Gel type : 2D

Short remark : 18cm
Gel Protocol : Analvtical 2D gel

Gel coloration type : bleu de Coomassie

Contact : Dupont Jean
Thematic : Root proteome characterization MONI1

P .
::H;,‘-! =5

Image Format: jpg
Image protocol : CCB Image Analysis
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Document 5 : Maquette Powerpoint « Interface de visualisation d’un gel » (Suite)

Extract(s) list

Extract Name : Root extract

Extract Name : Seed extract

Reference(s) list

Refid: 2
Title : Proteomics of the chloroplast from Arabidopsis thaliana

First Author : Dupont Jean
Medline :

PubMed : 11111111

Pages : 325-345

Publication date : 2003
Journal : Mol Cell Proteomics
Submitted : 0

Volume : 2

Subvolume :

Keyword :

Abstract : The development of chloroplasts and the integration of
their function within a plant cell rely on the presence of a complex
biochemical machinery located within their limiting envelope
membranes. To provide the most exhaustive view of the protein
repertoire of chloroplast envelope membranes, we analyzed this
membrane system using proteomics.
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Toutes les interfaces de visualisation seront congues sur ce modele. Encore une fois [’harmonie
du graphisme avec les maquettes précédente est respectée et les bandeaux « menus » et « recherche
rapide » sont présents.

Le corps du document contenant 1’information est ensuite divisé en sections qui correspondent a
un type de données bien distinct. Les ¢léments de la rubrique « General informations » sont des
informations qui permettent d’identifier 1’élément étudié : ici I’identifiant dans la base de données (qui est
un numéros incrémenté par le SGBD) et le nom du Gel. Les éléments de la rubrique « General
Description » sont des informations qui décrivent 1’objet.
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Lorsqu’un type d’information ne peut pas tenir sur une ligne (exemple I’image du gel) on prévoit
de lui réserver une section (section Image). C’est également le cas lorsqu’un type de données est
représenté plusieurs fois. Dans notre maquette on a le cas des extraits (section Extract(s) List) et des
publications (section Reference(s) List) associés a un gel puisque un gel peut étre associé a un ou
plusieurs extraits et un gel peut étre associé a une ou plusieurs publications.

Fichiers téléchargeables :

Dans la section « Rerence(s) List » un lien (fléche numéro 2) est disponible vers le fichier pdf de la
publication permettant de télécharger le fichier correspondant.

Maintenant que ’on a présenté le principe de conception de la maquette pour une interface de
visualisation, nous nous contenterons de faire un inventaire des autres interfaces en décrivant simplement
leur contenu trés succinctement.
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ANNEXE 3 : Démarche expérimentale en protéomique utilisant le
couplage des techniques d’électrophorése bidimensionnelle et de
spectrométrie de Masse Maldi tof

I — Premiere étape : gel 2d d’¢électrophorése

L’électrophorése bidimensionnelle est, a 1’heure actuelle, la technique la plus résolutive de
séparation des mélanges complexes de protéines. Elle permet de séparer les protéines en 2 dimensions
selon 2 propriétés physico-chimiques différentes. La premiére séparation se fait dans une premiére
dimension par focalisation isoélectrique (IEF) selon leur point isoélectrique (pl) et la seconde se fait dans
la direction perpendiculaire par rapport a leur masse moléculaire.

séparation par leur paint izoélectrique

pH4 pH7
grosse masse maoléoulaire .
$ séparation
. par leur
® .' masse
- moléculaire
- @
L -
L *
® iaible masse moléculaire .

A.  Préparation des extraits protéiques

Les protéines sont extraites a partir d’un échantillon de tissus organiques (p.ex 1,5 g de racine
d’Arabidopsis ...).

Pour cela, ces tissus organiques sont broyées dans 1’azote liquide. Les protéines sont ensuite précipitées et
sédimentées par centrifugation. Puis elles sont finalement solubilisées dans une solution tampon qui
servira a I’électrofocalisation

B. Premiere dimension

L’électrofocalisation est une méthode qui sépare les protéines selon leur point isoélectrique (pl). Les
protéines sont des molécules amphotéres, elles peuvent étre chargées positivement, négativement ou ne
pas avoir de charge selon le pH de la solution dans laquelle elles se trouvent. La charge nette d’une
protéine est la somme des charges négatives et positives de ses extrémités et de ses chaines latérales qui la
composent. Les protéines chargées positivement migrent, a travers le gradient de pH, vers la cathode en
perdant, au fur et a mesure, leurs charges positives pour arriver a une charge nette nulle quand elles
atteignent leur pl.
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Ainsi, on retrouve les protéines éparpillées sur le batonnet d’une taille variant de 12 & 24 cm selon
pHi. Cette étape se réalise sur le type d’appareil si dessous :

Séparation lere dimension
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C. Seconde dimension

Dans cette deuxiéme dimension, les protéines vont étre séparées selon leur masse moléculaire. Les
protéines qui se trouvent sur la bandelette vont maintenant pénétrer dans le gel par électro-élution et étre
séparés en fonction de leur masse. On réalise donc une électrophorése en gel de polyacrylamide en
présence de SDS. La migration n’est pas déterminée par les charges électriques des protéines mais par
leur poids moléculaire. En effet, le SDS est un agent anionique qui se fixe sur les protéines, masquant la
charge propre de celles-ci. Le gel de polyacrylamide sert de tamis moléculaire.

Nous placons la bandelette au-dessus du gel. Elle est stabilisée en contact avec le gel en versant de
I’agarose. On peut également déposer de chaque coté de la bandelette des marqueurs de poids moléculaire
mélangés avec I’agarose. Ainsi, grace a ces étalons, on pourra avoir une idée approximative de la masse
de la protéine que 1’on prélévera.

Cuve électrophorése

Cette manipulation se réalise sur ce type d’appareil.

Les protéines ainsi séparées sur cette plaque sont ensuite colorées au bleu de Coomassie. L‘image du gel
est finalement numérisée par un scanner de haute résolution et transformés en données informatiques
(fichier image).
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Un logiciel d’analyse d’image spécifique (Mélanie) permet de localiser les spots représentés par des
taches sombres sur le gel. C’est dans ces spots que sont concentrés les protéines.

II — Deuxieme étape : découpe des spots
Les spots qui nous intéressent du gel de référence sont soigneusement excisés en morceaux d’1 ou 2 mm’

(environnement sans poussiéres ni empreintes de doigts afin d’éviter toutes intrusions de contaminants) et

placés dans un micro tube (eppendorf) trés propre ou ils seront analysés ultérieurement par spectrométrie
de masse afin de déterminer la nature des protéines qu’ils contiennent

spot excisé

Excision des spots sur le gel tube eppendorf

lll - Troisiéme étape : digestion trypsique et extraction des
protéines

A Digestion des protéines par la trypsine

Nous introduisons donc dans le tube, contenant le morceau de gel excisé, 8ul de solution de trypsine.

La digestion des protéines par la trypsine permet de transformer la protéine contenue dans le gel en
plusieurs peptides qui la composent.

En effet, la trypsine coupe les liaisons peptidiques apres deux acides aminés (a.a) connus (la lysine et
I’arginine).
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De maniére schématique, la trypsine agit de cette maniére :

peptide 1 peptide 2

| | | |
ol :: Aot e Hiys

acide aminé
arginine

trupsine trypsine

Cela va nous permettre d’obtenir une combinaison (empreinte) de peptides caractéristiques de la protéine.

B Extraction des peptides

Cette étape va nous permettre de sortir les peptides du gel.

C  Dessalage

Le but de cette étape est d’éliminer les sels et autres contaminants introduits dans la solution contenant les
peptides. Cela est possible grace a une phase chromatographique située a I’extrémité d’un cone que 1’on
peut greffer sur une pipette. On utilise pour cela des ZipTip Cis"" (Millipore, Bedford, MA)

ZipTip C,s™ (Millipore, Bedford, MA)

IV - Quatriéme étape : analyse par spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse est une méthode qui permet I’ionisation des biomolécules et qui est en
train de devenir un outil puissant pour 1’analyse des protéines.

La méthode qui est utilisé en routine a I’unité de recherche 1199 de Montpellier est la méthode
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Désorption lonisation Time Of Flight). Ce spectrométre de masse
est un appareil qui permet de mesurer la masse des peptides. Le peptide (neutre) doit étre ionisé dans la
source de 1’appareil. Nous accélérerons ensuite ces peptides en appliquant une forte différence de
potentiel (d.d.p) entre deux plaques. Un détecteur mesure le temps de vol de chaque peptide. Ce temps de
vol est proportionnel au rapport masse sur charge (m/z) du peptide. Le détecteur est relié a une station de
travail pour I’archivage informatique et le traitement des spectres de masses obtenus
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SPECTROMETRE DE MASSE MALDI-TOF (Bruker, Biflex III)

Il existe cependant une autre méthode appelée Electrospray et qui permet d’ioniser les peptides et
protéines et qui peut €tre associé a un analyseur de type « MS/MS » a des fins de séquengage de peptides.
Dans cette annexe, nous nous intéressons a la détermination de protéines en connaissant 1’enchainement

des peptides de la protéine issus de la digestion par la trypsine.

Voici résumé les différentes étapes de ’analyse par spectrométrie de masse :
A Depot sur plaque

La solution de peptides récupérée dans la troisiéme étape va étre déposée et séchée sur une plaque
métallique qui va étre ensuite placée dans le spectrométre de masse MALDI-TOF

Dépot sur plaque

B Analyse au MALDI-TOF

Les peptides vont ensuite étre décollés de la plaque par un rayon laser et ionisés.
Un champ ¢lectrique envoie les peptides ionisés dans un tube de vol jusqu’au détecteur. Le champ
¢électrique est crée par une forte différence de potentiel (d.d.p) de 19kV entre deux plaques.
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Cette tension permet d’envoyer les ions chargés vers le détecteur étant donné que les ions sont chargés
positivement (tension de méme signe).

La masse sur la charge (m/z) est reli¢e au temps de vol. En effet, les peptides ayant une masse importante
mettrons plus de temps a atteindre le détecteur que les peptides ayant une faible masse.

Spectromeétre de masse MALDI-TOF
(BiFlex Ill) : représentation schématique

Atténuateur .
variable Détecteur

\\\mm\\\\\\

- 1,2 m linéaire |

2 tron H\
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a extraction pulsée
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Détecteur (miroir électrostatique)
(réflectron)
N _

—
Tube de vol

MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption lonization

TOF : Time Of Flight
Nicolas SOMMERER

Le schéma détaillé ci-dessus résume brieévement la maniére de fonctionner du MALDI-TOF.

