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1. Présentation du lieu de stage

Jobai eu | dopportunit® de r®aliser mon st a:
CNRS (Centre National de la Recherche Scientifique). Cette unité de recherche a été cofondée
avec lasociétée ALCEDIAGUI ne f i |l i ailsecALCE®N. | 6entrepr

ALCEN est une entreprise qui se développe autowirdggrands axes

Défense & Sécurité

Energie

Médical & Santé

Aéronautique & Spatial
Grands Instruments Scieftjues

= =4 =4 -4 -9

ALCEDI AG soinscrit dans | e domalioppementu m®d
de nouvelles méthodes de diagnostics de maladies principalement psychiatrique. Ses méthodes
de diagnostics médicaux se basent sur la détection de biomardeenmaladis. Sys2Diag
partage les mémes objectifs et évolue en paralléle de ALCEDIAG.

Créée en 20lxllee st bas®e dans | 6htt el déoentrepric
1682 rue de |l a Valsi re. Aujour détheuarutesdeSy s 2 Di
nombreuxst agi ai r es. LOunit® mixte estissthanm.i g®e
Léensemble des ®qkEkduples est d®crit dans | a

Gestion Administrative et Financiére l Direction Plate-forme épigénétique et séquengage

Resp : S. Billouez Directeur : F. Molina
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Resp:T. Galindo Bioinformatique, biostatistiques : . Salvatat,
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Figure 1: Organigramme de I'unité mixte de recherche Sys2Diag
Source Sys2Diag

Léunit® de recher che Butsigiplinare sualaFigubedv ant ag
| 6 e n s demacliviees esdécrite. Deux grands axes de recherche sont mis en avant. Le
premier est bas® sur l a biologie i nt ®gr at i
biologiques impliqués dans des maladies psychiatriques, les complications du diabete et les
inflammations el | ul ai r es. Le second sdbappui e sur
d®vel oppement de biosenseur, pour | e sexage
diagnostics médicaux.

Mon stage so6insdrbiutti damsatl ®@ax a e Zrbentaes ens eu
nouvelles méthodes de diagnostic.



2. Introduction

Léavanc® des diagnostics m®di caucedepusst un v
plusieurs siecles. En effet les premieres traces de diagnostic ont été extenu®@0 avant JC
Hippocrate péconigitl 6 anal yse de | 6urine pour diagnosti
gui s ui valafielvémesiétes qlu®ur oscopi e ®tait une m®t h
de nombreux diagnostics.

L 6 ur o s c o gohceune gartaties importantdans la médecine, mais apres la
publication du livre ®isse Prophet, au 1&me siecle, de ThomasiBn cette science et ceux
qui la pratiquaienfurent tourné au ridicule. Dans le méme sidaléempérature et le rythme
cardiague commencered€tre uti s ® pour anal yser | 6®t at de sa

Les diagnostics médicaux ont pu étre améligrace a des inventions tel que le
stéthoscope, toujours utilisé aujourd:hui

Cbest ~ | a de uéene siatie quenwit le jo® dednambxet&8sts pour
diagnostiquer des maladies comme la tuberculose, le cholera ou encore la diphtérie sans que
des traitements sait développé. A la fin de cette méme période et méme au début dnd 9
siecleles diagnostics devinrent de plus en plus rigoureux et précis

Ded us une volont® de d®f inir | a normalit®
au début du 18ne siecle Cette «wormalitée a pour but de facilit:
symptomes sortant de celleet signalantdonc a pot ent i el | edejr ®s ence d

A ces bonnes mdeadvana@sueemiquesigai peomettert de réaliser des
tests de plus en plus pr®ci s not ammeéamé dans
siecle que vatre dévelopg un grand nombre de méthadeour diagnostiquer et traiter de

nombreusemaladisetc e gr ©c e ~ U nommepar exerapldes docarmerétlal s ¢
radiographid].
Léinconv®mPehbodds ees qudbelles n®cessitent

pour interpréter les données pradaiet surtout un équipement loued terme de quantité et

surtout de prixNéanmoinsces diagnostics ont un impact conséquent sur les décisions qui
concernent la santg. Codest pour cette raison gquodauj ol
diagnostics moinsolteusesoient le jour. Certairsesse font en utilisant un simple smartphone

auquel est ajouté ou non des extensions pour prendre les masuresD 6 améthades s
destinées aupays en va de développement, comme csllgaséesur la micrefluidique, on

pour but, avec leur co@iéduitd 6 a m®1 i or er drasti fbuement | es s

En plus de sdéinscrire dan monlstage seopositienret e d u
aussi dans | e domaine de |l a biologiertesynt h®:
logiques dans larégulationdegéflesuvr e | a voie © cette science

développemenl. La biologie synthétique se définie par le fait de modifier des organismes ou
de concevoir des systemes synthétiques pour répondsstacties précises.

La biologie synthétique nous promet de révolutionner le monde actuel avec de multiples
applications dans de vastes domaines. Allant de la production de carburafit &eld
production moins onéreuse de médicamghten passant par deouvelles méthodes de
diagnostics médiak [], cette science permettra sans doute de faire de grandes avancées.

Grace a la biologie synthétique le développement de biosenseur est facilité. Un biosenseur
est un outil doéanal hidcogque(molecule ADNeARN paecexaiple)c o mp o
dans un miliewdonné Par d®finition il se compose doul
déune maneauter @muavéanl e compos® cdudndbactériei | pe



ou encore éanticorps monocloni par exempld.e second composant est transducteur, qui
permet deconvertir le signal induit par le senseur en information mesurable. Il en existe
plusieurs typesélectriques, optique, calorimétrique et piézoélectregpugont les principaux

Les conposés cibles a analyser sont appales biomarqueursPar définition un
bi omarqueur est un ®tat Dbiologique caract ®r i
patient. Cet état peut correspondre a des concentrations, comme la glycémie, ou a la
présece/absence de composé. Pour la suite du rapport nous considererons un biomarqueur
comme étant une espéece biochimique utilisée dans le diagnostic de maladie.

