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RESUME

, 6O00EI EOAQGET T AAOG AOPT AAO 11T AT1TAO Al OAEAT
verrous, tels que leur distribution géographique et legprésentativitévis a vigle la diversité des
especes danges milieux aquatiquesLes connaissances liées aux organismes modifesent
1 6AO00ADI I AOE ek réegoisesiouk lesbrganigniesalds milielix. L&s avancées des
nouvelles technologis de séquencage et de spectrométrie de masse (MS) permeftentii OAT A OA
1 8 A AN O Edoribée& hdléculaides aux organismes de pertinence environnementale, comme

Al b EEmnadudbssarum

Qu

I
, 81 A Helcatt® héBeconsiste ath i OAT | DD AT ATebiokidridifuesi sdnga
priori et multiomique pour exploiter les données omiquesle plus en plugdisponibles chez les
AOPpT AAOG T11T 1TTATTAO AO AT hotatodionctibroelld dpartir iddgsi E O A (
bases de données existantes.
Premierement,OT A AT Al UOA AA Oi OAAOD AA Al AGPDOAOOEI
7' #. ! h AATlidéntifiedles Ac@ds nofculairdse. protéines) régulant la physiologige
la reproductionet la réponsedes testiculesaux contaminants. Pour ceci, deux jeux de données
précédemment publiésnt été étudiésLe premier a combinkes profils protéomiges des gonades
males et femelles a diffénts stades de maturation et ceux desnbryons au cours &l leur
développement. Le second OT OAT AEO A8 étlidA et &x&xicdnipdsd teCdbnnées
protéomiques issues de testicules de gammares exposés a trotaroamants: le pyriproxyfene
(Pyr), le cadmium(Cd) et le méthoxyfénozide(Met). Cestravaux T T O DAOI EO ABJEAA
modules de protéines coexprimées gpécifiques deslifferents stades de déveppement et de
reproduction, et dd 8 A @db bukdiiféents contaminants, AO AT Al UOA O ded&d 1 OEA
modulesont révdé de nouvelles hypotheses pour comprendre les processus biologisoes

jacents Notamment, u i TAOT A 1 Ei O 1T 6A1T AOUT CAT 1 OA A



moléculaires commei 8D E O O A C Aet alcdnfirin@a!digersité deprotéinesde la familleLarge

Lipid TransportProteins impliquées dans la vitellogenésénerégulation fine entre la production

en évidence, 8 AT OEABRR@OAITANG AO 1 Ei O U 1 GAdemilicodssOET 1
protéines: (i)impliquée®O AAT O 181 OCAT EOAQETT A0 MAydif@NOAl A
lien avec le Cd(ii) associésauPyret en lien aveta réponse au stress du réticulum endoplasmique

et (iii) associéesau Met maisrestreintes aux amphipodes dont les fonctions ne sont pas encore
annotées. Ce travalA DAOI EO AGEAAT OEEAZEAO AAO DOl Oi ET /

précédemmentDOET EOQOi A T 8AOAEO PAO PAOI EO AA 01 Oi 1 A0«

Deuxiemement une stratégie multiomique a été édeloppée pourdécrire les voies

AT T 1T

Qu

métaboliques impliquéesiansle métabolisme lipidiquechez G. fossarumLd O O E | A
génomique (CycADS)ui permet de reconstruire des voies métaboliquasgté adapté pour
exploiter les donnéesranscriptomiquesdisponibles chez lenédle et la femelle, en réduisant la
redondance des isoformes des transcrita reconstructiondes voies métaboliquea permis
ABGEAAT OEEAZEAO b1 00 A A métaolisdé lpilique MLppdr e Mndle & A AT
femelles , AO AiITTiAO AA -3 110 PAOIEO AA OAI EAAO |
les réactions constituant les voies identifiees dans les diffés organes.

#A OOAOAEI AA OET OA Ai1 OOEOOA OT A AAOGA Oi
A6T OCATEOIAG T11T 1TTAT1T A0 AATalpriobhdu ultoraiqué QésC E A
résultats ontmis en évidence des protéines potentiellement impliquées dans les processus
biologiques liesaux stades de développement, arlgproductionet au MLchezG. fossarumainsi
que dans la toxicité testiculairgt AO OiF OO1 OAOO O1 01 ECT Aplidtioi CAT A
A6APDPOI AEAO T T ENOGAO AO TEOAAO AAO 1T OCATAO DI (

Ai1 OAI ET AT OO AT &I 1TAOEIT AA 16871 OGCAT A AEAI As






ABSTRACT

The use of model species in environmental science is confronted with several scientific
limitations, such as their geographical distribution and their representativeness of the diversity of
species in aquatic environments. Indeed, the knowledge related to model organisms does not allow
the extrapolationandthe prediction ofthe response(s) of orgasms present in the environment.
Advances in new sequencing and mass spectrometry (MS) technologies thkoextensionof
large-scale molecular datacquisiton to organisms of environmental relevance, such as the

amphipodGammarus fossarum

The overall objective of this thesis tie develop unbiased and multiomicsbioinformatics
approachesto exploit the increasingly available omics data in normodel species ad to

overcome the limitations of functional annotation from existing databases

First, a coexpression network analysis was performed using the WGCNA method, with the aim
of identifying the molecular actors.€. proteins) regulating reproductive physiolognd testicular
response to contaminants. For this, two datasets were studied. The first one combined the
proteomic profiles of male and female gonads at different stages of maturation and those of
embryos during their development. The second was from avjous study that consisted of
proteomic data from gammarid testes exposed to three contaminants: pyriproxyfen (Pyr),
cadmium (Cd) and methoxyfenozide (Met). This work allowed the identification eéxpressed
protein modules specific to different develagental and reproductive stages, and to exposure to
different contaminants. Enrichment analyses of these modules supported new hypotheses for
understanding the underlying biological processes. A module related to embryogenesis showed
the importance of molealar pathways such as RNA splicing and confirmed the diversitheof
Large Lipid Transport Protein family. A fine regulation between energy production and aetin

myosin dependent events in spermatogenesis was demonstrated. The enrichment of modules



related to contaminant exposure identified proteins: (i) involved in cytoskeletal organization and
oxidative stress response, related to Cd, (ii) associated with Pyr and related to the endoplasmic
reticulum stress response, and (iii) related to Met but restddie amphipods whose functions are

not yet annotated. This work identified key proteins that were not revealed by the previously used

differential analysis.

Second, a multiomics strategy was developed to describe the metabolic pathways involved in
ML in G. fossarum The genomic annotation tool (CycARSvhich allows the reconstruction of
metabolic pathways, was adapted to exploit the available transcriptomic data in both males and
females, reducing the redundancy of transcript isoforms. Metabolic pathway reconstruction
identified over 70 pathways inwgd in ML in both males and females. The MS data validated the
detection of about 100 enzymes catalyzing the reactions constituting the identified pathways in

the different organs.

This thesis workprovides a solid foundation for the use of omics data from nemodel
organisms inwithout a priorior multiomics explorationstrategy. The results identified proteins
potentially involved in biological processes related to developmental stages, reproduction and ML
in G. fossarumaswell as testicular toxicity. These results also highlight the value of applying omics
approaches at the organ level to identify possible differences in contaminant MoA depending on

the target organ.
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Avant-propos

#A DPOI EAO AA OET OA OBAOOEAOI A U 16ET OAOEAAA

U EAOO AT TOAT O ABGET &£ Oi AGETT j1AOG 1T1ENOAO
lipidomique), la bioinformatique et les biostatistiques. Ce projet@iéitié grace a la collaboration

de trois laboratoires), 1 A 1T AAT OAOT EOA Adi AT O1 GEAT I 1T g5A Ad)
AA 18)1 OOEOOO AAO B3AEAT AAOG 11T AT UOGENOGAOG ) 3!
Technologiques pour la Détectiort k2 Diagnostic (LI2D) au CEA de Marcoule. Les travaux ont été

en partie financés par le projet ANR JCJC PIAXK (ANR-18CE340008), ke projet ANR
Proteogam ANR-14-CE210006) et le projet ANR APPROvVENR-18-CE340013. Au cours de
AAOOA OET OA OT A T1O00ATT A AiT11AAT OAGETT A i Oi
Al TAGETTTAITA AAO ET OAOAAOQEI T O O01 PEENOAOG AAId

INRAE) Bialgie Fonctionnelle, insectes et interactions (BF2i).

Les avancées des nouvelles technologies de séquencage et de spectrométrie de masse
DAOI AOGOAT &6 Adi OAT AOA 1 6AANOEOCEOGETT AAOG ATTT
écotoxicologie comme sentinellesAdd 1 A NOAI EO1 AT OEOIT 11T Al AT OAI

Gammarudossarum Avec la croissante acquisition de données omiques chez ces espéces, il est

AOGET OOAGEOE 1171 AAOOAEOA AA Ai OAT T PPAO AAO 1 OO
A A@DbIl TniedA IBs dédnDées disponibles. Ces outils permettraient dans le cadre de
161 Al OT EAT 1T CEA AGAI 11 ETOAO 1T A bDPOi AEAOQET I

communautés aquatiques en acquérant des connaissances sur les voies métaboliques impliquées
dand0 1 A0 DPOI AAOGOOO Aii © PIi OO T A 1 AET OEAT AAO
08 ET Oi Oda@ciefisation desAvoies métaboljues impliquées dans la biosynthése, le
transport et la dégradation des lipides via des approches bioinformatiquesansa priori et

multiomiques chez le crustacés. fossarum
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Avant-propos

Ce manuscrit est organisé en 4 chapitres. Le chapitre | fait un état des lieux des connaissances
sur (i) les approches omiques, (ii) les approches bioinformatiques pour la compréhension des
mécanDi AO ABAAOEIT AO AAO OIT EAO 111 AdI AEOAO Al
i EOQ 1 6 AODI1CGAlssdrumie chapitdell grédente les résultats des travaux réalisés a

DAOOEO AGO01T A AT AT UOA AA Oi OABRODOAAOCADPAPRAODAADI

AAAOA AA 1871 OOAA AAO OOAAAO AA OADPOI AGAOEIT A

N~ s s oA £ o~ N

AEAPEOOA OBAPPOEA OO0 AAOZ AOOEAD&OEsmOAiaET Oh

2019)et le deuxiéme dans Aquatic Toxicologyoenig et al., 2021)Le chapitrdll présente les

Oi 001 OAOO AA OOAOAOwD A80T A ApPOlI AEA 101 OETIE

AAOAAOT OEOAOQETT AO 11 OAAT &rtel®énkrépamatdit Belchapitheh A O

OOEIT AA 18ATO0AT AT A AAO 0Oi O

P
(@}

boi OAT OA OT A AEO
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Chapitre FOOA GartAA 1 &

1.1 Historigue et définitions

Les avancees des technologies expérimentales a haut débit et bioinformatiques ont permis le
développement de approchedlites omiquesen biologie moléculairedepuis les années 1990,
permettant | 6 A @D | desGysterads biologiques de fagon exhaustive et sapsiori(Fischer,

20058 , 8 APPAOEOEI 1T AA T A OAAETTITCEA AA Oi NOA
génération) dans les années 70, a révolutionné la biologie en permettant de déchiffrer les génomes
(Sanger et al., 197(Higurel). Lesméthodes de ®équencage de nouvelle génération » dites NGS

sont ensuite apparueslans les années 2000, tel que le séquencage par amplification en pont
(implémenté sur les séquencewde type lllumina)Heather and Chain, 201¢igurel). Ces NGS

sont plus puissantee(g.pour la méthode Illumina, udébit de 1300 Mb par rymune vitesse de 4

jours par runOT AT ] O A6 AT peEM(Nardis, @@ qus 8 $équencage Sanger et
permettent ade nombreuxi AAT OAOT EOAO A8 AAAT AAO AO Oi NOAT &
séquencage de troisieme génération ou dibrg read» ont été mise au point et permettent une

amélioration de la qualité des génomésgurel).

1953 1962 1977 1980 1987 2001 2007 2011 2017
-‘_._._._‘_._.-.-'»

Watson — Crick

Double hélice ADN Premier séqt_xenceur Big Data
Automatique
Prix Nobel de médecine Applied Biosystems
Watson — Crick — Williams Next
Generation
Prix Nobel de chimie Sequencing
Sanger, Gilbert (NGS)
Premiéres techniques Le génome humain Sg’que?ge'ige de
de séquencage est séquencé 3°me génération
Sanger, Maxam - Gilbert dit « long read »
Figureld #EOIT 1T 11T CEA Aduenta@é déd dci®ed RucléiqudsGinsPiiée(Beurnier, 2022).

Les approches omiqugsermettent des analyses global@splusieurs niveaumoléculaires :
le génome (ADN), le transcriptome (ARN), le protéome (protéines), le métabolome (métabolites

cellulaires), le lipidome (lipides). Ces notions seront détailléape@s.
17



Chapitre FOOAO AA 1 8A00

1.2 Lagénomique

LA CiTTTA AT OOAOCHTAGH CEAIS AJIQATQEINROAA AT A1 AA

de séquences codantes et non codantes. Les séquences codantes sont transcrites en ARN
messagers (ARNm) puis traduites en protéines. Les séquences non codantes peuvent ne pas étre
transcrites, ou transcrés en ARN mais non traduites par la suite (ARN ribosomique (ARNr), ARN
de transfert (ARNt)long ARN non codant et micrARNs) Figure2). UneDPAOOEA AA 1 6!
codant est composéde séquences régulatriséi.e.promoteurs, amplificateurs dits «@nhancers»)

qui jouent un role sur la transcription des géties.] 6 A@DOAOOEFidured.AO Cci 1T AOQ

L A N o~ o~ A A~ N N

, A CiTi T ENOA OOOOAOOOAT A OEOA U Ai OAOI ET A«
protéines en identifiant les séquences informativés.(@énes avec ou sans introns, les éléments
transposables, séquences régulatrices, séquences répétées, etg)r¢ 2). Dans la suite de ce
chapitre et dans ce manuscrit, nous nous intéresserprincipalementaux genes eucaryotes

codantspour des protéines.

ADN

5’—{ ".\’ilcnceri-j "cnlmuctr"j#— CAAT = TATA 4 Exon| tntron [Exon] 1ntron [ Exon }— 3
. 5

80 - 28
O

promoteurs

traduction

Région non
/ traduite
Coiffe §' 0 5' UTR ) UG Exons : séquence codante . 3 UTR AAAAAA 3

Région non
traduite
ARN STOP
E. Jaspard (2014)
Figure2d 3 O0O0OOAOOOA AAO Oi NOAT AAOG CiTiiENOBAOG d AA 18!
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Chapitre FOOAO AA 1686A

Ainsi, @ 00 DPAOI AOOOA | AORADAI®AA G A0 M@AdiactheA Ad

ABATTT OACETT AOG ciTi1Ti1 A T1T0 701 Ai OAI 1T bpbi AOS8

séquence nucléotidique en ayant 3 objectifs majdiigures) :

(i)

(ii)

(i)

Localiser les génes et les régions codantes correspondantesla génomique
structurale. A partir du code génétiquei.e.la syntaxe du génome) il est possible de
déduire les séquences des ARN et des protéines, et de prédire la structure
tridimensionnelle des protéinesJumper et al., 2021)Il est aussi éventuellement
possible de prédire efinférer les fonctions des protéines par des appreshe
phylogénie par exempléSahraeian et al., 2015maiscette approchene permet pas

AGi OAT OAO | &€, le® Addlificatibnd AedtEadscription ou encore les
modifications posttraductionnelles des protéines.

Identifier ou prédire leur fonction biologique: la génomique fonctionnelle permet

AST OOAEAO T A [ AT ET OA Ai1 6 duhdon@pdrtibigentA O |
aux différents processus biologiques et produisent un phénotype particulier. La
CiTTTENOA A TAOCETTTAITA OA AT T AAT OOA 00O«
génes dans un contexte spécifigued.stade de développement donné, pasition a

un contaminant) Les connaissances en génomique fonctionnelle tente relier le
génotype au phénotype.

Comprendre les interactions entre ces entités biologiques 16 AT 1 1T OAQET
relationnelle AT T OEOOA U OAT OAO ABGEAAT OEZEAO 1A

genes et leurs produits impliqués dans les voies métaboliguescier, 2017)
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Structurale Fonctionnelle Relationnelle

Séquences génomiques B Recherches de similarité S eemd Etapes de reconstruction|

!

1
- Protéine, ARN l - Contexte génomique, ordre des génes
- Transcription et traduction: - Génomiques comparatives entre organisme:
recherche des codons début et fin régions / génes commun
- La compositionen nucléotide fusion / fission de géne

- Ortho/FarafHomologies
- Familles génes / protéines
- La localisation cellulaire

. . - Réseaux de régulation
- Les motifs f domaines

- Intéraction protéigues
-Réseaux métaboliques

- L'usage des codons
- Les ilots génomiques

Génes [ Protéines |EE——— A55|gna't.:|(}ns s oz | Processus biologiques
protéines annotées

Expertise humaine Expertise humaine

mMeAmco—=—m

Visualisation de Annotations expertes

Données

GAALTT 11 TOOMCREH 11 60A TOIGRG00 AQG B 10 ¥
1A

T OAT AGETTTAII

Figure3d, 3AEi T A AAOG 001 EC .0
¢idr, QLD E T 1

AT AOETTTAILI /S AO 1 s(Mmé
Pouraccéd O U 1 6ET & Of AOET 1 ATlspolrfes ptoféineslA méthode A O C1
du séquencageshotgun AA 1 &!ét6 dveloppéeo 1 OO AAIT Ah 18!$. AOGO
fragments sont lg par le séquenceur en petitragments aléatoires, appelés lectures ou reads. Ces
fragments peuvent étre en lectures simples (single reads) ou en lectures couplées {gailesur
le brin sens et at©O AT O A ArigdreBi) I$es lecjures doivergnsuite étre assemblées pour

-

rerowA O 1T A Oi NOAT AA AO 1 A OO

~

OAOOOA AO cililiAs

O

O
génome de référence est disponie)T O AOOET T 1T AO | OE AOAOT Cili11i/
O

lectures pour former des séquences plus longues pour reconstituer la ségisbce EOACIT AT O A
original Figure4).

41 OOAEI EOh AOGAT O AA POT AT AAO U 1 8A00AIT Al ACA
la qualité des donnéesCela est possible grace a plusieurs outils existant | OOE]1 & AC

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastg¢Andrews, 2010permet de générer

des statistiques relatives a des criteré.(qualité des lectures, teneur globale en bases G et C,
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Chapitre FOOAO AA 1686A

contamination par les adaptateuisu encore la proportion de lectures dupliquées) pour évaluer la
NOAT EOi AAO AT T 11 ABBer gt@ll, DodOfdrmetdd® supptinmel 14sOeEtdres
ayantuneaccumu AOET T AB3AOOAOOO AO@® A@OOi i E@Gildet@i 1 i OF
20098 , 61 OOE(@artiA @OIA)BUAI® frogramme TrimmomatiqBolger et al., 2014)
OOPPOEI AT O 1 A0 1 AAOOOCADO DOi OAT OAT O AAO Oi NOAT
BWA(Li and Durbin, 2009u Kraken Z\Wood et al., 20149dentifient et suppriment les séquences
IO ARO AOOADOOO ABAOOAI Al ACAOS

Aprés avoir évalué leur qualité, les lectures doivent étre assemblées par des algorithmes
informatiques pour former dedragments contigus, appelésontigs Eigure 4). Pour que
1 8A00AI Al ACA O1T EQEIl AAOGO OI0i AROOABROADPADAEBAEA Ol
les lectures, nécessitant une couverture de séquence élev@erofondeur e lecture)(Ekblom
and Wolf, 2014)Néanmoins, certains contigs peuvent ne pas se chevaucher, laissant ainsi un gap
qui est représenté pardesN@ A O AT OOAODIT T AesW nutléotdespossivfed (AITA N O £

G ou C).

Ces contigs peuvent ensuite étre assemblés en scaffolds (parfois appelés supercontigs) qui
AT OOAOPTTAAT O U 16A1T OAIT AT A AAO AiT1 OECO 1 OEAT
longueur connue soientencdr D OT OAT OO0 AO NGOG EI N»@dnglddéddenceA b O
(Ellegren, 2014(Figure4).Ace stadel Uh 1T A Cci 1T 1T A OAOOA U 187 OAO

AAT O OA £Ai Ob-dire Mapdefol didnée)Ssdr leOcbromosomes.
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Figure4 d,
Acejou,1 A COAT AA [ AETI OEOGT ARG Ci 1 iLbwhéalOiod2d0 D OA
2018) Les scaffolds (méme assemblée nov)d sont souvent assez longs pour contenir et
permettre la découverte de génes. Le mapping des scaffsldsles chromosomes nécessite un
effort important de génotypagéRomanov et al., 2009Pour la plupart des organismes vivaoes
cartes génétigue$ 6 AGEOOAT O b Addéle ndnibre Addgéndmed @b pisfestdlifité
et ne représente que 1%es génomes dans les bases dendées(Figure5). La majorité des
assemblages de génonse trouve sous la forme de scaffolds (58%) et contigs (27%4)reb). La
plupart des analyses postssemblage et les applications.§. annotation, étude comparative,

phylogénétique) ne nécessitent pas forcémdatgénome complet, mais peuveitre menées a

Il 6AOO

Shotgun
sequencing

Genome
assembly

Annotation

=== =] = :
\ <.:_> o 20 @’ﬁj = } Single-end
oo =o = L
N = — i IV Paired-end
\g """""""""""""""""""" = = } Mate-pair
(A) (B) (©)
A A 2=
= =
IS s e Configs
. =
e S ——— =
= = .
Scaffold
-%H?—t{:l—[l— Related genome
‘ S ' i, Annotated draft
— - . ez genome

- —_— == RNA-seq data

3AEi I A OEI Pl EEEI

and Wolf, 2014)

partir de contigs ou scaffolds de bonne qualité.

