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Les « Omiq ues »

La génomi gue -
La transcriptomlque ?
La protéomiqUE ?
La métabolomiU € ?
La chémogénomlquU € ?
La BioinformatlJU €

Cours : 4h

Faire un point sur vos connaissances
Comment sont générées les données de génomique ... ?
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Gregor Mendel
(1822-1884)
- leres communications
en 1853
- Entre 1856 to 1863,
Mendel a cultivé
et testé 28,000 plants.

Découverte des
lois de | *hérédité

Biochemiker

Franci= Harry Compton
Cricck
*08. Juni 1916 in Mortharmpton, England

James Dewey Watson

Biochemiker

*26. April 1928 in Chicago, USA

J. Craig Venter

: OGN 13

%

-Président Celera Genomics

-Sequencage génome
humain
souris
drosophile
Arabidopsis

AFP - Samedi 6 octobre 2007, 19h07
LONDRES (AFP) - Craig Venter est
parvenu a réaliser en laboratoire un
chromosome de synthese, premier pas
vers la création d'une forme de vie
artificielle



La génomique est une biotechnologie qui a pour sujet I'étude des geénomes .
Elle travaille au séquencage des chromosomes et a I'étude des fonctions associees
aux différents genes.

La protéomigue est une science qui étudie, les protéomes ,

c'est a dire I'ensemble des proteines

(leur role, leur structure, leur localisation, leurs interactions) dans un
organisme , un tissu ou une cellule .

La metabolomigue est une science tres recente qui
étudie I'ensemble des metabolites (sucres, acides aminés, acides gras,...)
présents dans une cellule , un organe, un organisme.
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CONNAITRE LE GENOME

La génomique e
Structure physique Structure genétique

'-‘:::;gf::s Les objectifs Les applications

Construction
de génotypes
élites
Par:

* la fourniture
d’une grande
quantité de
marqueurs
moléculaires

* un meilleur contréle
de la régulation
des génes

= l'identification
de génes candidats

pour l'analyse
des QTL de caractéres
majeurs

* l'identification
d’alléles favorables

Plantes
Champignons
Procaryotes

Animaux

|

Un ancétre commun ?
LUCA
Last Universal Common Ancestor

Analyse fonctionnelle



Internet, BLAST et séguencage

Internet : L'accés aux bases de données et aux outils d'analyse devient
transparent et facile pour tous

BLAST : rechercher dans les bases de données l'existence de séquences
similaires a une séquence donnée c’'est la fonction utilisée dans plus de 90%
des analyses. BLAST (1990) permet a tout un chacun de le faire, en classant
les résultats significatifs

Le séquencage genomique : il donne acces d'un seul coup a toute l'information
génétique d’'un organisme ... mais comment la gérer, la déchiffrer et 'utiliser ?

explosion de nouveaux besoins pour la bioinformatique
explosion de données d’un type nouveau a exploiter




Besoins

Gérer les programmes de séquencage
Annoter les génomes : ou sont les genes? Que font-ils ?
Etablir des ontologies et les peupler : de quoi parle t'on au juste ?

Permettire la comparaison de génomes entre eux

BM -  Bioinfo
é

- Si au départ, c’est la BM qui avait besoin de la Bioinfo

- aujourd’hui, la bioinfo a aussi besoin des données générées par la BM



Le choix des especes modeles se fera sur la taille des génomes et
sur leur facilite de « culture » en laboratoire

Arabidopsis Rice Snapdragon Wheat F?E:I;;f“
Maize
Plants
E. coli
Eacteria[ ‘ i
Fungi
Yeast Drosaphila Moiise
Animals . . F
C. elegans Human Amphinma
(amphibian)
T r r | T | |
10° 100 107 10f 10" 1010 10"

Mumber of nucleotide pairs per haploid genome

Figure 7.19
Cwvalues (haploid genome size in basepairs) from various organisms.
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Combien de genes par organismes ?