Le détecteur transmet I’information a un ordinateur et nous permet d’obtenir un spectre comme celui page
suivante. Sous chaque pic se dissimule un peptide avec une masse bien précise.
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V - Cinquieme étape : retraitement

A Annotation

Les différents pics obtenus sont ensuite analysés et annotés de maniére a obtenir la masse exacte des
peptides en étalonnant les masses obtenues a 1’aide de pics connus correspondant a 1’auto-hydrolyse de la

trypsine.
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Spectre annoté

Le but est ensuite de sélectionner tous les pics d’intéréts de notre spectre puisque sous chaque pic se
dissimule un peptide avec une masse bien précise. C’est cet ensemble de masses de peptidiques qui va
constituer une empreinte peptidique massique caractéristique de la protéine analysée.
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B  Recherche de la protéine dans les bases de données a I’aide du
logiciel Mascot

La liste des masses sélectionnées va étre entrée dans le logiciel Mascot d’interrogation de banque
de donnée qui va nous permettre d’identifier la nature de la protéine analysée.

Peptide Mass Fingerprink cd
URL: Ihtlp:Nmascota’mascota"cgifnph-mascot.exe?1 j Add I Del |
Matriz Scignce home page Edit URL |
Uszer M ame: Email: |sommerer@ensan.inra.fr
Search title: |5439-1 34
T axononmy: IAlI entries j
Databasze: IMSDB j Enzyme: ITr_l,lpsin j
~ Fixed |acetyl [N-term) ﬂ Wariable [ &eatyl [M-term) ﬂ
Madifications: | acetl k] Modifications: | scetyl (1)
Amide [C-term G) Amide [C-term G)
Biotinylated [M-term] Biotinylatad [M-term)
Rintirmlatad (K1 ;I Rintirmlated (K1 LI
Pratein mass: I kDa Missing cleavages max.: I‘I 'l
Peptide tal. I1 oo Ippm j
+
Mass values: (= MH M ] & Monoizotopic © Awerage
Diata file: I
Peaklist: r 709.483665 1998.000000 il
: 975.504401 7&7.000000
Liste des 1007513136 2234.000000
masses 1045.571034 5010.000000
, . , L 1173625186 £91.000000 LI
sélectionnée
I Search unmatched peaks only
‘ Results: I Overview Report tap |2D 'l hits ‘
Copy Peaklist | Copy Mazzlist | Sawve az default | Start I Exit |

L’interface d’interrogation du logiciel Mascot

Les banques de données (e.g NCBInr) interrogée par Mascot comprennent un grand nombre de
protéines dont la séquence est parfaitement connue. Les informations associées a ces protéines
correspondent notamment a 1’ensemble des masses peptiques théoriques prédites aprés une
digestion virtuelle par la trypsine rendue possible par le fait que cette enzyme, on I’a vu
précédemment posséde des sites de coupures tres spécifiques (apres la lysine ou I’argine).

Ainsi par comparaison 1’empreinte peptidique massique expérimentale de notre protéine peut
étre comparé grace a Mascot a I’ensemble des empreintes peptidiques massiques théoriques des

protéines de la banque de données.

Le schéma ci-dessous résume briecvement la méthode d’analyse par Mascot :
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C Résultats

Les résultats donnés par Mascot se présentent sous forme d’une liste ou plusieurs protéines proposées
auxquelles le logiciel attribue un score. Méme si le plus souvent la protéine sélectionnée est celle ayant le
score le plus élevée, c’est le biologiste qui décide de 1’identité finale de la protéine analysée.

Ci-dessous est présenté pour exemple une fiche de résultats Mascot.
Dans ce cas, nous remarquons que la protéine ayant le meilleur score est une une aconitate hydratase
numérotée 665.

Mascot Search Results

User : SOMMERER

Email : sommerer(@ensam.inra.fr

Search title : |665

Database : MSDB 20020122 (852010 sequences; 265451329 residues)
Timestamp : 20 Jun 2002 at 12:42:23 GMT

Top Score : 142 for T04820, aconitate hydratase (EC 4.2.1.3)

F10M23.310 - ArabJ.dops:.s thaliana

Probabilité : Les scores au-dessus de 72 sont significatif.
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Wumber of Hits

I -_|- 1

| ]
Cale] 16 120 140
Probability Baszed Mowsze Score

Index
Accession Mass Score Description
— | 1/ T04820 98891 142 aconitate hydratase (EC 4.2.1.3) F10M23.310 - Arabidopsis thaliana]
2. Q94A28 108311 135 AT4G26970/F10M23_310.- Arabidopsis thaliana (Mouse-ear cress).
3. Q97AW0 42495 65 TVG0703837 PROTEIN.- Thermoplasma volcanium.
4. AAD28718 155010 59 AF112359 NID: - Schmidtea mediterranea
5. DNAK HELPY 66880 58 Chaperone protein dnaK (Heat shock protein 70) Helicobacter p
6. E64533 67011 58 dnaK-type molecular chaperone - Helicobacter pylori (strain 26695)
7. AAF44560 34276 57 AF198100 NID: - Fowlpox virus
8. 573091 123038 57 hypothetical protein c0624 - Sulfolobus solfataricus
9. BAA01749 44001 57 SYORPODI1 NID: - Synechococcus sp.
10. 140351 25588 56 excinuclease ABC chain A - Brucella abortus (fragment)
Results List
1. T04820 Mass: 98891 Score: 142
aconitate hydratase (EC 4.2.1.3) F10M23.310 - Arabidopsis thaliana
Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta Start End Miss Peptide
778.49 77749 777.41 0.07 735- 741 0 GTFANIR
914.55 913.55 913.56 -0.01 54- 61 0 ILLESAIR
958.47 957.47 95753 -0.06 849- 856 0 YTVHLPTK
1074.61 1073.60 1073.62 -0.02 45- 53 1 IDKLPFSVR
1158.66 1157.65 1157.66 -0.00 86- 95 0 QVEIAFKPAR
1206.57 1205.56 1205.59 -0.03 76- 8 0 ILDWENTSTK
1253.59 125259 1252.61 -0.02 428- 438 O FSYNGQPAEIK
1430.69 1429.68 1429.65 0.083 713- 725 0 GVISEDFNSYGSR
1534.78 1533.77 1533.78 -0.01 749- 763 0 GEVGPNTVHIPTGEK
1555.77 1554.77 1554.73 0.04 834- 848 0 AGEDAETLGLTGHER
Pp1829.07 1828.06 1828.03 0.03 266- 282 0 EGVTATDLVLTVTQILR
1889.02 1888.02 1888.04 -0.03 746- 763 1 LLKGEVGPNTVHIPTGEK
1957.01 1956.00 1956.13 -0.13 266- 283 1 EGVTATDLVLTVTQILRK
1965.91 1964.91 1964.98 -0.08 422- 438 1 QEEVVKFSYNGQPAEIK
2026.02 2025.01 202496 0.04 775- 794 0 TAEQDTILAGAEYGSGSSR
2070.26 2069.25 2069.21 0.04 264- 282 1 LKEGVTATDLVLTVTQILR
2470.36 2469.35 2469.22 0.13 882- 902 O FDTEVELAYYDHGGILPYVIR
No match to: 712.39, 733.30, 832.34, 945.33, 1025.47, 1090.61, 1141.61, 1179.62, 1184.66, 1292.62, 1307.69, 1475.78, 1507.84,
1513.73, 1545.72, 1605.85, 1778.93, 1856.81, 1870.83, 1928.88, 2089.15, 2384.10, 2753.53, 2870.68, 3035.81, 3134.80, 3186.94

On peut observer sur la fiche le détail de la comparaison entre les masses expérimentales (Mr(expt)) des
peptides de la protéine et les masses théoriques calculées (Mr(calc)) présente dans la base interrogée par
le logiciel Mascot.
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D Cartographie des gels

Quand I’ensemble des spots d’un gel a ainsi été analysés, la cartographie d’un gel de référence se présente
comme sous la forme ¢i-dessous.
Le spot contenant la protéine Aconitase précédemment identifiée a été reporté sur notre gel et entourée en

rouge pointillée.
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Cela permet par exemple aux biologistes d’établir la voie métabolique mise en place par I’organisme
étudiée en comparaison avec d’autres gels établies dans d’autres conditions.
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ANNEXE 4 : La spectrométrie de masse MS/MS

Dans la technique de spectrométrie de masse, dite « en tandem » (ou MS/MS) chacun des
peptides obtenue par la technique de séparation par électrophorése (annexe 5) est ensuite lui-méme
fragmenté, et ses produits de fragmentation analysés. Cette technique apporte des informations
concernant la séquence de la protéine étudiée, car la fragmentation des peptides a lieu sur les liaisons
chimiques entre les acides aminés et les « libére » de la chaine peptidique, un par un ou en sous-fragments
trés courts.

Exemple de spectre MS/MS.

R P Q G P M W E
< < e =
- 55457
intensité (%) 7 159.09
655.37
& 514
vz 871 46
] ‘LI L 1000 49
o 1 Ld Lt Uiw siivall ..l .II.L']4¥|._!|_|||.| .. . T P J. -

{INARL RARALLAARE RARAA RARLL ILLALE LAAL) RARAS LA
100 200 300 400 300 60O V0O 00 900 1000
masse/charge

En abscisse, la masse des ions (plus exactement, le rapport masse/charge) ; en ordonnée, le pourcentage
des ions possédant une masse donnée. En pratique, seul I'espacement entre les pics est interprété, pas leur
hauteur. En interprétant ces espacements, il est possible de reconstituer la séquence peptidique. Sur cet
exemple, la lecture du spectre de droite a gauche permet de reconstituer la séquence EWMPGQPR
(chacun des 20 acides aminés est ici désigné par un code d'une lettre).

Les spectrométres de masse actuels permettent d'enregistrer, de maniére entiérement automatique,
plusieurs milliers de spectres MS/MS en quelques heures. C'est leur interprétation qui pose alors
probléme. Le rythme d'obtention de cette masse de données dépasse bien siir largement celui d'une
analyse « manuelle ». Quant au dépouillement automatique des spectres, il a encore beaucoup de progres
a faire.
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ANNEXE 5 Présentation des unités de recherche en protéomique de
Toulouse, Grenoble et Nantes et des sociétés Biogemma et Bayer
CropScience

» UMR 5546 du pole de biotechnologie Végétale, Agrobiopole de Toulouse :

Responsable : Rafael Pont-Lezica
Interlocuteur direct : Dr Elisabeth JAMET
Adresse :

UMR 5546 CNRS/Université P. Sabatier
Equipe Paroi et développement

Pole de Biotechnologie Vegetale
24 chemin de Borderouge

BP17 AUZEVILLE

31326 CASTANET TOLOSAN

Activités de recherches orientées protéomiques :

La partie protéomique des activités de recherche de cette équipe porte sur le protéome de la paroi
végétale avec un programme de protéomique systématique (inventaire des protéines du compartiment
pariétal) et un programme de protéomique fonctionnelle (en fonction de situations physiologiques).
L’organisme retenu pour cette étude soutenue par Génoplante est 1a encore Arabidopsis thaliana. Le
projet utilise les installations de la plate-forme de protéomique de Toulouse dont Bernard Monsarrat est
le responsable.