22

AO OAOI AO AB®ADI NOADEAIGAKBIM A1 1 B A/



Chapite FOOAO AA 1686A

Complets
1%

Chromosome

14% _
Contigs

27%

Figure5: Statut de I'assemblage des génomes, basé sur tous les génomes eucaryotes présents (21899)
classés dans la base de données NQBIBI, 2022)(inspirée de Bradman, 2015)

$AT O 1A AAO AA Oi NOAT eACA AG!'$. AEAU AAO AC
données génomiques doivent étre assembléesmaniérede novdi.e.A A O AT Aabitre Aéhdrie
de référence comme guide)Pour ced, il existe plusieurs outils qui se différencient par leur
performance {.e.vitesse, qualité et précision de la séquence du génome, évolutilté)inam et
al., 2013; Di Genova et al., 2021; Earlet2011; Miller et al., 2010; Narzisi and Mishra, 2Q%)
plupart des logiciels sont créés pour les données longseathme le séquencage Sanger, mais
01T O AOET OOABEOE OOEI EOi O AO AAA#steidienznt@0 1 Al

Al CcTl OEQETI AO ABAOOAI Al ACAO EUAOEAAO NOE bPAOI AO

Nagarajan and Pop, 201@igure6):

() Ceux qui utilisent les algorithmes de typeowerlap-layout-consensus»
©oLags , 8A0OO0AI A1 AGO ATiI 1 AT AA DPAO EAAT (
suffisamment chevauchantes et lesrganise ensuite en un graphe. Ces

algorithmes sont souvent considérés comme trés gourmsed termes de
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temps de calcul pour les données lllumina, mais certains assembleurs
utilisent tout de méme ces algorithmes pour les données de courtes lectures,
telsque EdengHernandez et al., 20085GA(Simpson and Durbin, 2018u
encore FERMLI, 2012)

(i) Ceux qui utilisent les algorithmede type graphes de Bruijn(DBG). Ces
assembleurs divisent les lectures brutes en sobaines de caractéeres de
longueur k (kmer), et modélisent la relation entre ces setisaines en un
graphe. Ce paradigme utilisant des correspondances exactes, les gmeur
Oi NOAT e ACA PAOOGAT O Ai COAAAO IdificieNOAT E
a utiliser avec des lectures de plus en plus longues et imprécises. Les
programmes comme EuléiPevzner et al., 2001Velvet(Zerbino and Birney,

2008) AllPaths (Butler et al., 2008) ABySS(Simpson et al., 2009pu
SOAPdenovdluo et al., 201 Axilisent des DBG.

(i) Ceux quiutilisent® AAO@ OUDPAO AmBE)IE geedDou AO | .
«glouton ». Ces assembleurs font un compromis entre le meilleur
AEAOAOAEAI AT O AAO 1 AAOOOAO AO 1 B8A00A
AEEAAOOT O PAO 1 6 AO0O0A ilofalixht@©predrient fias ET OC
en compte la relation globale entre les lectuges # A DAOAAECI A 16
Oi PAT AOh 1 OAT O AiT1T1i 1T A T ATNOA ABOOE

maison retrouvd A O A GAT D1 A (Jdcdt HOEV) 6 #! + %
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A Read Layout B Overlap Graph

: GACCTACA
ACCTACAA
CCTACAAG
CTACAAGT
TACAAGTT
ACAAGTTA
CAAGTTAG
TACAAGTC
ACAAGTCC
CAAGTCCG

e s & W N M
o er ae

N<KXOWDPpP ™D DD

C de Bruijn Graph TAG

GTT

il

e

Figure6 : Différences entre un grapheverlap-layout-consensus (OLC) et un graphe de Bruijn (DBG) pour
| 3AOOAHeAbvdiCARO Ci 111 AG8 j1q Xo | AAOBOAO AA R DAEOAO AA AAO,
un overlap de plus de 5 bp, (C) un noeudn=3mer pour chaque ¥mer des éctures, une aréte = overlap dek
bases(Schatz et al., 2010)

)yl AOO AEZAZAZEAEI A AA OAOGIEO U 16A0AT AA NOAI

(60 +(ace)+(cer)»(ca) +(TaC) ach) (can) »(849) (as

la structure des données, la compasit en bass, les séquences répétées, etekblom and Wolf,

20148 #AOOAET O AOOAI Al AOGOO ZEAOT OECGAT O T A 1T ETEI
benchmark existent pour comparer les différents assembleéifsler et al., 2010; Nagarajan and

Pop, 2013a partir de jeux de données ditgeld-standards» (.e.de trés haute qualité comme des
génomes de référence complets ou presque complétsaiminen et al., 2011; Lin et al., 2011;
Salzberg et al., 2012; Zhang et al., 20ad)des @nnées simuléesBarthelson et al., 2011; Earl et

al., 2011; Haiminen et ak011: Linetal, 2018) $A 1 AT ET OA Ci1Ti OAl Ah A8
Ad1 OOEI Oh EI AOO AiT1OAEITiT AA OAOGOAO DI OOEAOD

convient le mieux aux données disponibiesblom and Wolf, 2014)
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I POT O 1 6AO0AIT Al ACA AT AT1OECOh 18i OAPA AA O
des programmes. Il existe des programmes qui permettent de faire cette étape séparément pour
plusdeco OOET A AO PT 60O Pi OOTEO | 6AAADPOA GBotlizedeA O Ci
al., 2011pu BESSTSahlin et al., 2014)es gaps peuvent étre supprimés apres le scaffolding en se
basant su les données des paires de lectures. Pour ce faire, on retrouve les logiciels VGE
al., 2010) GapCloser(Li et al., 2010)ou GapFiller(Boetzer and Pirovano, 2018) 3 E 1 81 1
disposition des données de séquencage de lectures longues, ces dernieres pernégdernent
de déduire les régions des gaps dans les scaffgtdsglish et al., 2012Par exemple, le logiel
o"*Al1 U PAOI AO AGATECI AO 1 A0 11 (Fp@d&étal 28000A0

AOT EO T AOAT O 1 6A00AI Al ACAh 168i1i@ADA C

Qu
>
>
(@)
p
—_

A
I AA AA CApObq AO OA AT ibpii OOAA8 , 61 OAI C
ET OOET 01 NOAO /pd&det dornéed dxierAds A @Wii(Biacddam et al., 2013; Ekblom
and Wolf, 2014)
- 10AT EOi AA :16A00AI Al ACA
0 Une de métriqued plus répandue est I&50, qui mesure la fragmentation de
courte apres avoir parcouru» 50% de la longueur totale du génomecgure 7).
1171 OAT AT AT Oh BPI OGO T A .Yo AOGO i1 AOi An
fragmenté, plus le génome est considéré comme bien assembtitefois, céte
métrique mesure uniquement la contiguiA 1 8 AOOAT A1 ACA AO 11
elle ne peut pas identifier la présence potentielle de biais de fusestdntigs

(Yandell and Ence, 2012)
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A) Contigs, ordonnés selon leur longueur

[

100 | 70 | e | 50 | 50 | 40 | 30 |

B) Calcul de la N50 en utilisant les contigs ordonnés

100 70 60 | 50 | 50 | 40 | 30 |

[re———— = 00™Mm

-

Y

400

Figure7: Exemple de calcul de N50 a partir de 7 contigs.N60D = 60 kbfadaptée de Videvall, 2017)

o

Letaux de couverturepeut étre utilisé pour le génome et les genes. La couverture

AO ciTiil A E£AEO Oi £ OAT AA AO bpi OOAAT OAC.
AT &£ 1AOETT AA 16AO0OEI AGETT AA 1T A OAE
couverturedu génomede 90 a 95% est congite comme bor(Yandell and Ence,

2012) La couverture des genes est le pourcentage de genes contenus dans
l'assemblge du génome. La couverture des génest souvent nettement
supérieure au pourcentage de couverture génomigoar les régions répétitives
difficiles a assembler sorgénéralementpauvres en génesyandell and Ence,

2012)

- Erreurs de séquencage

o

Lesassemblagessont généralement fragmentés et contiennent deseurstelles

gue la détection de régions avec une profewnd de couverture inhabituelle qui est

soit trop élevée (indiquantpesd OOA 1T A DPOiT OAT AA A3OT A Oi |
faible (indiquant peutd OOA O1T A ET ET OOOA ET AT CLAAOA
grand nombre de discordances entre la séquence as$éenbt les lectures de
séquencage (souvent trouvées dans les régions répétées ou les erreurs de jointure);

et un appariement incohérent de lectures coupléesagarajan and Pop, 2013)
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AOO bi OOCEAI MMTAA T DOARKDOA OB A Gelles que des OO A |
données de cartographigMyers et al., 2000; Nagarajan et al.,, 200d¢
transcriptome (Zimin et al., 2009 6 AT AT OA 1T A cCilTisl A A¢
phylogénétiquerent (Gnerre et al., 2009; Meader et al., 2010)

L'ADN d'autres organismesest sisceptible de contaminer les échantillons

génomiques a divers stadesglU 1 671 AEAT OEI 1 T1T1TACA AO £
PpOi OAT O AAT O TAO ATT1Ti A0 AA Oi NOAT e AC/
voulue g DAO 186 (T T T A NOE | Anabd @dokamindidd i AE A

peut aussi étre liée a la présence de parasites ou riic®C AT EOT AO AA |
(Ekblom and Wolf, 2014)Pour détecter ce genre de contaminatiotes outils
basésO O @ignendent locabes séquenceBLAST, Kraken 2peuwvert étre utilisés

(Wood et al., 2019Cette étape peut aussi étreréals81 Ai T 1 O AA 1 6A0

La complétude:

En complément de la mesure de la NSdnéoet al (2015 ont proposé une
mesure pour |'évaluation quantitative de I'assemblage du génoreddndance)
et de I'exhaustivittdomplétude) de lann® AOET T AT DBOAT AT O Al
du contenu des géneévianni et al., 2021Simdo et al,, 2018 )1 OB ACEO
Benchmarking Universal Singl@opy Orthologues BEUSCQ, mettant a
disposition un ensemble de génes orthologues présent en copie unique. La base de
données OrthoDB de genes orthologuesv(w.orthdoDB.con) a été utilisée pour
définir les msembles BUSCO pour 6 clades phylogénétiques majeurs. Ces génes
I OOET 1T COAOG 110 1 0i Oi1lAAGETTTi O U DA
génomes. A1 6 ET Oi OEAOO AA AAO cCcilli A0 i AEAI
orthologues présents en copie uniqugpbus de 90% ont été sélectionn€Simao
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etal., 20188 OAOIE 18A1T OAT AT A AAO CciTAO 1T O0OE
on dénombre: 3354 genes pour les vertébrd 013 pour les arthropodes, 954 pour
les métazoaires, 758 pour les champignons et 255 pour les eucaryidtesi et
al., 2021) Les clades majeurs couvrent un nombre important de pmgauEn
AT ECTATO 1AO ¢ciTAO A6OT cilTTiT A ATT1Ti AC
AA CiTAO TOOET1TTGCOAO "53#/ ObPi AEAENOA
correspondancesjgures) :

(i) Considéréescomme«complétes» si les génes BUSCO sont retrouves
complets et en copie unique (C pour Compleig. ine seule foiglans les
géenes du génome donné)

(ii) Considérées comme commedupliguées » (D pour Duplicated) ks
correspondances complétes sont trouvées plusieurs fois dans les génes du
génome donné

(iii) Partielles {.e. moins de 90% de la longueur moyenne des gerps)sont
considérées comme kagmentées» (F pour Fragmented)

(iv)Les génes sans correspondance sont coédd comme «nanquants» (M

pour Missing).

29



Chapitre FOOAO AA 1 8A00

BUSCO Assessment Results

[ Complete (C) and single-copy (S) [l Complete (C) and duplicated (D)
Fragmented (F) B Missing (M)

I
e

0
%BUSCOs

Figure8: Exemple de résultats BUSGOO5 OAO COEAA "53#/ OYB8WB8WHHO W

Une métaanalyse a mis en avant le fait que les assemblages avec des valeurs de contigs N50

et de scaffolds N5@levésavaient aissi des scores BUSCO élevésuhal and Newcomb, 2021)

s~ oz oz z s N oA 2z X .

Cependant un score BUSCO élevé pouvit@A AOOOE | AOAT O U PAOOEO A
.Yos #Al A AIT ZEOI A NOA T A . Yo 1086AGCENAO Al
AGET £ Oi AOE tan géhdine hske@B&UnAscore BUSCO élevé et un faible N50
pourraient aussi étre i6aO0T A NOAT OEOi Ei BT O0ATJ&Aa AdNelvcO T O
2021)

I DPOT O 1 8RAOAAGDIANT AR Adg AualéSsatigfaishnieil dst possible de

localiser les genegrace aux méthodes bioinformatiqueBourceci,il est nécessaire de repérer et

~ s N s o~ A N~ - z A

AA AT AOEOA 1 A0 OECTI A0 AAOAAOQI OE@GH WEdgd: eD O OA

,,,,,

al., 2002) Ces signaux correspondent a desotifs consensu€ 11 AAOOAEOAO U 16
genrA 0 OAT O NOA 1 AO OEOAO A6i PEOOACAR 1 A0 OEOAO
51 1T O0ELZA AOGO OT A Oi NOAT AA AT OOOGA AO Ai 1 O6GAOOIT
structural. On peut prendre en exemples séquences CAAT €ATA (boite TATA) bien connues
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comme seéquences promotrices pour la transcription de certains genes eucargodtesle and
Kadonaga, 2003; Yang et al., 20Q#gure9). Plusieurs outils ont été développés pour rechercher
AAO 11 OEEO AAT O 1 A0 Oi NOAT AA®renGdl dt &I.] 1IBN,TADUpOAT C
et al., 1997)les régions promotrices de la transcriptioRrestridge, 1995pu encore les sites

ABET EOEAOQET 1(Pedelseniald NBIGA ADBeeRdari, il ne suffit pas deonnatre

1A Ai AOO AO 1 A E£ET Ad Ol LOped Reading Franke (ORE) buGdadrdd T E A /
de lectures ouverts» situés entre un codon START et un codon STOP pour caractériser les genes
(Figureoq8 %l A£ZEAOh AAOOA OEI DI A OOO0OAOI CE TA PA
de la traduction et par ailleurs les séquences codantes des exons sont parfois courtes. La taille
importante de certains génomes et les exons courts bordés par de grands introns esmde
processus de prédiction des genes difficile pour les eucary@tes| et al., 2013)De plus, les
séquencescodant AAO AOAAOUIT OAO O 1T O Ol &GidikedRptbcessud 8 i P
AGAGAEOETT AAO ET1 O0O0ITO NOE DPAOIAO T A EITAOQEITI
de 'ARN(Schellenberg et al., 200@Figure9). Par exemple, cheddomo sapiensn estime que plus

de 95 % des génes humains présentent au moins un site d'épissage alt€anadifor, 201Q)
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FUTR
Exon 1
wat
O O | [ I e e e
TRANSCRIPTION (T—U) —p
5 3' préARNm
S 7
AUG AG QT UAG ou
Codon START Site Site UGA ou
accepteur donneur UAA
Codon STOP
Mod ifications post-transcriptionnelles
Excision ~épissage
Coiffe
5 AAMA..... AAA 3 ARNm
Séquence codante (CDS) Queue polyA
Noyau d’une cellule eucaryote
Membrane nucléaire
Cytoplasme
§ AAAA..... AAA 3 ARNm
cDsS Queue polyA
START STOP

l—— TRADUCTION (code génétique) —»

NH, [ C00H
Protéine
Figure9 : Structure des genes chez les organismes eucaryghdédigue et al., 2002)

Les méthodes actuelles permettant la prédiction des géimesilicopeuvent étre classées en

s oAz S

deux typologis OAT T 1 1 6ET &I O A 1 OOEI EOiT A DPAO

—
-

employés(Figurel0) :

(i) Les marqueurs basés surdel T OAT O Aldisieddirifjues permettent de
discriminer les régions codantes et nondantes {.e. introns, régiors non traduites
(UTR), régions intergéniques). Parmes méthodes, il existe deux approches
intrinseques et extrinséques (Figure10):
a. Les indicateurs de prédiction de geniesrinseques: la fréquence des hexaméres
.e.AT OOOAO Oi NOAT AAO Ad! $. (AdketBridOind O AA

- A -

1992; Mathé etal.,, 2002h AT OAAE A %006 hex@rickeks podsiBlésOed A
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= s o~ oA N

b. %1 OA AAOGAT O OO0 1 3EUDI OET OA NOA 1 A0 Oi
les séquences nooodantes (Mathe et al., 2002)les méthodesextrinséques
identifient les exonsOO7T © AT 1T OAOOiIi O U PDPAOOEO A
CiTiiENOGAQ U 1B6AEAA AA 1 i OET APA«sontddAl ECI
Lipman, 1988pu BLASTAltschul et al., 1990dansles bases de donnédsd ! $ .
génomique A8 ! $. AT I DI ADNd\du Gedoide@gujel0).

(i) Les marqueurs basés sues signaux caractéristiques (transcriptiorttaduction,
épissage) permettent de détecter la présence de sites fonctionnels spécifiques des
genes. Ces méthodes somlites ab initio (Figure 10). Il existe une multitude de
modeles statistiques qui éfinissent les régions codante®ls que, les arbres de
décision(Salzberg et al., 1998Jes modeles de Marko{<orf, 2004; Majoros et al.,

2004; Stanke and Waack, 2003; Jdovhannisyan et al., 2008Jes méthodes de

discrimination comme les réseaux neuronainyder and Stormo, 1995; Xu et al.,

1996) les champs aléatoires conditionselDeCaprio et al., 200,/Jes machines a

vecteur de support (SVMjSchweikert et al., 2009)Des programmes comme

GENSCAN(Burge and Karlin, 1997TWISCAN(Flicek et al., 2003utilisent ces

modeles pour prédire les génes.

En outre, ésméthodes empiriques peuvent aussi étre combinées aux méthatbagitiopour

Al i1 ET OAO AO POi AEOGAO 1 A QBODA WD Aleakod 20igiai OC AT
exempleavd 1 861 OOET ' AT T 1 A3AAT (Yeh & @ O2AG1,)0ESAWAIARND %. 3 #
Salzberg, 20050u encore MAKERCantarel et al., 2008)
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Combined gene
prediction outputs

Empirical Ab initio
M Content Sensors Signal Sensors
> T Lﬁi
' : \ ! ]
‘ [ [ [ i (
U Extrinsic Intrinsic Transcription Translation Splicing
Inter-genomic Intra-genomic Innate DNA
\| comparisons L comparisons . characteristics

Figurel0: Classement des différents algorities de prédiction des génes eucaryotEleator, 2010)
En complément des méthodesab initoc AO AT PEOENOAOh doinée® OET E
Agbi OEI AT OA1 AO A6 Aamaasriptante] protéadind)PeuCapdorfeun soutien

O AAT O 186ATT1TOAOCEIT AAO cCcilliAoO8 %l .

_—)

Pl O0A

M

>
Qu

I AOAT EO 1 A Quétige dhal. 2B800) egiste als6l lesexpresed sequence tags
(marqueurs de séquences exprimésljts EST, qui proviennent du séquencage des extrémités

A6! $. A NOE DAOOGAT O PAOI AOOOA AA 1 AOGOOA AT i OF
DAOI AOOGAT O Al 1T 00 ABSEAAT &k jmedors inkokexoh AricE dds DI (
DOT COAi i1 A0 AA OAAEAOAEA AA OEI El AOEKBdreaAilaiDOA G
1998; Stanke et al., 2008) O A @i&68 @nhd Jacob, 1998; Stanke et al., 2@ofme AUGUSTUS

(Stanke et al., 2004)Cette méthode a cependardes limites concernant la qualité moindre des

%34 AT I DPAOI U 18!'$. CilTiiENOGA AGAI AAOKRAIEIOA OAI
de données transcriptomiquegar séquencagest souvent incluse dans les projets génomiques

AOET O@# &0 F016; Poynton et al., 2018)
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Le protéome peut égalementétre utilisé pour améliorer la prédiction des genes. En effet, il
est possible a partir de base de données de protéines comme UniProtKB/Bwiss he UniProt
Consortium, 2009) de comparer les ORFg&e( traduction dans les 6 cadres de lectures des
séquences génomiques) a ces protéines annotées dans less lm@salonnées. La meilleure
conservation des séquences protéiques.fégéenérescence du code génétique), ainsi que la taille
plus importante de leur alphabet permettent de rendre la comparaisostgines-protéines plus
sensible que la comparaison APADN.

1.3 Latranscriptomique

, A OOAT OAOEDOI i ENOA AOO 161 OOAA AA O1 60 1 AC
U DAOOE ONgdvédn efl ad, 12@LQFigure1]). La transcriptomique vise & décrire les profils
CilTAAO@ Ad!'2. U 18i AEATTA AAO AAIT 1T OI AGh 1 OCAI

OT A AT TAEOQOETT DEUOET éxpogitieddtdrminéB.AOET I T CENOA 1T O

ARN

ARN codant ARN non codant
R '
ARNMm Filllee Petits ARN
transcription
[ _ [ [ _ \
. ARNmi
( ARNr ‘ { ARNt ARNsi ‘ (ARNSst) ARNsno ‘ ARNsn ‘

Figurelld , AO AE AL OAT O 0O: ARN hds€agek, ARNIYARS! ribogomique, ARNtARN de
transfert, ARNsi petit ARN interférent ou small interfering ARN, ARNnricro ARN, ARNsnopetit ARN
nucléolaire ou small nucleolar ARN, ARN:spetit ARN nucléaire ou small nuclear AR&laptée de Buckingham,
2003)

Pour associer un géne a une fonction biologique. (une protéine), comprendre les
i 01T AT AT OO A1i O § NOAT A AO AT i1 AT O6q AA T A 0icO
protéine) estcrucial, 8 T AEAKEOE /I AN OIRAA £ 1T AOQEI trahséiptomd (ARM)O A S i
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et leprotéome (protéines traduites a partir des ARNm) pour associer les fonctions des produits de

la transcription (ARN) et les protéines a ces gemesiu(el?).

Acquisition Génomidue Acquisition
: des — N Protéomique |-t des

; K structurale .