H. influenzae \# Bacteri (Dark bars show resuits
E coli R based on complete
. | genome sequencing.
Yeast Fungus
Arabidopsis Plant -

Lighter bars are
estimates based on
sequencing samples.J

Drosophila

ullfllf

C. elegans (nematode) - Invertebrates
Sea squirt
Pufferfish | |
Mouse - Vertebrates
Human | )
1 ] ] ]
0 25 50 75 100

Number of genes X 1,000

26.7 Complex Organisms Have More Genes than Simpler
Organisms Genome sizes have been measured or estimated in

a variety of organisms ranging from single-celled prokaryotes 1o
vertebrates.
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26.8 A Large Proportion of DNA Is Noncoding | Most of the DNA

of bacteria and yeasts encodes RNAs or proteins, but most of the
DNA of more complex organisms is noncoding. Most noncoding DNA
is probably nonfunctional.



autres
Beijing (Chineg)
MSC (USA)

Felo (Jap)

IMB (All)
GTC (USA)

Genoscope (Fr.) &

RIKEM fJap)

L'exemple le mieux connu :
Le séguencage du génome humain

Par genome center...

Sanger Institute
(A LWGE (USA)
Baylor College
LS4

Joint Genome Institute

(USA)
YWashington Universiby
(LUSA)
iWhitehead |nstitute
(USA)
Sur le plan international, les contributions des 6 pavs impliqués dans le projet sont les suivantes
Etats-Unis 60,8 %o
Rovaume-TUni 28.9 %
Japon 4.9 %%
Par pays ... 2%
France 2.8%
Allemagne 1.5 %
Chine 0.7 %
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Figure 2. An overview of how ESTz are generated.




Example: EST contig

ATG STOP

5'UTR 3'UTR
. orRF | AAAN

g ESTs

Contig

(consensus)

Donc de plusieurs ESTs = 1 contig



Example: nonoverlapping ESTs

ATG STOP

5/UTR 3'UTR
. orRF 0| AAAN

>

> ESTs

> » |2 Contigs

Mais aussi ... plusieurs ESTs - ... plusieurs contigs



De la sequence de I'Est a son annotation

et a la base de donnees
Functional categories: example

01 Metabolism
01.01 Amino acid metabolism

01.02 Nitrogen and sulfur metat Unelussified Metaholism

0% | Y%

01.03 Nucleotide metabolism
01.04 Phosphate metabolism e

“ell defense
01.05 Carbohydrate metabolism ¥

Net yet elear-cut
=
3% Hnergy
4

Cell growth

.. . Elicitors 26
01.06 Lipid and sterol metabolis 4% sk
. . . . 3%
01.07 Biosynthesis of vitamins, « sy wansiuction
4%

and prosthetic groug

Cellular organization

5%

Intracellular trafic

3N

- R, Protein synthesis
Fransport facilitators 27,

A%

Protcin destination
12%



Le séguencage des géenomes

Major differences between prokaryote and eukaryote genome

by introns

Genome Chromosome | Centromere| Telemere | Organization | Repetitive
size Sequence
Prokaryotes Small Single No No High gene Non or
circular, density very low
few linear &lack
introns
Eukaryotes Large Linear yes yes Low gene High
density &
disrupted




* Le développement de vecteurs pour le
séquencage des génomes

~1 kb insert ~2-10 kb insert
17 NZ  Spé s I, 6
- Willer -,\P Phage origin/ ,/__- T -L\SP

mes mecs

Amp-
resistance

packaging

High copy number High copy number
plasmid vector plasmid vector

(C) (D)

resistance

/ :
cosN/LoxP sites for Single copy Single copy
recombination F plasmid F plasmid



YAC : de 250kb a 2900 kb !

Propagation possible d’ADN exogene dans
la levure sous forme d’'un
chromosome artificiel

—>faible efficacite de transfo, pb de
recombinaison, clonage de grands

fragments
/ Genes SéIECtion \
( TEL TRP!? ARS @ Inserted foreign DNA T?RAH TEL -)
/ Réplication Région pour /
Telomeres - autonome clonage

protection extrémités des chromosomes



Genome Sequencing by 15t Physical Mapping (Clone a clone)

Extraction A DN, digestion, clonage dans vecteur adapté, assemblage des clones

TRV X0, I ———
S c— A e ————
I s a1 I
Physicalmap
lPick clones for sequencing.
. — | Minimal

[ e ) T — lftiling

[ ——— i et path

Sequenced-clone contigs
iSequence each clone,

Sequenced clone B

Sequenced clone A B S S S S S S S

lMerge data.

- Merged sequence contig

bizsim m=— == STETTTE—— RSO0 —“)- 1 BT R oS

‘Order and orient with cDNA and paired-end reads.