Liens internet :

L’UMR 5546 : http://www.smcv.ups-tlse.fr/

Les thématiques scientifiques de ’'UMR 5546 :
http://www.smcv.ups-tlse.fr/root/equipes/paroi/equipe.php

La plate-forme de protéomique de Toulouse :
http://genopole-toulouse.prd.fr/layout.php?page=home2&id=19&lang=fr

» Plate-forme protéomique de PURPVI (Unité de Recherches sur les Protéines Végétales et leurs
Interactions) de ’INRA de Nantes (URPVI)

Interlocuteur direct : Dominique Tessier

Adresse :

Unité de Recherche sur les Protéines végétales et leurs Interactions - INRA

rue de la géraudiére, BP 1627 44316 Nantes Cedex 03

Objectifs scientifiques : Séparation et identification de proté€ines végétales

Moyens humains : 3 ingénieurs, 1 assistant-ingénieur, 1 technicien

Techniques :

- Systéme d'électrophorése 2D

- Analyse d'images (M¢élanie 3)

- Plateforme spectrométrie de masse : QTOF Ultima Global (Micromass/Waters) et
Trappe d'ions LCQ Advantage (Thermofinnigan)

Projets de recherche :

- Etude de la composition protéique des graines de mutants d'Arabidopsis thaliana affectés dans la
maturation de la graine avec pour objectif la caractérisation de geénes impliqués dans le contréle de la
qualité des graines chez Arabidopsis thaliana et le clonage de génes homologues chez le colza.

- Etude du protéome de la graine de blé en voie de développement.
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- Etude de familles de protéines par des méthodes bioinformatiques (identification, recherche et inférence
de motifs, analyse des structures).

Lien internet : http://www.nantes.inra.fr/centre/unites-recherche/urpvi/index.html#proteomique

» UMR 5019 UJF-CNRS-CEA Laboratoire de Physiologie Cellulaire Végétale (Interactions
Plastes-Cytoplasme-Mitochondries)

Directeur : Jacques JOYARD

Interlocuteurs direct : Daphné BERNY, Myriam FERRO, Norbert ROLLAND
Adresse :

UMRS5168 Laboratoire de Physiologie Cellulaire Végétale CEA Grenoble
Batiment C2 17 rue des Martyrs 38054 GRENOBLE CEDEX 9

Thématique scientifique :

- Propriétés spécifiques des mitochondries végétales:

Le complexe de la glycine décarboxylase; Biosynthése des cofacteurs associés; Protéome.

- Structure et fonctions de l'enveloppe des plastes: Identifications de nouveaux transporteurs; Biogenese
des plastes; enveloppe des apicoplastes de Plasmodium et Toxoplasma.

- Cytosquelette microtubulaire de la cellule végétale: Caractérisation de protéines impliquées dans la

régulation de l'assemblage des microtubules au cours du cycle cellulaire. Métabolisme et Stress: Impact
de carences et de stress environnementaux sur le métabolisme de la cellule végétale et de la plante entiere
(Ecophysiologie des plantes alpines); Structure, dynamique et contréle du métabolisme.

Pour réaliser ses expériences en protéomiques ce laboratoire utilise les installations de la plate-forme de
protéomique du CEA de Grenoble dont le responsable est Jérome Garin.

Liens internet :

La plate-forme de protéomique du CEA de Grenoble :
http://www-dsv.cea.fr/content/cea/science_vivant/proteomique.htm
Les thématiques scientifiques du laboratoire :
http://www.ujf-grenoble.fr/BIO/biovege/3cycle.htm

> BAYER CropScience

Directeur du site d’Evry : Evelyne JAMES
Coordonnées :

1, rue Pierre Fontaine

91058 EVRY

Date d’installation : 01/07/2000
Thématique principale : Agro-industries.

Domaine d’activité sur Evry :

Biolnformatique et génomique végétale.

Descriptif d’activité :

Bayer CropScience est I'un des leaders mondiaux de la protection et de la production des cultures, et
développe également une activité de premier plan en hygiéne et en santé publique.

Elle recherche, développe et commercialise des solutions innovantes répondant a la fois aux besoins des
agriculteurs d'aujourd'hui - cultures saines, amélioration des rendements, des plantes et de la qualité de
l'alimentation - et aux impératifs constants du respect de l'environnement, selon les principes du
développement durable. Bayer CropScience conduit a Evry des recherches en Biolnformatique pour
I'ensemble des activités Bioscience du groupe Bayer CropScience.

Lien internet : http://www.bayercropscience.com
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> Biogemma

Directeur du site :

Georges FREYSSINET

Coordonnées

2, rue Gaston Crémieux

CP 5707 - 91057 EVRY Cedex

Siege Social et administration

5, rue Saint Germain L’ Auxerrois

75001 PARIS

Date de création : 01/07/1997

Date d’installation : 01/01/1999

Thématique principale : Agro-industrie - semences.

Domaine d’activité : Analyse des génomes de plantes de grande culture.

Descriptif d’activité :

La plate-forme de génomique végétale et de bioinformatique d’Evry a été créée en 1999 pour développer
les technologies d’analyse des génomes, en particulier dans le domaine de la production des banques
d’ADN et dans les technologies de mesure de I’expression des génes (puces a8 ADN). Plusieurs puces sont
disponibles sur les espéces suivantes : Arabidopsis, riz, mais, blé et colza. En paralléle, une plate-forme
de bioinformatique a été installée. Elle stocke les bases de données publiques et privées et développe
différents logiciels d’exploitation et d’analyse. Cette base bioinformatique est accessible a tous les
chercheurs de Biogemma et & ses actionnaires. Les activités de la plate-forme sont fortement intégrées
dans les programmes de Génoplante.

Les résultats et les outils développés par la plateforme d’Evry et Génoplante doivent aider Biogemma et
ses actionnaires a accélérer la mise au point de nouvelles variétés végétales. Par ailleurs, cette plate-forme
est ouverte pour des collaborations avec des équipes intéressées par les technologies qui y sont mises en
oeuvre.

Discipline : Biotechnologie végétale.

Thémes de recherche : Génomique, biologie moléculaire et bioinformatique.

Applications/utilisation : Agriculture, semences et génome végétal.

Lien internet : http www.biogemma.com
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Génoplante programme:
cenopLante  BioInformatics
R ——

Project N°: Bi2001077

hitp: -info. infobio;

10pl
http:/ /www.bi

com

fr

Towards an integrated system around plant genomes |

ANNEXE 6 : GpilS : un systéme de bases de données intégrées source : génoplante, biogemma

https:/ / genoplante.infobiogen.fr

RhoBio

biogemma

6npIS: Towards an integrated system around Plant genomes
Delphine Samson', Fabrice Legeai', Farid Chetouani!, Emmanuelle Karsenty', Jean-Baptiste Veyrieras!, Stéphane Rouille!, Delphine Grando!, Erik Kimmel', Isabelle Luyten', Guillaume Albini', Sophie Creno', Frederic Sapet!, Michael Alaux!,

David Mignon', Aymeric Duclert' (coordinator)

Virginie Chataigner?, Déa Giardella?, Sébastien Frade®, Olivier Gigonzac®, Guillaume Kerboul?, Christophe Ketterlé?, Marianne Liauzu?, Christelle Pelletier’, Eric Perche®, Nicolas Sajot?, Denis Scala’, Bruce Thomas?, Aurélie Defferrard®,

Evelyne James® (coordinator)

Séverine Gagnot?, Joelle Amselem!, Cédric Bouttes’, Johann Joets®, Marie-Henriette Flament”?
!Génoplante-info (GPI) Evry, France, *Biogemma (BIB) EVRY, *INRA-CNRS URGV Evry, France, SENSAM URP Montpellier, France INRA UMR Génétique Végétale du Moulon, France, "INRA Clermont ASP, France, *Bayer CropScience (BCS)

BioScience (Biolnformatique) Evry, France, *Currently Aven

Short Summary:

tis Pharma

Development in progress

Génoplante-info (GPI) information system is a web based system composed of several applications (in Java and Perl) built above a relational database (Oracle) that includes integrated schemas for sequence data (EST, ,mRNA), map data (genetics maps,
QTL maps), expression data, proteomic data and SNP data. The goal of this system is to set up a complete and integrated bioinformatic web environment for the analysis of genetic and genomic data.
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ANNEXE 7 : Les différents types de numéros d’accessions (ou accessions)

Un numéro d’accession est un identifiant unique qui caractérise un géne ou une protéine dans une base de
données biologique.
Chaque base de données biologique utilise son propre format pour ses numéros d’accessions.

Pour illustrer ces différents formats on peut citer :

v Les banques de données GenBank/EMBL/DDBJ

Pour les séquences protéiques 1’accession est constitué de :

2 lettres suivies de 6 chiffres AY123456

v La banque de données protéiques GenPept

Banque qui contient les traductions des séquences GenBank/EMBL/DDBJ qui ont une séquence
codante.

L’accession est constitué de 3 lettres suivies de 5 chiffres AAA12345
v' La banque de données protéiques PIR

L’accession est constitué d’une lettre suivie de 5 chiffres S30148
v" La banque de données protéiques SwissProt

L’accession est constituée de :

1 lettre soit O,P,Q

1 chiffre

3 caracteres alphanumériques [A-Z,0-9]

1 chiffre P12345 ou Q9JJS7

On trouve également les locus SwissProt

4 lettres suivies _ARATH ACOC_ARATH

v La banque de données sur Arabidopsis thaliana TAIR

At (Arabidopsis thaliana)

numéro du chromosome : 1,2,3,4,5, M mitochondrial, C chloroplastique

g (géne) puis 5 chiffres At4g22690

Les accessions de ce type sont des accessions AGI (Arabidopsis Genome Identifier) |G15] et sont
spécifiques du génome d'Arabidopsis thaliana.
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ANNEXE 8 : Présentation des ontologies

La définition d’une ontologie est la suivante : une ontologie est un catalogue sémantique, dont les
descriptions sont a la fois concises, non ambigués, et qui se doit d’étre exploitable par un logiciel
(description formelle) comme par un opérateur humain (description littéraire).