: données * données

: de ¥ de
séquengage - Génomique - - séquengage
: d'acides fonctionnelle Transeriptomique de

]| nuclziques protéines

£ Juspord ([FO0E)

Figurel2: Les volets complémentaires de la génomig(spard, 2008)

Plusieurs méthodes moléculairegsomprenantl'analyse en série/bouchon de I'expression
génique (SAGE/CAGHYybridation soustractive avec suppression (SSHEBT, les puces a ADN
(microarray), le séquencage d'ARN (RISAQ) et la PCR quantitative (QPCR) ont été développées
pour la caractérisation de la transcription génique glob@leiran et al., 2016)Certaines de ces
techniques, telles que SAGE, CAGE et EST (lsasdele séquencage Sanger de 'ADNc ou EST) ne
sont plus utilisées pour les analyses transcriptomigiésuyen and Alfaro, 2020Les techniques
de puces a ADN sont disponiblpsur certains organismes modeles tels gDaphnia magnau le
poissonDanio rerigGiraudo et al., 2015 es techniques d®i NOAT e ACA AAsSdgd! 2.
DAOI AOOAT & Adi1 OAT AOA 1T A OOAT OAOCEDPOI(TrdN&A., U AR
2016a) (Figure 13. Le RNASeq est un outil révolutionnaire qui utilise des technologies de
séquencage haut débit combinées a des méthodes informatiques pour cartographier et quantifier
les transcriptomeslLowe et al., 2017; Wang et al., 200@présente plusieurs avantages par rapport
aux pucs a ADN (.e.une meilleure sensibikt et spécificité, connaissance préalable du génome
non nécessaire) et est donc devenu la technologie dominabteran et al., 2016; Nguyen and

Alfaro, 2020)
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Contrairement au génome, le transcriptome egriabledans le temps et selon les types
cellulaires et les environnementsowe et al.,, 2017)Cela nécessite de multiplier les réplicats
biologiques étant donné la nature de la variance biologique des populatiorgp et al., 2016a)

Les millions de lectures de séquences courtes générées par le-FeiAnécessitent le
développement de méthodes de calcul ywola caractérisation du transcriptome. Les étapes

A6 AT A1 UGAO OAOEAT O OAITTT 1T A NOAOOEIT AETI T CEN
ou transcriptomiques de référenc€uran et al., 2016)La Figure 14 donne un apercu des

AE ££ OAT OAO i OAPAO AA T16AT AT UOA AO OOAT OAOEDC
comprend généralement le contréle de la qualité et le prétraitement desndes de séquencage,
l'assemblage du transcriptomel¢ novoou avec transcriptome de référence), la quantification de

1 6ADOAOGOETTh 1 AT Al UOA OOAOEOOENOA AA 16A@D
i OAPAO AA 1 6AT Al OODAOPAOODANAGABOAL AlirEAipenés T OOF
existants et mis a disposition, comme GEBunter(Cumbie et al., 2011 Tuxedo(Trapnell & al.,

2012) PRADATorresGarcieet al., 2014)MARR-SEQ(Kalari & al., 2014 ¢t celui de Yalamanchili

et al (2017.
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mMRNA

}

I I or —

RNA fragments l cDNA
EST library

with adaptors

!

ATCACAGTGGGACTCCATARATTTTTCT
CGAAGGACCAGCAGRAACCGAGACENNENEN] Short sequence reads
GGACAGAGTCCCCAGCGGGCTGAAGEEE
ATGAAACATTARAGTCAAACAATATGAA

}

ORF ¢
Coding sequence =

Bonicreads
— e
—

> =
e — poly(A) end reads
— — = Mapped sequence reads
—

Base-resolution expression profile

. A o)
T Mg M nf N.I I~
|I | r"\ﬁnlf%k""‘blll_! H'fl"\‘ 'Lil I"1 '\[

| T |

Y A
[N Y Y
1 ‘] J \|| LI |!

!

RMA expression level

Nucleotide position

Figure13: Principe duRNA-Seq: Les ARNm sont convertis en une bibliothéque de fragments d'’ADNc par
fragmentation d'ARN. Des adaptateurs de séquencage (bleus) sont ajoutés a chaque fragment d'ADNc et une
courte séquence est obtenue a partir de chague ADNc gracséquencage. Les lectures de séquence résultantes
sont alignées avec le génome ou le transcriptome de référence et classées en trois types : lectures exoniques,
lectures de jonction et lectures poly(A) terminale. Ces trois types sont utilisés pour générprofil d'expression
de résolution de base pour chaque géne, comme illustré en;hase ORF de levure avec un intron est montrée.
(Wang et al., 2009)

by

Une application importante de la transcriptomique consiste a comparer les différences
d'expression génique entre différents groupes d'individus aflaccéder aux variations de
phénotypes entre les groupe$lachtomy et al., 2007).,e RNA3 AN DAOI AO AOOOE £
OA1 AOOO AGAGPOAOOEIT T O Adhdhlich(rd qui phrvet un& domgardiso® A A
NOAT OEOAOEOA AA 1 6AZPOAOCOEIT AAGta@d Dedieypodi] OOA
2019) Audela de la quantification deekpression génique, les données générées par 864
facilitent la découverte de nouveaux transcrits, l'identification de genes épissés alternativement et

la détection de I'expression spécifique d'un allélekurba and Montgomery, 2015)
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La premiére étape de l'analyse des données est le contréle de la qualité des lectures, de
maniéere semblable aux données génomé&s yoir partiel.?) (Figurel4). La qualité des lectures est
DOEI T OAEAI A BT OO 1 OEOAO 1 A0 AOOAOOO AGAI EcCT A
1 6 A @b CPArGeempld, 18 Rhred quality score @ (ou scoresPhred)permet demesurer la
NOAIT EOi AA 1 8EAAT OE £E BATOG bulQ)énckeés pdx fe Séj@ncdgée T OA
score indigud A BDOT AAAEI EOi NOA T A AAOGA AsOT 1T OAIiITO
séquenceurAinsi, un score lred de 30i(e. Q30) pour une base correspond a 1 chance sur 1000
que la base soit appelée incorrectemefite. OA O @ A Gl nd Préc@ibn de 99,9%.
Généralement, un score phredde2@( i m AA DOi AE OEI)bstcdndiderd evhihe AA |

un seuil minimum pour la qualité des lectures.

Prétraitement et contrdle
qualité des lectures

(FastQC, Trimmomatic,
TrimGalore, cutadapt)

Transcriptome Transcriptome
avec référence de novo

l 1

Alignement et assemblage

) o, ) Assemblage de novo
contre transcriptome de Qualité de I'assemblage T R, T

référence = (DETONATE, TransRate, == Trans-ABVSS SOZAPdenZ:’vo-
(TopHat, STAR, MapSlice) BUSCO) g

ou (BWA, bomieajy Trans)

Qu?ntlﬁcatl_on de Prédiction des ORFs
I'expression

(Cufflinks, DeSeq2, EdgeR) iz Enm

\ Annotation /

Enrichissement
(BLAST, DAVID, KEGG)

Figurel4d OOADBPAO A 8Sk4dA hoUWodulave? trdnscriptome de référence. Entre parenthéses :
AgAi I AO Ad1T OOEI 08 %l Al AO i OAT AKEFEREOI OARCA A OOdki AE AEAE
novo. En vet : commun aux deux stratégieG@daptée de Anamika et al., 2016)
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Pour évaluer la qualité des transcriptomes, les métriques utilisées en génomigue sont a
prendre avec précaution. Il a été montré que des métriques comme la N50 ne reflétait pas
forcément la qualité des assemblages, car les transcriptomes ne cherchent pésndr tes contigs
les plus longsi.e.un N50 élevé) mais plutdt un contig par transgrit 6 . AET Al A Deél OEA

plus, les contigs les plus fortement exprimés ne sont pas nécessairement les plus longs, et la plupart

i i OOENOAO 1T O 1 A0 OAI OAO AAOGIi O 00O 1 6AT mnedDAOET
DENOTATELI et al., 2014)TransRatg Smith-Unna et al., 20160u rnaQUAST Bushmanova et

al., 2016) Par exemple, Transrate permet de calculer le tdaxXectures alignées sur les transcrits

apres assemblage et le traduit en un sc@enith-Unna et al., 2016 DETONATE propose, le score
RSEMEVAL(Li et al., 2014NOE A OGO AAOi OO60 O1 1T AT A POT AAA
assemblage et des lectures utilisées pour le construieecomplétude est aussi évaluable avec

1 81 OOE (Sim&o%@ak L015)

I DpOT O 1A POi OOAEOATI AT O AO 1A AT 1T OOEI A NOAT

| AT AT UOA AO DPOT £E1 OOAT OAPEROI b Ade@dv&vapdieC A O E (
ciTiiT A AA Oi £ OAT AA(iq 61ADAO BHAIOA IAEODTU ERAA BBE & OA
NOAT A EI AOO AEODIT ILEMAI A IbddombgdsBeddedesdquencage AE T A

sont alignées directement a partir de leur chevaeamentrespectif(Anamika et al., 2016Pour la
deuxiémeapproche avec le génome de référence, les lectures sont alignées suiticelules
transcris sont ensuite assemblés {bleaul). Les différencedechniques et les objectifs de ces

deux approches sont listés dansllebleaul, et présentés eapres.
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Tableauld, $EAZ OAT AA AT OOA 1 6A00AI Al ACA U DPA@&® AdOT Ci
(adaptée de Anamika et al., 2016)

Assemblagepar génome de référence Assemblagede novo

Génome de référence nécessaire pour assembl .
_ Transcriptome assemblée novo
le transcriptome

Moins intense en calcul Plus intense en calcul

Les contaminants et les artefacts de séquencage
Les coaminants etlesartefacts de séquencage
_ . peuvent entrainer une mauvaise qualité du
nesont pas une préoccupation majeure
transcriptome assemblé

, A NOAT EOT AA 18AIECGI I

AT ECT AT AT O 1T8A00

OQu

des aligneurs d'épissage

01 O0E AsdmbBI& tles fahsts de faible Difficulté aassembler les transcrits de faible
abondance a moins que la profondeur de séquencgag

abondance oo
ne soit élevée
Fonctionne bieravec des données de faible Fonctionne bien avec des données de profondeur d
profondeur de séquencage (~ 10X) séquencage élevées (~ 30X)

Moins efficace pour identifier de nouvelles ] . N ]
. Efficace pour identifier de nouvelles isoformesSXNP
isoformes et SNP

L'exhaustivité et la contiguité du transcriptome sont
L'exhaustivité et la contiguité du transcriptome
relativement plus faibles, en particulier pour les
sont relativement plus élevées
données de faible profondeur de séquencage

PR z

$ATO 1T A AAO dehovilds AsSemBléurs utifiserh les mémes principes que les
assembleurs pour les séquences génomiques (aqartiel.?). Les chevauchements entre lectures
DAOI AOOAT O dedodadd QAT AITAICREOET A T A PI OO AT OOAI I Al
Bruijn (oir page 24). La liste de différents assembleurs et lggaractéristique sont présentées

dans & Tableaw?. Ainsi, da suite de la reconstruction du graphique, les transcrits sont extraits avec

les outils tels que VelveDases(Schulz et al., 2012TransABySS(Robertson et al., 2010Trinity
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(Grabherr et al., 2011 580APdenovelrans(Xie et al., 204), ou encore récemment rnaSPADES

(Bushmanova et al., 2019)

Tableau?2 : Liste des différents assembleurs de transcriptonesnovo(adaptée de Anamika et al., 2016)

i AA

Algorithme

Type de lectures

Références

Mira

oLC

Lectures simples ou

appariées

(Chevreux et al., 2004)

VelvetOases

Graphe de Bruijn

Lectures simples ou

appariées

(Schulz et al., 2012;
Zerbino and Birney,

2008)

Lectures simples ou

TransABySS Graphe de Bruijn (Robertson et al., 2010
appariées
Lectures simples ou
Trinity Graphe de Bruijn B (Grabherr et al., 2011)
appariées
IDBATran Graphe de Bruijn Lectures appariées (Peng et al., 2013)
SOAPdenove Lectures simples ou .
Graphe de Bruijn _ (Xie et al., 2014)
Trans appariées

Bayesembler

Modele bayésien

Lectures appariées

(Maretty et al., 2014)

rmaSPADES

Graphe de Bruijn

Lectures simples ou

appariées

(Bushmanova et al.,
2019)

, 6 AT ECT AT AT O AAO 1 A Aé&&each germktidé (Dfaik un@dmpt@ge tes | A
lectures de séquencageA O AA NO

EAAT OEEZEAO AA oJe D E MinQle dé@rimibe QloAdende A O

Qu

i

O
AAO OOAT OAOEOO U PAOOEO AAO 1 AAOOOAOG PiI OO NOA]T
sur un génome ou un transcriptome de référence pour déterminer l'origine de la le@etee

approcheest pluscourante chez les espemmodeéles, car ilaugmente les informations potentielles
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qui peuvent étre obtenuese(g.l'identification de nouveaux transcrits et genes) et parce que de
nombreux transcriptomes sont incompletSuranetal., 2018 , 6 Al ECT AT AT O AOO O
car les lectures de RNBeq sont relatiement courtes et peuvent correspondre a des régions non
contigués du génome en raison de jonctions d'épissage. De plus, les outils d'alignement doivent
AAEOA EAAA AO@ AOOAOOOde. iAseriob BuAd@diidh idadhé Oséduéncep O @
causeé par la variation génomique et les erreurs de séquencage. De nombreux outils d'alignement
ont été développés. Une liste compléte desoutils et de leurs propriétés a été initialement publiée

par Fonseca et a(2012) & esttenu a jour sur le site de btools (hitps://bio.tools) (Ison et al.,

20168 )i AQPEOOA AAO@w AAO AA EECOOAh 1 A POAT EAO
ADEOOAT OA8 %l AEAEAOR 005 EIlzgdnaetaidits dveclelr péaitioh, AT 1
bl OOEAOOO 1 OOEI O PAOI AOOAT O AWG Al Bu®in ADIpovki® AT O

(Langmead et al., 2009pu bowtie2 (Langmead and Salzberg, 201Dans le deuxiéme cas, en

p>N
>

A ABATTT OAOEI T O AQGEOOAT OAO 10 é&formesi 1 AEA

sz A N o~ N s, A N N~ o~ A o~ N

AOAT
AOO bi OOEAI A AA OAAT 1 OOOOEOA 1T A OOOOAOOOA

El
)1 AQEOOA AAO 1 OOEI O PAOI AOOAT O 1686AIECTAIATO

tels que TopHaftTrapnell et al., 2009 MapSpliceg\Wang et al., 201@t STARDobin et al., 2013)

. 1T A OOEOA AA 1G6ATECTAITATO 1TAO |1 AAs@HOukDks 1 60O
(Trapnell et al., 2010)qui perm&® AA AT 11T AAOGAO 1 A0 1 AAOOOAOG U
alignement épisseé.

01T 60 NOAT OEZEAO 1 6A@POAOGOEIT AAOG ci1AOh EI

données de départ contre le transcriptome nouvellement assemblé. Cette dfication peut

s ~ N s A oz

06 A EEAABrédsDiveaux, A BT T Oh OOAT OAOEOO 1 O peqtiéireA 08

A@DBraEs Feh tompiakt e ledfufedpar

Qu

exprimécommel A OT I I A AA |
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géne selon la référence utilied T OO 1 & ADuEag bt All, 16De comptage des lectures

doit étrenormalisé en raison de la variabilité induite par le biais de la longueur des legiuiesck

and Wakefield, 2009¢t de la profondeur du séquencagmar échantillon(Duran et al., 2016;
Mortazavi et al., 2008(Tableau3d). Les outils expriment cette quantification généralement en
nombres de lecturebrutes, en lectures par kilobase de transcrits par million de lectures alignées
(RPKM) ou en fragments par kilobase de transcrits par million de lectures alig(ieldsM)
(Tableauzq8 )1 AQ@EOOA AT 1T A AEAZEAL OAT OAO O1T EOi O NOE
transcrits comme défini dans [eableau3 (Anamika et al., 2016)

Tableaudd , AO AEZ££ OAT OAO 1 AOGOOAO AA NOAT OEEZEAAOD

Unité Définition Remarques

Nombre de lectures chevauchant une unité
Nombre de lectures

génomique (transcrit ou géne)

Utilisée dans les analyses
CPM: nombre de L e e o
Nombres de lecturesalibréespar le nombre de ~ AE £&i OAT OEAIT 1 /
lectures mappés par
fragments séquencés multiplié par un million. du package R EdegR

(Robinson et al., 2010)

million

RPKM: lectures par Calculé en divisant le nombre de lectures par la
Seulement pour lectures
kilobase ddranscrits longueur et le total des lectures séquencées puis ¢
simples (singlgend)
par million multipliant par un million.

Similaire au RPKM mafgend en compte uiseul
FPKM: fragments par  fragment (pades lectures). Podesdonnées paired
kilobase de transcrits  end: deux lecturepeuvent correspondre an seul  Lectures par pairs (pairednd)
par million fragment du génome. Dansecas, un seul compte

sera ajouté.

Calculé en divisant le ratio entre le nombre de lectul
TPM: transcrits par  sur la longueur du transcrit donné, par lasommed Pi OO0 AOOEI AO 1
million ratios de tous les transcrits, en multipliant le tout pz transcrits

un million.
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$A0 Al CI OEOEI A0 110 i0i Ai OAIT1BPDPi O PI 00 AOC
appréhender le probléme des transcrits apparentés partageant plusieurs lectUressa et al.,
2016) Cuflinks (Trapnell et al., 201@stime I'expression des transcrits a partir d'un alignement sur
IT'A ¢ciTTTAnh TAOAT O U DAOGEDNeAD Al B@EnAdisaa un@Al O
approche probabiliste qui estimies abondances des transcrits. Cette approche prend en compte
des biais tels que la distribution non uniforme des lectures sur la longueur du gene. Les algorithmes
qui quantifient I'expression a partir des alignements du transcriptome comprennent notarhmen
RSEM (RNASeq by Expectation Maximization).i and Dewey, 201l)eXpress(Roberts and
Pachter, 2013pu kallisto(Bray et al., 2016# AO 11 OET AAO Oi PAOOEOOAT O
plusieurs emplacements entre les transcrit® (multi-mapping read$ et produisent des valeurs
normalisées, corrigées des biais de séquengaygeoerts et al., 2011)

3O0EOA U 1T A NOAT OEEZEAAOQEIT T AA 16AGDPOAOCOEIT 7
1 6APOAOCOET T AEAEE OA1 OEADEBA ANOA ODADOPLAEADOSOH
comparées entre les échantilénd8 51T A £ EO NOA 1 A0 Ai i DbOACAO Al
ITO0 i O0i Oi Al EOGi O P1 60 AEANOA OOAT OAOEOh 1 8AQE
normalisant, en modélisant et en testant statistiquement les données entre les différentes

conditions.

Comme la quantification RNAeq est basée sur des comptes de lecture qui sont attribués de
maniére absolue ou probabiliste aux transcrits, les premieres approches pour calculer I'expression
différentielle utilisaient des distributions de prabilité discretes, telles que la distribution de
Poisson ou la distribution binomiale négativénders and Huber, 2010; Robinson and Smyth,
20078 #ADPAT AAT Oh A1l DOAT AT O AT AT i POA 1T A OAOEA
lecture (notamment avec pede réplicats), et une normalisation (comme la normalisation TMM ou
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1A OOPPOAOGOEIT AAO AEEAOO AAOAEQh 1T AO ATTT11i1AO
une distribution continugConeseaet al., 2016) Certaines méthodes, comme edgéRobinson et

al., 2010) prennenterA T 1 T 1eAt@e déBcomptagede lecture bruts etorrigentdes sources

de biais possibles dans le modele statistique pour effectine normalisation intégrée ainsi qu'une
analyse d'expression différentiellé §bleau4). Dans d'autres méthodes, I'expressidifférentielle
nécessite que les données soient préalablement normalisées pour éliminer tous les biais possibles.
DESeg2(Love et al., 2014)comme edgeRRobinson et al., 2010utilise la binomiale négative
comme distribution de référence et fournit sa propre approche de normalisationders and
Huber, 2010; Love et al., 201@)jableaud). Les méthodesbaySeq(Hardcastle and Kelly, 2016}
EBSeq(Leng et al., 2013%ont des approches bayésiennes, également basées sur le modele
binomial négatif, qui définissent une collection de modéles pour décrire les différences entre les

groupes &périmentaw, pour calculer la probabilité postérieure de chacun d'entre eux pour chaque

gene (lableaud).