Pour | e d®vel opper de nouvell e m®t hodes d¢
il fautpat r do6une mal adie dont un certain nombre
une fonction | ogique est ®tablie, d®&finissan

présence/absence des biomarqueurs. Ensuite avec le logiciel Silicdder Mies
implémentations de la fonction logique sont construiies,silico, avec des réactions
enzymatiques issus doéun r®seau m®t aboliqu
assembl ®es dans des Vv ®si c udlegis coubet].| Efnicese d
vésicules sont g€es dans les conditions voulues par exempl e dans | 6u
concentration doébun biomarqueur. De mani re g
les vésicules vont produire un compose révélateyrqui va colorer le milieu, dans le cas ou

l a concentration du/des biomarqueurs d®passe
type de biosenseyreut également étreonsidéré comme umicroréacteur cellulaire car un

réseau enzymatique synthétggest intégré dans une vésicule.

Silicell Maker est un logiciel développé depuis 2015. Sys2Diag a pour but de faire de ce
logiciel un outil indispensable pour la conception de microréacteur cellulaire. Les travaux de
Marc BOUFFARD durant sa thefleau LRI (Laboratoire de Recherche en Informatique) et a
Sys2Diag ohabouti a la création de depiugins pour Silicell Maker NetGate et NetBuild.

Il 1l s permettent dbébextraire des portes | ogique
les assembler po construire les implémentations de la fonction logique. Son fonctionnement
est détaillé sur I&igure2.

Réseau enzymatique SILICELL MAKER Implémentations

Portes Logiques

Assemblages
enzymatiques

Simulations

Expression logique

A—
& —C
B —

Figure 2: Schéma du fonionnement de Silicell Maker

SiliCell Maker prend en entrée un réseau enzymatique et une expression logique. NetGate extrait les porte
enzymatigued u r ®seau et NetBuild | es assembl e pour.HSIM pesnie
de simuler ces implémentations. Les éléments &t «B » sont des biomarqueurs eGe> est un révélateur.

Une des problématiques liées a Silicell Maker et que le réseau enzymatique de référence
ne peut pas conterlird e n s e mb | lesréacgonstcannuesepsur des raisons évidentes de
temps de calcul. De plus pour le moment le réseau utilisé ne contient pas plus de 35 réactions,
ce qui limite grandement les applications possibles. Pour rendre Silicell Makdepibke fax
cont extes dsuekilest@aenéd étraslise lil Budrait pouvoir construire des
réseaux enzymatiques de référegpécifiques a ce méme contexte.



Mon stage se positionne donc dans cette problématique de construction de réseaux
enzymatiqued e r ®f ®r enc e . Pour | 6®l aboration de ce
de r®actions dbéune daseé undibasadde dan@e st dptd o nt ®r
possi bl edeslpdrameétres ks a ces réactions comme les ctasstinréactionsude
PH favorablepar exempleCela peut grandement faciliter6 ®t ape de si mul at i o
permettra de construire des réseaux les plus adaptés possible aux conditions souhaitées.

Durantmonstage 6 ai d% r ®pondiques: © deux probl ®ma

« Comment extraire un grand nombre de réactions et leurs constantes et de quelle maniére
les stockef? »

« A partir de ces réactions comment construire desaéx enzymatiques de référence
sp®ci fiques doé2»n contexte do®tude

Pour la premiere geéion, nous avons décidé de nous tourner vers la base de données
BRENDA (www.brendaenzymes.orp qui offre un grand nombre de réactions annotées
manuellement et associées a un nombre tout aussi grand dentemndtaette base de données
offre un accedotal a son contenm® me dans | e cas déwpincipauestage cC «
donc doéoextraire avec | a m®t hode | a plus opti
Ensuite il faut stocker ces informatiotians un format simple a comprengoar un humairet
simplealire pour un programme

Pour la secorglproblématique i | f aut prendre encoéempte |
dire quels sont les biomarqueurs cibles, quel doit étre la molécule mesurafdetideun
révélateur,et surtout dans quelles conditions doivent se dérouler les msmdtidaut donc
mettre au point un algorithme capable de sélectionner parmi les réactions extraites de BRENDA
cellesqui correspondgaux critetresd e r ec herrcehep.oilnGau mportant es
extraire suffisamment de réactgpour pouvoir connecter les biomarqueurs aux réveélateurs.


https://www.brenda-enzymes.org/

3. Matériels et Méthodes

3.1 Environnement de développement

Lors de ce stage jo6ai d¥% ceatfaprenmmeeesemainel a pr
j 6ai d dercaurs deud++ proposé par le site OpenClassRoom []. Cela était nécessaire
pour que | 6application que | oOoai d®vel opp®e
Maker, développé avele mémelangage.

Jobassiautravaill ® avec | e $0ypartchomepoudmes x pl o0
familiariser avec | e terminale PowenceSdeel | e

développement dans cette environnement

Pour | a compil ati on d etiliséhgrs.exg8®dwH4-mimgmdds en C
g++.exe)et make.exgdmingw32make.exe)i nc | u't dans | 6environneme
MinGW version 8.1.0 [].