Les ontologies ont des structures hiérarchiques censées représenter les choses du monde. 1l y a deux
approches différentes:

e Trouver une taxinomie des concepts les plus généraux. Cette ontologie de niveau supérieur vise a
englober la totalité des concepts, sans pourtant entrer dans les détails des concepts
spécifiques.(Guarino, 1997)

e Trouver une hiérarchie de concepts d'un domaine limité, par exemple de la législation, de la
production de voitures, de la maladie de cancer... Cette ontologie de domaine peut contenir des
représentations de concepts spécifiques trés détaillées.

Il s’agit donc en fait d’unités de sens assez généraux qui servent a regrouper des termes voisins plus
spécialisés qui ont la méme signification ou dont le sens est proche. Par exemple sur la figure ci-dessous
ont constate que les termes homme, animal et plante peuvent étre rattaché a I’unité de sens étre vivant.

entité

S T~

étre vivants /ObjGQA
humain animal plante liquide solide
mammiffere reptile oiseau  poisson
serpent

Exemple d’ontologie
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ANNEXE 9 : Exemple d'interrogation SRS sur INFOBIOGEN utilisant 1a banque SWISSPROT

JAQFESSE I@ hittp:fwwres infobiogen frisrsBhinfogi-hinfwg etz

Top Pagel Cluery Farm |

Cueny Manager | “iew Manager | Databanksl @I

’ Continuel Resetl

Select one or more databanks and contine (explode j ot collapse j all groups)

= all , .
3 sequonce @ sélection des
¥ SWISSPROT v SWISSHEW [T PIE I~ EMEL [T ELIELNEW QG
bases a interroger
[T GENEANE [ CEMBANKNEW [ HELID ;I?ESPTRF_MBL [T REMTEEMEL
[T SFTREMEINEW [© IMGT [T GEMFEFT [T GENFEFTHEW [T MTINVET
[~ ECDg [T HOVERGEN [T DOMO _FASTA [T OWL [T SBASE
M AIDSN [~ EDESED [T EABATH I KABATE [T EEPEASE
[T VECTOR [ EMGLIE [ EMGPEP
JﬂeqReIafed
Top Page Query Faorm ‘ CQuery Manager “iew hanacer Databanks HelEI

Search SWISSPROT SWISSNEW SPTREMEL

. Do Queny | RESE"CDmhine sea.rcheswithIAND 'l V¥ Append wildeard " to words

@ Recherche
multi-critéres par

mots clés

Infa || Al Text = [insulin
Infa || Al Text =] [receptar
Infa || Organism =} [human
Infa || Al Text = |glucose
Inchude fields D = Entry List it chunks Dfl a0 'l
inn output Acchumber " "
Description SequenceFurmatI default 'I
. . GeneMame -
Display in Diate Use ﬂeWISED]UEHCESImmE j
% figt O ;
ganism
7 tahle Organelle I Retrieve set nflemrb" 'I

Alternative Queny Form |

separate wulfiple values by & fand), | for), ! fand not)

Top Page Queny Form |

Query Manager

“iew Manager Databanks H_eml

Ferform operafion on ° “”kl
& all bt selected T selected
enfries in chunks of
I 30 "|

™ saveb viewlwﬂh|SequenceSimple [

@ launch ||EILAST v|

@ Résultats d’interrogation

Cery " [libs={swissprot swissnew sptrembl}- AllText: insulin*] & [libs- AllText: receptor*] & [Libs- Organism: human*] & [lihs-AllText: glucose*] ™ found 6 entties

RootLihs ace

P4g546
Q16400
14401

V¥ aWISSPROT.GIPR_HUMAN

GASTRIC INHIBITORY POLYPEPTIDE RECEFTOR FRECURSOR, (GIF-F) (CLUCOZE- DEFENDENT
INSULINOTROPIC POLYPEPTIDE RECEFTOR]).

66

[T SWISSPROT.GLE_HURMAN |P47871

GLUCAGON RECEPTOR PRECTURIOR (GL-F).

477

¥ | SWISSPROT.GTR4_HUMAN |P14672

GLUCOZE TRANSPORTER TYFE 4, INSULIN-RESPONZIVE.

500

POA213

[T 3WISSPROTINER HUMAN

INSULIN RECEFTOR PRECURSOR (BC 2.7.1.113) (IR).
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ANNEXE 10 : Liste des masses des acides aminés

Nom Lettre | Masse
(en Dalton)
Alanine A 71.037114
Cysteine C 103.00919
Aspartic Acid D 115.02694
Glutamic Acid E 129.04259
Phenylalanine F 147.06841
Glycine G 57.021464
Histidine H 137.05891
Isoleucine | 113.08406
Lysine K 128.09496
Leucine L 113.08406
Methionine M 131.04048
Asparagine N 114.04293
Proline P 97.052764
Glutamine Q 128.05858
Arginine R 156.10111
Serine S 87.032029
Threonine T 101.04768
Valine \Y, 99.068414
Tryptophan W 186.07931
Tyrosine Y 163.06333
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ANNEXE 11 : Liens sur les banques de données sur Arabidopsis

f'_
« linksforAGl accession number R13923990 :
B 0
- AFPDE Protein Sequence Viewer (Under Construction) At3g23990
GO Annotations
At3g23990
! * A NETWORK OF EUROPEAN
] PLANT DATABASES
At3g23990
. } ¥
Liens vtailr | Asg23990
hypertextes vers

des banques de ..] r. 5 rer _
données JMEJJ| At3g23990

spécialisées sur

Arabidopsis var
rgﬁi] E‘i‘D‘B
At3g23990
JITIGR

| Jnesresecimses]  A13g23990

« Theselinks have possible no resulis forAGI accession number A13923990 :

FLAGL™ =

Ironratrer Cartstma -
artan] Pl Gorstansd

(=K At3g23990 If FlagDB++ does not start automatically please read the Instc

swissprot Search in Swiss-Prot and TrEMBL for : At3g23990

UniProt |

2 | Search in UniProt (joining the information contained in Swiss-Prot, 1

At3g23990
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ANNEXE 12 : Liens sur ’application FlagDB++ de Génoplante a partir de Proteomls

(’F

« LinksforiGlaccession number At5946110 :

-

1}

vtair

At5g46110

AT MEmnon|
Boccoecspust At5g46110

- 9 ri ‘{‘DB
‘&\] w At5g46110
JITIGR
| Irewrewoncmed] 415046110

« Theselinks have possihlenore

£ FLAGdb++ on Arabidopsis thaliana ATHOS

File View Tools

WogdE110  Jf FlagD B+ dees not siar? autamatically pledse ie

AFPDE Protein Seguence Viewer (Under Construction) AtSgdé110

Image icone = lien hypertexte sur
P’application FlagDB++

orAGl accession numher A15946110 :

Position du géne correspondant a la
protéine sur les chromosomes de
Arabidopsis Thaliana

Feature Manager| |BIast||Search pattern| |Clean||Qu'rt| |Legend|

.
r T T T
TR0 TR0 TAO00 100

-

a

\ Genome

100000

10

& [+

b

Position du géne correspondant a la
protéine sur la séquence d’ADN de
Arabidopsis Thaliana

ID |AT5G46110

[«\E]
1 2 2 3 5
: .
Ty
&
1E0000 1E0000 1505000 1303000 TE0T
18]1‘010 18]1!2110 18]1:11:03 1&]1‘6:03 1&]1‘810 18]1‘9999

[«]

BIEF s

ibphateﬁrinse—phusphate translncaturprecursor(gb:M083815.1)| Start §183E|5T?5 Stop 518308381 |
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ANNEXE 13 : Dictionnaire des données

Dans ce dictionnaire des données une liste déroulante permet d’accéder plus facilement aux données des

différentes tables.

L’ensemble des tables est décrit sur 3 feuilles qui regroupent chacune un théme :

- Feuille « échantillons, extraits » :

extraits, traitements associés ...

regroupe les tables concernant la gestion des échantillons,

- Feuille « gels, LC, ms, prot » : regroupe les tables concernant les résultats d’expériences (gels,

LC), techniques d’identifications (spectrométrie de masse, immuno) et résultats d’interrogations

(protéines) ...

- Feuille « projets, doc, publi » : regroupe les tables concernant les données administratives (projets,
thématiques, documents, publications ...).

Liste déroulante

i A B C D E F G H J
1

§ Gestion des gels, LC, MS, proteines identifiees

4

b | Sélectionnez I'entité que vous souhaitez visualiser Légende :

B UDUS]K - A=Automatique

7 |(10preTers...) S=Saisi

{(Personnalisg...) -

8 |acc I=lmporté

9 |BIOTYPE

10 EB@_ GEL Gel 1D, 2D, Western (séparation électrophorétique)

11 | HARDWARE

12 | IMAGE Name Definition |Example| Description | Structure |Table constraint Source Length| Field constraint

IMMUNO _ANALY! - - -

13 | c gelid numeric nat null A integer=0
14 [ M5_ANALYSIS gel _name ApexGel alphanumeric not null S

15 Hg—imﬂgig—g‘ gel_date date nat null 5

16 | ppaTEm short_remark commentaires alphanumeric S

17 | PROTEIN_CONTS protein_gty alphanumeric 5

18 | Protein_immuno ph_gradient numeric 5

19 E_rror}lan_rﬂSAnaly acrylamid_percent numeric S

20 | soFTware | coloration_type id numeric not null BIOTYPE.id

21 |GEL gel type id nurmeric not null BIOTYPE.id integer=0
22 |GEL imagid numeric IMAGE.id integer=0
23 |GEL thematicid nurmeric not null PROJECT.id integer=0
24 |GEL contactid numeric not null CONTACT.id integer=0
25 |GEL protocolid nurmeric not null PROTOCOLE.id integer=0
26

27

28 [IMAGE IMAGE Image du gel

29 [IMAGE

30 | IMAGE Name Definition |Example| Description | Structure |Table constraint Source Length| Field constraint
31 [ IMAGE imagid numeric not null A integer=0
32 [IMAGE file 1D ou 2D hinary not null |

33 IMAGE format_type id |type de format| tiff, jpeg alphanumeric not null BIOTYPE.id integer=0
34 [IMAGE protocolid numeric not null PROTOCOL.id integer=0
35 IMAGE softid nurmeric not null SOFTWARE.id integer=0
36

v

38 | SOFTWARE SOFTWARE Software utilisé pour analyser le gel, ou pour lI'interrogation

39 [SOFTWARE

40 |SOFTWARE Name Definition |Example| Description | Structure |Table constraint Source Length| Field constraint
41 |SOFTWARE software_id numeric not null A integer=0
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Ein:hier Edition  Affichage Insertion Format Qutls Données  Fenébre

