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Déroulement général

La pathologie
Le projet réalisé durant le stage

Un exemple de résultat
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Jean Muller

Développement d'un logiciel
bioinformatique d'analyse de groupes de
protéomes et de génomes :

Application aux bactéries pathogénes
impliquées dans les diarrhées humaines
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La pathologie

La diarrhée compte parmi les causes de mortalité les
plus importantes chez les enfants de moins de 5 ans

D'origine bactérienne, elle est liée au pouvoir
pathogene des bactéries, sous la forme de toxines
ou d'autres protéines

La détermination de ses causes constitue un enjeu
trés important
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l;lwlﬁ HA% Sur quels génomes ?

DiaBac

Approche génomique Sho oin

Bactéries responsables de la diarrhée chez I'homme
Les génomes de plus de 70 organismes différents

ont été completement séquencés (~50 bactéries) 9 bactéries dont le génome est complétement séquencé
ADN : le génome (~4 millions de bases pour bﬂC“'él"iE) Organisme Souche Abréviation
protéines : le protéome (~4000 protéines) Campylobacter jejuni | NCTC1116 CIET
Escherichia coli K12- M61655 EcOL
Biologie et traitements informatiques a haut débit Escherichia coli 0157:H7 ECOH
(automatisation, banques de données) Helicobacter pylori 26695 HPYL
Helicobacter pylori J99 HPYJ
Staphylococcus aureus N315 SAUR
Etudes comparatives des protéomes des SalmanellafetiErey et T
bactéries pathogénes Salmonella typhimurium NCTC 1116 STYM
Vibrio cholerae Biotype El Tor VCHO
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4 . 4 .
Génomes et Diarrhée Homologie

Deux protéines sont dites homologues lorsque au moins
Caractériser les protéines responsables ! 20% de leurs séquences sont identiques

p L 4 p Ceci est généralement lié a leur évolution a partir
Protéines spécifiques aux bactéries pathogénes ? d'un ancétre commun

f A i L'homologie révéle souvent des fonctions proches
Profil de présence/absence des protéines : P

homologues aux protéines de DiaBac dans les
autres aSCERES Outil de prédilection de recherche dans les banques
de données (logiciels Blast)
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Les étapes de l'étude

= Création et mise & jour des bases de données GScope
Création de la base

Vérification de la base

= Validation des protéomes
Détection de protéines non prédites ou mal prédites

— Profil de Présence/Absence des homologues des
protéines DiaBac
Création de famille, Bilan X-HDA, Clustering
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Le Board de Gscope

3 cadres de
lecture du
1er brin
d'ADN

3 cadres de
lecture du
2md brin
d'ADN
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6GScope

= Outil d'analyse et de visualisation de génomes et de
protéomes

Détermination des séquences

Recherche d'homologues dans les banques
nucléiques et protéiques

Alignements multiples

Génomique comparative

—— 40000 lignes de Tcl/Tk, 2000 procédures
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' Base de données G6Scope

Une base Gscope pour un génome c'est, en automatique :

Plus de 10000 fichiers crées
Plus de 500 Mo de données

—

— 3 jours de calculs

Soutenance de stage Le stage Jean Muller
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Les 9 génomes

——>  Création ou réactualisation des bases de données
Gscope

plus de 30000 protéines

= En automatique, mais ...
—  « Inventory Check »
Test des étapes de la construction de la
base GScope
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Validation des protéomes DiaBac

— Les protéomes sont prédits par des
programmes hon infaillibles

——>  Protéines "ratées" ou limites incorrectes
= Augmenter la qualité des protéomes et

disposer d'un matériel initial « propre »
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On a ainsi du, pour HpyJ par exemple,
créer 4 protéines et en modifier 64
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Profil de Présence/Absence

Présent dans I'ensemble des organismes

N\

58 organismes
dont le génome
est complet

Organisme complet
Présent chez certains organismes dont
quelques DiaBacs
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X-HDA

L'intégration des 9 génomes de DiaBac permet
d'établir des familles de protéines

Recherches pour chaque protéine de la famille
dans les protéomes et génomes

(BlastP et tBlastN)
Amélioration de la détection des familles de
protéines homologues

Soutenance de stage Le stage Jean Muller
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= Organisme complet DiaBac

HDA

Pour une seule protéine appartenant a un organisme

Recherche dans les autres protéomes
BlastP

Recherche dans les autres génomes
tBlastN

Détection « plus ou moins valide » des
homologues de cette protéine

—
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Création des Familles

A partir d'une protéine de référence

Recherche des homologues dans DiaBac

Recherche des homologues des homologues
dans Diabac

Soutenance de stage Le stage Jean Muller
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I Liste des familles
Principe de la création des familles de protéines homologues dans DiaBac s a
Glimgiia
BlastP de BlastP de BlastP de BlastP de
ACycn, ACsens ACsqy
Liste des
AC AC Organismes.
Vcho Saur Complets
AC yicop AC cic (58)
AC Sent. AC Sent
Les organismes sont
AC Hpyl AC Stym coloriés par classe,
pour les
AC g AC gaup organismes DiaBacs
( ).
AC wjan AC Lnon Vert pour les
Bactéries
AC sar (Aquifex aeolicus),
etc. (-4
AC yeno AC senss AC yipts AC saure AC ot 1 AC gy AC ey AC = e =
Veho, 7 Sente S8 bR Heal Ecole s Clel Encadré en jaune, le bilan particulier de la famille VCHO10807
pour Vibrio Cholerae. Elle est présente dans tous les Blasts de la
fanille, elle est donc coloriée en vert.
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Elément actif :
Mousel positionne sur le board
LI u Mouse2 Membres de la famille
UNRERETE [ LUl Tt Lo [ Mouse3 Cluster de la famille