3.2 Base de donnézdes réactions

Nous avons choi si ddébextraire |l es r@®&action:
creéeen 1987 sous |l a fomadtedtngud@urelipateded r | ider
voitlejourBRENDA ®t ait financ®e initialement par |
( Mi ni st~ r eEducalBuhe®dedal RectiezchielAliemagne)et du MWK Ministére de
la Science etde laCulturede BaSsxeil Al | emagne) . Aujourdohui ce
par | a commi ssion Europ®enne et | 6Union Euro

El'l e vise regrouper | 6ensembl e Ideela conne
compr ®hension des informations g®n®ti ques m;:
projets comme | 6agriculture, | e m®dical, | a

Léapport déinformation se fai tacteomingwande [
ysontdécritemai s aussi cell e faites dans esidedsa vcoonrd i t
un ensemblguasimenexhaustif des réactions enzymatiqgues connues actuellement. Plusieurs
bassde donn®es ont C 0 n trnnatioh: W@&Profweld, MetaCadpgblo r t d 6
KEGG[web], PDBweb] et ChEB[web]. Enfin un travail de 4ext mining» est fait pour
extraire encore plus doéinformation de | a I it
les maladies liées et les cinétiqu€es informations sont comprises dans 4 modules de
BRENDA :

1 KENDA : les cinétiques extraitea partir deplus de 2.2 millions de résuméke
publicationsde PioMed.

1 DRENDA: toujours issus de PubMed cette fois ces informations concerne les maladies
liées aix enzymes

1 FRENDA: toutes | es r®f ®rences PubMed contence
et dbéor.gani smes

1 AMENDA : Sous ensemble de FRENDA, décrivant entre autres les informations sur la
localisation subcellulairdes enzymes

Léautr e aviabasealgdonnées esicde tegrouper le plus grand ensemble de
r®action au sein débune m°me base de donn®es
réactions uniques avec plus de 45.000 qui lui sanlusivedarticle BRENDA 2019]. Cela
représenteuneasmb | e tr s | ar ghassdedanpEesitel® que Maetaifwalb]t r e
KEGG [web] et SabioRKweb].



Les informations contensedans BRENDA ne se limitent pas a la description de
réactions. En effet cette base de données regroupe pour chaque dexzym@mations sur :
| es r ® aefletcatalyseses mhibdeurs, ses constantes catalytiques (KM, et Kcat), celles
de ses inhibiteurs (Ki, IC50), son PH et sa température optimum entre autres.

Pour la classification des enzymes dans BRENDA la nonteinelproposée en 1961 par
Di xon et Webb est utilis®e []. Cette nomenc
(Union internationale de biochimie et de biologie moléculaiEde se compose de 4 chiffres
séparés par un point : w.x.y.z, avew « définisant la classe et par extension le type de
réaction, « » et «y » les souslasses et sotsousclasses et g€ q U i per met d o ¢
num®r o de s®rie complet de | denzyme. Depui s
les enzymes en 7 classes

1. Oxydoréductases R®acti on doéoxydor ®duction

2. Transférases Transfere de groupement fonctionnel

3. Hydrolases Hydrolyse de liaisons

4. Lyases Rupturedes liaisons autrement que par hydrolyse et oxydation

5. Isomérases R®actions doéi som®risations de mo
6. Ligases Création de liaison covalentes entre deux molécules

7. Translocases D®pl acement dbéions et mol ®cul es

Il faut cependant prendre en compte que toutes ces réactions sont annotées a la main et
des erreurs sont inévitables.

Enfin BRENDA e$ une base de donnée toujours maintemnjeur. Des mises a jouale
BRENDA sont faites tous les smois environaux alentours de début janvier et de début juillet.
Pour la comparaison des deux méthodes la version mise dgo2@sdécembre 2018 été
utilisées

33 Loextraction des r®actions

Léextraction des r®actions est dustage. D®t ape
plus les informations nécessaires ne se limite pas aux substrats et produits pour chaque enzyme.
! faut en pl usnzymeg, ses iahibitears, la eéversibilite dd ehaquebéaction
et les constantes de réactions

T Km qui d®f i ni t l 6affinit® entre | e substre
1 Kcat correspondant au nombre de molécule produites par seconde pour 1 mole de substrat

1 Ki,I a c¢ on ghbaiond ®f ddi ssant | 6affinit® entre |
! IC50,l a quantit® doinhibiteur n®cessaire pou
T L6intervalle de PH dans | equel | 6enzyme re

Deux méthodes ont pu étre mises en places pour méeegite étape. La premiére consiste
a utiliser un service web proposé par la base de données directement. La seconde étant de
télécharger la base de données BRENDA directement au format texte.

Le r®sul tat de
estdedéterminessi le contend e |

s deux m®tdeR de/se ressito ne n3s. bi.tle
6extraction diff re beaucouj

3.3.1 Méthodel : Le service Web

Cette m®t hode se base donc sur | 6utilisati
Cbdbest une ascédenauncontenusmecifique de la base de dIB@AP («Simple
Object Access Protocél) est un protocole doéo®chdanggge dobéi nf
informatique de balisag@) u i a pour but de permettrea”™ un



|l a base de donn®es et de recevoir une r®pon
principaux avantages est quoil ne d®pend pas
gue | 6®change doéinformati on pdaublase XMLEdes s 6 a Vv (
informations.

3.3.2 Méthode 2 : Utilisation de la version texte

La seconde facon de faire est de simplement utiliser la version texte téléchargeable sur
BRENDA. Elle ne représente que 50Mo compregs@20Mo une fois décompressée. Dans ce
fichier les enzymes sont décrites les unes apres les autres, ce format est semblable a celui utilisé
par Uniprot.

Le contenu de chaque ligne est décrit par un marqueur de deux a trois lettres au début. Le
contenu et le marqueur sont séparé par une tabylastiema r queur doéune | igne
cela signifie que la ligne est la suite de la précédente.