Compte tenu de la baisse du prix du séquencage, il estma@ndé que les expériences RNA
Seq comportent un minimum de trois réplicats biologiques lorsque la disponibilité des échantillons
n'est pas limitée afin de permettre a toutes les méthodes d'expression différentielEiéficier
de la reproductibilité entre les réplicatSonesa et al., 2016l.es résultats de ces analysesdes
Il EOOAOG AA CciTAO AOGAA AAO OAOGOO PAO PAEOAO AOQOI
entre les échantillons selon les conditigrainsi que les estimations de probabilité de ces

différences(Lowe et al., 2017)
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Tableaud : Liste non exhaustive des différents logiciels réalisant une amabji$férentielle(adapté de Lowe

et al., 2017)
Logiciel Langage/Environnement Spécialisation Référence
) Analyse des transcrits au niveau des
Cuffdiff2 C++ . (Trapnell et al., 2013)
isoformes

] Toute donnée de comptages en )
EdgeR R/Bioconductor ) (Robinson et al., 2010)
génomique

) Types de données flexibles, réplicatio
DESeq2 R/Bioconductor taibl (Love et al., 2014)
aible

Puces a ADN ou données Ri$&q,
Limma/Voom R/Bioconductor analyse des isoformeslesign (Ritchie et al., 2015)

expérimental flexible

(Hardcastle and Kelly,

BaySeq R/Bioconductor Approche bayésienne 2010)

EBseq R/Biocondictor Approche bayésienne (Leng et al., 2013)

La visualisation et la synthése des résultats d'expression différentielle sont importantes pour
les interprétations en aval. Par exemplmeheatmap {igurel5 estune technique de visualisation
des données couramment utilisée pour trouver des groupes (dits clusters) de génes
différentiellement exprimés. Les heatmaps permettedé représenter les géenes ou transcrits en

fonction des échantillons et des conditiorfsurel15). .
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Figurel5dq (AAOi AP DPAOI AOOAT O ARs DOAIEEE BE AG dieddd kiokems i A G AD ¢
travers différents échantillons et conditions. CRODA AT 1 1T T T A AT T OEAT O 1 A0 OAOEAOQEIT O
genes/transcrits. Unesurexpression est représentée par la couleur rouge, une expression moygnnabsence de

modulation) par la couleur blanche et uneusexpression par la couleur bleuees genesayantdes profils
ABAGPOAOGOET T OEI El AE @Aclustadihg h@raromq@eddriuded) ireprésgridd’eA Aautfet a gauche
de la heatmap(adaptée de Lowe et al., 2017)

%l DAOAT T 11 AR 1 Bchsl tladsdigtainifliedise A ABoci@ ilesl €B8uences
transcriptomiques a une information ou fonction biologique exploitableéannotation est
restreinte auxranscrits possédant des OR&sdonc a la séquence codant pour les protéines (CDS)
(Sieber et al., 2018Les régions codantes dans les transcrits assembEsiovopeuvent étre
recherchées a laide doutils de prédiction des ORtels que Transdecoder

(http://transdecoder.Github.i, getorf (du package EMBOS$8p://emboss.sourceforge.ngiRice

et al., 2000pu encore plus récemment orfig§singh and Wurted, 2021)
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Pour procéder d 6 AT T 1T OAOCET 1 AA® 1 AOET DAAEDAR EI AOGO
DOl COAI i1 A0 AA OAAEAOAE A Qui #éoént Ia fomciiog Bella phofineOi N O.
connue a celle préditel est aussi possible deeconnaire des domaines fonctionnels qui
AT OOAODPTTAAT O U AAO i1 OEEO AGAAEAAO AIETiI O A
protéines telles que les lipaseles protéases,les kinases, etc. Des bases de données comme
InterPro(Blum et al., 202Iregroupent 13 bases de données de signatures protéiques en une seule
OAOOI OOAA AAT OOAI A8 , 6ET OAOZEAAA )1 OAOO0OI 3AAIT
reconnaissance des signatures protéigust de retrouver la fonction potentielle des transcrits
assemblégZdobnov and Apweiler, 2001Cette analyse reste néanmoigslteuseen temps de
calcul (Duarte et al., 2021) Alternativement, il existe des outils comme Trinotate
(http://trinotate.github.io) (Bryant et al., 201 Qui peuventintégrer des recherches BLAST quand

~

une espéce parente proche est bien annotBeiarte et al., 2028 %I i plilT ATO A

AOOT i AOGENOAh EI AOO bl OOEAI A AGATTT OAO 1 A1TO

I OAOETT 1 AT O

-_

prédites grace aux résultats expérimentadl A £AFAOh 1 86 Al
limiter la propagation des erreurs qui peuvent rapidement se répandre dans les bases de données.

| ZET AGET OAOPOi OAO AEIT 11T CENOGAI ATO 1T A 1 EOOA
pertinent d'identifier les catégories fonctionnelles des génes et les voies biologiques qui se trouvent
enrichies. Pour ce faird;analyse d'enrichissement(ou de surreprésentation recherche des
ensembles de genes qui sont significativement surreprésentés dans une liste de génes donnée, par
rapport a un ensemble de genes de fond. Ces ensembles de génes sont généralement des genes
qui fonctionnent ensemble dans uweie biologique connue. En pratiquigssont compilés a partir
de bases de données d'annotation de genes et de voies telles queA&Durner et A, 2000)

KEGG(Kanehsa and Goto, 200Q)Reactome(Croft et al., 201])Wikipathways(Slenter et al.,
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2018) BioCyc (Karp et al., 2005) ou autres (Simillion et al., 2017)La liste de génes

AE ££ OAT OEAT 1 AT AT O AgGPOEIi 1 O AOO OAOGOiI A OOAOQEO
comparant les fréquences des termes GO pariffédents groupes de séquences ginales.
L'approche la plusimple consiste a utiliser un test exact unilatéral de Fisher, également appelé

test hypergéométrique, pour déterminer l'importance de la surreprésentation d'un ensemble de
genes dans la liste'ehtrée. L'inconvénient de cette méthode est qu'elle nécessite une frontiere
nette entre les genes inclus et exclusabtres types d'analyses, comme la plupart des expériences

de transcriptomique, renvoient une liste de valeurs.p.p-value) associéed chaque gene. Ces p

value expriment I'importance de I'expression différentielle d'un gene entre différentes conditions.

La définition d'une frontiére entre les genes exprimés de maniére différentielle (DEG) et les non

DEG repose alors sur |'applicatiomd'seuil arbitraire de la-p A1 OAh NOE ET &£ OAT AR
AT Al UOA A6 AiPDEA B.E ®AJed indhodes restentsimples A8 OOET EOAOQE
DAOI AOOAT O Ad A DbHA GEAN QOREOA EAEACD AATAATOU®A OO0 1 A0 1 0OC
Dl 001 AAT O DAO ABATTT OAVET IAoEdO A O&ICIAN Al 1AA O AiA
alternatives queTarca et al {013 ont examiné et élué. Dans leur article, les auteurs font la
distinction entre les méthodes Functional Class Scoring (FCS) qui calculent un score basé sur une
valeur statistique, telle que la-palue ou le rang, pour tous les génes qui appartiennent a un
ensemble de génedonng et les méthodes Singk&ample (SS) ou pour chaque ensemble de génes,

un score par échantillon est calculé. Malgré ces développements, la méthode hypergéométrique
est encore largement utilisée, principalement en raison de sa simplicité et parckequéeit étre
appliquée a d'autreguestionsNOA 1 6 AT OEiAiEdE 6iGIA POA7TPDsieurs plateformes

AAAT I DI EOOAT O AA OUDPA [KonkdaAtlaly COAFDAVDD&INO &BIO ¢ "
2003) GoMinerZeeberg et al., 2005 GFINDefMasseroli et al., 200bGSEASubramanian et al.,

2005) GOrilla(Eden et al., 2009u encore EnrichfE. Y. Chen et al., 2013; Kuleshov et al., 2016)
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(liste non exhaustive). Il exiségalementAAO 1T OOET O AA OEOOAI EOAQEIT 1
comme BINGOMaere et al., 20050u ClueGQBindea et al., 2009)deux plugin de Cytoscape
(Shannon et al., 2003gui permet de représenter les catégories GO dans des réseaux biologiques
plutdt que comme de longuelistes| O A & Aidefchidues. Bien que chaque outil ait des
caractéristiques et des atouts distincts, comme I'ont examiné Khatri EtGl59), ils adoptent tous
une stratégie de base commune pour mapper systématiguement un grand nombre de genes
ABGET Oi O8O0 AAT O OT A 1 EOOA A®6Akstdmed d'dtdlogid el T A
genes). lls mettent ensuiteen évidence statistiquement ['annotation biologique la plus
surreprésentée (enrichie) parmi des milliers de termes et de contenus Liés. analyses
A6 AT OEAEEOOAI AT O OiI 1T O AOOOEypesidddasedeAaldnhédstellesT OA
gue les voies métaboliques dEGGKanehisa and Goto, 2000de MetaCycCaspi et al., 2008)
de BioCarta/Nishimura, 2001pu encore les voies Reactoni€roft et al., 2011; Fabregat et al.,

2018)

L'analyse d'enrichissement est une stratégie prometteuse qgnaente la probabilité pour

les chercheurs d'identifier les processuslbgiques les plus pertinen{siuang et al., 2009)

1.4 La protéomique et la protéogénomique
1.4.1 Deéfinition et objectifs
, A POT O0i TT ENOA AOO 161 OOAA U CAAUARGARDPAI AJ
protéines exprimées dans les cellules, les tissus, les organes ou les organismes entiers dans des
conditions et & un moment préci§raves and Haystead, 20&®) , 6 1 OOAA AAO POIT Oi E
APOAOGOETTh 1 AOO &£ 1TAOGETT 1O AT AT OA 1AOO 006060
du protéome varie selon le type de cellules, dans le temps, et est modifiable selon les conditions

environnementalesFliser et al., 2007De plus, les approches protéomiques perteat de donner
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2019; Rodrigues et al., 201Figure 16). En effet, comme l&igure 16le présente, la formation

1 2. 8A0O0 NOA 1T A POAIEI OA i OAPA AA DI OOEAOOO

Qu

A
161 DEOOACA AA 16! 2. bDi OO Al Glisdf@mes de! potéinesi® A OO
O O A A E leffic@xité dé 18 traduEtion peuverdtre réguléespari 6 ! 2 led protéines peuvent

étre régulées par des mécanismes supplémentaires tels que la modificatiortnadsictionnelle,

la protéolyse ou la compartiméation (Graves and Haystead, 200&jigurel6).

Protéolyse

Transcription Traitement Traduction /
T T T ost-traductionnelle

i Compartimentalisation
Régulation de la Epissage alternatif Régulation de la

Transcription Edition de 'ARNm Traduction
Polyadénylation

Figurel6: Du géne aux produits dgene(Graves and Haystead, 2002)

Les outils utilisés dans l'analyse protéomique ont été développés a partir de I'électrophorése

sur gel bidimensionnelle traditionnelle (2D%Qq8 )1 O  ACEO A8 OT A {1 OEI A
fiable et économiquement abordabléRodrigues et al., 2017La limite de cette méthode
traditionnelle est sa faible sensibiliteen permh OOAT O 1 8 AT A1l UOA AAO bDOT «
abondantes Par conséquent, une approche sans gel basée sur la spectrométrie de masse (MS)
couplée a la chromatographie liquide (LC) a récemment émergée et représente I'approche la plus
courante aujourd'huiEnraison de son haut débit, les approches basées sur-lsl&Gont capables
d'analyser des milliers de peptides dans un seul échantillon, ce qui la rend trés efimace

identifier les protéines etanalyse les modifications postraductionnelles(Nguyen and Alfaro,

2020; Rodrigues et al., 2017)

Avec les progrés des omiques et des technologiedydigaes, la protéomique est de plus en

plus appliguée a diverses disciplinéssbnath et al., 2010 Dans ¢ domaine de I'épidémiologie et
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de I'immunologie elle est principalement utilisée pour identifier des biomarqueurs potentiels pour
le diagnostic de maladieg®ebnath et al., 2010; Wheelock et al., 2013)
1.4.2 Ouitils et stratégies en protéomique

La protéomique shotgun fait référence a Iutilisation de techniques de protéomique
ascendante (bottoraup) pour identifier les protéines dans des maascomplexes et a grande
échelle. Elle utiliseune combinaison de chromatographie liquide a haute performance a la
spectrométrie de masse (LMIS/MS)(Aebersold and Mann, 2003; Lin et al., 2003; Nesvizhskii,
2007; Zhang et al., 2006l.a spectrométrie d masse permet de détecter et AOOOAO 1 6 AAT 1
des molécules analysées. Dans cette partie, nous allons traiter des aspects quantitatifs de la
protéomique shotgun.

, A Ai i ACAEA ¢ciTi OAT A AA 186AT AT UOGA POl OiiiEN
la préparation des échantillongii) la séparation des protéines ou des peptides digé(as
6 ET OAODOi OA OE indsurédfAc0A AIDIADOIOMBAE A Al ®E@ AZEAAOQET-T AAC
down ou bottomup), et (iv) le data miningi.e.exploraton des données) de la trés grande quantité
d'informations généréese.g. annotation fonctionnelle ou analyse comparativé)idure 17). Les
trois premiges étapes sont étroitement liees aux technigues analytiqUes et al., 2007)La
AAOT ET OA i« OAPA OAT T OA AA 1 6AJuAl)ADS, I'UAliBalids eEl O1 A
statistiques d'échantillonnage semble étre unegpaoche simple et pratique pour mesurer
l'abondance relative des protéinéslorens et al., 2002; Liu et al., 200Par exemple,d spectral
count ou le nombre total de spectres MS/M8quissur les peptides d'une protéine donnée est

corrélé linéairement avec I'abondance de la protéjhei et al., 2004)

01 OO DPAOI A éafiod Bes bpédkes dsl bASESAE données protéiques universelles

issues des données de la littérature  telles que celle du NCBI
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/proteir), UniprotKB/SwissProt (The UniProt Consortium, 2008u

encore neXtProfLane et al., 201250nt utiliséesDumas, 2020)Cette approche consiste a faire
correspondre les spectremalysésa des spectreghéoriquesidentifiés, dans une bibliotheque de
peptides associés aux protéinéSranholm, 2014)Swiss-Prot est une base de données ou les
informations sont vérifiées manuellement et leur fiabilit¢é est renforcée par les données
expérimentales de la communauté scientifigi®umas, 202Q) SwissProt a pour objectif de
mettre a disposition des séquences protéiques (i) en limitant lamedace (ii) en fournissant des
annotations comme la fonction de la protéine, les modifications pwatiuctionnelles associées,

les protéines similaires, les domaines fonctionnels, la structure, les voies dans lesquelles elles sont

impliquées ou encore leur lolisation cellulaire (jii) et ayant des lies avecA 8 AOOOA O AAT N

données.
Protéines Peptides _
0 Spectres de fragmentation
O.O ¢ 0‘0
O o9
O & o | I |
m_ » .
- -— A
L] < N
] <7
N ) Base de données
Protéines Peptides Correspondance
identifiées  identifiés Peptides
spectres
Figurel7: Schéma du principe de la protéomique shotgdD AOOEO A8 OT 1T AEAT OEtil i1 AA

sont digérées en peptides grace auneprOi AOA A0 1 AOG OPAAOOAOG AAO AE£O0Aci AT 6O O
MS/MS. Du c6té bioinformatique, les spectres sont appariés avec des peptides dans une base de données
POl O0i ENOAO8 , A0 PADOEAAO EAAT OEEET O (peptided d fedprohéhés dODAAOOA
1671 AEAT OET 111 AAGRAaDAXROB) j AAADOT A AA

LaFigure18D Oi OAT OA 1 AO DPOET AEDPAT AO i OAPAO AA 16/
données de protéomique shotgun et sont détailléesapres(Sinitcyn et al., 208; Tyanova et al.,
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2016) Une fois que les protéines ont été identifiées et quantifiées sur de nombreux échantillons,
une matrice de valeurs representant les abondances de protéines ou des rapports d'aboddance
protéines (ou des groupes de protéings)ur chaque échantillon est construite pour permettre les
analyses quantitatives(Figure 181) (Sinitcyn et al., 2018)Certaines étapes préparatoires
précedent la plupart des analyses, telles dmeaormalisation des intensités ou des ratios, le filtrage
des données et/ou l'imputation potentielle des valeurs manquantes/uie 182). Une tache
courante dans la protéomique de découverte consiste a identifier les protémehilées(e.g.par

1 6A@DT OEOQET 1T (et A Bdisthdguér @A resteldd prdéOmeotamment grace a

1 8AT Al UOA HEE&EEQOKKIBOEMATAAT UOA AEAELA OAT OQEATIT A
statistiques et de visualisatioutilisés en transcriptomiquevir partiel.3 (Figure18-3B,Figurels

4A). L'analyse en composantes principales (ACP) est une méthode alteendéwisualisation des

effets principaux selon les conditions expérimentales et de la relation inter et intra échantillons

(Figure1&3B).

Lorsqu'un groupe intéressant de protéines a été identiéidg(par des tests statistiques, une
classification hiérarchique ou une ACP), une analyse d'enrichissement peut étre effectuée pour
trouver des processus biologigues, des complexes ou des voiesignas a ces protéines, ce qui
AOGO OAIT A1 AAT A U 1 6 AduAisdyB) doir tadiel 19.ANG eebd, idds EobirGed
d'annotation telles que I'ontologie des gengsene Ontology, 2015)es appartenances a des voies
avec des bases de données comme Reactdmeft et al., 2011; Faegat et al., 2018pbu des
complexes protéiquesRuepp et al., 200750nt nécessaires. Les processus biologiques étudiés
présentent souvent des changements tempets, avec des protéines qui suivent un pattern
attendu, par exemple des changements périodiques dans le cycle celldtaire€18-4C)(Sinitcyn

et al.,, 2018) D'autres études impliquent de mesirune réponse aux changements de dose de
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stimuli. Dans ces situations, des méthodes peuvent étre appliquées pour détecter les changements
de concentratiors suivant un modeéle donné. Pour ce cas de changements temporels périodiques,

I'analyse attribuera unamplitude de variation et un temps de pointe pour chaque protéiebles

et al., 2014)
1 Data upload 2 Preprocessing 3B Principal component
] ESz;mEI% 6 gondition Aw
e
c 2 ] [ 14
~ 3 =) ®
| | K
b @
, S e
V4 =) > ///
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3 /; \\ s
i A 42| 48 § B |2
(I} - / \\\
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Figurel8q 0 OET AEPA AA 1 68A1T Al UOA AA.1ATélkchargkdentides dbndde© i i ENOA
prétraitement des données. 3AExpression différentielle. 3BAnalyse en composantes principales (ACP)-4A
Classification hiérarchique. 4B T A1 UOA A8 AT OEAEE OOA I- AnblgsesfiddsGériad ténip@AIEET T 08
(adaptée de Sinitcyn et al., 2018; Tyanova et al., 2016)

La protéogénomiqueAOO Ai £ZET EA AT T 1T A 1 8AIT i1 ET OAQEIT 1
CilTiTi A0 COYAA AO Ai OpI ACA AAO |11 -Odwh)fefod laAd AT
transcriptomique aux méthodes de protéomique shotgun (bottam) (Armengaud et al., 2014a;

Jaffe et al., 2004; Nesvizhskii, 2014En effet, la protéogénomique permet (de valider la

prédiction des génegii) Aidentifier des génes non préditgi)deAT OOECAO AAO OEOAC
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de terminaisonde la transcription ainsi que des ORfig) et A @lentifier les sites de modifications
post-traductionnelles(Ansong et al., 2004Figure19). Il existe des outils capables de localiser les
peptides identifiés sur le génome et ensuite de modifier cette annotation pour permettre la
correction par la protéogénomique, tels que Protemsotator (Ghali et al., 2014) PGP
(Tovchigrechko et al., 2014$pliceVistagZhu et al., 2014)Genome Peptide FindéEpecht et al.,
2011) le workflow Peptimappe(Guillot et al., 19)et Proteogenomic Mapping TogEanders et
al., 2011)Il existe néanmoins une limitation technique dans la correction des annotatiqpnsest
la différence de format des données de protéomiques et de transcriptomigiegne, 2019)Deux
nouveaux format®nt donc été proposés, le format proSAM et le format proBAREnschaert and
Fenyo, 2017; X. Wang et al., 201Ges formats uniformisent les sorties clagges (SAM ou BAM)
des logiciels de transcriptomiques pour mieux les intégrer aux sorties de protéogénomiques pour
1 6 AT 1T i(COfE ENT)

1 - Annotation automatique

O — S DERI-— B CH O—

2 - Localisation des peptides

3—Va|idati}: lB lc lD lE lF lG

Figurel94 6 A1 EAAOET 1T AO AiI OOAAOGEI T AA 186AT 11 OAOEI T COVYAA
étapes suivantes : Z annotation automatique du génome, 2 localisation des peptides sur le génomez 3
OAT EAAOGCET T T AT OAT T A AAO RAebidpeftided déiehtdsi phrisgedtOridirie 8e mads® A E LI

appariés a la séquence d'acide nucléique sont indiqués par des rectangles noirs soit en haut (cadre de lecture
AEOAAOQq OITEO AT AAO | AAAOA AA 1 AAOOOA EIT CAtodidegpahld 1 A Oi |
présence de trois peptides différents. B) L'existence d'un géne non annoté est confirmée. Le codon d'initiation du
gene est situé en aval (C) ou en amont (D) du site précédemment annoté. E) Trois peptides détectés indiquent que
le génedoit étre annoté sur un autre cadre de lecture. F) Quatre peptides détectés montrent que le géne doit étre
réorienté comme le géne est transcrit a partir de I'autre brin. G) Plusieurs peptides provenant de la méme protéine
Oi OTT AT O T A POTOARG AR MB®A MA AIAARAGOOA 1 @Gdagiéed@eé Ardndald, OOT P
2009).
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La protéogéomique est une alternativefficace etrapidepour obtenir un large catalogue de
prottinesAEAU AAO AODPi AAO PiI 60 1 AONOGAT T AOG 1T A Oi NOA
Effectivement, pour les organismes non modeles, les bases de données protéesniqiverselles
0110 AT i PIiOoi A0 AA DPADPOEAAO EI i1 bopapedtds@t nOE D
permettentdoncPAO 1 6 EAAT OEAEAAOQOET T AAO P ObudiasEAO ODi
Pour palliercette limite, la protéogénomiqueitilise le séquencagelesARNmA A 1 6 AODPT AA A
pourcréerunebase de données protéiques théorique générée a partir de la traduictisiticadans
1A0 & AAAOAO AA 1 AAOOOAO : AORFL(HuNOR Coltd Iase A ! 2 . |
AiTTT1i A0 OEi T OENOA AO OBANGE AENDRAE GBA OGHICENTAE A
spectres MS/MS de la protéomique shotgun, qui ne seraient pas présents dans lesédeasées
protéomiques universelles=(gure 20). Il existe de nombreux outils bioinformatiques adaptés a
1 8AT AT UOGA DPOT Oi T CiTTi E8IDAh ARRT 1120 ARG AWNOES U 1AGA
peptides(Menschaert and Fenyo, 201°Qes différents outils ont été recensés et classés dans la
revue de Menschaert et Feny@((l), tels que PROTEOFORMERrappe et al., 2015our la
génération de base de données, ENO8Ioo et al., 2014pu Peppy(Risk et al., 201Four la

recherche automatique, ou encore le workflow Peptimapgecillot et al., 2019our la correction

AA 186AT1T1T OAOQOEIT 8
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Three- or six-frame translation
from transcripts

Qa\ebase searo)
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Figure20: Stratégie de protéogénomique chez les espéces non modéGsuveia et al., 2019a)