_~ Contig scaffold




Genome Sequencing by “Shotgun” Method

Extraction ADN, digestion en fragment de 1 a 10 kb,
sequencage (6-8 fois genome), assemblage

|
|
|

"
!

|
|
Contig 1 l Contig 2 | Contig 3 [
TR S e e b e v e ] b ee———y
Paired- Paired- __
end end
reads reads

Scafiold ‘

Sequenced A Yo Yoy

Sequenced Sequencad
contig 1 GAP contig 3 GAP contig 3



Méthodes de séquencage reposent sur la technique de SANGER

- Nécessite d’isoler un clone par PCR, clonage ... avant de séquencer
Points -

- time consuming - donc cher

Points +{- mais génére des fragments de 700 a 1000 bp avec peu d’erreurs

UHTS

ULTRA-HIGH-THROUGHPUT SEQUENCING



Avant
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Cycle 1 Cycle 2

©
0% W ©
) ©
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Figure 1 Work flow of conventional versus second-generation sequencing. (a) With high-throughput




doi:10.1038/nature10242

An integrated semiconductor device
enabling non-optical genome sequencing

Jonathan M. Rol lhl)ux, Wo! "]..HIL. Hinz', Todd M. Rearick’, Jonatha |n Schultz!, \\1llnm Mileski', \lkl [)1\0 John H. [\ amon’,
Kim Johnson', Ma |r] 1. Milgrew!, Ma |llhg\\ Edwards', Jeremy Hoon', Jm F. Simons', David Marran', len W. Myers'
John F. Davidson', \nka Bra mum, Julm R. Nobile!, liun ard P. Puc’, Da n id L n.,lu Iravis A. Cla nrl , Martin llulxr

Jeffrey T. Branciforte', I~1u B. Stoner', Simo n E. Cawley', \llLlllLlL\ ons', Yutao Fu', \1Isll »mer’ \I arina Sedova', Xin ‘\hn
Brian Reed", Jeffr a' eierstein’, Michelle Schorn', Mohammad Al anjary’, Eileen Dima nmn Devin Dressman’,
Rachel Kasinskas', Tanya 1\01\11 Ky, J
G. Thomas Roth' & James Bustillo'

acqueline A. Fidanza', Eugeni Namsaraev', Kevin J. McKernan', Alan Williams',

DNA sequencing technology in semiconductor
able to directly perform non-optical DNA
sequencing of genomes.

Sequence data are obtained by directly sensing
the ions produced by template-directed DNA
polymerase synthesis using all-natural
nucleotides on this massively parallel
semiconductor-sensing device or ion chip.

The ion chip contains ion-sensitive, field-effect
transistor-based sensors in perfect register with
1.2 million wells,

which provide confinement and allow parallel,
simultaneous detection of independent
sequencing reactions.

We show the performance of the system by
sequencing three bacterial genomes, its
robustness and scalability

by producing ion chips with up to 10 times as
many sensors and sequencing a human
genome.

Nature 2011, 475, 348-352
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Figure 51 Process overview

-

a, Overview of ion sequencing work flow. b, Prepare genomic library, DINA is fragmented,
sized, and forward and reverse adapters ligated. ¢, Amplify Template on bead, adapter-ligated
libraries are clonally amplified onto beads. A magnetic bead-based enrichment process selects
template-carrying beads. d, Sequence on ion chip, sequencing primers and DNA polymerase are
bound to the template-carrying beads, beads are pipetted into the chip’s loading port. The chip is
mnstalled in the sequencing instruoment; all four nucleotides cyclically flowed in an automated 2-
howr run. Signal processing, software converts the raw data into measurements of incorporation
in each well for each specessive nucleotide flow. After bases are called. each read is passed
through a filter to exclude low-accuracy reads and per-base quality values are predicted.



lon Torrent semiconductor sequencing

Méthode basée sur la detection des ions Hydrogenes qui sont relargués
pendant la polymerization de 'ADN

- Détection par un systeme “lon sensors” qui se traduit par la mesure d’un
signal electronique




Nanopore DNA sequencing

Méthode basée sur I'émisssion d’un signal electrique qui est généré lorque 'AND passe au travers d’'un
nanopore.