r sur I'une des valeurs du bilan

Code couleur des différentes catégories ]
du X-HDA DiaBu:s{

En fonction du pourcentage de présence dans le
—>  protéome (BlastP) et dans le génome (tBlastN)
pour chacune des familles et pour chacun des
organismes complets

ine
[ | Présent dans 100% des 1BlastNs (dans le génome) et des BlastPs (dans le protéome) V::io;oaldz ratée
& chez Pseudomonas.
[ | Absent dans 100% des tBlastNs (dans le génome) et des BlastPs (dans le protéome) Elément actif : S aeruginosa
é Shift+Mousel,2 pour Sasseesia
| | Présent dans >50% des tBlastNs et >50% des BlastPs trier sur lune des
Présent dans <50% des 1BlastNs et <50% des BlastPs volars Ceble
Au moins présent dans un 1BlastN et toujours absent dans BlastP (=protéine non créée) I—
= e e B
t
Fonctionnalités disponibl les boutons (sauvegarde,
Soutenance de stage Le stage Jean Muller i pr orgasemest nmrirer 55 iffrentes vlczet)
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Classification automatique

—>  Quantité de données importante
3800 familles et 58 génomes

—. Nécessité de regrouper pour mieux analyser
les profils de Présence/Absence

Utilisation du logiciel DPC (Density of Point

Clustering) sur une des valeurs du bilan X-HDA

Soutenance de stage Le stage Jean Muller
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Exemples

—, Les 3800 familles se répartissent en 167 clusters
de 5 d 819 membres (les 819 spécifiques a Vcho)

—  Cluster intéressant
Présence de protéines dilots pathogénes

Soutenance de stage Exemple Jean Muller

ul
i | St BlastP de Vcho20023

Prrr— Hocwe)
i
ueey= NCHO20021 2989210 2950247 B VEADO21 hypothetissl protain
M6 letters)
Databsss: Gwissprot + STTEMEL +
OR300 semences; 45,990,450 total lettas
sarching
Beare
Bequencen producing slgnificant alignmenta: (hits) I~
FFTIQIRNE] QUkned MYFOTHETICAL FROTEIN VCRODZI. 12/2001 659 0,
3704303 QExlpd SERINE PACEMAE VANT. 12/2001 &
EFTIGIALL QUIadd VANTE. 11/2001 [
BUAMLISHT Aal1ISLT CUTATIVE, [HNER NENGRANE FROTRI. 13/2001 5
EPTIQSKRLT QokhlT FACENASE. 12/: a
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Alignement multiple

—
CHORSIES. umastp ek st VERORIEES

oo -BAALFA TGUFILEPGT LYELGMPSHE AUTMIPEQE MUFICALALL TLVENTLOTR
Eo) -

£ VLV T
FOUTDYT RNGIPEABLY FVLGGY1SD. SSURTRKENE 1

C'LITHALET FOTELKIWE. .

LIIALST NGLELKRWE.

MLVGRID BNBLVE. ... o.oeeeoes
MLWORID FIRLVE. |

Bl s iene | SRR | R S
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Dans le cadre de la collaboration avec I'équipe de
génomique structurale basée en Inde, caractériser
d'autres protéines cibles pour la détermination de
leur structure 3D

Perspectives

LCLVCSDEASGCHYGVLTCGSCKVFFKRAVEGQ
HNYLCAGRNDCIIDKIRRKNCPACRYRKCLQAG
MNLEAR

Parfaire I'étude détaillée des bilans X-HDA et des
clusters disponibles

Poursuivre le développement logiciel

Soutenance de stage Jean Muller
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Exemples

Cluster intéressant
Présence de protéines dilots pathogénes

Analyse VCHO20023 (hypothetical)
Homologue aux Racémases (modifications de la membrane bactérienne)

L'étude de I'alignement multiple montre qu'elle n'est constituée que de la
partie transmembranaire

Il existe 2 formes de racémases : en 2 parties (interaction) et en 1
partie (fusionnelle). Les bactéries pathogénes semblent posséder les 2
alors que les autres seulement la fusionnelle.

= LaRacémase est-elle impliquée dans la pathogénicité ?
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Bilan de stage

Découverte des problématiques et des outils
bioinformatiques

Programmation et intégration dans une plate-
forme existante

Application pratiques de résultats biologiques
— 50% informatique = 50% biologie

Soutenance de stage Jean Muller
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