, A BOT O T CiTITENOA AOGO ATTA AAOGAT OA OT A 117 (
protéines chez les organismes non modélésmengaud et al., 2014at a été appliquée avec
succes a plusieurs espéecgsouveia et al., 2019bCette approche a permis de découvrir, par
exemple, ds séquences protéiques spécifiques au nématdeégosomoides polygyr(idoreno et
al., 2011,)la tomate domestiqué&olanum lycopersiou(LopezCasado et al., 2018) 1 8 Al PEEDI
crustacéGammarus fossaruifirapp et al., 2014hJe bivalveMytilus edulisCampos et al., 2015)
ou la fougére apogaméryopteirs affird (Grossmann et al., 201771 OOA A EOh 1 6 AOO(
fonctions reste difficilgTrapp et al., 20148) , A0 A DD OI A &dQionAeliedactiielle® A OE |
sont basées sur la similarité des séquences ou des corrélations fonctionnelles. Ces annotations sont
majoritairementréalisées a partide la physiologieou de la biologigles espécepour lesquelles |l
existe des données disponiblésuarte Gouveia et al., 2017; Gouveia et al., 2019b;predal.,
2014b) Pour étudier le lien entre une protéine et sa fonction physiologique ou son réle comme

AET i AONOAOO A5OT A Agbi OEOETT 1O AdO1 Anedukd AAEA

Qu

En effet, lanesureAA 1 68 A@D OA OO ¢d.dbondaAcep D@ OO EIT AIGOOAA AA 1
AAT O AAO AT TAEOEITO AiT1TiAbh OAITTAO NOA 16,
physiologiques(Lepretre, 201% , 6 AOOEA A OIE® A Ad drahdeiédhdlle de protéomes
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entiers est la technique de choix en protéomique clinique pour la phase initiale de découverte de
biomarqueurs, car elle permet l'identification robuste desofils d'expression de protéines
modulées en réponse a un stimulgSouveia et al., 2019b)En sciences environnementales,
l'analyse shotgura été appliqué pour obtenirund AOOOA AA reldtideAlésipratdined A
exprimées de maniére différentielle aprés des expositions a des substances toxituesos et

al., 2016; Ralstofooper et al., 2013; Trapp at., 2015) Ces informations peuvent étre utilisées
pour élucider les modes d'action moléculai(®4oA)des contaminants et/ou pour développer des

méthodes sensibles pour la quantification des biomarquéidrsnengaud et al., 2014a)

1.5 Les omiques pour le métabolisme la métabolomique et la
lipidomique
1.5.1 Métabolomique

La métabolomique est une omique appardepuis la fin des années 1990, quconnu une
croissance rapide au cours @ederniére décenniéatti et al., 2012)Elke vise a étudier I'ensemble
des métabolites dans les échantillons biologiquegy(les cellules, les tissus, les fluides corporels,
1AO0 T OCAT EOI AO AT OEAOOQ (WBHkrt, b0B7)dorredbdn@nAtiaidds 1 A
composéde faible poids moléculaire (inférieur a 2000 Dalton (Dajudicella et al., 2020Chez
la levureSaccharomyces cerevisi& métabolome dénombre environ 600 métabolitgsirster et
al., 20038 #EAU 1 6 (I BIOAA FE Omidl roddbolitds@vishart et al., 2013Pour finir,
AEAU 1 AO Oi ¢i OA O@ 000 métabdlitesGrk, 260080 N (B6i (1O OWdAdmd O 1 i
AdOT A AODPT AA OA O @hgraAdndmBre deimiétabblifes Aifsi qéeAetivoies de
métabolisation et leurs roles biochimiques restent spécifighed OT A (Auddsi 2AA)

Le métabolome englob@rincipalement d 8 A-inéiabolome» quicorrespond auyproduits
naturels du métabolismget le «xéno-métabolome» (ou appelé exposome) qui correspond aux

substances chimiques exogénes.e( xénobiotiques) qui peuvent étre retrouvées et
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AET OOAT OA&I Oi i A Guihah P0o0)Dedxigrangéds tldsse$ dk métabolites composent

1 8 A-inélabolome: ceuxprovenant du métabolismgrimaire, communs a plusieurs espéces et
essentiels au développemenet ceuxdu métabolismesecondaire, pluspécifiquesdA 1 6§ AODT A
donnée. Le métabolome est un groupe de molécules ayant une grande diveedgéue les lipides,

les acides aminés, lgmeptides, les acides nucléiques, les acides organiques, les vitamines et les
thiols (Shi, 2017)présentant des propriétés physiechimiques, des concentrations et poids
moléculaires trés hétérogéneumas, 2020; Dumas et al., 2022; Dunn and Ellis, 2(E@nt

donné que les métabolites sont le produit final de I'expression génique et de l'aehdténatique

et cellulaire ils sonttrés sensibles aux changemen&vironnementaux Ces différences de
métabolites peuvent étre utilisées pour identifier des biomargte et des voies métaboliques

particuliéres indicatives de chaque condition spécifigué A @D OEQET 1

La métabolomique utilise diverses technologies a haut débit, telles que la spectroscopie
infrarouge (IR), la spectroscopie Raman (RAMAN)$anance magnétique nucléaire (RMNE)le
utilise égalementde nombreuses techniques de spectrométrie de masse (MS), y compris la
spectrométrie de masse a infusion directe-(@8), la matricespectrométrie de masse assistée par
désorption/ionisation lase(MALDY - 3 qh 1 81 1 AA O @peerrBrhéié de MasseAGEE | | A
MS), la chromatographie en phase gazeuse spectrométrie de massd@& @t chromatographie
liquide-spectrométrie de masse (-WS). Avec des capacités de débit et de résolution
suffisamment élevées, la RMN et la MS sont les outils analytiques les plus largement appliqués
(Alfaro and Young, 2018; Nguyen et al., 2019)

300A0i CEAO AB6AT Al UOAO

LaFigure2ldécrit les grandes étapes nécessaires a une etude métabolomique, de la mise en
bi AAA AO AAOECT Agbi OEi AT OAl U 16ET OAigiguei OAOE
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Les étapes pour traduiredes données métabolomiques en informations biologiquement
significatives impliquat : le prétraitement des données (traitement des spectres, normalisation
AAOG AT1TT1 AOgh AT Al UOAO OOAOE OOE Btéirda vislalisa&iénA I h
AO 1T B8ET OAODPOI OAQE2l). DAM @etteA paitid,nbul Mousifocalisaons et
synthétiseons uniquement les é&pes a partir du prétraitement des donnéesigure 21). La
meétabolomique non cikée fournit une vue holistiqueles petites molécules dans I'échantillon
biologique et a un grand potentiel pour des études de découverte pour générer de nouvelles
EUDT OET OAO8 #06A00 OdsAlesiktdbbliteOmesutablds Aahs uk echaktillof
biologique, y compris desétabolites inconnugians le but degyénérer des profils ou empreintes
(Gorrochategui et al., 2016En effet, les empreintes obtenues peuvent étre comparées pour
permettre de souligner les différences ou similaritdss @OA AAO COl OPAO Adi AE
versus tests)Dumas, 2020; Nicholson et al., 199%)a métabolomique non ciblée se traduit
souvent par une quantité massivle données, @ehtification des métabolites est indispensable
pour conférer une gnification biologique(Alonso et al., 2015; Dunn et al., 2013; Gorrochategui et
al., 2016) nécessitantdes outils chimieinformatiques {.e. biostatistiques et informatiques) et

s oA s o~ o~ = s 9~ ~ ~ s 7 s oA o

par le traitement des donnégssorrochategui et al., 2016; Schrimybrutledge et al., 2016)

62



Chapitre FOOAO AA 1686A
- Drganisme Extraction solide-liguide
- ?.g:?m'm méthanol/dichlorométhane/eau e
- - Individus exposés/non-exposés Centrifugation
- Temps d’eﬂpusitim. - Choix de l'organe phases polaire/apolaire ESl+ & ESI-
- Facteurs confondants - Conservation -80°C Filtraticn Contrile qualité [QC]
Quest:l; :sn_::iluue )» Phase d'exposition / )» Préparation des )» Analyse des
expérimental Collecte des &chantillons échantillons échantillons
Visualisation & ((( Elucidation «( Analyses « Prétraitement
Inte rprétat} ion des structurale statistiques des données
données
- Enrichissement das - CAMERA jaddurts & sotopes) - Univarices - Conversion des
voles métaboliques - Temehdenf Welch E-test, ANCVA données brutes
{li=stahoanalyst) (HMDB/KEGS/ LipicsMap) - Multivariées - NCMS
- PEEmOEE RS - Spectre M3/MS ALF, PL5-DA, DPLS-0A - Tri des signaus
{SMPS/Cytoscape) - Standards analytiques
- Lien avec la littérature
- Hypothéses
Figure21d, $i 1 AOAEA AA 1 6APDOT AEA A@®uniad 2020) OAAT 1 T 1 ENOA

Les méthodes demétabolomique non cibléepar spectrométrie de massgénérent des
données caractérisées par trois dimensions temps de rétention (RT), le rapport masse sur
charge (m/z) du composé et son intensité (représentant son abondance). Il est par la suite
nécesaire de transformer les données brutes a la sortie des instruments en une matrice contenant
les métabolitespour chaque échantillonHgure 21). Ces dnnées transformées pourront étre

ET Oi ¢

Bu

Aopi TEOI AO PI OO Oi 6i1 AO 16ET & Oi AGETT A
approches univariées et multivariées).existe des méthodes statistigues non supervisézg.(

168! #0Q DI O Csioh sar@Atiofgbal®.1l dst rée@mmandé de combiner les approches
univariées et multivariées pour AGET EOA O linforfnationd gedir@iitds provehdnt des

données(Vinaixa et al., 2012)

Yyl AOO A1 OOGEOA 11 AAOOAE OdaleicAmideded sighakxOpoud 1 &
identifier les métabolies (Figure 21). Cette étape reste un des plus grands défis pour la

métabolomique non ciblééDumas, 2020)et apour but dd A O Oun AagpArOm/zet un RTa une

structure chimique préciset donc a un métaboliteDe maniere générale, on estime a moins de
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Yom 1T A TT1T AOA AA OECIH AQA | ADEBOIADE AA BDE E@XA QE |
meétabolites nécessite la combinaison de méthodes analytiques telles que la RMN, la MS/MS ou
encorelemar® ACA EOT O1T PENOAR AET OE NOA Ad1 OOEI O AA
fragmentés (RathahaeParis et al.,, 2015)Il existe également la construction de réseaux
moléculaires basés sur les similarités spectrales (issus de M3PdiSexemple Global Natural
Product Social MolecutaNetworking (GNPS) est une plateforme en ligne qui permet le partage de
données de spectres pour reconstruire ces réseaux moléculdives\Wang et al., 2016)
Récemment, de nouveaux pipelines intégrant des outils bioinformatiques pour les taches
d'identification de métabolites ont vu le jour et paettent une identification fiable dans des
mélanges(Benton et al., 2015; Bingol et al., 2016; Dihrkop et al., 2015; Kouassi Nzoughet et al.,
2017; van der Hooft et al., 2016)

, A AT 1T OA@OA AET 11T CENOA A601T I-a-ddduhé dudeddsh AOO
de réactions chimiquedépendantes les unes des autrgShaque réaction est catalysée par une
AT UUi A Opi AEEZENOA AO mI Oi A OT A i OAPA AA OUT (

I A

OEAT AA 1G6ETIiiT OOAOEA AAdrdaismd 0@ AssubeOpaildd O A

M
—_—)

régulation des voies métabolique®umas, 2020)Replacer les métabolites dans leur contexte
biologique et dans les voies métaboliques est une approche qui permet de déterminer les voies

meétaboliques les plus impactées selon un stress.

Au cours des derniés années, les connaissances biologiques disponibles pour les études de
métabolomique n'ont cessé d'augmenter. Les bases de données biologiques telles que KEGG
(Kanehisa and Goto, 2000sur les voies des petites molécules osmall molecule pathway
database» (SMPDB (Jewison et al., 201)) EHMN(Ma et al., 2007)WikiPathwaysgSlenter et al.,

2018) et MetaCy¢Caspi et al., 200&purnissent denouvellesnformationsde plus en plus précise
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sur un grand nombre de voies métaboliquésiifleaus). La disponibilité de ces données permet

donc l'utilisation de méthoded 6 AT OEAEEOOAI AT O AAO (AMSEhpodri AO A
Metabolite Set Enrichment Analysisbasées sur les mémes principes dege méthodespour les
ATTTi7i A0 Ad A 2bcohdQEtdil préédentiend dahs ce manuscritgir partiel.9

(Khatri et al., 2012)Les chercheurs disposent actuellement d'une grande variété de logiciels pour
analyser les voies métabolomiques. Des outils comme, Im@g@anburov et al., 2011MetScape?2
(Karnovsky et al., 2018u MetaboanalystChong et al., 2019; Xia et al., 208@nt des logiciels qui
implémentent égalementdes méthodes MSEA spécifiqudsn complément, des applications de
visualisation, telles que PaintomigSsarciaAlcalde et al., 201]1)Vanted (Rohn etal., 2012)et
Cytoscape/Smoot et al., 201 Ifpurnissent différents outils de visualisation des voidad. 8 AEAA A,
ces outils, les métabolites sont cartographiés sur des voies métaboliguédéfinies, et

permettent un haut niveau d'interaction avec les données.

Tableau5: Base de données de métabolites et de voies métaboliques (adapt@bmso et al., 2019)

Base de données Description Site Web Référence

551 voies, 18919 métabolite
Kyoto Encyclopedia of
et 11774 réactions http://www.genome.jp/kegg (Kanehisa et al., 2021)
Genes and Genomes (KEG( o
biochimiques

2749 voies provenant de )
MetaCyc ) ) http://metacyc.org (Caspi et al., 2020)
3045 organismes différents

1594 métabolites mappant

The small molecule pathway 727 voies de petites .

http://lwww.smpdb.ca (Jewison et al., 2014)

database (SMPDB) molécules trouvées chez les

humains

WikiPathways 2857 voies http://wikipathways.org (Martens et al., 2021)

Base de données de voies

Plant metabolic network )

multiespéces pour la http://www.plantcyc.org (Hawkins et al., 2021)

(PMN/PlantCyc)
métabolomique des @ntes
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Limites des approches de métabolomiques

Les bases de données de métabolites resteencore limitées, rendant leur identification
complexe ce qui représente un obstacle pour l'interprétation biologigDe. plus le concept de
voie métabolique présente actuellemenéxtaines limitesBarupal et al., 2018; Dumas, 2020)

@ ,A Ai £ZET EOEIT A8O0T A OTEA i OAAT 1 ENOA DPAOD
ci étant faite manuellement.

(i) Un métabolite peut se retrouver impliqué dans différentes voies métaboliques. Cette
OAATT AAT AA PAOO PAOAEI EO AEAEOAO 1 G6ET OAOE
voies.

5T A O11 OOETT pDPOIPT OI A AOGO 181 OCAIT bbb del T AA

leur similarité structuraleife. Chemical Ontology)Barupal et al., 2018; Moreno et al., 2015;
Tsuyuzaki et al., 2015Cette approche a été développée sous le nom de ChemRICH (Chemical

Similarity Enrichment Analysis)itp://chemrich.fiehnlab.ucdavis.edy(Barupal and Fiehn, 201é}

propose:

(1) 3 Gefidte des métabolites qui ne sont pas toujours associés a une voie métabolique ou
une action enzymatique, ilpourraient tout de méme étre associés a une classe
chimigueh COYAA U 1 86APDPOI AEA #EAI 2) #(

i) PourlimiteO 1 A OAATT AAT AA AAO ii OAATT EOAO AO .
bi OOEAT A ABAEEAAOAO OT A OAOI A AlphsOrd AEE
voies métaboliques). LeAT A1 UOAO AGAT OEAEEOOAI AT O DA
classeshAA 1 i OAAT 1 EOAO 1 A0 DI OO EIi PAAOIi AO b/

métaboliques.
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Pour conclure, la métabolomique reste relativement abordatgaviron 30 a 40 USD par
échantillon) par rapport ala transcriptomiqueou la protéomique (environ 200 & 500 USD par
échantillon). La métabolomique estionc une omiquéntéressante, car elle permet des étudemns
protéome ou protéogénomeet ce nalgréla comparaison des voies métaboliques entre différentes

espéces qui reste problématique,lets ET AAOOEOOAA OO0

1.5.2 Lipidomique

Les lipides constituent un sotensemble du métabolomeHgure 22) (Ayciriex, 201Q)0On

I AGAOOA O1T A AOGcCi ATl OAOQOE

central dans le métabolisme énergétique, la struewellulaire, la signalisation et la fonction des
protéines ainsi que les progrés technologiques Ul A AO Al 8h
«lipidome» et «lipidomique» ont été introduits pour la premiere fois par Kishimoto et(ah07),

puis définipar Han et Gros€003. La lipidomique est I'étude a grande échelle de la structure et de

la fonction de tous les lipides dans un échantillon, appelée lipidghten and Gross, 2003;

Laudicella et al., 2020; Navdglesias et al., 2009)

T AA 1A

Chapitre FOOA O AA
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Figure22: Echelles métabolomiques incluant la génomique, la protéomique et la lipidomigAxciriex, 2010;

Wenk, 2010)

Les études utilisanta lipidomique ont doublé au cours des cing dernieres années, les progres
récents en spectrométrie de masse (MS) ainsi que les développements bioinformatiques

permettent aux chercheurs d'identifier en routine des centaines de lipides unigiies et al.,
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2015; Fahy et al., 2019, 2009; Kyle et al., 2021; Ni et al., 2017a,.20épéndant, comprendre la
pertinence biologique des lipides et leurs effets sur la fomctibautres biomoléculese(g. les
protéines) est un grand défi dans le domaine de la lipidomique, compte tenu de sa diversité et de

sa complexit¢§Harayama and Riezman, 2018)

Les lipides sont classés etffdrentes catégories, chacune avec sa propre hiérarchie de classes
et de sousclasses basée sur une structure de squelette commune, et peuvent comprendre une
variété de chaines acyles. Leurs propriétés physitioniques dépendent de ces parametres, qui
déterminent également le réle gqu'ils jouent dans les systemes biologiques. La nomenclature des
lipides a évolué au cours des dernieres années pour devenir plus simple et plus représentative de
leur nature chimiqueThe International Lipid Classification anétibnal Nomenclature Committee
appelé LIPID MAPShifp://www.lipidmaps.org (Fahy et al., 2009¢classe les lipides en huit
catégories. Ces classes sont ensuite divisées pas [@opriétés structurellest chimiques plus
spécifiques.llexiste actuellement plus de 40 000 structures lipidiques dans cette base de données.
La complexité du lipidome est souvent sedécrite par les pipelines lipidomiques actuels, car la
plupart des lipides ne peuvent pas étre entiermmhdécrisstructurellement et représentent des
especes isobares agrégée® (ayant une méme masse moléculajraais une structure différente).

Par exemple, lincorporation de données quantitatives pour les glycérolipides complexes
individuels ou les phepholipides est impossible dans la plupart des étapes d'analyse, car seules les
valeurs moyennes de I'ensemble de la saiasse de lipides peuvent étre représentées, et non les
valeurs pour les lipides individuels. Actuellement, les analyses baséesssalakses peuvent
identifier en toute confianceguelquescentaines de lipides par rapport aux milliers potentiellement

présents(Kyle et al., 2021)
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Une revue des logiciels d'identification lipidomiques actuels est dispoiibjes et al., 2021;
-EOOA AT A -TEADAOOAIK W ¢pwdompris sarletsiteat dé LIPID MAPS O A h
(https://www.lipidmaps.org/resources/too)s  Cependant, l'analyse  automatisée  puis
l'identification des données MS et MS/MS restent souvent un gouw'étranglement en
Il EPEAT I ENOA8 #AO AAOT ET OAO Al1i AOh bBi OOEAOOO .
des lipidescomme paexemplele logiciel LipidHunterIfttps://github.com/SysMeOs/lipidhunte)

(NI et al.,, 2017a, 2017bEn utiliant une approche ascendante (bottuop), LipidHunter ne
nécessite pas de bases de données structurelles ou spectrales et peut étre facilement ajusté pour
s'adapter aux conditions analytiques spécifiques a l'utilisateur. Avec l'augmentation de la sensibilit
et de la résolution des plateformes MS, la complexité et la diversité des lipidomes naturels peuvent
désormais étre étudiées de maniére beaucoup plus détaillée. Comme pour I'ADN (épigénétique) et
les protéines (modi€ations posttraductionnelles PTM),il existe des modifications des lipidpar

des réactions enzymatiques et non enzymatiques, notamment l'oxydation, la nitration, la
sulfatation et I'halogénation. Ces modifications sont nécessaires pour réguler une fonction
biologique complexe, créant aingn nouveau niveau de complexité du lipidome.('épilipidome)

(NI et al.,, ®19) pour lequelil existe des outils spécialement développgsur identifier les

modifications des lipidetelsque le logiciel LPPtigeiNi et al., 2017a, 2017b)

Les bases de données consultables dans le domaine de la lipidomique sont des ressources
OAl AGEOGAIT AT O OAOAOG8 %l wooQh 1T A AT 1 EOinées) 0) $
associée et organisée sur la structure lipidique des especes moléculaires individbwikes_ ipids
(www.swisslipids.or) est une ressource de connaissances dé@iee lipices et a leur biologie

(Aimo et al., 2015)Cette base de connaissances comprend une bibliotheque dusae 590 000

structures lipidiques connues et théoriques appartenant a plus de 500 classes de lipides, chacune
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enrichie d'informations sur les composants lipidiques, les réactions et les enzymes, avec des liens
vers la littérature. Tous les lipides sa@rtographiés dans la base de données d'ontologie chimique
ChEBI\(ww.ebi.ac.uk/cheb) (Hastings et al., 2016ui est utilisée pour décrire le métabolisme

des lipides dans la base dknnéesRhea sur les réactions biochimiqueswiv.rheadb.org)
(Morgat et al., 202Q) et liees aux enzynge correspondantes présentes dans UniProtKB
(www.uniprot.org) (The UniProt Consortium, 2021Actuellement, LIPID MAPS et SwissLipids,
utilisent la méme nomenclature simplifi€e pour décrire les lipides. Damsdjorité des cas, les
noms des lipides contiennent a eux seuls les détails essentiels pour déterminer la nature chimique
des lipides€.g."nom commun" dans LIPID MAPS et "abréviation" dans SwissLipids). En utilisant
les informations fournies par les n@mcommuns des lipides, deux outils d'enrichissement
lipidomique, Lipid MiriOn (Clair et al., 201%t LION/web(Molenaar et al 2019) ont récemment

été développés pour aider les utilisateurs dans linterprétation biologidges altérations du

lipidome.