Par mi l es 45 marqueurs, seul s csxiwdassud,®cr i v
ont ®t ® pris en compte. Paretdexpeodusliiautprendre | 0 e
en compte deux marqueyrSP et NSP signifiant respectivemerffubstracts and Products
et «Natural Substracts and Product

3.4 Silicell Maker

Silicell Maker est un logiciel multiplateforme développé en C++, utilisanblatheque

FLTKversion1l.2pour | 6i nterface graphique. Ce | o0gic
de cellule synthétique. Silicell Maker se compose de plusieurs programmes servant a la
conception de ces cel |l uleemsb.] eDed Opoluus lisl. se co

3.4.1 NetDraw

Grsce ©° ce programme il est possible dobéaffi
format SBML de niveau 2 ou au format Metatool. En plus de pouvoir représenter les réactions
avec les enzymes, substrats et les produits pasgtible de dessiner des membranes séparant
deux milieux. Un grand nombre de type interaction peut étre décrit, par exemple une molécule
peut °tre substrat, produit, activateur ou i

@
@
o o
LI LI LI
Figure 3: Exemple de réseau métabolique édité avec Silicell Maker
Les carrées avec la fleche représententréactions et les carrées et les carrées arrondie liés au réaction corresponc
enzymes catalysant ces r®actions. Les ovales jaunes

ceux en aval (aprés la fleche)cesbnée s produi ts et ceux | i ®s directem
sont des inhibiteurs)




La Figure3 nous montre un exemple de réseaux métabolique édité avec Silicell Maker.
Sur cette exemple 4 types doéinteractions son

fLes enzymes catalystdes réactions

fiConsommation des substrats

fProduction des produits

finhibitions de réactions par uneotécule (la molécule | » dans cette exemple)

La molécule € est soulign®e car elle sbéaffiche
per met de ne pas afficher wune |l iaison qui c
plus aéré et cela facéitta compréhension.

3.4.2 NetGate

Cbest | 6un des plugins de Silicell Maker d
[ ] . Ce programme permet doébextraire =~ partir
logique a une ou deux entréesdohexes 1 et)2

Ati t r e d oNetgatergppl extraire du réseau présenté shiglae 3, 67 portes
logiques enzymatiques avec 28 portes YES, 5 portes NOT, 8 portes AND, 9 portes OR, 1 porte
ORNOT et 16 portes ANDNOT.

3.4.3 NetBuild

C 6 e & tsecohd plugin développé patarc BOUFFARD, NetBuild, permetant
dobassembler | es portes | ogiques enzymatiques
répondant & une expression logique.

Par exemple avec les 67 portes logiques extraites ave@Nets et | d0expr essi
0 0 80, NetBuild doit construire un réseau nécessitant la présencé dekT «D » pour
produre«Jé. LO6i mpl ®ment ati on ai nkigurelassembl ®e est

O-~0—L—00

@00

Figure 4: Implémentation d'une expression logique avec NetBuild

En plusdu code de couleurs et de formes d€ilgure 3, il faut rajouterles ovales vertsorrespondataux® | ® me nt s
ainsi que és oranges désignant les éléments de sortie®lLle® me nt s ddent r ®e s et regpectivene
biomarqueurs et révélateudans ce rapport.

NetBuild doit especter 2 contraintes pour que les implémentations fonctionnent. La

@G)-l[]o

()

contrainte de connexion impose que | e produi
pour que | 6information puwreionnge af ntuaeicitdadlea h s par:
interdit au produit dobéune porte ° °tre | e su

un ph®nom ne s embl-arbuiten électraniqueuoir sd éduen | cdoausrste mb
réseaux metaboliques il est donc nécessaire de suivregles afin de détecter au mieux les
biomarqueurs.



3.4.4 HSIM

HSIM signifiant «<Hyperstructure SIMulatos est un logiciel de simulation hybride entre
l a simul ati on sdemdréehPow fairedes stmulations Il faue definir destregles
d 6 a st®mwetde dissociation entre métabolite et enzyme et de transformation des métabolites
par les enzymes.

La m®t hode de simulation stochastique se
définissant des probabilités de rencontre des enzymes. La méthaéeanttiée quant a elle
va faire entrer en jeu | daspect spatial, en
en fonction de la vitesse de diffusion et la viscosité du milieu par exemple.

La force de HSIM et de pouvoir gérer les molécules derdiftés facons pour un méme
modele. Par exemple les éléments présents en tres grand nombre seront simulés de maniere
global, sans aspect spatiéndis que ceux plus concentrés seront simulés avec la méthode
entitécentrée car elle nécessite plus de resssuae calcul.

Au moment de | 6 a,Siicellnviakeraagribut db®valeups pauttles Kcat
et Km afin de faire des simulations facil eme
ont pour intérét de tester comment va évoluer le sys@mfonction des conditions initiale

17mM O 374 33.5 mM.O. 300
———0) >©)

5mM
4.2 mMIQI 317 46.3 mM |Q| 364 328m |D.| 211
D (] >(F) ] H (]

Figure 5: Implémentation dedxpression logiquavec les constantes catalytiques

Les concentrations initial es 0nopiesslanslé milieg A»ed umeaacemrations(
0.5mM et celle de B » est soit de OmM soit de 0.5mM en fonction des conditions

La Figure 5 présentela méme implémentation mais cette fois avec les constantes
affich®es. Les concentratlisateums i ni ti ales sont

Il est ensuite possibleedester ce réseau directement dans Silicell MakeFidjare 6
présere | 6 ®v ol ut i o ndudempsrd@s dewx gonditians. SuFigures. A, i | nody
a pas de production deJe car <D € n pas grésent. Cependant suFlgure6.B «J» est
bien produit car le milieu contient bien duA« ET du «D ». Cette simulation est donc en
accord avec | 6expresos8Dh.on donn®e au d®part
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Figure 6 : Simulation avec HSIM de I'exemple d'implémentation

Léabscisse repr ®sent e | e t emps de | a simul atic
En rouge le nombre de moléculédw, En jaune le nombre delx» et en rose le nombre deJ«

A:CasoudDé nbdest pas pr®sent

B: Cas ou «A » et «D » sont présent

3.5 Les BibliothequesC++

Le d®vel oppement de | 6appl i bididtheque, Zlia[] n ®c e s
et FLTK [].