ANNEXE 14 : Questionnaire

A B C
1] |
2 Pour avancer la réflexion, powvez-vous, pour la liste ci-dessous : Grille proposée :
13 classer les propositions par ordre de priomnté pour
votre projet (of grille ci-contre) A = nécessaire
20 les commenter [ amendar B = souhaitahle
5 3} compléter la liste C = gans préeférence
B
Recensement des propositions sur les types de
7 |13 |données 4 archiver, selon enguéte Classement Commentairves
8
9 Données Protocoles Ex
10
11 Hom de la protéine A
12 Aroression LS
Cnelle nomenclatore est-
alls amployés ¥ Position
13 loms A sur les BAC on 4t
14 localisation sub-celllaire A
pl, PM, TME,
modifications post-
15 visualisation des caractéristipues physico-chirmiques traductionnelles, ... A Nombre damino-acides
orgzane(s), stade da
développement, réponse
16 conditions partimbhéres d'expression i stress, .. A
S'agzit-1l de la personne qu
entre las donnges dans la
17 Aateny(s) base 7
18 Projet(s) A Intitule général
Cela concerme-t-1l anssi des
réferances existantes la cas
19 Réferences associées publis sur le(s) projet(s) échaant ¢
20 date de création de la fiche A
21 date de dermiére modification de la fiche A
22
23 plante espéce A
scotype, oultivar,
24 Zenotype nmtant, .. &
26 stade de développement A
2B organelpartie d'organe/tissu protocoles prélévement iy
orgamite, membrane,
27 fraction sb-celhlaire protocoles fractionnement |[parval, .. iy
28 résultats de caractérisation des fractions protocoles caractérisation  [arestern, ... iy Champ non obligatoire
29
hydroponique,
30 conditions de culture protocoles mlhire suspension celbilaire, ... |4
31 traitement particulier protocoles traitement carence, ... A
32
protocoles extraction, extraction
fractionnement, solvant/micellesM 20 H,
33 obtention des protéines purificatinn
chromatographie
34 d'affinité, exehsion, ...
35
36 quantification protocols de quantification = Champ non obhzatoire
37
38 images de gels protocoles de coloration  [gels 1DVED haf E
Prevolr les analyses 1-D et
39 coordonnées des spotsibandes fichier txt E 2-D
40 nomenclatire des spots/bandes dans le gel gf fichier ixt ci-dessus  |B
41
42 dotmées M2 type danalyse MALDI, LC-MS/DIS A Prévoir PED
matrice, débat,
43 protocoles de WS calbration, ... E
44 spectres M3 fichiers .dat E
45 interrogation protocoles d'interrogation  |Profound, Maseat, .. E
4k banque mterrogée, version E
47 résmultatsilistes de pics fichiers hitml (i
48
49
Pour les protaines adressées
iun compartiment, prévolr
a0 aures données ... (préciser) b L la possibalité
d'indiqaer la taille da
peptide d'advessaze, le PRI,
a1 le PI et le nowbre
d'amino-acides de la
52 protéine matire
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ANNEXE 15 : Questionnaire adressé aux différents laboratoires
partenaires pour la définition des grandes lignes du projet

QUESTIONS / REPONSES DU LABORATOIRE UMR 5019 de Grenoble (et de ses
partenaires) :

1. Laboratoire / référence du projet Génoplante / responsable

Labo 1. Laboratoire de Chimie des protéines, ERIT-M INSERM/CEA, CEA-Grenoble, resp.
J. Garin

Labo 2. Laboratoire de Physiologie cellulaire végétale, UMR 5019 CNRS/CEA/UJF, CEA-
Grenoble, resp. J. Joyard

Labo 4. Institut des Sciences du végétal, UPR 2355 CNRS, Gif sur Yvette, Resp. H. Barbier-

Brygoo
Labo 4. Laboratoire de KUNTZ, UMR 5019 CNRS/UJF, Grenoble, resp. M. Kuntz

2. Interlocuteur privilégié (pour les phases d'analyse / mise en place / utilisation de la banque
de données) ?

Norbert Rolland & Myriam Ferro

3. Types de données protéomiques générées

gels 1D (tous labos) et 2D (labo 2)

cartes peptidiques massiques, spectres MS/MS, chromatogrammes associés a la LC-MS/MS,
séquences peptidiques

liste de « genes », localisation subcellulaire des protéines

4. Spectrométres utilisés

Maldi-Tof autoflex (Bruker)
Q-Tof 1 et Q-tof Ultima (Micromass)
Nano LC Ultimate (LC Packing)

5. Logiciels utilisés pour interrogations

Mascot, Proteinlinks Global server
Protein prospector, Blast P, Tblast N, BlastComp (développé en local)
HMMTOP, ChloroP, Predotar....

6. Format des données de sortie

Séquences peptidiques en données Fasta
liste de protéines sous format html
fichiers texte et Excel pour résultats validés

7. Volume total / débit / fréquence estimés
1 échantillon biologique différent par mois, soit entre 30 et 50 protéines/mois
8. Types de données expérimentales associées, et a archiver

images gels 1D (tous labos) et 2D (labo 2)
localisation subcellulaire des protéines
nécessité de pouvoir visualiser les caractéristiques physicochimiques des protéines

9. Types de données biologiques associées, et a archiver

nature du matériel biologique (fraction subcellulaire, type de membranes...)
caractérisation des fractions utilisées (pureté, western...)
traitements particuliers :
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- conditions de culture du matériel biologique
- conditions de fractionnement des protéines (extraction chloroforme/méthanol, NaOH...,
conditions de chromatographie...)

10. Autres types de donnée a archiver
Quantification (méthodologie associée)
11. De quoi jugez-vous nécessaire de disposer en local

Station(s) de travail sous Unix
Acces (sécurisé ou pas) a la base de donnée
Page de soumission on line

12. Desiderata en termes d'interfaces
Interfacage avec les bases de données locales (base de donnée de la Génopole)
13. Liens souhaités

Swiss Prot, autres projets Génoplante, AMPL (J. Ward), etc...
Implémentation de FLAGDb avec la validation des protéines hypothétiques et intégration des
informations de localisation subcellulaire

14. Critéres d'interrogation de la base souhaités (tous types de données)

par protéine

par localisation subcellulaire

par fonction

par caractéristique physicochimique (TM, pl...)

15. Analyses bioinformatiques complémentaires prévues et fonctionnalités de retraitement
souhaitées (classification de données d'expression, ...)

Création d’une banque de donnée protéique avec annotation spécifiées par les utilisateurs (pl,
TM, Res/TM, localisation subcellulaire prédite...)

16. Recoupements bioinformatiques prévus avec d'autres données Génoplante (données
transcriptomiques, ...)

Eventuellement pour la protéomique différentielle
17. Ressources souhaitées dans la page web
Cf. point 15
18. Environnement informatique disponible
windows/mac/unix
19. Présence d'une personne-ressource en informatique dans le labo
Non
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ANNEXE 16 : Les initiatives de normalisation

La protéomique associée a des approches technologiques dites a haut débit (électrophorése bi-
dimensionnelle, spectrométrie de masse ...) conduit a la production de données de nature diverses qui
sont intrinséquement liées au processus d'acquisition et de traitement (protocoles, conditions
expérimentales, méthodes d'analyse...)

Si la gestion interne des données est du ressort des centres de production a travers des outils
comme les LIMS, un autre aspect concerne la mise a disposition de ces données au sein de la
communauté scientifique. Ainsi on I’a vu dans la partie précédente de ce mémoire de nombreuses bases
de données existent pour les données de gels 2D et, dans une moindre mesure, de spectrométrie de masse.
Néanmoins, la constitution de ces bases de données ne répond que partiellement aux besoins liés a une
logique de dissémination et d'échange des données de protéomique, dans la mesure ou ce n'est pas leur
vocation premigre.

De ce fait, la question se pose aujourd'hui de définir des standards de compatibilité dans une
logique d'intégration, de collecte, de publication ou d'utilisation par des tiers [a3] [a4]. La relative
jeunesse de la protéomique et son évolution constante rendent particulierement difficile la définition de
données clés dans la somme de résultats produits. Par exemple, selon les outils de production et les
différents logiciels utilisé€s, la diversité des formats et la maniere dont les données sont structurées rendent
difficiles la comparaison et 1'échange des données produites.

Par ailleurs, tout comme les études du transcriptome, ce domaine d'activité produit des données
qui sont interprétables en fonction du contexte qui a permis de les générer.

Une représentation standard des méthodes utilisées et des données générées par les expériences de
protéomique, analogue au projet MIAME! a déja été proposée. C’est le modele PEDRo [al] (Proteomics
Experiment Data Repository). Cette représentation basée sur un formalisme UML permet de représenter
les connaissances du domaine (document 1) des données expérimentales en protéomique (génération et
traitement d'échantillons biologiques, expériences de spectrométrie de masse, résultatsd'analyse in silico).
Un diagramme de classe a été défini pour fournir un modéle conceptuel servant de base a une
implémentation sous forme de relationnel et de schéma XML (PEML : Proteomic Experiment Markup
Language) et relationnel [a2] visant a standardiser le vocabulaire utilisé.

Cependant si le modele PEDRo fournit un modéle de schéma standard pour la conception d’une
base de donnée compléte en protéomique, il ne fournit pas la définition d’un format standard pour
I’échange de ces données. C’est l'objectif du projet MIAPE (Minimum Information About a Proteomics
Experiment) que de spécifier 'ensemble des informations minimales qui doivent accompagner tout jeu de
données protéomiques, en particulier lors d'une publication, afin qu'il puisse étre analysé ou ré analysé
dans un contexte différent de son contexte d'obtention. MIAPE est l'une des initiatives de normes de
HUPO-PSI [a3] (HUman Proteome Organization - Proteomics Standard Initiative) et dérive du travail
sur PEDRo.

IMIAME (Minimal Information About Microarray Experiment) (Brazma et al, 2001) propose une
description des informations minimales sur une expérience dans le domaine du transcriptome. Cette
norme décrit l'information nécessaire pour s'assurer que les données ainsi stockées puissent étre
facilement interprétées et que les résultats puissent étre indépendamment vérifiés.
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Une nouvelle version standard de modéle objet pour la protéomique est également en cours
d’¢laboration au sein du groupe PSI : c’est le modele PSI-OM (PSI — Object Model) [il]. Pour préciser la
sémantique de ce modele, il faut fournir une documentation explicite qui accompagne ce modéle : c’est le
PSI-ML (PSI-Markup Language) qui implémente en XML le modele PSI-OM.

Au niveau des acteurs frangais de la protéomique la proposition MIAPE a été considérée par
I’ensemble des acteurs frangais de la protéomique lors d’une journée Inter-Génopoles le 01/06/2004 [i2].
L’avis général est qu'il est nécessaire que la communauté nationale s'implique dans son élaboration et son

affinement.