A ce jour l'intégration des données lipidomiquesogresse encore lentement, principalement
db aux difficultés d'identification de la structure exacte des lipides ainsi qu'au manque de
connaissances biologiques dans les bases de donfbesieurs approches de calcul aoutefois
ete développées pouretier le mapping des voies lipidomiques et l'intégration d'autres données
omiques(Lam et al., 2021)Unede cesapprochesest la base de données WikiPathways 6 $ 1 1 T Al |
et al., 2019; Slenter et al., 201&jui a partir de neuf voies hautement conservées chez la souris a
DAOI EGO AA OAOGOT OOGAO T AO ETIT1T11T COAOQuUrAaEbAse del & (1
données avec des fonctions jusgléeinconnuegDennis et al., 2010; Dennis and Norris, 2015; Kyle

et al., 2021)Les données WikiPathways pour les lipides sont accessibles pour I'analyse des voies et
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I'intégration omique, parl'interface graphique et I'automatisation dans PathVisidlis et al., 2018;

Kutmon et al., 2014ét Cytoscapeg Shannon et al., 2003)

21 , 8ADPPT OO0 AAO 11 ENOAO Al 1 A1 O1 gEAT I
211 $i1 £AET EOET 1T AA 1671 AT Ol gEAT 1T CEA
, 61 AT O gEATT T CEA AOO O1 A AEOAEDPI ET A OBt 1 8ET

consolidée a partir des années 197@, la suite des pollutions survenues apres la Seconde Guerre
mondiale(Jouany, 1971; Truhaut, 19{Butler, 1978; Kendall et al., 2001; Moriarty, 1983; Newman

and Zhao, 2008)Ces événements ont permis la prise de smaence de l'impact négdtdes
OOAOOAT AARO AEEI ENOAO AO AAO OAEAOQGawicadghdAO O
bi 00 TAEAAQEA Adi OA1I OAO 1 AaundgenCdhidiqud, hysighe 00 E ON (
AET 1T CENOA8  étadieAle @dmPdetdnient ét Qe feffets des polluants sur les

i AT OUOOiI i Adh NO"  ElI O AQ&Edddurdd A A C dindednfodiiié aOE CE |
répartition et/ou les cycles dans les différents compartiments de la biosphére, ainsi que le devenir

de ces polluants. EnEAEAOh 1T A OI GEATT T CEA 1 EIi EOA OAO 1 OOA/!
i OOAEA 1 86EIi DBAAO AAO AT 1 OAI ET AT OO OO0 1 A0 ETAE

la dynamique associééigure23).
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Ecotoxicology

ABojoiq uopeinded

Figure23q , 61 AT Oi GEAT T T CEA 10 1 1+ OOAA AAO AEEAOO AAO bDOI
biologiques et les écosystémes, a la croisée de plusieurs discip(Besveia et al., 2019b)

212 , 81 OA AAO T 1 pi®AO AT i AT Ol GEAT |
Le changement d'échelle induit par les technologies émergentes, plus particulierement le

séquencage de nouvelle génération (NGS), la spectrométrie de masse haute résolution et la
bioinformatique, a révolutionné I'exploration des systemes biologiguess technologies offrent
une perspective descendante (tafown) relativement non biaisée et ont changé la facon dont les
des perspectives de recherche pour approfondir nos connaissances sur les systemes vivants,
notamment chez les espéces non modeles, mais awee pertinence environnementale. Les
approches génomiques, protéomiques et métabolomiguyaroposent de nouveaux outils pour
répondre aux défis environnementaux tels@MUO AT OAO AO DHOiI AEOA 16EI B

climatique et de la pollution environnemeaie sur les écosystemeésaure and Joly, 2015; Prat and
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DeglrEsposti, 2019)Dans ce contexte, le terme « écotoxicogénomique » a été proposé par Snape
etal 2001 OO Ai AOEOA 1 A Oi i1 OA A6O1T OUOOI I A AE
toxigue aux niveaux transcriptomique, protéomique et miétdomique Eigure 24).

i AT OT AT CiTT i ENOGA A AiiT A TAEAAOEAEA 1 A Ai

Qu

Aogpi OEOEITT A801T 1T OCATEOIA U O Ai1OAIETAI

Qu

I
biomolécules. A OOA AEOAEDI ET A OEOA AET OE U EAAT OEAZEEA
substances toxiques.

Valeur écologique Valeur mécanistique

Ecosystéme

Population
Individus

Fonctions physiologiques

Parametres moléculaires
(transcriptomiques, protéomiques, etc.)

Figure24d, #AAOA AT 1T AADPOOAT DI (@dprées $napelet@l., @®ANT Cci 11T 1 ENOA
51 A OAOOA AEATET T 7T OOENOA OOAEOAT O AA 16ADDI
sur 648 étudesatranscriptomiqueestla méthode la plus fréequemment appliquée (43 %ivie
de la protéomique (30 %), de la métabolomique (13 %) et enfin de la multiomique (28 9%6}45
A) (Ebner, 2028 51 A AOCI AT OAOET iprotéokique & ®dbdermPdudlesi T A /
i OOAAO AA woxé¢ U woXi h AOAA drhnsclhiptomigue Bigukisi OOAT
A) (Ebner, 2021)Une tendance a combiner les omiques pour étudier koigles facteurs de stress

sur les organismes a été observée, les études multiomiques constituant la majorité (44 %) de la
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littérature en 2020 igure25-A). Toutes années confondues, les études multiomiques ont le plus
souvent utilisé une combinaison de transcriptomique et de protéomique (38 %), siévia
transcriptomique et de la métabolomique (33 %) et de la protéomique et de la métabolomique (21
%). Cependant, les ensembles de données multiomiquededa de deux couchegstentencore

rares(Ebner, 2021)

A B OryZIas latlpes Platichthys flesus
Mytilus edulis

Oncorhynchus tshawytscha

60 Lumbricus rubelius Fundull itus satmoides

Gammarus fossarum

e 1D@NIO r€rio

iy ofmons Samo saiar
- Dreissena polymorpha Craronomus rearizs
Carassius auratus ~ Eisenia fetida
Gadus morhua Cyprinus carpio
Anguilla 8nguila  Crassostrea gigas  Gammans pulex
Daphnia pulex "= Goeres sogits  rurni
tostomus commersony
Ci y 1as reit dtii Emeniavensls e e
Folsomia candida
Il o
. Hl_ .

Lymnseasts stagnalis

Number of studies

romis niloticus

ER88::528385288865% Muytilus galloprovincialis

. Metabolomics . Multi-Omics [l Proteomics [JliTranscriptomics Tigriopus japonicus  Procamarus clarki Saccostea glomerata

Ruditapes decussatus

Figure25: (A) Etudes écotoxicologiques et de stress écologiques en®@02et 2020 qui ont utilisé une ou
plusieurs méthodes omiques pour étudier les changements moléculaires suite a une exposition a des facteurs de
stress (environnementaux et chimiques). (Bhage de mots montrant les espéces modeles et non modeéles
représenftives étudiées au cours de toutes les années (seules les especes avec n > 2 études sont présentées). La
taille des mots est proportionnelle au nombre d'étudésSbner, 2021)

2.1.3 Des especes modeles aux especes non modeles
"EAT NOA 1 AO AOPT AAOG T TATTAO O1T EAT O AOOAT
connaissances en biologie moléculaire et en physiologie moléculaire, leur utilisation en science
environnementale présente des limiteBe par la grande diversité desilieux et la répartition
géographique des especes, les études réalisées sur les organismes modeles en conditions de
1 AAT OAOT EOA T A PAOI AOGOGAT O PAO O1 OEieén@énisiAe8 A OO

présents dans les miliemnaturels(Banks and Stark, 1998; Calow et al., 1997; Van Straalen,.2003)
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0AOAA NO EI 1T8A00 PAO bi OOEAT A AA OAOGOAO 1A
espéces et tous les scénarios d'exposition, les chercheurs ont comme défi de pouvoir projeter les
effets mesurés chez les espéces modeles aux espécegatesystemes(Ebner, 2021)ou de
développer des apprhes généralisables a toutes espe¢Bsnson and Giulio, 2006; Ebner, 2021;
Kunin et al., 2005; Luo et al., 2015; Siepedlet2005) Par exempledconnaissance des réponses
a une exposition peut étre utilisée pour prédire les modes d'action d'agents similaires dans d'autres
groupes(Waters and Fostel, 2004Ces effets dits de pont» accélerent considérablemeria
capacité a évaluer l'impact environnemental sur un ensemble diversifié d'espéces au fil du temps

(Martyniuk, 2018)

A ce jour, de nmbreux organismes sont utilisés comme organismes sentinelles en
écotoxicologie.Les espéces sentinelles renseignent sur les modifications de I'écosystéme par des
changements au niveau moléculaire, cellulaire, physiologique ou comportemental, qui révélent
leur exposition a des substances polluantear exempleGammarus pulesu Gammarus fossarum
(Bertin et al., 2016; Kunz et al., 20&dMytilus edulisont fréequemment utiliséspour les especes
aquatiques(Beyer et al., 2017Chez les espéseterrestres, les vers de terre comriésenia spp
(Gong and Perkins, 201éhLumbricus sppCalisi et al., 201%pnt considérés comme d'exdehtes
espéces sentinelles compte tenu de leur contact étroit avec I'environnement et de leurs roles
essentiels dans la pédogenése, la structure, la fertilité et la chaine alimentaire terfEs#ieand
DegliEsposti, 2019)

2.2 Approche de biologie des systemes

2.2.1  Définition du concept de réseau biologique

La biologie des systemes est I'étude intégrée des systemes biologigugséllules, tissus,
organes ou organismes entiers) au niveau moléculdtlee propose une approche descendante

(top-down) et intégrative qui compléte la biologie réductionnisteie. I'approche ascendante
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(bottom-up) traditionnelld j * AOAEAZ2 AUAOT AT A 0 A (FiguEd 26).hLesW ® X X [
approches descendantes permettent la découverte de composants nouveaux et essentiels aux
processus biologiques saaspriori(Figure26)j ' AOAEAZ 2 AUAOT .Parlanalogiell@ E E| C
toxicologie des systemes consiste a étudiepé&aturbation d'une cellule, d'un organite, d'un tissu,

d'un organe ou d'un organisme dans les conditions spécifiées d'exposition a des substances
AET 1T CENOAO 1O AEEI ENOAO AT I AETi1 O, 6 A0 ADANOA U,
modifications moléculaies, de I'expression des transcrits, des protéines et des métabolites et leur
intégration sous forme d'interactions entre tous les éléments d'un systgmaemettent une

meilleure description et compréhension des mécanismes de tox(Eitét and DegtEsposti, 2019)

De puissants outils d'analyse existertd. Ingenuity Pathway Analysis (IPA) de Qiagen®
http://www.ingenuity.com) pour intégrer et interpréter les données de différentes expériences
omiques (RNASeq, profils d'expression transcriptomique, métabolomique ou protéomique).
Cytoscape(Shannon et al., 2003st un outil permettant l'intégration de réseaux d'interaction
biomoléculaire, avec des données d'expression a haut débig. (transcriptomique ou
protéomique) et d'autres états moléculaires, dann cadre conceptuel unifié. BioNetBuilder est un
plug-in pour Cytoscape, qui integre les interactions moléculaires et d'autres types de données a
haut débit provenant de plusieurs bases de données publiques, pour construire des réseaux
biologiques pourdutes les especes pour lesquelles de telles données peuvent étre trouvéks
Campillo et al., 2007)Ces analysepeuvent révéledes mécanismes moléculaires impliqués et
identifier de nouvelles cibles ou biomarqueurs potentiels dans le cadre des systemes biokgique
etudiés. Les données omiques comb@sea ces analyses de fouijermettent de générer des

hypothéses mécanistes qui pourront ensuite étre vérifiees avec des testsopicsonnels ciblés
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et spécifiques €.g. expression de genes, modification pesaductionnelles, gene silencing,
CRISPR/Cas9, et¢hrat and DegtEsposti, 2019)

Perturbation
Bottom up *Pollutants
*Enzyme kinetics *Exposure routes M
«Receptor binding Adverse outcome pathways *Metabolomics
—_— ‘Bloaccumulation *Physical stressors *Proteomics
'i » . MR *Populations -Transcri!)tomlcs
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e e X "

s ‘ or D
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discovery inference | ¥ 7
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prediction Global model
g 2 Data Integrative model
P Analysis o~ o development
| T —1
Dunys
Figure26qd , 6 APDPOI AEA AA 1T A AEIT 1T CEA AAO OUOOT T AOG AT i1 AT AR

systeme. Les changements moléculaires sont mesurés a plusieurs niveaux a l'aide de technologies a haut débit. Les
ensembles de données obtenus conduiront au déygdement d'algorithmes pour déduire des modeles prédictifs.
Les simulations permettront d'élucider les révisions du systeme pour produire les résultats souhaités. Une
approche «descendante et ascendante sera essentielle pour manipuler avec précision irnuit biologique et
prédire ses résultats au niveau du systeme. ODE : équation différentielle ordin&BE : équation différentielle

stochastiquej ' AOAEAZ2AUAOT AT A OAOEET Oh WwWoXX(Q
2.2.2 Biologie des systemes en écotoxicologie

Bien que les sciencesomiques» aient été divisées en de nombreuses sdissiplines €.g.l1a
génomique, la transcriptomique, la protéagque, la métabolomique, la lipidomique,
I'épigénomique, la fonctionomique, I'immunogénomique, I'immunoprotéomique, l'interactomique
et la pathomique), elles relévent toutes du domaine de la biologie des systémesg, 2018)La
biologie des systémes vise a intégrer les réponses globales iawl's®i organisme du génotype au
phénotype et est appelée I'étude intégrée des disciplines omiques. D'autre part, le terme

«toxicologie systémique a été utilisé pour décrire l'intégration des approches de biologie
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systémique avec la toxicologie traditioelle. Avec I'avénement des NGSnsi que les applications

de la spectrométrie de masse aux systemes biologiques, les chercheurs peuvent désormais
examinerlimage globale du systéme, plutbét qué'examinerindividuellementdes genes, des
protéines ou des meétabolitesCaputo, 2020; Simmons et al., 2018ette vision holistique

Apbpi 0O0i A PAO 1T A AEITTTICEA AA OUOOI T AO A 0Oi A
écotoxicologiqueB1 OO0 O1I 1T BT OAT OEAI A 8 teffel en®eE eEpoAItAIGE | 1
environnementales et effets indésirables! T E1 AU AO Al 8h Wodi h Wddan

2011)

L'évaluation des risques écologiques AEREcological Risk Assessment) s'est longtemps
appuyée sur les données de survie, de croissance ou développement et de reproduction. Deux
facteurs clés ont limité ['utilisation des données omiques et dedbbbie des systemes dans 'ERA
le manque deiéns établis entre les réponses des sauganismes et les effets au niveau de la
population, en plus du manque d'outils d'extrapolation approp(iésistorHooper et al., 2013; Van
Aggelen et al., 2010De nombreix efforts pour appliquer les omiques a I'écotoxicologie et a 'ERA
sont en coursAnkley et al. Z006) ont analysé le réle de la toxicogénomique dans le domaine de
I'écotoxicologie réglementaire, erexplorant l'utilisation de la génomique paudétecter les
mécanismes d'action de différents produits chimiques.autreexemple est celui décrit par Ankley
et al. 009 sur les effets de composeés perturbateurs endocriniens chez deux modéles de poissons,
le téte-de-boule et le poisson zebre. Le projatilise une approche systémiquéed. combinaison
d'approches omiques, bioinformatiques et de modélisation) pour déterminer les voies de toxicité
de 12 composés modeles perturbateurs endocriniens avec différents mécanismes d'a&gn.
auteurs ont dévelopi AAO ET AEAAOAOOO AGA@gbl OEOCEIT AO A/

1 AO 1 i AAT E ObaAshunelabitre AddeeViB et al. 20089 ont utilisé une approche
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transcriptomique et profomique combirge pourévaluer les effets m@culaires du retardateur de

flamme, le €trabromobisphénol-A (TBBPA), sur le foie dgoissons zébre Cette combinaison a

permis aux auteurs de détectete fagon originaleune interférence entre I'homéostasie de la
thyroide et la vitamine A chez les poissons exposés, ainsi que des réponses au stress général et
oxydatif. Il existe quelque exemples récents de transcriptomique combinée a la métabolomique.
Williams et al. Z009 ont utilisé unepuce d'ADNc {.e. micro-array) d'épinoches a trois épines
(Gasterosteus aculeatyiset une approche RMN pour élucider les réponses des poissons a
I'exposition aux hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAPS). limontré des changements

dans l'expression des génes liés a la biosynthése des dil@es, au métabolisme des stéroides

et a la fonction endocrinienne, ainsi que des changements dans les concentrations de taurine,
malonate, glutamate et alanine. Santos et af0( () ont étenduAAOOA ADPDPOT AEA AA
1 6EIi PAAO AO AOEOOA O0dntranbdedrodulafloBsAdegéhes @Odek O i |
changements métabolique$és au mécanisme de toxicité du cuivre conmt conservé chez les

mammiferes.

Récemment, une approche écotimwlogique intégrative sur I'effet chronique de I'exposition
des poissons médaka adultes a diverses souches de cyanobactéries (productrices de microcystines
connues pour leur forte hépatotoxicité) a été réalisée a l'aide d'analyses combinées
d'anatomopathdogie, de protéomique et de métabolomiqué e Manach et al., 201.8Pour
explorer la relation entre les différents métabolites et les @ines enrichies, une analyse de réseau

A

A 1 Oi Oi Al

- z

Oi A i.€ wyeAuky PathwhySAnaly€id Ipour)illdstrer ja réponse

s xooA 2 X .

moléculaire fonctionnellempliquée, U DAOOEO AA AA NOEMaAOD20AT 11T O A
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223 , 6 AT AT UOA Aodxpres€ionOAAODZ AA

Les systemes iblogiques sont dynamiques et tendent vers un équilibre quantitatif entre les
composants qui détermine souvent le résultat biologigeeg.traits physiologiques, réponse a un
contaminant) Ainsi, I'étude des propriétés structurelles des réseaux moléedaougacents
peut aider & comprendre le comportement cellulaire du point de vue systénfiguenberg et al.,
2000). Il existe plusieurs types de réseaux : les réseaux d'interactions protéideie$i et al., 2014)
; les réseaux de régulation géniquieavidson and Levin, 2005réseaux métabolique&alsson,
2006). Ici, rous nous focaliserons sur les réseawdde AGDOAOOET T AT T 1T A 17 OEI

des données transcriptomiques, protéomiques ou métabolomigiiésarascio et al., 2019)

La traduction de l'information moléculaire en une meilleure compréhension biologique par
I'analyse conventionnelle de I'expression différentigste un défi majeutRuffalo et al., 2015)
Par&dAl 1 Ah EI AOO AEAZZEAEI A Adi OAI OAO T A OEIA
faible abondance ou associés a un faible fold change facteur de changement entre deux
mesure§] EAAT OEZAEiT O PAO |1 Al APWeDA, 2814; RifEIA@D CAIOOET 1

Les réseaux decoexpressionde génes sont desmpprochesutilisées pour analyser les
interactions entre genes au niveau du systeme biologidies approches construisent des réseaux
de relations basé® OO0 AAO | AOOOAO A AOOIykénésiorotéineBls6e D A E C
sont révéés étre desoutils puissans pour déchiffrer les réponses cellulaires ou identifier les voies
critiques pertinentes pour les traits ou conditions ¢léslles que le lien entre les genes et une
maladie ou les gensget le poids(Lehtinen et al., 2013; Zhang and Horvath, 2005; Zhang et al.,
2016) Un réseau deoexpressiomgénique est constitué de profils d'expression génigue représentés
Oi 66 &I Oi A AA 1 GOAgeniqded quh Be phdduisdntAgD Belud génes sont

significativement coexprimés (déterminés par des corrélations d'expression génique par paires)
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(Zhang and Horvath, 200%Figure2?.L8d AT AT UOA BT 1T Aic@ekplessibrde gériesOA A O
(WGCNA pour Weighted Ger@oexpressioNetwork Analysis) a été développée pour décrire la
relation de corrélation entré) les genes a travers des échantillons analysés par puces a ADN ou de
RNASeq,(ii) et la relation de corrélation entre desusters de genes fortement corrélés (appelés
modules) et des conditions externes ou des traits biologiquesigfelder and Horvath, 20080es
analyses des réseaux dmexpressiongénique des données transcriptomiques ont fourni des
informations utiles pour comprendre les processus biologiques fondamentaux chez de nombreuses
espeéces d'arthropodes. Par exemple, WGCNA a fourni des preuves dewosesvees a travers 16
espeéces différentes de fourmis impliquées dans la division du trdg#areproduction(Morandin

et al., 2016)De plus, une alyse de réseau a mis en évidence le role des genes métaboliques et de
signalisatiorscellulairesdans la réponse au stress chez le crustacé mddafghnia magnalorsque

la simple analyse d'expression différentielle n'a pas permis de trouver des répbiodegiques

significatives(Orsini et al., 2018)

L'un des principaxavantages de ce modéle statistique est d'étre axé sur les données et de ne
DAO 1 i AAOOE OlréprédedieEddri ur@ randélopportunité pour les organismes non
modéles pour lesquels les ségquences génomiques, les annotations de génes ou les voies
métaboliques et de signalisation ne sont pas encore conndedgré lesavantages cités eilessus,
I'application de la méthode WGCN&été relativement peu utilisée aveautres types de données
omiques, tels que les données protéomiques et métabolomiqressderniéres annéég&unowska
et al., 2015; Pei et al., 2014; Su et al., 2014; Yu et al.,.ADans$ cette thése, nous présentons les
travaux de deux analyses desegaux decoexpressionappliquées a des jeux de données de

protéomique shotgun cheGammarus fossaruuoir page119.
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Un réseau deoexpressiorpeut étre représenté sous plusieurs formes. O1 Aun drapke

~

IT TOEATOin 11T O1 1 GOA OADOi OAT OA O1 e€del A 1

—_—)

I GOAO AOO OADET | PAD DDERAANAOI q Céxpressiofsghificadd OT A
(Stuart et al., 2003(Figure27). Cela peut étre aussous la forme d'une atrice de similarité gene

gene(Figure28-1).