Zlib est unebibliothéquedestinée a la compression et décompression de données. Ecrite
pa M. Jeanloup Gailly pou la partie compression 8. Mark Adler pour la décompression,
ell e permet | a compression non dedldte». Cett i ve
algorithme cherche les chaines de caracteres dupliquées et les remplace par un pointeur vers la
premiére occurrence de ces mots. Les mots non dupliqués sont remplacés par une séquence
déoctets.

La version de Zlib utiliseest la version 1.2.5 car elle est intégrée a FLTK, cependant la
version 1.2.11 a été testé et est aussi compatible avec le programme

La version 1.3.0 de FLTst utilisée. La version 1.3.5 plus récente est déja mise en ligne
cependant, Silicell Maker est d®velopp® avec
derniere version. Le développement du programme doit donc seVageette version pour
faciliter la compatibilité avec Silicell Maker.

FLTK, «The Fast Light Tool Kit» est une bibliotheque destinée au développement
doéinterface graphique mul tiplatefor me pour
initialement par M. BillSpi t zak cette biblioth qurepetest au
groupe de développesr



4. Résultats

4.1 Extraction des réactions de BRENDA
4.1.1 Format des données extraites

| nd®pendamment de | a m®t hode dbéextraction
extraite dangdeuxfichiers CSV (CommaSeparatedvaluey compresseau format gzip. La
structure @sfichiers est présenté dans Tableaul et le Tableau2. Le stockage dans de
fichiers est nécessaire car pour une méme enzyme il existe plusieurs réactions catalysées et

plusieurs inhibiteurs.

Tableaul : Représentation de la structure du fichier stockant les i@asextraites

EC Nom Organisme Substrés Produits Reversibilité KM KCAT PH
1111 alcohol Homo ethanol+- acetaldehyde- r 0.049;0.013| 0.7;0.717| 8-10.5
dehydrogenase  sapiens NAD+ NADH

Tableau? : Représentation de la structure du fichier stockantibghiteursexraits

EC

Organisme

Inhibiteur

Ki

IC50

7.6.2.2

Homo sapiens

ADP

0.53

?

Les substrats pour arenzyme sonséparépar «-+- » car un « » simple porteraia
confusion avedes éléments charg&omme «H+ ». De méme pour les produits. Dans la
colonneRéversibilitéil peut y avoir 3 valeurs«r » pour réversible, i » pour irréversible et

«?»quandc e nbéest pas d®crit L e s egpar ons«t»@trsone s K M
associ ®es respectivement dansl dibmotredrrvea laluex dsau
| elizyme esaictvee Pour | es cas 0% | &i?wndstonisdka placemmmee st i n
par exemple dans leableapour | 61 C50 de | 6 RDP pour | 6enz\
4.1.2 Méthode 1- SOAP

Pour rappel, lapemi re m®t hode dbéextraction de r ®;

envoyer des requétes a BRENBAavoir en retour les informations désirées. Cette méthode
pour inconvénient de ne pas étre stable en C++, information coefimaé& | 6 ®qui p e
de BRENDA.I | a donc fallu faire | &.7.péreoyflisantiane d 0 €
bibliothéeque SOAPpy version 0.12.22 alaplaceL6al gor i t hme du progr

d a nAlgorithéne 1.

c

Fonction ExtractionReactionSOAP(Fichier ficherR eactions)

Liste listeEC = requete(« obtenir la liste des codes EC »)
CodeEC ec de listeEC faire

obtenir le KM

Pour tous les

Dictionnaire dicoKM = requete(« des substrats de ec »)
obtenir le Kcat des substrats de ec »)
Liste reactions = requete(« obtenir les informations sur les réactions »)

Pour toutes les Reaction reaction de reactions faire

1

2

3

4

5 Dictionnaire dicoKcat = requete(«
6

7

8 ecrireReaction(reaction, dicoKM, dicoKcat, fichierReactions)
9 Fin

10 Fin

11 Fin

Algorithmel: Al gorit hme
Les informations

la réversibilité.

simplifi ®ectbservicddSOAR r acti on des r ®
extraites © la ligne 6 corresponde



Léal gor i t hme psanhibiteursé@tant semsiblentemnt @ mének il ne sera pas
présenté dans le rapport.

De plus les informations regues se sont r@sgt®mpliqués a traiter di au fait que
certains caracteres étaient encodés differemnRamtexemple ld&igure 7 présente une des
erreur s doann oetrcavéele prime da & rphospghates de la premiere ligne
nodest pas | e m°me que cel ui de | a seconde |
recherche de subst reastts qouuw ugamegxieangiésedesrs Ce n

ATP + thymidine 5'-phosphate ADP + thymidine diphosphate

ATP + trifluoromethylthymidine ADP + trifluoromethylthymidine 5'-phosphate

Figure7:. Capture doé®cran de BREN®®sgnommmmanuellet un exempl e
Cette capture dé®cran du site de BRENDJ/A phospghate de laprensien
l'igne nbest pas | e m°me que cel ui de | a seconde | i¢
Les colonnes de ce tableau correspondent aux supstrgiroduits de la thymidine kinas&C 2.7.1.21

déannotati ons.

Sachant que plus de 250000 réactions sont extraites il est difficile de gérer tous ces cas et
dé°tre s3%r qgubiAcailfaubajoeter ka cohversis des caractdreg @HTML,
auformat &xxx, a faire.

Enfin 16 udes inconvénients majeesst | e temps dbéex®cution. P
décrits dans BRENDA et 3 requétes sont nécessaires par EC, soit environs 20000 requétes, le
tempsd 6 e x ®c ut i on eptusde dOchaeas celaren fat lelplosrgignd fnconvénient
pour cette méthode.