Le changement depend de la forme, de la taille de 'ADN

Méthode qui ne nécessite pas de nucleotides modifies

Enregistrement signal _ _
Enregistrement signal

anopore Technologies

N

Systeme MINION,

Un séquenceur

Enregistrement signal pendant de poche

séquencage




Emergence de DNA sequencing sensors (séquenceur de poche)

Downloaded from genome.cship.org on October 14, 2015 - Published by Cold Spring Harbar Laboratory Press

Minion technology Perspective

Biological data sciences in genome research

Michael C. Schatz
Simons Center for Quantitative Biology, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New York 11724, USA

Downloaded from genome.cship.org on October 14, 2015 - Published by Cold Spring Harbor Laboratory Press

&

Perspective

A vision for ubiquitous sequencing

Yaniv Erlich'?
iDepartmem of Computer Science, Columbia University, New York, New York 10027, USA; ?New York Genome Center,

MinION MKI: portable, real-time biological analyses New York, New York 10013, USA

—> Détection pathogenes chez passagers dans les aéroports
(ie Ebola virus), contréle identité, Qualité et sécurité alimentaire...)



Single molecule real time sequencing (SMRT) — PacBIO

Séquencage en // de nombreux fragments uniques

Une ADN polymerase est fixée au fond du puit avec 1 molecule d’ADN,
Nucléotides couples a un fluorochrome different ce qui permet detection
du nucleotide incorporé et de la sequence

1.1 kilobases séquence en moyenne
Développement > vers 2.5 to 2.9 kilobases et plus (5-20 kilobases)

SMRT™ Cell




Le séquencage du Génome de Watson , n’est pas le 1er génome humain

séguencé (C. Venter en 2007) mais ...

nature Vol 452[17 April 2008|d0i:10.1038/nature06884

LETTERS

The complete genome of an individual by massively

parallel DNA sequencing

David A. Wheeler'*, Maithreyan Srinivasan’*, Michael Egholm®*, Yufeng Shen'*, Lei Chen', Amy McGuire®,
Wen He?, Yi-Ju Chen’, Vinod Makhijani’, G. Thomas Roth”, Xavier Gomes’, Karrie Tartaro’t, Faheem Niazi’,
Cynthia L. Turcotte®, Gerard P. Irzyk®, James R. Lupski®>®, Craig Chinault?, Xing-zhi Song', Yue Liu', Ye Yuan',
Lynne Nazareth', Xiang Qin', Donna M. Muzny', Marcel Margulies’, George M. Weinstock'*, Richard A. Gibbs'*

& Jonathan M. Rothberg”t

Strategie UHTS

QUICKER, SMALLER, CHEAPER

mETE S - - S S S S . -

J. Craig Venter

%

James
Watson's
genome

: seguenced at
Nature high speed

16 April 2008

James Dewey Watson

Biochemiker

*26. April 1928 in Chicago, USA

Genome sequenced (publication year) HGP (2003) Venter (2007) Watson (2008)
Time taken (start to finish) 13 years 4 years 4.5 months
Number of scientists listed as authors >2.800 31 27

Cost of sequencing (start to finish) $2.7 billion $100 million < $1.5 million
Coverage 8-10 x 7.5 % 74 x
Number of institutes involved 16 5 2
Number of countries involved 6 3 1

Human Genome Project

©2008 Nature Publishing Group



L°'ADN non-codant:
Le coté obscur des génomes

autantacagtagatacagtagatagatgtatagtttaggctgagctga
ggcgcgtagatagtcgctgaaggctgagattcgcgttaaatgagatagg

TR ggcgcgctgagaggggcaggatcggcchercherggggcatgacgtagt

I EaspoROm gacaggacatagcagtaagcatagacagtaaaagccggtagcggataga

DNA transposons - e SINEs
&mhwwmﬁ , 5.3% e gaagaacataagagcagaatuneaaaggataagagaagtatgatagata
repeats 2 gap ST % R
Segmental [1— $ﬁ“ tgaatagagaacacagatataagagcagagataagacgaatagaitaga
duplostions NI = gagacattatgaaccaagatagacaagatguilletatagacagataga
Miscellaneous (S0 x%“”zﬁiiﬂ ' 0% LINEs gatagaacagtagatagacaggatagacagaatagacagatagaacgta