A — Co-expression B — Régulation

Figure27: Différence entre les réseaux d@expressionA) et les réseaux de régulation de genes (B).

La transformation appropriée des enswles de données re protéomique et en
métabolomique est une condition préalable a la capture de la véritable corrélation dans les
ensembles de donnéé®ei et al., 201 7Par exemple, le nombre total de signaux détectés peut étre
significativement différent en raison de la taille, du poids ou du volume des échantillonsand
Li, 2016) Par conséquent, sans effectuer une transformation appropriée pour normaliser les
données d'abondance des protéines et des métabolites, la corrélatiarnerressionne peut pas
étre correctement construite. Dans le cas de données d'abondance protéomique et
métabolomique senmtquantitatives, ure transformation appropriéepeut étre encore plus
importante pour stabiliser les variances et capturer la véritableéation (Nie et al., 2007En ce
qui concerne les données geotéomique et de métabolomique, les jeux de données se retrouvent
souvent incomplets en raison de l'identification imparfaite des séquences codantes au sein d'un
génome et de la sensibilité des technologies de détectibnzar et al., 2016)Une grande
proportion de valeurs manquantes est souvent rencont(éérecht et al., 2010; Huaand LI,
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2015) Pourpallier cela plusieurs approches, telles que la méthode des k plus psoabisins (dit

kNN), la méthode des moindres carrés et la nadk des moindres carrés locawnt été proposées

(Nie et al., 2007; Xia et al., 201€hacunedes méthode d'imputation (i.e. remplacement des
données manquantesgst consacrée a un type spécifigue de mécanismes d'absengse(reurs

AT A1 UOENOAO AiTi 1T A 1A Ai OAAOEIT A8OT A AODPT AA
AT 1T OOEI A POi AEO AA 1 6EI bOQROEdl.] 201K din AuerébafeA  OA
sObPI i1 AT OAEOA PT 6O DPOiI PAOAO 1T A EAO AA ATTTiA
batch (ou de lot) possible dans les échantillons. Unedessétapesssentielles de prétraitement

des données effectuée la construction et les analyses dse@u decoexpressiorse déroulent en

trois grandes étapes/an Dam, 201({Jigure28):

1. Dans la premiere étape dealcul de lacoexpression les relations
individuelles entre les genes sont généralement définies sur la base de
mesures de corrélatione(g. corrélations de Pearson ou de Spearman)

(Ala et al., 2008; Guttman et al., 201éntre chaque paire de genes
(Figure 28-1). Ces relations décrivent la similarité entre les isof
d'expression de chaque paire de génes possible dans tous les
échantillons.

2. Dans la deuxieme étape, les associationscdexpressiorsont utilisées
pour construire un réseauA A 1T GOAO j ci 1 Adq AO Ad.
force de lacoexpressioh (Figure28-2). Un réseau deoexpressiorpeut

800A PITATOi 1TO 1117 DBITAIi 0i8 $AT O

sont connectés les uns aux autres. @esnexions ont des valeurs de
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Il 6AOO

poids continues entre 0 et 1 qui indiquent la force de laégulation
entre les génes. Dans un réseau non pondéré, l'interaction entre les
paires de génes est binaire, c'estlire 0 ou 1, indiquant que les génes
sont soit ®nnectés, soit non connectés. Un réseau non pondéré peut étre
créé a partir d'un réseau pondéré, par exemple en considérant que tous
les genes dont la corrélation est supérieure a un certain seuil sont
connectés et tous les autres non connectés.

Dans la toisieme étape,les modules(ou cluster de génes fortement
coexpriméskont identifiés en utilisant I'une des nombreuses techniques
de clustering disponibles e(g. k-means, clustering hiérarchique)

i $0EAAOAI (Adue #s-3) e @listéring, dans les analyses de
coexpressionest une méthode qui peut étre utilisée pour identifier des
groupes de genes qui ont un profil d'expression similaire a travers
plusieurs échantillons, pour produire des groupes de genesxpuimes

plutbt que seulement des paires.

Apres avoir défini lemodules de génes coexprimés, les eigengénes de module (dits ME pour

module eigengenesjont calculés pour chaque module. Les ME sont des vecteurs représentatifs

des profils d'expression des protéines dans un modideeprésentent la composante princia

de chaque modle et permettent d'explorerla corrélation entre les modules et les traits

phénotypiques, tels que les conditions d'exposition. Les modsted ensuite interprétés par des

analyses d'enrichissement fonctionnel, une méthode qui peut étilesée pour identifier et classer

les catégories fonctionnelles surreprésentées dans une liste de génesn et al., 2009; de

Magalhées et b, 2010; Gupta et al., 2014} est aussi possible de se focaliser sur les élémeats (

genes, protéines ou métabolites)hwb » de chague modulequi présentente plus haut degré de

84



Chapitre FOOAO AA 1686A

connectivité au sein d'un modulet qui jouent donc potentiellemat un réle clé dans les voies

biologiques(Horvath and Dong, 2008Ces éléments hukont identifiés par leurs propriétés au sein

Qu
O

du réseau, telles que la connectivité totale ou intramodulaire. 1 6 ET @ malEdud A
représentela fagon dont les éléments sont liés aux autres éléments du réseau entier ou au sein du
méme module, respectivement. Apres identification des éléments hub corresporgjdhtest
possibled'exporter les réseaux vers des logiciels de visualisation, tels que ViSANAt al., 2008)

ou Cytoscape(Shannon et al., 2003)La visialisation aide a comprendre et interpréter les

topologies du réseau et des modules.

1 - Co-expression 2 - Construction du réseau 3 — Définition des modules

I EHEEEEHEEREEEERE R

©
/ ©"e \R lat twork
4 eguiatory networ
Modu_ Ie_a nd trait identification
association ’

Sample
Finding hub classification
genes Enrichment Differential co-expression
analyses analyses

Figure28d, 3 AEi I A A3 AT Alcte®pkesshoNadapited deAv@n Dak, 2017)

23 , A0 AppPOiI AEAO i[OI OET i ENOAO bHi OO 1
2.3.1  Définition et intérét de la multiogue

Actuellement, la plupart des études toxicologicuest écotoxicologiqus utilisant des
approches omiques impliquent un seul type de ptateme, par exemple la transcriptomique ou la

protéomique. Chaque approche ne détecte que les biomolécules d'unygeuét peu conduire a

I EAAT OEAEAAOQEIT T nefpdrmebpaddé fdumiN @ édomddhendioA EyQémique
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des voies de toxicitéCaputo, 2020)La principale motivation pour l'intégration de plusieurs jeux
de données omiqued OO A & Arle igho® holisthg@e@iréponses a un toxiqueCanzler et al.,
2020)et ainsi derésoudre plusieurs verrous, notamment I'analyse des mécanismes moléculaires,
ITEAAT OEEZEAAOQEIT AAO AEI I AONOAOGOO 1 GginiADBILOA 1 8
dernier point sera traité plus en détail dans le chapitre Il (voir pdde
Pour mieuxcomprendre les mécanismes moléculaires qui caractérisent les traits complexes
(e.g.la réponse ou les mécanismes de tolérance aux contaminaotsjecherche les interactions
entre les biomolécules de différentes platésmes et les voies biologiques, ravhment au moyen
AB AT Al UOA((CCHAet @j20A; 8B et al., 2013; Kuo et al., 2013; Piwowar and Jurkowski,
2015; L. Wang et al., 2014Des réseaux mt été construits par l'outil 30mic&iwowar and
Jurkowski, 2015pour décrire les connexions entre les données transcriptomiques, protéasiqu
et métabolomiqueh U 1 8AEAA A8 AT ATl UOA AA AT oQTidi,ZodET T A
Un autre objectif important de l'intégration des donngenultiomiques est l'identification des
biomolécules qui caractérisent un phénotygdeintégration des données omiques doit permettre
une compréhension plus fine des interactions entre les biomolécules provenant de différentes
données omiques par rapportiad AT A1l UOA ET AEOEAOQCAT 1 A B&necAE ANOA
al., 2015; Y. Chen et al., 2013; Kim et al., 2016; Vaske et al., 2010; Wahl et al., 2015; Wang et al.,

2015)

2.3.2 Les informations des différentes couches moléculaires
Pour faciliter la détection des réponses des vdies | 1 A O ekgoshidnPar dés produits
chimiques, les couches omiques doivent étre choisies pour interroger de maniére optimale les voies
d'intérét, si elles sont connueBar exemple,d AAT T AAT AA AA AAQkbhbried) 1 O

peut étre mesurée par la métabolomique, alogue les niveaux des enzymes sont
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préférentiellement mesurés en protéomiqueg_anzler et al.,, 2020)0r, les effets de certaines

modificati T O AAT O 1 8AATTAAT AA AAO 1i OAAT T EOAO DPAOC
AAO OIT EAO i7" OAAT 1 ENOGAO 1O U 16A@DOAOCOETT AAO

Dans le casles espéces non modeles, Canzler et @020) proposent d'inclure plusieurs
omiques telles que la transcriptomique, la protéomique, la métabolomique etlau
phosphoprotéomiquepour améliorer la confiance déh | 6 EAAT OEZAEAAQET T A8 Of
réponse au contaminar(Canzler et al., 2020La transcriptomique comprend des informations sur
les ARN régulateurs @ A O AO AB3AOIT EO AAO ET &£ OI AGETT O 06060
fonctions biologiques associées) transcrit par rapport a la protéomityaeprotéomique, quant a
elle, est lraucoup plus proche du phénotype et englobe plusiguécanismesde régulation qui
conduisent a des changements au niveau des protéines, sans changements remarquables au niveau
du transcriptome. De plus, méme des altérations radicales au niveau du traiwsng n'entrainent
pas nécessairement des changements détectables au niveau des protéines correspondantes, du
fait des effets de la traduction ales effetspost-traductionnels(Canzler et al., 2020 Enfin, la
métabolomique differe de la protéomique et de la transcriptomique du fait qu'elle (i) détecte la
Oi BITOA U AAO TEOGAAOD OO01T O AEEAE OAuitarémeitle®T A O
molécules d'une voie qui répondent a des échelles de temps extrémement différemtpset
i AOOACAOO OAAT T AAEOAO &I O0ii © POAONOA ET OOAT OA
cellulaire)(Canzler et al., 2020)

233 #EAI 1 AT CAO AA 16ET Oi COAOETT AA

Les principaux défis dans lintégration des données multiomiques sont I'hétérogénéité

intrinseque des dnnées et la complexité biologique des interactions inter/iotraques

L'hétérogéneité des données fait référence a des mesures qui ne sont pas prises a la méme échelle,
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avec des distributions variées et provenant de différentes plateformes omiques. Les méthodes
statistiques et bioinformatiques doivent donc garantir que les résultats ne sont pas biaisés en
faveur des omiques de plus grande dimension ou de plus grandenealiaini, 2018) Autrement

dit, les résultats biologiquement significatifs peuvent étre a la fois soutenus par des signaux plus
faibles impliquant différentes dorges omiques ou fortement induits par un seul type de données.

Ce probléme peut étre résolu en mettant les données a I'échelle ou en réduisant la dimension des
données en sélectionnant uniquement les plus informativeg.¢éduire la redondanceHira and

Gillies, 2015)Bien que la combinaison d'un plus grand nombre de niveaux biologiques permet
d'obtenir une image plus compléte du systeme biologique étudiérsanelli et al., 2015elle
augmente également la quantité de bruit ajoutée au modele, intensifiant ainsi la découverte de
faux positifs et les difficultés d'intprétation (Tini, 2018) Pourceci de hombreux outils ont été
optimisés pour | 8 ET Oi COA OE | Parmil 0®uxc) Héuk gran@OUDA O ABET Oi C
multiomique se distinguent:l 6 ET Oi COAOET T AT T AADOOM®IMad 20800 1 & E
Misra et al., 2019; Pinu et a2019)

Dans le cas dé 8 ET O1 COAOET, i exigtd deuk Ayped Ol dtratéiestilisant les
connaissances antérieures relatives aux voies et aux réseaux métaboliguesn{eractions
biochimiques, génétique) provenant de base de données quéecdentes étudesOumas, 2020)

(i) , 6ET Oi COAOET 1T OG6APPOUAT O OO0 I.BeSanalys&i 1 1 C

A6 AT OEAEEOOAI AT O O11 0 APPI EAAAI AOG AT OA
prenant en compte les protéines intervenant dans les voies de synthése ou de
dégradaion des métabolitesFeng et al., 2018Ces analyses sont aussi applicalales

termes GO qui appartiennent a une nomenclature commune aux ggmetéines ou

ii OAAT 1 EOAO NOE DPAOI AOOAT O Adi OAAT EO AAO
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@i ,6ET Oi COAOETT O38ADPDPOUAT .Qes®S@ux bidlagiquesiottA A O ¢

A O Ade prén@rden compteles relations ou interactions existantes entre les

Qu

entités biologiques. La construction de réseaux biologiques est possible a partir des
bases de données ou des études antérisurLes réseaux protéingrotéine et les
réseaux métaboliques s les deux approches les plus utilisées. De nombreuses bases
de données servent de source de connaissances pour leur construction, telles que
IntAct (Orchard et al., 2014 MINT (Licata et al., 2012)nnateDB(Lynn et al., 2008)
pour les réseaux protéinprotéine; ou KEGGKanehisa and Goto, 2000MetaCyc
(Caspi et al., 2008 WikiPathwayg Slenter et al., 2018 Recon30Brunk et al., 2018)

pour les réseaux métaboliquéshou et al., 2020)

sz oA s oA - s A s o~ A~

descorrélations telles quéDumas, 2020)

(i) La corrélation matricielle qui vise a expliquer au mieux le lien entre la
variabilité intra et inter omiques, en identifiant les corrélationséhires
correspondantes. On retrouve ce type de stratégie dans le package R
mixOmics(Rohart et al., 2017)

(i) La corrélation univariée (e.g. corrélation de Spearman, corrélation de
Pearson) cherche a caractériser les liens entre des molécules individuelles
ABGT TEOAAO Ti1iENOGA AO AAChork éndAid di.7) AOOC

(i), 8 AT Al UOA est Ore Gsteabélid Aultivariée, qui considére les
différentes omiques comme des blocs distincts dans le modele pour ensuite

les combinerCavill et al., 2016)
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2.3.4 La multiomique en écotoxicologie
Dans une étude récentd,v et al.(2022) ont combiné des approchesanscriptomiques et
protéomiques pour comprendre les mécanismes s{acents liés aux effets de la toxicité du
AAAT EOI 000 1T A &£ 1 AOEI 1Pardoka peelddadhufat@ricortbinant s A 1 6
génes et protéines différentiellement exprimés dell OAEOAh ET O 1106 T AOGAOOI
et des protéines impliqués dans le traitement des protéifies. « protein processing) dans le

réticulum endoplasmique, dans la vitellogenese, et dans le systéeme enzymatique antioxydant.

Ol AT 1 OAI E

Qu

Pour identifiel AO 11 AATEOI AO ABAAQEIT O A
biochimiques de la modulation des métabolites, déterminer les liens directs entre métabolites et
DOT O0i ET A0 OA Oi OGi 1T A 85800A DAOOET Al O8lesdonnkeds ET O
protéomiques et métabolomique&Chen et al., 2018; Dumas et @022; Ji et al., 2016; Sun et al.,

2019; Xiang et al., 20210a majorité des études combinant ces approches optedO 1 6 ET Oi C(
conceptuellekAT OB ET Oi OAOOAT O A O différorddllegnierEimphodés Aabs 1ési O A A
voies métaboliques et leurs interactionSoncernantle reste des études, une intégration en tant

NOA OAIT 1T A 1T6AOO epAlds domieesAinidudsisedt triitdds BEpadéimentmas,

20208 $ AT O 1 61 O.QAR), ek Apprachds prétddmidués et métabolomiques ont été
combinées pour élucider les réponses moléculaires au niveau du cervézandereri@pres avoir

é0i A@bl O0i U 1 6 Led prétdinesieiles étdbbliees im@liqués ont été identifiés
COYAA U 161 O00EI +% ' bDPI OO 1 6 MAorAd &1 BA200Bolr OT E /
comprendre les liens entre protéines et métabolites. Les auteurs ont observé des modifications du
métabolisme des acides aminés, du cycle de Krebs ou encore de la synthése des acides gras. Ces
modulationsont mis en évidence une potentielle perturbation du métabolisme énergétique par
1861 UAA AA COADPETT A8 401 O O202)0d eplhark (e appréched O A A
meétabolomique et protéogénomique intégrée. Cette étude inclut une stratégie statistique de
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fusiondeAT T T 1 A0 AO AJd AduAdorabéeAdre ile® &événEniehts roléculaires et les
processus cellulaires déclenchés par la carbamazg@B&)chez la mouléytilus galloprovincialis

(Dumas et al., 2022)_es résultats restent préliminairgmais indiquat NOA 1T A 11 AAT EOI A
de la CBZ serait probablement lié adlirction de I'autophagiesoit par la déplétion en inositol, soit

DAO T A OOOAOGO AO Oi OEAOI Oi AT Ai pl AOGIi ENOA8 . i A
interactions et corrélationpotentielles entre protéines et métabolites, mais utilisent uniquement

les voies métaboliques et les annotations fonctionnelles. Pour pallier ces ling®snéthodes

utilisant les réseaux moléculaires ou les analyses statistiques pourraient fourniuslemiples

ET £ Oi AGET 108 41 O6O6AEI EOh AAT O 1T A AAO AS6AODI

ET OAOAAOET T O AT OOA ¢ciTAdh bDOi Oi ETAO AO 11 OAAI
AAO AT 11 OAOETT O ABGAOOOAO Aomnédshanicel@iia@ldt®AO A,
20158 )1 AOO AiTA 1Ti AROOAEOA AA Ai OAOOI OEI |l AO

stratégies et outils qui permettent de révéler des genes, pr@&i ou métabolites propiea

1 8 AOD1 A Aa prot@dyddiiqde drécédemment présentée (voir la partie?) qui couple les
méthodesde RNB AN AO AA DPOT Oi 1l i ENOGA OEI 6¢OT h DPAOI AOD
(Nesvizhskii, 2014 $A 161 Ah 1671 OOEI AA OAAT T OOOOAOQEIT I
(Vellozo et al., 201Tpuplé aux données de protéomiqueatun permet de reconstruire des voies
meétaboliques sans priori(voir page 141). Ces méthodes permettent de préciser et affiner les
annotations des biomoléculéds A O AA DI AT OAO 1 A6 AAGAOG bpi OO

multiomiques a proprement pagl (e.g.intégration statistique).
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3.1 Connaissances disponibles

En tant que macronutriments, les lipides sont une source majeiéeergie et d'acides gras
essentiels (AGE). Ce sont des composants structurels importants des biomembranes, qui agissent
en tant que porteurs de vitamines liposolublase (soluble dans les graisses), et fonctionnent
comme précurseurs d'eicosanocides.e( AT OEOi O AA 181 gUAAQEIT 1 A A
arachidonique), d'hormones et de cofacteurs enzymatiques pour les animaux aquatiques, Yy
compris les crustacé§\ational Research Council, 2011Le métabolisme des lipides comprend
I'absorption, le transport, la biosynthese et la dégradation des lipides. Il implique également
plusieurs voies biochimiques avec des enzymes clés et des facteursnderipgion (Chen et al.,

2015; Dutta and Sinha, n.d.; Obeid et al., 1993; Sun et al., 2020; van Meer et al., L 230)ides
constituent un groupe de molécules structurellemediverses qui peuvent étre classées en
plusieurs catégories, notamment legsyles gras, les glycérolipides, les glycérophospholipides, les
sphingolipides, les stérolipides, les prénolipides, les saccharolipides et les polycétides, selon le
systeme de clasication des lipidesLIPIDMAPSFahy et al., 2019, 2009Ils représentent une
importante réserve organique chez la plupart des espéces de crustaeésos et al., 1997)Les
phospholipides, et particulierement la phosphatidyl choline et la phosphatidyl ethanolamine, sont

e POET AEDPAOD 1 EPEAAO AA T B6EiI T 11Ul DPEAD, tafsE OAT (
que ks triglycérides représentent les lipides les plus stogkés| | AT h  Xi ¢ wn ' EI AA

1970)

De nombreux polluants s'avérent étre des petiateurs endocriniens qui pourraient
provoquer des perturbations de I'homéostasie lipidique chez les especes aquatiquesal., 2021)
qui estcruciale pour leur développement, leur maintien et leur reproductioa Mendoza and
Pilon, 2019; Klose et al., 2012; Zhang and Rock, 2Rlasieurs études montrerque certains de
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ces polluantslesobésogenes, pourraient interférer avec I'hnoméostasie des lipides et provoquer des
effets toxiques sur un certain nombre d'especes animales aquatigtisitéo et al., 2017; Fuertes

et al., 2020)

3.2 Effets des facteurs biologiques

Plusieurs études ont montré chez les amphipodgse le genre, le cycle de reproduction ou
encore le stade de développement des individus modulent les profils et quantités en lipides (acides
gras polyinsaturés (PUFAS), lipides tota(ix) et al., 20216t en énergie (glycogenélorreia et al.,
2003; Fu et al., 2021; Gismondi et al., 2012; Rosa and Nunes, 2002; Sroda andegogk) 2011)
Les différences de réserves énergétiques (lipides et protéines) entre les males emigfese
pourraient s'expliquer par I'oogenésduikema Jr and Benfield, 1900 1 6 AT OO ADBEAT AA
and CosstLeguille, 2011)Plaistow et al.Z003 ont observé le méme schéma ch@&z pulexavec
un contenu lipidique plus éléwchez les femelles que chez les makgsistow et al., 2003LesG O £0O
sont composés de vitellogéningst chezl AO Al PEEDPT AAOh ABAOO0AO bC
famille desprotéines de transfert des grands lipidesldsge lipid transfer proteins ou LLTP)
constituant le vitellugMeusy, 1980 Trapp et al 201,6Degli Esposti et al 20L.9Dans une étude
comparantle méle et la femelle d&. roeselides différence®nt été observéslans les capacités
de défenseantioxydanteset les réserves énergétiques ont été observées. En effet, des niveaux plus
élevés ddipides et de protéines antioxydantes ont été mesurés chez les femelles, ce qui suggéere
gue les femelles pourraient avoir de meilleures capacités de défense contre le stress oxydatif que
les malegSroda and Cossbeguille, 2011)Pour deux espéces de céphalopodes maribkgdone

cirrhosaet Eledone moschat#a teneur en lipides et en protéines augmente dans la gonade pendant