Néanmoing et t e m®t hode a | 6avantage dsG¢omrt rai r e

4.1.3 Méthode 2i TEXTE

Cette méthodeplus simple en théorjeonsiste a extraire les informations atpagu
fichier texte contenant towdeles informations de BRENDAéléchargeable sur le site
(https://www.brenda&nzymes.org/download_brenda_ without_registratior).php

L &donvénient est de devoir télécharger de nouveau le fichier pour pouvoir mettre a jour
| es deux fichiers CSV. De pl us | 6®criture
informations nécessaires de ce fichle. plus le probleme de caractére mal annotéalissi
étre géré dans ce cas.

Cependant, le fichier étant dégau f or ma't texte il néy a p
conversions de caractére spécifiqgue du format HTML ce qui gauaetiplus grande fiabilité
des informations. L&awWadrexdgeacmajoeaurquest ploart
que 23 mi n . Enfin cette m®t hode se r®sumant ~ |

le code en C++ ce qui rend la méthogdus intéressante car elle pourra étre facilement
intégrable a SilicelMaker.

4.1.4 Comparaison du contenue des tables

Pour la table des réactions, 256142 sont décrites dans celle de la méthode SOAP contre
283753 pour la méthode TEXTE. priori il y aurait plus de réaction décrite pour la méthode
TEXTE. Cependant étant donné que BBYDA est annoté manuellement, la répétition de
réaction est envisageable.


https://www.brenda-enzymes.org/download_brenda_without_registration.php

En regardant la redondance stricte des réactiors,e s t la"répétitiomr ae ligne
strictement identique, pour la premiere méthode 10 sont trouvées contre O pour laMaond.
en supposant esudgfinie enique®apart sonoemzyme, son organisnses
substratset ses produitsl est possible de trier et supprimer les réactions décrivant le méme
mécanisme biochimiqueé\prescettesuppression de ces réactions régeg21340réactions
sont conservees sur 256142 pour la méthode SOARGI01sur 283753 le sont pour la
méthode TEXTE

175129réactions sont communes aux déalles filtréesll y a donc environs 80% de
réactions communes entre les deux tables

Pourunerason ®vidente de temps cbest | a secon
de | 6DRet updleuus ce temps plus court a permis do:
les informations sont correctement extraites contrairement a la premiére méthode.

Pour la table des inhibiteurs la méme méthode de comparaison a été appliquée, 220481
inhibiteursuniquessont trouvés avec la méthode SOAP et 244654 la méthode TEXTE.
156322 sont communs aux deux.

4.2 Conception de BrendaXplorer

A partir des réactionséexr ai t es de BRENDA, il faut consi
profondeur maxi mal e pouvant connecter des m
molécules de sortiedes révelateurs.

La profondeur définie la distance entre les entrées et lesssertiiermes de réact®n
Par exemple un r®seau de profondeur maxi mal e
aura au maximum que 2 réactions séparant les entrées et les sorties.

BrendaXplorer se décompose donc en deux parties, une partie petahetsélectionner
parmi les réactions extraites cellgui permettrons potentiellement de coctee les entrées et
les sorties eta secondequi a pour but de les connecter en assemblant les réactions
sélectionnées.

4.2.1 Sélection des réactions

BrendaXplorer abligatoiremenb e s 0 i n ¢dramet@iers emo| ®cul es d o«
de sorties ainsi que les fichiers contenants les réactides iethibiteurs de BRENDA. Le
logiciel construira avec cgmrameétresin réseau enzymatiqseir mesure prenant en compte
les ®| ®ments dobébentr ®es et de sorties.

Il aussi possible de faire une recherche avancée avec des parametres optionnels

1 Les enzymes pouvaatre utilisées
1 Les organismes ou interviennent les réactions
1 Les inhibiteurgpouvant inhiber les réactions
1 Faire la echerche en fonction des constantes de réactions
1 Laréversibilité des réactions
91 Profondeur du réseau
Pour |l a construction doun r®seau doOéune pr

chercher les réactions qui transformne e s mo | ®c u tesostl d en®a®esopns d
de niveau 1, et celbmui produisent les molécules de sorties, les réactions de sorties de niveau

1. Cependant pour les réseaux de profondeur trois ou quatre, il est nécessaire de refaire une
recherche. Il faut trouverlesi@da i ons transfor mant | esdepr odui



Résultats | Pagelo

niveau 1 et les réactions produisant les substrats des réactions dadeantie@au 1. Tous ces
niveaux de réaction sont illustrés suFlgure8.

Réactions — Entrées Réactions — Sorties

Figure8: Schéma de la recherche de réactions

Les sommets (les disques de couleur vert bleu et orange) correspondent a des métabolites de réactions, les arétest
repr ®sentent | es r®actions. Le disque vert symbolis
les métabolites de sorties, les révélateurs.

4.2.2 Connexion des entrés et sorties

Pour faire la connexion entre les biomarqueurs et les révélateurs, il est nécessaire de
comparer les produits et les substrats des réactions trouvées FRur&d les comparaisons
nécessairga faire pour constree les réseaux des différentes profondeurs sont ilagstré

Réactions — Entrées Réactions — Sorties Réactions — Entrées Réactions — Sorties
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Figure 9 : lllustration des comparaison a faire pour chaquefondeur

Chaque graphe illustre les comparaisons a faire pour assembler un réseau. Les graphes A, B, C et D cor
respectivement aux pr of Awmenheeu cosresgond az biondarqueetrs tandis quede® Fé®@i
sont repésentés par 8 » en orange. Les disques bleus symbolisent tous les métabolites intermédiaires. Les tirets no
en avant tous |l es comparaisons ° faire pour assembl
=réactionsd bentr ®es de niveau 2, RS1 = r®actions de sort



Léassemblage des r®seaux de profondeur 1 s
Figure9-A) produisentdes révélateurs. Les réseaux de profondeur 2 seffoditerchant les
RE1 produisant des substrats de RS1Kigfure9-B). Les RE1 et RS1 ainsi trouvées forment
le réseau de profondeur 2.