heterochromatin |

catataagacagatagaacagatagacaagtagaacagagtatatagag
tatatatagacagatagaatatagatagataaggatttttttttttttt
aagacataagatgatagaatagatagtagatagdansgatagataagga
Pl s tatagatagatagagagaatataatataatatagagatatatattaggg
genes gagatataagagtagaaggaatagagaatagagagagaatataaatttt
unegagatacagatagatagaacagatagaacagagatagaacagagat
gataagatagaatatgataagatcbotteagaatagaatagataagata
Wmﬂmgmﬁﬁﬁﬁgﬁxrnggxz gataagatagataagatagatagatttttagagataagaagagagatag
tatagatagatagaacagataagacagatagaacagatagaagtaagat
aatataataagagdaagatagagacagatagaaeagatatagacagata
gagatagatagaatgcaagtaagacagatagaacagfeingatagaata

Miscellaneous
unigue sequences

Introns

+1 (5"‘UTR) (3"UTR)

Intron
exon



Genomic : :
Transcriptomic

\

Arabidopsis

genome sequenced

Metabolomic 454, lllumina

cDNA analysis Genome-wide
of monoterpene “~expression analyse /
synthesis 100s of Resequencing
First bacterial metabolites Sﬁ;{’me' svetems 12 EDtArabidGPSiS
g:ngg:%séd measured indexed agproache genotypes
9 Rice  mutants correlation
First large-scale genome analyses
EST projectin seque nced
Arabidopsis

s-sllllslll--s)

Proliferation of Plant Biochemical Genetics (especially in model organisms)

EST-mediated approaches }

Protein family-based analysis

Coexpression approaches

Contextual genomics approaches

Fig. 1. Time line of genomics-enabled plant biochemistry. Selected major advances to date are indicated
above and below the time line. Some approaches and tools likely to further understanding of plant
biochemistry during the coming decade are indicated to the right of the time line.

SCIENCE VOL 320 25 APRIL 2008

zNcemad.ora

200+ bacterial
gdnomes

250+ cyanobacterial
genomes

100+ photosynthetic
eukaryote genomes

Cell-specific plant
metabolism

Deep EST analysis of
nonmodel plants

Metabolome-scale
analytical chemistry

SNPs used to access
natural variation
in metabolism

Parallel biochemistry
on protein arrays

Rappel UHTS

47



Yamada et al. Science, 302, 842-846 , 2003. Empirical Analysis of Transcriptional Activity in the
Arabidopsis Genome

Arabidospsis : 26828 genes prédits dont 25540 prédits comme génes codants
3 classes
AE ANE NAE
Annotated Annotated Non
expressed nor;l 0 Annotated
70 % (ESTs) Expressed 30% expressed ?

—>intérét des collections d’EST et de cDNA pleine taille (full lenght)

Annotation Gene 3 ou Gene 2 ou
Gene 2 ou Exon 3 genel ou
ADN Gene 1/Exon 1 I_Exgn_z_gﬂnﬂ_?_l l_exan_z_gene_z_?_l
g 4' ! 1 I 1 I
ARNM 1
(avant 5 W M
Epissage) — — —— — —
3

Puces a oligonucléotides

Solution ? High density oligo arrays qui couvre 94 % génome Arabidopsis

Soit 12 arrays avec 834 000 oligos de 25 mers / arrays &
Hybridation avec 4 populations d’ARNm "“"251%22251 X
D 1. Chr.2: Centromeric region
3.1 Mb 3.2 Mb 3.4 Mb
I s T T L4 T T T iy T T
« . a4 1 X 1 s 'l T | ¥

d : - Yy N
T T = ““"W%’M

Detection d’activité transcriptionnelle dans région centromérique (40 génes) et dans régions intergéniques (2000)

Bilan : 5817 nouvelles unités de transcription soit 30 % de plus que prédit par annotation
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Puces a ADN :
- des cDNAs a la puce ?

- Quels supports ?