I1 a été proposé lors de cette journée de constituer un groupe de travail sur cette problématique
des formats d'échange afin d'étre en mesure de participer de fagon crédible et active au travail du groupe
qui élabore le standard MIAPE.

Je participe moi-méme a ce groupe de travail. A terme Proteomls devrait étre compatible avec les
normes du MIAPE. Pour que le schéma de Proteomls soit compatible il faudra que toutes les types de
données spécifiées dans le modele UML de Proteomls soient contenues dans celles du MIAPE. En effet
un des objectif de Proteomls étant de favoriser 1’échange des résultats de données protéomiques au sein
de la communauté scientifique, cet aspect de standardisation reste essentiel.
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ANNEXE 17 : Diagramme de classe « identification des protéines
par immuno-détection »

+prot_immuno

+prot_immuno
0.n

. -1
+imm_analy sis

+protein

+sequence /g n
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ANNEXE 18 : Le Modé¢le Logique de Données (MLD)

Modéle Logique de Données :

» Paquetage « Echantillons et extraits »

treatment(#treatment id.treatment name,treatment_type,time_elapsed val,compound,measurement,desc
ription,pk_treatment);

taxon(#taxon_id,scientific name,taxon id ncbi,url tax ncbi,url tax usda,common_name,domain,kingd
om,phylum,division,tax order,family,genus,species,synonyms,short remark);

dev_stage(#dev_stage id,dev stage name,short remark);

sample_source
(#sample source id,sample source name,cultivar,growth media,growth condition,type media,genotyp

dev stage sample (#sample id.#dev_stage id);

exp_condition (#exp_condition id,exp condition name,short remark);

exp_cond sample source (#exp_condition_id.#sample source id);

exp_cond_treatment (#treatment id #exp condition id,treatment date);

sample extract (#sample_id.#extract id);

sample treated (treatment id,sample_id.treatment date);

tissue (#tissue_id.tissue name,short remark);

tissue sample (#sample id.#tissue id);

» Paquetage « Séparation des protéines »

gel extract (#extract_id,#gel id),

immuno_analysis (#immuno_id,immuno_name,immuno_date,anticorps,
short_remark #contact id.#protocol id.#bio_type id, #image id);

lc_extract (#Ic_id,#extract_id);
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spot_band
(#spotband_id,spotband numeric,spotband x_position,spotband_y position,pi,mw,short remark,#gel i
4);

spot_band_protein (#spotband id.#protein_id);

» Paquetage « Identification des protéines »
db(#db_id,db name,db version,install date,date,update date,date,genoplante,short comment);

protein
(#protein_id,protein_name,gene name,annotation_statut,origin,submission _date,experimental sequence,

acc (#acc_id.#protein_id.#db_id,accession_type);

ms_analysis

id);

ms_analysis ms_result (#ms_analysis_id,#ms_analysis _result id);

protein_contact (#protein_id.#contact_id,last modif date);

protein_immuno (#spotband_id.#immuno_id.#protein_id.#ptm_id,spotband link);

protein_msanalysisresult (#ms_analysis _result id.#protein_id.#ptm_id,spotband link);

» Paquetage « Protocoles »
bio_type(#bio_type id,name,description);

defined type (#defined type_id,name,description);

protocol description (#protocol desc_id,description);

software(#software_id,software name,version,description,#bio_type_id);
hardware (#hardware_id,hardware name,model,make,description,#bio_type_id);

protocol

molecule_type (#molecule type id,molecule type name,description,strand);
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» Paquetage « Données administratives »
contact
(#contact_id,last name,first name,fax,phone,email,institution,department,laboratory,address,city,state,zi

p_code,country,status,genoplante,short_remark);

project
(#project_id,project code,project name,status,title,genoplante,creation date,closure date,short remark);

thematic (#thematic_id,title,thematic date,description,#project_id);

project bioinfo (#project id.#contact id);

project coordinator (#project id.#contact_id);

project_partner (#project_id,#contact _id);

reference
(#ref_id title,first author,medline,pubmed,pages,publication_date,journal,submitted,volume,subvolume,k
eyword,abstract,reference_file);

ref gel (#gel id#ref id);

ref lc (#lc_id.#ref id);

thematic contact (#thematic_id.#contact_id);
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ANNEXE 19 : Diagramme de classe de I’applet de visualisation de gels

Applet
I Ec-:-ute'l.l'l.l'ind-:-wliamrasl
EcouteizelCana
A “
| !
| ¢
Huse%b Hus-?.‘-'-b
| !
1
Galviemer - -
Warningind ow
gel : Object . S
errarhdSg : String
spot: Object hideWiindow : Object
gelCarv: Object actionPerformedievent: Object) : waid
indowCany : Object zhows: String) : woid
pointOrigine : Object ‘arninguind owals: String) : waid

paintigraphics: Object) : waid

createGellisplayipanel: Object) : void

createlmagelcon(panel: Object, gridbaglayout: Object,gridbagConstraints: Object) : waid
CreatehainLayout : void

CreateRightLayoutlpanel: Object) : void

Create TextLayoullpanel: Object) : void

Create TextLayoullpanel: Object) : void

readParametersl) @ void

readSpotli: int) : woid

Spot

gelview : Object
spot_id :int
spot_name : String
spot_x:int
computed_Fi : float
computed_hdw : String

prot_name : String

dravagraphics: Object,i: int,j: intspot_nature: String) : void

Spotagelviewsr: Object spotid: intspotname: String spot™: intspot’ int,pl: float mwe: String protname: String’ : void
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gelview : Object
bigizeliidth : int
bigizelHeight . int
divizeur : int
spotid_walue :int
spots]] : Object
nb_spots:int
nb_prot_spotid : int
prot_spotid]] @ int
BigimageZel : Object

drawipotaGraphics g: woid,i: intj: int) : woid
drawBorderimager) : woid

getSpotinfal=i: intyj: int): woid

spotinfolxi: intoyj: int): void

Gelfgelviewer: Object,gel_name: String.bigimage: Object,spotid_walue: int,nb_prot_spotid: int,nb_spots: int) @ waid

Canwvas

GelCanwvas

gelview : Object
gelCanvitidth : int
gelCanvHeight : int

paintigraphics: woid) : waid

GelCanvas'gelview: Object): woid

FaintOrigine

gelwiew : Object

w2 int

wint

list_prot_spot_points : Object

initOrigP oz vaid

FaointOrigined inty: intlist_prot_spot_points: Object) :

windowCanvas

boolinitQrigPos : boolean
indexPiciidth : int
indexPicHeight : int
rectPos :int
zoomRectColor: Boolean

pointColar : Object

paintlgraphics: Object) : woid

processiliindomC anvasClick: intx int) : woid
updateRectPoslposi: int,pos int) : waoid

updateiindomC anvasgelCanvilfidth: int,gelCanvHeight: int) : woid
WlindowCanvasgelviewar Object,bigPiclmage: Object) : waid
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ANNEXE 20 : Liste de référence sur des frameworks MVC2

Barracuda

Ce framework qui se veut tres complet est développé par la
communauté Open Source Enhydra http://www.enhydra.org/

Il comporte :
- Un mod¢le événementiel complet,
- Un modele et une librairie de composants MVC pour I’interface utilisateur
- Un systéme de validation des formulaires et de mappings avec des objets Java.
- Un contréleur MVC2
- Une librairie Javascript.

Hammock

Ce framework n’existe plus. Il permettait de développer une application web de la méme fagon qu’une
application Swing. Pour cela, Hammock utilisait le méme modéle : systéme d’événements identique,
présence de composants [HM ‘Panel’, et de layout ‘FlowLayout © ou ‘TableLayout’ etc. Ce systéme
fonctionnait sans JSP. Signalons qu’il n’était pas Open Source mais développé par OOP.

Tapestry

Ce framework est axé sur les composants : la création d’une page se fait par le développement de
composants qui vont définir cette page. Il propose des concepts intéressants comme la séparation de 1’état
de la page et de la page elle-méme afin de disposer d’un pool de pages ou encore des possibilités
d’internationalisation via des templates. Tapestry facilite la gestion des erreurs et de la charge.

Tapestry a d’abord été développé par Primix et est maintenant disponible en Open source.

Lien internet : http://jakarta.apache.org/tapestry/

Webwork

Ce framework a été délaissé au profit de Tapestry.

11 utilisait le concept du Pull Hierarchical Model View Controller. Il était similaire techniquement au
framework Struts dont la présentation suit, mais son API est plus réduite.

Il pouvait étre utilisé avec d’autres technologies que les servlets.

Struts

Struts est un projet Open Source développé par la communauté Jakarta d’ Apache. Il a débuté en mai 2000
sous la direction de Craig R Mc Clanahan, qui participe également au développement de Tomcat.
Aujourd’hui, Struts est géré par plusieurs committers. Sa mailing-list comporte un millier de personnes.

C'est un projet trés actif.
Lien internet : http://jakarta.apache.org/struts/
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ANNEXE 21 : Comparaison Servlet/JSP

Nous comparons ici un programme écrit a 1’aide d’une Servlet et le méme programme écrit a 1’aide d’une
JSP

Exemple de programmation a 1’aide de Servlet :
Voici sur le document 1 un exemple simple de servlet dont le seul but est de compter le nombre
de fois que I’on y accéde et d’afficher le résultats sur le navigateur du client.

SERaeviat Simo felounter, Fawva =
import java.io.*;

import java-.serviet_*;
import java<.serviet_http. *;

public class SimpleCounter extends HttpServlet {
int count = 0;

protected wvoid doGet(HttpservletRequest request, HttpServletResponse re
throws ServletException, IOException {

response.setContentType (M text html ' ) ;
PrintwWriter out = response.getWriter{);

SEincrdmentation du compteus s
count4+;

S amoressTion ge fa page ATME ToT E

aut.printlnd" <html="7);

out.printlnd' chead="7);

aut.println{' ¢titlesExemple de compteur & 1'aide d'une Serwveto title:
aut.println{" < head="J;

aut.printlnd" cbhody=")3

out.printIn{"valeur du compteur Tue depuis la servlet : "+ count);

out.printInd" «/body="33
out.printInd" <« /btml "33
out.close{);

h

Document 1 : Servlet SimpleCounter.java

Ce processus est possible car la Servlet instanciée une premicre fois reste résidente en mémoire et
ainsi la valeur du compteur peut étre incrémentée.

Le probléme avec cette approche est que la construction de la page doit étre faite par la Servlet, ce
qui veut dire qu’un infographiste qui voudrait modifier I’apparence de la page renvoyée devrait modifier
le code Java de la Servlet et la recompiler. En effet, pour génerer le code HTML avec une Servlet, il faut
utiliser la méthode print/n. De plus ce code permettant de mettre en forme le document est mélangé au
code réservé aux traitements (count++) ce qui ne facilite pas la maintenance des programmes.
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Exemple de programmation a ’aide de Java Server Pages :

L’utilisation des Java Server Pages est une réponse au probléme précédent tout en conservant les
avantages propres a I’utilisation des Servlets. Voici sur le document 2 le méme programme écrit sous la
forme d’une JSP utilisant un JavaBean.