Les réseaux de profondeur 3 et 4 se construisent de la méme fagon en cherchant a
connecter respegementlesRE2 etlesRS1 pourdes réseaux daofondeur3 (cf Figure9-C)
et lesRE2 etles RS2 pourles réseaux dprofondeur4 (cf Figure9-D). Cependant il faut
ensuite chercher les réactions de niveau 1 pouvant connecter celleale2 auwentrées et/ou
sortie.

La construction des réseaux de profondeur 1 ou 2 se fait tres rapidement mais offre que
tres peu de chance, pour ne pas dire aucune, de connecter les entrées et |eS@sries
les réseaux plus profond seront plisg a assembler mais offrirons plus de chance de lier les
entrées et les sorties.

4.3 Evaluation de BrendaXplorer

Pour &aluer BrendaXplorerles taux de connexiorentrée/sortieet le temps de calcul
vontétreanalysésPour se faire500 couples de métabolite@edtrées et de sorties ont été tirés
aléatoirement. Pour chaque couple des réseaux de profdhd2uB et dont été assembde
2000 réseaux sont doronstruitsau total. Un couple se compos@inl élément éntrée, tiré
aléatoiremenparmitous les substrats des réactions de BREN&AIn élément de sortie, tiré
aléatoirement pani tous les produits.

4.3.1 Taux de réussite de connexion

Par «taux de connexion il faut comprendre le pourcentage de réseau assemblé
connectant les métabolitegedtrées et ceux de sorties. Dans cette étude, ce taux sera évalué
auwx différentes profondeus desrésean.

Tableau3: Taux e réussite deonnexioren fonction de la profondeur du réseaux

La profondeur désigne le nombre de réaction entre les métabdiiesées et de sorties.

Profondeur 1 2 3 4
Taux de réussite 0% 2.6% 27.6% A47%

Plusle réseau est profond et plus il y a de chance de poconecter les entrées et les
sorties.En effet, déapres leTableau3, surles500 coupls, 0% ont puétre connectpour une
profondeur de 1Cette valeur morg seulemené 2.6% pour une profondeur de Rour les
réseaux de profondeur 3 et 4 il y a respectivement 27.6% et 47% des couples quétomt pu
connectésUn r ®el gap est franchi entre une profor
gue le nombre de réacti®de niveau 2 est bien plus grand que celui des réactions de niveau 1.
Les réactions de niveausbnt limtéesa quelquessubstrats/produitde départs (ce sont les
biomarqueurs et révélateursin seuldans notre casilors que les réactions de niveau 2 ont
comme point deléparid e n s e mb | e d isssisden @acdobsalé niveaa by a donc
plus de possibilités powonnecter les entrget les sorties.

4.3.2 Temps de calcul

Le temps de calcul poutdssemblage de chaque réseau pour chaque profomééedir
enregistré Avant de faire une comparaison il faut regarderesi tempsuivent bien une loi
normale.



Un testde normalité de ShapiW/ilk est donc réaliséPour les quatre différentes
profondeursla pvalue trouvée est bien inférieur a 0.05, nous pouvons donc suppodes que
valeursne suvent pas une loi normale. Cependanimmele jeu de donnée est grarsd0
observations pour chaque profteur il es aussipréférable de regardgraphiquement si les
variablesne suivenpas une loi normale

Profondeur 1 Profondeur 2
[ ] [ ]
[ ]
1.951 o 1.95- -.
& :
2 1.90- - 2 1.90- s
£ — £ -
3 1.85- - & 1.85° —
L]
1.60- 1.80-
0 SONEED [X ]
2 0 2 2 0 2
theoretical theoretical
Profondeur 3 Profondeur 4

2507 . 80000 - .

200-
° ° 60000 - .
1S * € 40000 -
© 100- ®
7)) (2]

50- 20000 -
0 - ] 1 1 O i ] 1 1 .
2 0 2 2 0 2
theoretical theoretical

Figure 10: Diagrammes quantilgjuantile pour chaquprofondeur
La figure présente 4 diagramme quardijeantile pour les quatre profondeur€Ces diagrammes opposeles valeur

théoriquede la loi normale au valeur des éctidlons, cda permet devoir si le jeu de données suit une loi normakeligne
continte correspond aux valetinéoriques etles pointsdésignentes valeursde notre échantillon

Déapres laFigure 10, lkhypothése de normalité poursléemps de calcul de chaque
profondeur KGest pas acceptabl&n effet les valeurs extrémesiloignent de la courbe
théorique Pour la comparaisoties variabled faut donc passer par un test paramétrique
un test ne se basapas sur une distributigtatistique.

Un test de Wicoxon est doncéalisé entre chaque profondeur pour les comparer. Sur la
Figurell, nouspouvons observer que toutes variables de temps sont différentes. En effet pour
chaque comparaison on trouve uregteurinférieure au seuil de 0.03e plus sur cette figure
il faut noterla présence de valeatypiques justifiant IGchelle logarithmique pouddxe du
temps (en ordonmg Enfin il faut noter queertairs calcuk ont duréplusieurs heurede plus
long a un tempsalcalclide 22h30 environs.

A développer

Ces trés grandes différences de temps pe@mntues a des métabolites impligdans
un tres grand nombre de réactiénDonrer des exemples de métabolites
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Figure 11: Distribution du temps en fonction de la profondeur des réseaux

La figure représente les distributions du temps sous forme Hesba mousta@s. Les comparaisons des varia
apparassenten haut du graphes **** » signifie que la pvalue est infériela 00001 Léaxedes abscissesorrespond a |
profondeur et celui des ordonnées au temps en sesomameéchellelogarithmique.