Filtres haute densité Lames de verre (microarrays)
{macroarrays)
- i . 7.
:I. . e . - ,
..- .r. --o;. .. g
.. l.':. - . ., ..l ".:.: B :- ‘.
SRR i R <
g Tl e aigmziett
. : 5
. 5 ; B o ias
o .- . s .
Détail :
R
Taille : 12cm x 8cm Taille : 5,4cm x 0,9cm Taille :
¢ 2400 clones par membrane ¢ 10000 clones par lame
¢ marquage radioactif ¢ marquage fluorescent
¢ 1 condition expérimentale par ¢ 2 conditions expérimentales
membrane par lame

PCR amplification

robotic

Puces a oligonucléotides

1,28cm x 1,28cm

oligonucléotides par

¢ marquage fluorescent
¢ 1 condition
expérimentale par

test reference

f\__,r\"'t
e

reverse
transcription

DNA clones

label with
fluor dyes

Sk BTk

purification

hybridize target
to microarray



12.7 cm




Puces a ADN : Principe

Fabrication des puces a ADN

Lames de verre
recouvertes de polylysine

+
6116 ORFs de levure
amplifiées par PCR

l

T l
TR

EETEREE R
‘RSN

Spotting (dépot)

wesnls
s ssLan
s LR R r
R R LY

Obtention des résultats

Lecture (scanner)

y :
\:é/

wenstno
\‘--.,IC L L SR Q‘-\
"\.., dases )
AU N R

l

l

Analyses des résultats

Stéphane Le Crom EXE 2003



Puces a ADN: du reésultat a la signification biologique ?

Quels sont les genes dont ’expression est
réprimée ? Induite ? Invariable ?

Vert : Spé B =
Jaune . Commun e Génes dont ’expression n’est pas
Qo significative
28 ratio Cy3/CyS >05et <2
U 4
g flae
S [ |
‘ol Génes :
Haol réprimeés
: wal @ ©
¥ i e—
e O . © : |
hnc|:§:g; : (‘i'y:3
Quels sont les genes dont le profil  mpreimen s
[
d’expression est identique ? I
[ =10l x| =
23 29 10 "
ul
=]
by Le
= clustering
d’expression
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.
s
s
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MRNA

E—— E— —— ]
RNA fragments l cDNA
e e— E— ST lbrary

with adaptors

|

ATCACAGTGGGACTCCATAAATTTTTCT
CGAAGGACCAGCAGAAACGAGAGEYNNNN
GGACAGAGTCCCCAGCGGGCTGAAGGGG
ATGAAACATTAAAGTCAAACAATATGAA

|

Short sequence reads

ORF ¢
Coding sequence =
ooolll =S a
5t Exsiiliieads g AAARAARAA
-4 ic res _y .. .AAAAAAAAA
... . - oL —
unction reads T E TR
—_ e e 0 = poly(A) end reads
e =S — S— F—
— — — — Mapped sequence reads



ChlIP on chip |

Chromatin ImmunoPrecipitation on Chip I

|
utilisées pour repéerer des sites de fixation de facteurs de transcription

ChIP and sequencing high throughput

localiser ces sites et d'étudier les séquences d'ADN correspondantes

|

I
1.Liaison covalente in vivo des protéines a I'ADN
2.Extraction de 'ADN
3.Découpage de I'ADN par sonication
4.Sélection des fragments grace a un anticorps
5.Précipitation des complexes ADN-protéine-
anticorps,
6. Séparation du complexe ADN-protéine pour
garder ADN (proteinase K)
7. On obtient une collection de fragments d'ADN qui
interagissent avec une protéine d'intérét .

combinaison de la technique de Chromatin
Immunoprécipitation avec la méthode
des puces a ADN.

8.0n utilise une puce a ADN 8.0n sequence (illumina)...
pour identifier les fragments pour identifier les fragments


http://fr.wikipedia.org/wiki/Biopuce
http://fr.wikipedia.org/wiki/Transcription_%28biologie%29

Nécessite de valider données haut deébit :
RTq-PCR, Northern, lignées promoteur::géne rapporteur...

Etude d’expression des génes : s
La qPCR La PCR en temps réel

- fluorochrome, excitation 470 nm, émission 530 nm

- s’intercale dans ADN db en cours de synthése mesure a la fin de I'étape
d’élongation de chaque cycle : fluo proportionnelle a quantité d’ADN db formé

«— phase stat : limitation (primers)

‘I nbre de cycles

Ct : Crossing Threshold / point : moment ou la fluo passe au dessus du seuil (BDF)



Validation données Micro-arrays

>QPCR Systeme microfluidique
=> Fluidigm Technology

SN

(jusqu’a 96)

(jusqu’a 96)

= 0
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La spectrométrie de masse ...