<hEpage contentType="text /html"%>

=html >
<heads<title+Exenple de compteur & l'aide d'une J3P</title=<shead=
=hody=

<h——-Instanciation du bean Compteuwr awvec 1'identifiant 'compteuwr'--%i
<jsp:u=seBean id="compteur" =zcope="session" class="chapitreZ. Compteur" §F>
“p

<%—-Lecture de la propriete 'compteur' du bean --%3
<—-a 1'aide de 1'action standard jsp:getPropertiy--t>
<j=sp:getProperty name="compteur" property="compteur" fr —--%:=

=i p=
=i/body=

B % ok T

FHdavabean Compleur. java */
public class Compteur |
int compteur = 0O;

public int getCompteur () {
compteunr++;

return c ompteunr ;

public woid setCompteur (int compteur) |
this. conpteur=conptent ;

}
Document 2 : JSP compteur.jsp qui compte et affiche dans un navigateur le nombre de fois que ’ony a
accédé et utilisant le bean Compteur : Compteur.java

Le bean Compteur.java posséde une seule propriété, de type int, nommée compteur, qui compte
le nombre d’accés a la propriété. Il contient également les accesseurs nécessaires pour utiliser cette
propriété. Ensuite la JSP compteur.jsp utilise une action standard <jsp :useBean> qui recherche une
instance du JavaBean Compteur et la crée en cas de besoin, avec la portée (scope=session [GT]) et
I’identificateur indiquée (id=compteur). La valeur de I’attribut id est la clé associée a 1’instance de 1’objet
dans la portée spécifiée. L’action standard <jsp :getProperty> lit ensuite la valeur de la propriété
getCompteur du JavaBean, la convertit en une chaine de caractére et la renvoie au client. Ainsi a travers
cet exemple on a vérifié I’avantage, par rapport a la solution Servlet précédente, qui est que par
I’utilisation des actions standards JSP et de JavaBean il est clairement possible de séparer le code Java du
code HTML servant a créer la page JSP. Le code Java peut ainsi étre réutilisé par d’autres développeurs.
Ensuite cela facilite aussi la maintenance mais permet également la spécialisation lors d’un
développement : des designers, graphistes pouvant se concentrer sur la partie graphique tandis que les
développeurs, intégrateurs se travaillent sur la couche traitement avec le développement de JavaBean.
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ANNEXE 22 : ORM utilisé par Génoplante et développé par la
société SYSRA

Ce paquetage contient un ensemble de classes permettant de réaliser un mapping objet relationnel.

Classes principales :

DbObject

Chaque classe faisant partie d’un mappage objet relationnel doit étendre DbObject.
On procede par exemple comme suit avec la table PERSON :

SQL:

Create table PERSON

(
name varchar (32) PRIMARY KEY

)
Classe java :

/** Squelette de classe incomplet */
public classe Person extends DbObject
public String getName ()
private String name;

}

DbFactory

Cette classe abstraite permet en 1’étendant de réaliser des fabriques pour des instances de classes faisant
partie d’un mappage objet/relationnel.
Elle fournit notamment un cache et des méthodes pour gérer ce cache.

Si on reprend 1’exemple précédent :

/** Squelette de classe incomplet */
public class PersonFactory extends DbFactory

{
public static Person get (DbKey PersonId);
public static Person[] getPred(String Predicate);

}

Les methods suivantes doivent étre implémentées par les fabriques concrétes :
- get() : permet de récupérer une instance de la classe désirée en donnant une clé primaire.
- getPred() : permet de récupérer les instances de la classe désirée vérifiant un prédicat.

Une clé primaire ou secondaire dans une table.
Pour des raisons de commodités, les clés sont conservées sous forme de chaines de caractéres.
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Une cl¢ primaire ou secondaire sur plusieurs colonnes dans une table.

Classes secondaires :

Cette classe permet de réaliser des caches d’objets.

Ces objets doivent implémenter la classe Cacheable pour pouvoir étre conservée dans le cache.

Si vous réalisez un mappage objet/relationnel, vous n’avez pas besoin d’utiliser cette classe directement.
Les classes DbFactory et DbObject s’en chargent déja. Néanmoins cette classe est suffisamment
générique pour étre utilisée dans un autre contexte.

Cacheable :

Voir ci-dessus.

JdbcConnectionPool :

Cette classe permet de réaliser un pool de connexions a une base de données.

Classes générées :

Pour chaque table, 3 classes Java sont générées :
- une classe représentant le contenu d’une table. Une instance de cette classe correspond a une
ligne de la table.
- Une classe fabrique : comme son nom 1’indique elle sert a construire des instances de la classe
précédente. Ceci est réalisé a 1’aide de requétes SQL.
- Une classe Collection contenant un ensemble d’instances de la premiére classe.

Ainsi pour la table PERSON sont générées les classes Java Person, PersonFactory et PersonCollection :
Exemple :
Create table PERSON

(
name varchar (32) PRIMARY KEY

La classe :

Public class Person extends DbObject

{
public String getName () ;
private String name;

A noter que cette classe hérite de DbObject;

Les instances de cette classe sont immutables.

La Fabrique :

Public class PersonFactory extends DbFactory
{

public static Person get (DbKey PersonId);
public static PersonCollection getPred(String Predicate);
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A noter que cette classe hérite de la classe DbFactory.

Elle contient un cache d’objets dont la taille doit étre fixée pour chaque fabrique avec la méthode
initCache().

Les méthodes get() et getPred() retournent des instances de Person correspondant a une clé de la table
PERSON ou un predicat. Ces instances peuvent provenir du cache ou étre crées si elles n’existaient pas.

Précautions : la génération des classes permet d’automatiser 90 % de la réalisation du mappage. En effet
les fabriques peuvent se révéler incorrectes suivant le cas.
En particulier :

- le nom des tables relationnelles utilisées dans les requétes peuvent étre différents

- les clés primaires multiples ne sont pas prises en compte

- le type des clés primaires est considéré comme étant un entier
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ANNEXE 23 : Liste des feuilles du format d’échange

Feuille Gel :

Description :

Contient toutes les informations relatives a un gel notamment ses extraits d’origine, les publications
relatives et I’email du préparateur.

Fichier d’accompagnement : fournir I’image du gel au format jpg ou gif.

Feuille Spot :

Description :
Contient la liste des spots identifiés pour un ou plusieurs gel.

Feuille Contact :

Description :

Regroupe toutes les personnes participant a un projet et étant susceptibles d'avoir participé a la réalisation
d'un gel, rédigé un protocole, réalisé 1'analyse, réalisé l'interrogation pour un spot, validé I'annotation du
spot ....

Feuille Thématique :

Description :
Regroupe les différents thémes d’études mise en place au sein des différents projets

Feuille DocThematic :

Description :

Cette feuille recense les différents documents a archiver dans la base qui concerne directement une
thématique autre que les images de gel, les fichiers protocoles et de spectro qui sont archivés par ailleurs.
Cela peut étre par exemple : un cluster, une cinétique

Fichier d’accompagnement : fournir le document. On autorise tout fichier qui peut étre ouvert par
I’intermédiaire d’un navigateur (exemple : document word, pdf, texte ou image au format gif ou jpg ...).

Feuille Protocole :

Description :

Regroupe tous les protocoles associés aux LC, Gel, Analyse, Interrogations, Image, Extract, Sample.
Fichier d’accompagnement :

Fournir le fichier expliquant le protocole utilisé.

Feuille Taxon :

Description :

Contient la liste des Taxon utilisés dans la base.
Tables alimentées :

Feuille Sample_Source :

Description :
C’est la liste des échantillons d’origine a partir desquels on a obtenu un ou plusieurs extraits

Feuille Extract_Sample :

Description :
Ceci est la liste des extraits de tissu obtenu a partir d’un échantillon d’origine

Feuille Treatment :
Description :

Contient la liste des traitements effectués sur un échantillon d’origine (Sample Source).

Feuille References :
Description :
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Contient toutes les publications qui concernent directement un ou plusieurs gels ou expérience de LC.

Feuille LC :

Description :

Contient toutes les informations relatives a une expérience de Chromatographie en phase Liquide (LC,
HPLC) notamment ses extraits d’origine, les publications relatives et 1’email du préparateur.

Feuille Immuno_analyse :

Description :

Ceci est la liste des analyses immuno avec le spot d’origine (identifi¢ par spot number-gel name) ou
I’expérience de LC relative.

Feuille Immuno_Protein :

Description :

Ceci est la liste des protéines identifiées par analyse immuno. Il y a en plus I’information sur le niveau de
maturation de la protéine au moment de son identification.

Feuille MS_analyse :

Description :

Ceci est la liste des analyses spectro avec le spot d’origine (identifié par spot number-gel name) ou
I’expérience de LC relative.

Feuille MS_analysis_result :

Description :
Ceci est la liste des interrogations de spectro avec la manip de spectro d’origine.

Feuille Maturation_Protein :

Description :

Ceci est la liste des protéines identifiées avec le ou les fichiers d’interrogations sur lequels elles sont
identifiées. Il y a en plus I’information sur le niveau de maturation de la protéine au moment de son
identification.

Feuille Protein :

Description :

Contient la liste des protéines identifiées par analyse de spectro ou immuno suite a un gel ou une
expérience de LC.

Feuille List :

A ce stade il reste encore un certain nombre de tables non alimentées par le format d’échange.

Ces tables sont les suivantes : Hardware, Software, Db, Tissue, Dv_stage sample, Bio_type,

Defined Type, Molecule type. Le contenu de ces tables contenant peu de champs sera détaillé dans une
seule feuille nommeée feuille List qui servira en méme temps de feuille de référence pour remplir les
autres Feuilles.