4.4 Interface Graphique

LaFigurel2Apr ®s ent e | 6i nt er feavec&LTH.Plaspetrs éfments d ®v e |
sont présents. Ledéments<INPUT » et «KOUTPUT»sontdez ones de texte o¥%
peut écrire les entrées et les sorties du rédesal deux zonegndessoussont des listes
contenant respectivement toutes |l es entr ®es
supprimer un des éléments de la listeiisuffit de cliquer dessus. Le boutorReinitialiser»

2] 8]

[ [ BrendaXplorer

INPUT [leucine

pyruvate

B BrendaXplorer - X

INPUT  fleucine OuTPUT

pyruvate deoxyguanosine

I

QUTPUT

Enzyme

LANCER

I, OUTPUT manquantis)

o j

Valeur(s) invalide(s) pour.

B Ceimax

oK

KM min=(0.1 max= |30

Koot mine|  mex|
PH min:|42—‘ max:lhuil—

Inhibiteur

l—
Organisme l—
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|
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max=
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Figure 12 :Différents éléments décrivant l'interface graphique de BrendaXplorer
La figure A montre la fené&rde base de BrendaXplorer avec deux champs pour entrer les biomarqueurs(INPU
révélateurs(OUTPUT) ainsi que deux listesdmssous pour les stocker. En B se trouve la fenétre pour la recherche i

avec des champs pour les enzymes, les organssm

| es

inhibiteurs

et pour | es

choisir la réversibilité des réactions (réversible, a@wersible ou les deux) et un autre pour le choix de la profonde

réseau a construire (entre 1 et 4). Enfin deux exesmge <0 0o p u p

o Gantrprésentds sur la figure 2.



permet de remettre tous lelsamps vides et le boutorLanceré per met de | ancer
du réseau.

Le bouton «Recherche avancéeaffiche de nouveauchamps qui permettiéd 6 af f i ner
la rederche. LaFigurel2Bnous montre | 6interface graphigq
Plusieursélémentsapparaissent afide rendre la recherche plus spécifiqueL 6 ut i | i sat e
donc capable de rechercher des réactions en fondtidoru n e | i sst(cede #® et/ouz y me
nom), doune bowtdckdiddhirlgiatne LLrme

La recherche peut aussi se faire eGsfonct
constantessonteKM, | e Kcat, | e PH pour tlesshibiteRra.ct i on s
Pour ces champs | e texte devient rouge si I
signal ant ainsi | 6erreur .

Concernant | a gestion des erreurs, pour |
détecter si une variable estorrecte apres avoir cliqué suLancere . Une fen°tre s
pour indiquer les erreurs, cela peut concerner les constantes si elles ne sont paiedien
S i | 6utilisateur nda cogmmesutesedeux ex@mpleéde |b Rigunet o u
12-C.



5. Discussions

Le développement de BrendaXplorer se positionne dans une branche de la biologie
synthétique qui se développe fortement depuis dernieresannés. La concption de
bioréacteur enzymatique pourrait avoir un fort impact sur de nombreux dem@iogamment
dans lediagnostiomédicalfacilité.

Léensemble des réactisprovenant de BRENDA ainsi que des informatioasogiées
représentet une source de données plus que néaesgaur BrendaXplorer. Néanmoins,
malgréles problemes liés a cette base de données (erGanrsothtions, répétitions de réaction
entre autresglle offre un ensemble tres large de réactions avec la description des constantes,
qui sont indispensaldgour faire des simuteons. Pour le futur de BrendaXplorer il faudra
doncprendre en compte plus de paramgtem prorité latempératur@ptimale de la réaction
ou encore le point isoélectrigu@e plus une grande quantité&idformation se« cache» dans
les commentairesCes commentaires, présents pour chaque champs (réactions, ingibiteur
constantes), donnent des renseignements trées pné&t@mmentpour le pourcentage
dénhibition ou si information concerne une souche sauvage ou mupantexemple

Un des problemegqui nGestpas encore pris en charge est la gedties synonymede
métabolites qui fausse gramdent la recherche. Parample si un utilisateur entre comme
biomarqueur la leucindrendaXplorer ne cherchera que les réactions qui prennent en substrat
la leucine.ll faudradéfinir unetableou un dictionnairel@quivalexce de nom pour que dans
IGexempleprécedentBrendaXplorer cherchaussiles substratscleu» sachant que cela ne
stappligue pas uniquemeatx acides aminé bien évidemment.

Le temps de calcul de BrendaXplorer pétre améliog en gérant certains métabolites
difféeremment.Ces métabolites sont ceux qui interviennent dans un tres grand noenbre d
réaction A titre diexemple« H20 » intervient danglus de 50% des réactions de BRENDA,
ce métabolite ndevraitpasétre pris en compte carsleéactions se déroulemiéjadans éeau.

Durant ce stage jetai pas pu faire tester le programradeaucoup de biologisge
concerné par ce domainepour ne pas dire auclen ce qui concernka derniére version.
Ldnterface doitobligatoiremenétre testée pour pouvoir la perfectionner et la rendre la plus
intuitive possible pourditilisateur.Cestestssont aussi le meilleur moyeate mettre en avant
des problemes de fonctionnementdms fonctionnalitéa rajouter.

Enfin il faut encoreintégrer BrendaXplorer a Silicell MakerCe pluginoffrira donc
lGavantage de pouvoir concevoir sdalgorithmes enzymatigsiesans avoir de réseau
métaboliquenitial.
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7. Annexes

Annexel: Tableau des portes logiques a une entrée

Entrée PORTES

A YES NO
0 F \%

1 \ F

Annexe2 : Tableau des portes logiques a deux éesr

Entrées PORTES

A B AND OR NOT-AND AND-NOT NOT-OR OR-NOT NAND NOR
0 0 F F F F Y, Y, \% \%

1 0 F \Y F \% F Y \% F

0 1 F \% \% F Y, F \% F

1 1 \ \Y F F \Y \Y F F