(a)
5 |
=2
> e
= U
= IEF T i
8 12 14 16
g Time
Peptides -Separate peptides
(b) , :
- Pwmnesem——— - rTrr——— -t
i | : ‘
—_— : T
= Fragmentation -———— >
—_— >
_ == | — l, l l l =
— = 200 400 6008001000 1200
03 = miz
L8 2 :.!2 Tandem MS spectrum
Callision cell
{c)

Computer sequence
database searching

l

200 400 600 80D 1000 1200 Peptide identification 200 400 600 800 1000 1200
miz Protein identification miz
Thearetical Acquired

Protecmics — A Trends Gulde



Methode Marquage Isotope-Coded Affinity Tag (ICAT)
“standard” differentiel
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Des approches a haut débit pour la recherche de partenaires protéiques ?

Clones an agar plotes | cDMNA library in 384 well
microtitre plates

cDNA iibrary

. .
consiruction

FPicking rebot

N e

Hign-throughput PCOR 4

Snatting robot
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Ex: utilisation de protein chips pour la recherche de substrat d’'une kinase

Analysis using protein chips

Silicone elastomer

a
-—-——»%—b

etched mold pour PDMS on surface microwells

“ — | [k
.s:!o e

o
i
EL R
r o ' h A
. mem— £z
kinase assay substrate attached activated by GPTS
MPS1
o *
280 —1
=) . - a O b — 28 MM ——p
-1 L] -~
7 .. - -
50 — . - . - 1
i < =
- E ~ 1.4 mm
288 . . ©
. Y T >

*Very good signal to noise ratio (10x better than microtiter plate)

esmall amount of material needed (1/20th of what is needed for a 384-well plate

eassays are extremely sensitive (even proteins not detectable on immunblot can be assayed)
sinexpensive

*widely applicable

Nat Genet. 2000 Nov:26(3):283-9.

Analysis of yeast protein kinases using protein chips.

Zhu H, Klemic JF, Chang S. Bertone P, Casamayor A. Klemic KG, Smith D. Gerstein M, Reed MA. Snyder M.




Transcription

Library

protein >
DNA Target HIS3 f—  One-Hybrid Interaction
Library protein
’ Transcription
&
ADE2, HIS3, lacZ, MEL1 Two-Hybrid Interaction
Library protein
o -
ranscription -
Reporter —  Three-Hybrid Interaction

Figure 1. Yeast hybrid technology. Matchmaker systems use a sensitive transcriptional assay to
detect one-hybrid, two-hybrid, and three-hybrid interactions. A yeast reporter strain transformed
with both a bait and library plasmid will express the plasmids’ gene inserts as fusions to either

the GAL4 DNA-BD (DNA-binding domain) or AD {transcription-activating domain), depending

on the plasmid (see below). If a library protein interacts with a bait protein (two-hybrid) or DNA
target (one-hybrid) the host strain actively expresses the reporter gene located downstream of the
promoter. Three-hybrid interactions, or protein interactions that occur via a third protein (P), can be
detected using our pBridge Vector (Cat. No. 630404). UAS = GAL4-responsive upstream activating
sequence.




Annu. Rev. Plant Biol, 2003, 54:669-89
doi: 10.1146/annurevarplant.54.031902, 135014
Copyright © 2003 by Annual Reviews. All rights reserved

METABOLOMICS IN SYSTEMS BIoLocy

Wolfram Weckwerth

Max-Planck-Institut fiir Molekulare Pflanzenphysiologie, 14424 Poisdam, Germany;
email: weckwerth@mpimp-golm.mpg.de

Protein network @ @
Protein-protein Metabolite

Gene network

Translational

regulation T "",‘.’l!"j}:}in iz interaction
. - Protein, _ .

Protein

t Metabolite
Posttranslational @

modification of
proteins

YYYYYYYYYYYYYYYYYYYVYVYY

Development, environment, genetic disposition

Figure 1 Amplification of a metabolic network and feedback regulation in response to
developmental and environmental conditions.



Plant Molecular Biology 48: 155-171. 2002.
© 2002 Kluwer Academic Publishers. Printed in the Netherlands.