71



Display of the g=l 2D+ 0990 AIOANIT n o 2 o2 o coce
ANNEXE 24 : Page Web de visualisation « Fiche Spot » éditée a

[ Full Display ] partir de interface de navigation dans I’image d’un gel

1 : Croix spot « clickable »

/ e % . Display of Gel : G229_MON1

+ . = 4
E .13 w 39

53 g5 Detail spot infarmation

a4

General Inform Yions

+ Spotld: 19

+ Spol number ;*

« X position: @
« Yposition: 331

+ Pi: 5.31

o MW: o4

+ Short_remark :

L. -

*
A l Index
o ¥ 8
il Accession Mass Score Description
. ; 1. 520876 61312 83 chaperonin hsp60 precursor
) _ 2. BABD3D17 £1242 83 APO01287 NID: - Arabidops
« Gel2D: G229 MONI1 — 3. AAGS0T29 70036 50  RCO79041 NID: - Lrsbidops
4. AAGSOTSSE 70378 50  ACO74309 NID: - Arabidops
L — 5. Q9FNE4 114170 432 GENCMIC DNA, CHROMOSCOME 5,
6. QYZUET 47297 42 FUTATIVE MEMERANE-ASSOCIAT
7. QIMBWE 24083 40  PUTATIVE SRF-TYPE TRANSCRI
§. QOFJIJL 53392 40 GEMOMIC DNA, CHROMOSOME 5,
P 9. QOLJIIT 53683 40 BROTEIN EINASE.- Lrabidops
o MSanalsiS: 19 10. AAGSO7T84 59555 40  ACO74309 NID: - Arablc_iops
2 11. T49091 124794 39 gamma response I protein -
+ Msanalysisname: G229-042 12, 542547 20743 39 glucose-l-phosphate adenyl
= Date: 2002-02-14 13. CAAS1778 20800 39 ATRNAAPLZ NID: - Arabideog
+ Msanalysisfile: G229-042-PL 14. AACSBO029 32755 37 F508 NID: - Arasbidopsis t
« Shortremark : 15. TOOS509 68563 37 hypothetical protein T20D1
« Msanalysiswpe: PMF 16. T47497 35339 35 hvpothetical protein F9KE21
« Msanalysis Protocol: Peptide Mass Fingerprint 17. QILNAZ 28040 35 F5011.17.- Arabidopsis the
« Contacl: Sommerer Nicolas 1&. TO1504 78827 34 hypothetical protein T10MI1
15. TO6310 91895 34 hypothetical protein F11C1
20. QOSMOZE 42744 33 HYPOTHETICAL 42.8 EDA PROT

g 1. 520878 Mass: 61312 Score: E3

Results List

("— chaperonin hspél precursor - Arabidopsi=s thaliana

« Msanalysisresultid: 19 Obhserved Mr {expt) Mr(calc) Delta Start End Miss
« Dale: 2002-02-17 941.5% 940,58 940,61 -0.03 266 - 273 1
« Msanalysis resultfile: G229-042-MCT.him 1235.55 1234.54 1234.58 -0.04 136 - 147 0

- 1327.66 1326.65 1326.69 -0.04 &7 - 78 0
- L 1418.66 1417.65 1417.69 -0.03 228 - 239 0
. Descrmlln_ll: 1532.77 1531.77 1531.79 -0.02 455 — 487 1
+ Msanalysis result Protocol : Mascol search PMF 1661.77 1660.76 1660.79 ~0.03 490 — 513 0
« Gontact: Sommerer Nicolas 1927.06 1926.05 1926.06 -0.01 435 - 454 g

No match to: &72.49, 1179.57, 1475.75, 1594.77, 1791.67, 190%.9¢

Protein : 2. BREOS017 Mass: £1242 Score: &3

« Accid: $20816
« Proteinname: chaperonin hsp60 precursor
« Databasename: NCBI

2 : Fiche Mascot




ANNEXE 25 : Maquette des interfaces protéines T50646 et At5g46110 avant et aprés clustering

P

¥
¥

Ay

Protein details & project

Protein details

AGE list

o NGBIAGG : T50646

« Datahase: IJCEI

« Protein_name: triocse-phosphate isomerase (E
« Gene_name:

« 0rigin: Interrogation result

« Annotation_siatut: ok

s TaXoN: Arabidopsis thaliana

o AGIAGG : AtS5gd6110

« Datahase: TATE

« Protein_name: triose-phosphate isomerase (EC 5.3.1.1), cytosolic [impo
« Gene_name:

« Drigin: Interrogation result

« Annotation_statut: ok

o TaKon: arabidopsis thaliana

k.

General Information E— L R
(r" General Information

« nprotein_id: 105

« Entered inProteome DB in: 2003-02-17 o =
« protein_id: 154
« Entered inProteome DBin: 2003-04-16
« Lastmodifiedin: 2003-04-16
CLUSTERING

Protein de1ails

F

ABIACC . At5g46110
Datahase : TATR
Protein_name: triose-phosphate isomerase (EC 5.3.1.1), cytosolic [imported]

« Gene_name:
1 identifiant / o 0rigin: AGI deducted automatically (script)
ldentitian « Annotation_statul: ok

unique AGI « Tanon: Arabidopsis thaliana

Cross-references

« NCGBIAGG : T50646
« Datahase: INCEI

K

General Information

Champs " o
références

« firotein_id: 164

o « EnteredinProteomeDBin: 2003-04-15
croisees « lastmodifiedin: 2003-04-16

« lastcontactwho has sulimit: Rolland Horhert
« GOmment:




ANNEXE 26 : Interface du logiciel BLAST dans ProteomlIs

Informations sur la séquence

Mem de la séquence

Séquence protéique au format fasta

Zone de
saisie de la /
séquence
Choix du programme Mairice de substitution
Choix de la
banque de blastp ¥ BLOSIMEZ

séquences pour
la comparaison

Bangues protéigques
\Q ATHI1 pep_cm(2004/04/24) == sécuences protéiques 1ssues de TATR 1ssues des donnees de TIGE 5.0
2715099 zeq

Choix des paramétres

Filtre | aucune bt

Fap T|oui ¥

Cofit d'ouverture de gapl-G |0

iZofit d'extension de gap(-E) |0

Seul E-value (signification statistique d'une H3P/banque) |10
MNeombre masimum de descriptions (-v) |50

MNombre mazimum d'alignements (-b) |10
{Jptions de blastn

Penalty for a nuclestide mismatch (-g) |3

Eeward for a micleotide match (-r) |1

Fichier de Sortie en HTWL 7 [non ¥

[ Yalider ][ Effacer ]
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ANNEXE 27 Scripts de création des tables temporaires des tables
temp_spotband_list et temp protein_list

1) Script 1 de création des tables de la table temp_spotband _list :
/* -- DROP TABLE "temp_spotband_list"; --*/
CREATE TABLE "temp_spotband_list" (

"spotband id" numeric(38,0) NOT NULL,
"spotband numeric" varchar(50) NOT NULL,
"spotband x_position" numeric(10,0),
"spotband y position" numeric(10,0),

"pi" real,

"mw" varchar(15) NOT NULL,

"gel id" numeric(38,0) NOT NULL,

"gel name" varchar(100) NOT NULL,
"nb_prot" numeric(38,0) NOT NULL,
"protein_id" numeric(38,0) NOT NULL,
"acc_id" varchar(20) NOT NULL,
"protein_name" varchar(200) NOT NULL,
"acc_type name" varchar(50) NOT NULL,

CONSTRAINT "pk temp_spotband list" PRIMARY KEY ("spotband id", "protein_id", "acc id",
"protein_name")

)

CREATE INDEX "idx spotband id temp_spotband list" ON "temp spotband list" ("spotband id");
CREATE INDEX "idx gel id temp spotband list" ON "temp_ spotband list" ("gel id");

INSERT INTO temp_spotband _list (spotband _id, spotband_numeric, spotband_x_position,
spotband_y position, pi, mw, gel id, gel name, nb_prot, protein_id, acc id, protein name,
acc_type name)

select spot_band.spotband _id,spot_band.spotband numeric, spot_band.spotband x_position,
spot_band.spotband y position, spot_band.pi, spot band.mw, gel.gel id,gel.gel name, nb_prot,
protein.protein_id, acc.acc_id,acc.protein_name,bio_type.name from temp spotband list reduce,
spot_band, gel, spot_band protein, acc, bio_type

where

spot_band.gel id=gel.gel id and spot band.spotband id=temp_spotband list reduce.spotband id

and spot_band.spotband_id=spot_band_protein.spotband _id and
spot_band protein.protein_id=protein.protein_id

and protein.protein_id=acc.protein_id and acc.bio_type id=bio type.bio type id

UNION

select spot_band.spotband id,spot band.spotband numeric, spot band.spotband x_position,
spot_band.spotband y_ position, spot_band.pi, spot_band.mw, gel.gel id,gel.gel name, '0' as nb_prot, '-
100" as protein_id, '-100' as acc_id, 'none' as protein_name, 'none' as name from spot_band, gel

where spot_band.gel id=gel.gel id

and spot_band.spotband id NOT IN (

select spot_band.spotband id from spot band, gel, spot band protein, acc, bio_type
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where spot_band.gel id=gel.gel id and spot band.spotband id=spot band protein.spotband id
and spot_band_protein.protein_id=protein.protein_id
and protein.protein_id=acc.protein_id and acc.bio_type id=bio type.bio type id )

order by gel id,spotband id;

2) Script 2 de création des tables de la table temp_protein_list :
/*-- DROP TABLE "temp_protein_list"; --*/
CREATE TABLE "temp protein_list" (

"protein_id" numeric(38,0) NOT NULL,

"subcellular location_typid" numeric(38,0) NOT NULL,
"subcell location" varchar(100) NOT NULL,

"nb_acc" numeric(38,0) NOT NULL,

"acc_id" varchar(20) NOT NULL,

"acc_type name" varchar(50) NOT NULL,
"protein_name" varchar(200) NOT NULL,

CONSTRAINT "pk _temp_protein_list" PRIMARY KEY ("protein_id", "acc_id", "protein_name")
);

CREATE INDEX "idx_protein_id_temp_protein_list" ON "temp_protein_list" ("protein_id");
CREATE INDEX "idx acc id temp_ protein_list" ON "temp_protein_list" ("acc _id");

INSERT INTO temp_protein_list (protein_id, subcellular location_typid, subcell location, nb_acc,
acc_id, acc_type_name, protein_name)

select protein.protein_id, protein.subcellular location_typid, subcell type.name as subcell location,
nb_acc, acc.acc_id, bio_type.name, acc.protein_name
from protein, bio_type as subcell type, acc, bio_type, temp_protein_list_reduce

where

protein.protein_id=temp_protein_list reduce.protein_id

and protein.subcellular_location_typid=subcell type.bio_ type id

and protein.protein_id=acc.protein_id and acc.bio type id=bio type.bio type id

UNION

select protein.protein_id, protein.subcellular location_typid, subcell type.name as subcell location, '0' as
nb_acc, '-100" as acc_id, none' as name, none' as protein_name

from protein, bio_type as subcell type where
protein.subcellular location typid=subcell type.bio type id

and protein.protein_id NOT IN (

select protein.protein_id

from protein, bio_type as subcell type, acc, bio_type where

protein.subcellular _location_typid=subcell type.bio type id

and protein.protein_id=acc.protein_id and acc.bio_type id=bio type.bio type id)

order by subcellular location_typid;
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