Metabolomics — the link between genotypes and phenotypes

Oliver Fiehn
Max-Planck Institute of Molecular Plant Physiology, 14424 Potsdam, Germany
(e-mail fiehn@ mpimp-golm.mpg.de)

Key words: functional genomics, mass spectrometry, metabolism, metabolite profiling

Growth under controlled conditions and
statistically sound plots*
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Data
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Current Opinion in Biotechnology

Proposed scheme for comorehensive metabolomic data acauisition.



La chemogénomique

CoLLEC 0 G RENOBLE S CIENCES
L’—“ - %5 | = criblage a haut débit de molécules naturelles
CHEMOGENOMIQUE —| ou de synthéses pour découvrir de nouvelles

. cibles thérapeutiques et de nouveaux médicaments
DES PETITES MOLECULES

POUR EXPLORER LE VIVANT

Biansiis. dimciion:de Ou de nouvelles molécules interférant avec

Eric MARECHAL

Sylvaine ROY Fonctions cellulaires ou des molécules d’intérét

Laurence LAFANECHERE

en agronomie et microbiologie (pesticides,
herbicides, etc...)

- Les chimiotheques

- les criblages de molécules et la mesure
de I'effet biologique

- Intérét en post-génomique




Les chimiotheques :

La chimiotheque nationale ... ... ... en attendant la chimiothéque européenne

http://chimiothegque-nationale.enscm.fr

Mise a jour le 8 Septembre 2010

Regroupe les collections des labos francais Composés repertoriés : 44093

Composeés en plaque : 32267
Extraits naturels : 12838

.96 puits 384 puits

12,5 cm

Fig. 1.2 - Plaques multipuits de 96 et 384 puits. (85 x 125 mm)

Substances naturelles (ex : Pierre Fabre)
Chimie combinatoire : synthéses rapide de composés a partir d’1 chassis moléculaire donné


http://chimiotheque-nationale.enscm.fr/

} Exemple 6.1 - un diagramme de cas d’utilisation d’un systéme d’information pour

__une plate-forme de criblage

Fournisseur
chimiotheque

Réceptionner une

chimiotheque

- e .v., T T —
Enregistrer les

caractéristiques -
d'une molécule )

- ’.\,
Formater une
plaque mére
)
~

Mettre a jour les

stocks de plaques -«

et de molécules )

Fournisseur
cible
biologique

Décrire un projet =
de criblage v

Caractériser des
parametres

* Générer un pro-

gramme sur le robot |

— | // decriblage
-

Opérateur
plate-forme

S

- "’Gﬁblor’ul'lfe_

~ chimiotheque
| Définir des conditions | |
expérimentales )
J
X . E
Enregistrer ‘
des signaux i
v

'r
Enregistrer I'analyse

d'un criblage

\
( N
»| Regrouper des hits
- y
~ = N
Détecter des
singularités
\

: ( Identifier des

molécules bio-actives
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Omics instances Resources

Integrated database [ TAIR!
) FOX line®, Ac/Ds tag line *, T-DNA tag line®,
Mutant lines TILLING®
Natural variations NASC®¢, ABRC’
Metabolic map PMN AraCyc®, Reactome’
Metabolome profiles PRIMe '°, Golm Metabolome Database '
Hormonome profil RiceFOX DB?
Proteome / modificome profiles RIPP-DB'?, PPDB "%, PhosPhAt ™
Subcellular localization PODB2", SUBAII '* NASC proteome database "’
TAIR', AtPID'®, Plant Interactome Database'”
Full-length cDNA clones, ESTs RAFL clones *°, RARGE *'
Expression profiles AtGenExpress *2, Genevestigator =
Non-coding RNA profiles Arabidopsis MPSS **
Co-expression network ATTEDII®
Genome sequence, gene annotation TAIR '
Re-sequencing Arabidopsis 1001 genome project *°
Focused gene l"an'uly database (eg. RARTE 7. AGRIS 2. DATF?
Transcription factor)
DNA methylome SIGnAL *
Chromatin epigenome EPIC web site *!

Fig. 1 An updated omic space with emerging omics layers: epigenome, interactome and hormonome added to each of the closely related layers
with illustrative resources for Arabidopsis available on the web. 'http://www.arabidopsis.org/, *http://ricefox.psc.riken jp/, *http:/ /rarge.gsc.riken

K. Mochida and K. Shinozaki
Plant Cell Physiol. 52(12): 2017-2038 (2011)