I'ovogenese chez les femell€2osa et al., 2004)
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Le métabolisme deslipides a également été étudié dans des organes tels que
1 6ET PAOT BARDOI Adraves. A5 O1 bi ET O A A-phySdibdique,AT A QI
I'hnépatopancréasest un organe clé pour l'absorption et le stockage des nutriments chez divers
crustaces, et il joue urdle important dans le métabolisme des lipides, le statut nutritionnel et le
stockage de I'énergi€\Wang et al., 2008; W. Wang et al., 2Q10hépatopancréas stocke une
grande quantité de substances énergétiques, en particulier des lipfdés] | A 07 OAOOA AB
OOEI EOAO DIl (pendant &l mue Alh pi@vatidn alimentaire et la reproduction.
, 6E1 DPAOT PAT AOi AO ET OAOOEAT O AOOOE AAT O 1T A 0Oi ¢
AAO A OO0 O-Adkdatdn (Bna Gnie mdjgredu catabolisme des acides gras) qui a lieu dans
les mitochondries et le peroxysome des cellulésuang et al., 2015; Tocher, 2003)
L'hépatopancréas & un organale choixpour étudier le métabolisme des lipides et le métabolisme
énergétique(Yuan et al., 2019Plusieurs études ont signalé la cooccurrence d'une diminution de
1A OAT AGO Al T EPEAAO AAT O 18Ei PAOI PAT AaisAO A
l'ovaire pendant la maturation ovariennehez les crustacésAlava et al., 2007; Cad#ll and

Lawrence, 1989; Spaargaren and Haefner, 1994)

| OET OOAGEOEh EI AOO DPi OOEAI A AGAAIT OAAO 161
grace aux méthodes de hautes résolutions de spectrométrie de masse (MS) (lipidomigue non ciblée
ou shotgun)qui ontpermisnotammentA8 AOCIT AT OAO AT 1T OEAiT OAAT ATl A1 O
de lipides(Zullig and Kofeler, 2021)a lipidomique shotgura été appliquée avec succeés pour
décrire le lipidome d'une variétd § A O BIonDRo€ophilaCarvalho et al., 2012; Knittelfelder et

~ N o~ oA s~ .

al., 2020; Palmetal., 201)0 AT AT OA A O A épbrivAnagnar &/ drkedad20Wy OA A

Pour aller plus loid AT O T A AT 1 PO EAT O Haicéractdribafion dds Hpile del 8 A A O

leur distribution spatiale dans les tissus estlevenue cruciab. Récemment, une eétudepar
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lipidomique shotgun et MSI (Imagerie M3magerie @ar spectrométrie de masse) a permis de
caractériser etle cartographieraux niveaux des tissyse lipidome deG. fossaruncecien lien avec

le genre et les stades reproductifs des femelles et al., 2021)Les auteurs ont découvert des

I EPEAAO U AAOGA AA OOI ZAOGA AAT O 18Ei PAOI PAT AOi
CelaOOC C1 O RépatvfuAcréasFonctionne également comme un organe de stockage des
lipides chez lemmphipodes et N O pdrrait libérer les lipides nécessaires aux ovocytes pour

faciliter leur maturationFu et al., 2021)

3.3 Effets des contaminants

Les contaminants chimiques peuvent cibler les voiesndiétabolisme lipidique chez les
crustacés. Il a été montré que certains perturbateurs endocriniens, connus comme obésogénes
(e.g. tributylétain), interférents avec le métabolisme lipidique des vertébrés et affectent la
distribution et la synthése des lipidechez le crustacé modelaphnia magné-uertes et al., 2019;
Jordao et al., 2016a, 2016b; Jordao Rita et al., 20D&$ résultats récents ont montré que
1 6A@D1T OEOQET 1 aukibuglét&irCeOdu bispaéAdk Ofavorisait I'accumulation de lipides
de stockage tels que les triacylglycérols et le cholestérol dd@ghnia magnamontrant que la
perturbation lipidigue observée chez les vertébrés peut se retrouver aussi cheaégbrés
(Fuertes et al., 2018; Jord&o et al., 2016a, 2016b; Jorddo Rita et al8208 A T d@ del Féeited O
et al. (2019, les modifications transcriptomiques consécutivebadcumulation des lipides induit
par le pyriproxyfeneife. pesticide juvénoide), le bisphénol Ale tributylétain ont été analysées
(Fuertesetal.,2018) , 8 AT 1T 1T OAOGEIT T A& 1 AOET lulgshialhdussdéta@int O1 1 i

impligués dans les voies métaboliques des acides gras, des glycérophospholipides et des
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glycérolipides les constituants membranaires eles voies métaboliques de la chitine et de la

cuticule(Fuertes et al., 2019)

$6A000A0 1 i AEAAMANGEIRA ATAA AOAAGT OOAT O OAEAOD
cd 1T AAT OOAOQGETT O Al 1 AT O EOONQ&EE e, 0OEApaGeSatiheAT T
AOO O1 1171 AEAAT AT O 00T O OOEI EOi A&dugmentaiqgnidd 1 A £
AET T AGOGi o111 AAT O 1T A OAT cqs #EAU 1 6 (-ftaryBh 1 /
coenzyme A (HMEo0A) réductase (HMGRjui catalyse la conversion de I'HM®A en
mévalonate, une étape clé dans la synthése du cholestérol chez tgbues Figure29q8 , 6 ( - ' 2
est une enzyme trés conservée chez les eucaryotes et peut donc étre une cible coramune
statines. La voie de synthese du mévalonate @sipliquée chez les arthropodes pour la synthése
des hormones juvéniles (JHs) qui jouent un réle le développement embryonnaire, la
métamorphose, la synthése de la vitellogénine et la production de phérom@he&es et al., 2005;
Nijhout, 19948 # AOOA Oi ¢cOl AOET1T ET OAOOGEAT O PAO 1 A AE
ou par le méthyl farnésoate (MF) (chez les crustacés), qui est produit a partiedalonate. [@s

effets négatifs de la simvastatinent été observésur la reprodudbn deG. locustgNeuparth et

al., 2014)
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effets endocriniens€.g. une maturation accélérée des ovocytes, des ovocytes vitellogenes plus

petits et une diminution de la production de spermatozoides) ont été observés apres une exposition
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Figure29: Schéma simplifié de la voie du mévalongedaptée de Hissa and Pontes, 2018)

ades contaminants tels que le cadmium, les insecticides juvenoides ou les agoniseseateur

U

1 81 Adcuidny Bt AI82005; Trapp et al., 201best donc trégmportant de caractériser le

lipidome de cet organisme, de comprendre le mécanisme moléculaire-gmest de ces effets

endocriniens et de développer des biomarqueurs pour une évaluation précoce du risque de

contamination. Une premiére évaluation de larpgbation du lipidome cheg.fossarumexposé a

un perturbateur endocrinien a été récemment rapportéerambourou et al., 2018cependant,
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seul un nombre limité de classes de lipides et d'especes moléculaires sont connus et caractérisés
(Arambourou et al., 2018; Fu et al., 2020; Kolanowski et al., 2Ré¢emment, un lipidome

POl £ZITA A i O0i AAOAAOI OEOi h Ai A OEOosdaim(FAIAROT COA

2021)

4.1 Descriptiondel 8 AODP1T AA

Gammarugst un genre de crustacé amphipode appartenant au smase des Gammaridae,

représenté par plus de 200 espéeck&rtin and Davis, 2001; Vainola et al., 2008bleaut).

Tableau6 : Systématique de5. fossarun{Martin and Davis2001)

EMBRANCHEMENT Arthropode

SUPERCLASSE Crustacé

CLASSE Malacostracé

SOUSCLASSE Eumalacostracé

SUPERORDRE Péracaride

ORDRE Amphipode

SOUSORDRE Gammaridea

FAMILLE Gammaridae

GENRE Gammarus

ESPECE fossarum(Koch, 1835)
01T 60 AAO OOAOGAOC@ AA OET OAh 11 Ga&nmaArgifdssarumh ET E

(Koch, 1835)Hgure 30). Cette espece a longtemps étdnsidérée comme une sowespece de

Gammarus pulexet était nomméeGammarus pulefossarum\Wautier and Roux, 1959)
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Figure30: Gammauwus fossarunmale (A) et femelle (B) (Source : Hervé Quéau, INRAE Ly@ouveia 2017)

#AOOA AOPT AA AA AOOOCOAAT ABAAO Al OAneudeOO 1 A

N s oA

francais sauf la Corse, la Bretagne et une partie de la NormanRdjer¢31q8 )1 OG6 ACEOAE (

de gammare la plus répandue apr@s pulexPiscart and Bollache, 2012)

Figure31: Distribution deGammarus fossarumn FrancePiscart and Bollache, 2012)
, AO EZAAOAOOO AAEI OENOGAO OAI 06 NOA InAun®ki ET E(
important dans leur distributioriCoulaud et al., 2014; Macnell et al., 1999; Maltby, 1995; Peeters

et al., 1998; Verberk et al., 2018)eur habitat ofimal correspond aux eaux alcalines, peu

profondes, a forts courants, pauvres en nutriments et riches en oxy@éaeters et al., 1998Les
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gammares sont des especes clés dans les systémes aquatiques de par leur présence en forte densité
et leur réle majeur dans le processus de dégradationlitieses. Ils constituent aussi une réserve
de nourriture pour les macroinvertébrés, les oiseaux, les poisdeash i PEEAEAT O AO .

crustacéd Gouveia, 2017; Macnell et al., 1999)

Le corps des amphipodes est caractérisé par un aplatissement latérahet et al., 2000t

est divisé en 4 partiesle prosome (latétdy 1 A 17 OT OT T A j OET OAgq AO I
Al O AT O |(FésdaA dnil Bolathe, 201igure3?). Le prosome contient le céphalon ainsi

gue les deux yeux. Dans le mésosome, deux paires de gnathopodes permettent au gammare de se
fixer sur un substrat, et les 4 paires de péréiopodes om fomction de locomotion. Dans le

métasome, les pléopodes sont continuellement agités pour ventiler les cavités branchiales, et

jouent un réle important pour la locomotion.
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PROSOMA MESOSOMA ’

Céphalon
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Antenne l, ({ -\"‘-.\‘.'% " _-“

-

% % ______
Péréiopodes I([{, \,;\g UROSOMA
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Figure32: Morphologie des gammaridé&@'aprés Cribiu, 2020) [ 1 A E /£E i(Xherdb528m)017 O

A~ 2 o~ o~ = A s A

, A ADOOiT A ek OG.fodstr D AOD Al 1 A QTaBEnd@iNud 8000)IstontAT O
une croissance discontinue avec des mues succes$vésssarumest une espece itéropare, dont
1AO EAT AT T AO OA OADPOIT AGBOA dal. D10, 6E&OMEe cyEleEO A
de mue est parfaitement synchronisé avec le cycle de reproduction chez les ferflielesmot et
al., 2020; Ratier, 2@). | sediviseen5stadeg ! " BT OO0 ADPOT O 1 A-miefDAh # X
et D2 pour la prénue (Geffard et al., 2010Le développement des embryons est aussi divisé en 5
stades (S4S5) Figure33 (Geffard et al., 2010La température joue urble clésur la durée le cycle
de reproduction et de mueetest corrélée négativement a la durée du cycle. Le cycle de mue dure

~ o~ = 2N .

Qb ET OO0 U X Wdivdrondelid moi® O7°WQGE 12014 G&fArd et al., 2010)
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Moulting Moulting
Y L ”
‘ | |
Al B | C, [ ¢ 1 o T b [a
1]

Post-moult Inter-moult i Pre-moult

Spawning and Fertilization Spawning and Fertilization
. ) Embryonic development
Stage | Stage 3 Stage 4

Oocyte development

Figure33: Développement embryonnaire et phases de mue p@ammarus fossarunFC : cellules
folliculaires, EVO : ovocytes vitellogénes précoces, LVO : ovocytes vitellogénes tardifs, YV : vésiculelldis viitG
. globule lipidique(Geffard et al., 2010)

4.2 Le gammare en écotoxicologie
4.2.1 Modele biologique

Les gammares sont largement utilisés comme especes modeéles en écotoxicalegimt (i)
tres répandus et présents en abondance ce qui permet des comparaisonssite®r (i) leur
prélévement et leur raintien en élevagsontrelativement facilesgrace aux connaissances sur leur
biologie et écologie(iii) les observations et expositions peuvent étre faitesity (iv) ils présentent
un dimorphisme sexuel permettant la différenciation des gen(eseur cycle de reproduction est
relativement court bien connu et documentéGeffard et al., 2016 j§ OEQ EI1 O DPAOOAI
1 AOO OE A et Vit TisGont ads8i Adddibles & de nombreux stress et accumulent une large

gamme de contaminantsKunzet al., 2010)

4.2.2 Espeéece sentinelle
, 071 OOAA AAO 1T OGAIGE GIERORA AR TAQRETIASITIORGAT EOI A AT «

et de leus biomarqueurs,permettrait de détecter au plus tét les perturbatiorsbservées dans
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1 8 AT OE O pourleddiéifiriaGource et les solutions nécessairesiiard and AmiareTriquiet,

2008; Riviere, 1993)

, 8 OOE | Béavmarks sppour ies études en écotoxicologie a commencé dans les années
1970(Kunz et al., 2010Ftant sensible a une large gamme de polluants, ellesprésentent donc
des espécede choixpourune utilisationen leboratoire et sur le terrainirf sity (Besse et al., 2013;
Coulaud et al., 2014, Fialkowski et al., 2003; Geffard, 2014; Gerhardt, 2011; Kunz et al., 2010)
Plusieurs biomarqueurs individuels ou subindividuels ont été développés ces derniéres décennies

chez le gammaréChaumot et al., 2015; Kunz et al., 2Q10h retrouve notamment

(i) Des biomarqueurgdividuels de toxicité générale mesurant les impacts des
DI 11 O0AT 6O 060 1 A0 OOAEOO ABEEOOI EOA
mesures biométriques de la fertilité ou le cycle de nideffard et al., 2010)
1A OAO@ ABAI EIi AT OAGETT Al [(B0&OAT O |
al., 2011)

(i) Des biomarqueursubindividuelsliés a la perturbation endocrinienne avec
la quantification de la vitellogénine chez les femelles3ldossaruniJubeaux
et al.,, 2012; Simon et al.,, 201@u la désynchronisation d@rocessus
DEUOET I T CENOAO O Arese (chviSsAncel okocytaitepét le 1 6 1
développement embryonnairéGeffard et al., 201Q)

(iii) Des biomarqueursubindividuelsi Ei © Obi AEZAZENOAIT AT O U

s~ A 2 s 2

s o~ A 2 o 2 oA

I AAOEOEOT AECAOOEOA AAO Al )ichbrd® | Al
et al., 2013; Dedourg&effard et al., 2013)
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(iv) Ou encore des approches de modélisation de la dynamique des populations
comme biomarqueurpopulationnels (Coulaud et al., 2014Ces méthodes
DAOIi AOOAT O AA POi AEOA AAO i OAT OOAI O

aux niveawx subindidivuelset individuek (VVigneron, 2015)

4.3 Données omiques disponibles cheGammarus spp.
- Al ¢cOi 1 6 Gamrmaiu® #pikns de nArbreuses études en écotmlbgie, le
génome des espéces les plus utilisées, tel Guéossarunet G.pulek 1 8 AOO PAO AEODI
ils sont considérés comme des organismes non modéles en écotoxicologie molécutaitefois,
1 8 00EI1 EOA OBdniiques édheGakmansppld de plus en plus répand@Armengaud
et al., 2014a) Dans la suite du document nous détaillerons les études et données omiques
disponibles chetisammarus sget un tableau recensant les études omiques disponibles a ce jour se

trouve a la fin de ce paragraphe:fleau?).

4.3.1 Génomes

AN N e =D N A s~

al., 2019|Tableau’). La taille estimée dce draftétait de 5,07 gigabases (Gb), et couvrait 37,55% du

génome estiméi(e.13,5 Gh)llcontenait 443304 scaffolds avec un N50 de 3iiBes de basesn

w = s A~ A s o~ M s oA 2 o~ o~

Ag!'$. AA ATTTA NOAUEGE, 2BABEAU AAOOA AODT AA

4.3.2 Transcriptomes

Grace a la géneéralisation des nouvelles technologies de séquencage, il est devenu plus

accessible de générer les données transcriptdy O A3 AODPT AAO 1 IGhmmhbrisA1 T A«
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spp Plusieurs études transcriptomiques sont disponidles AA ET 60 BT 60 O1T A AE
gammaridés(tableau?). Ces études ont globalement été réalisées afin de fournir des ressources

moléculaires a partir desquelles les effets des contaminpetsvent étre étudiés.

4.3.3 Métabolomes

Une étude de métaboligel ciblée a permis la quantification de 29 métabolitesGleoulexpar
LGMS/MS(GomezCanela et al., 201qrableau?).) I OB ACEO AA T A BdeAi E7 O
altérations des voies liées a la synthése des protéines, au stress oxydatif et aux cascades de
signalisation Une autre étude a été récemment réalisée cl@zossarunexposé a un mélange de
deux médicamentgi.e.oxazépam, carbamazépinen laboratoire(Bonnefoy et al., 2019 (rableau
N8 )l A i0i 1T AOGAOOI O1 AEEAO OECpdarafediddDiduE A

sur les métabolites mesuré&hezG. fossarum

4.3.4 Lipidomes
Un nombre limité de classes de lpAR O A O A8 AODPT AAO | ledchek@Il AE O/
fossarumArambourou et al., 208; Kolanowski et al., 2007; Konschak et al., 2@Zapleau?). A

cejour, kes progresen MS ont permis deartographierde maniere exhaustive le lipidonde G.

fossarumen lien avec le genre et les stades de reproduction des feniellest al., 2021(lrableau

7.

4.3.5 Protéomes

,,,,,, e
électrophorése bidimensionnelle (2D) couplées a la spectrométrie de masse en ta8ndemd i OO A A
Leroy et al(2010 O 8 i ifigkdsgte a cancO i O E O A Qlesica@ntarhiadtsARCBurle protéome

de G. pulexEn utilisant une approche par 2BAGE comme outil de séparation, 560 spots de

protéines ont été&létectés, avec 21 protéines présentant des différences d'expression significatives

entre exposés et contlés.” EAT NOA AAOOA OAAET ENOA PAOCI AO A
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OOAAOQAOQETTTAITAOR Al T A DPAOI dobnuediermihtrdes)shiibles 1 6 Al
et les plus abondanteSsouveia et al., 2019b)

$6A000A0 i OOAAO AT DOl Oil i Ed$HIA caradriapddes OA
protéomes deGammarus sppGismondi et al., 2017, 2015; Trapp et al., 201&smondet al. ont
réalisé une approche protéomique sans gel pour étudier les différences entre les sexes dans les
réponses des. pulexexposé au BDB7 (Gismondi et al., 201%t la réponse dé&. fossarunaux
expositionschroniques a trois métaux lourdise.cuivre, cadmium et plomb)Gismondi et al., 2017)
(Tableau7?). Ces travaux ont identifié 45 et 35 protéines, respectivement, dont 25 étaiént
exprimées de maniere significativement différente entre les conditidbans la premiere étude,
Gismondi et al. 019 ont mis en évidenceales différences dans les réponsentre males et
femelles soulignant que le genre pourraid OOA O1 AEAAOAOO AT T A 1T AA
écotoxicologique$ AT O 1 871 OOAA AA1), laB&pioduttidnEsembl® étrd foreement
affectée chez les gammaresxposéschroniquementaux métaux lourds, AO T EOAAOZ A8 A
AA DPOi O0i ETAO EIiPI ENOI AO AAT O 1A OOAT OEAOCO
remaniements énergétiques pour fairade aux expositionde métaux.Ces résultats soutienme
le fait que les pressions métalliques induisent un co(t fonctionnel et énergétique pour les individus

de G. fossarum

Une autre étude a également analysé le potentiel de la protéomique comparatinvene
approche multimarqueurs de la contamination métallique cl&zuleX\VVelinger et al., 2016)Bien

gu'ayant identifie 264 protéines (dans toutes les conditions étudiées), la majorité était impliquée

-_)

AAT O 1TAO A TAOGETTO AA 171 ACADA® DA Ol iEvh Add IEAGI

Agb

Qu

POl Oi ET A  OD iodtiBrvAECAIOAM. A A 1
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Le point communde ces travaux est le nombre limité de protéines identifiées par la
spectrométrie de massé€Gouveia, 2017)En effet, ce biais provient généralement de limitations
bioinff OT AOENOAO OAI 1 A0 NOA 1T A OAAEAOAEA AGET I T 11
des espéces éloignées de celle étudiée qui engendre une faible attribution de spectres. Cette
1 Eil EOAOETT OAAET ENOGA A i Oi Aidd A p&éodénomigueen 1~ A
2014, qui couple des méthodes de RISAQ et de protéomique shotgun pour la découverte de
protéines spécifiques chez des especes non modélesp et al., 2014b, p. 2014a spectrométrie
de masse en tandem de nouvelle génération permet de vastes études de protéomes et également
des analyses comparatige ou un trés grand nombre de protéinest comparéentre diverses
conditions, mais a ce jour, elle n'a été utilisée que dans un nombre limité d'études concernant
seulement une espece d'amphipod@, fossarunfArmengaud et al., 2014a; Trapp et al., 2014b,
2018)En effet, &EET A3 A@DI1 I O AU lesniééadsmésimolec@dirgBiimpligués dans la
reproduction deG. fossaruniTrapp et al. £014) ont effectué une premiére étude protéogénomique
DAOI AOOAT O eAdeAgYd jrolebeEEnispectDroétrie de madsat 218 spécifiques de
1 8 A QbapAd al, 2014bEnsute, une étude protéomique de la réponse des gammares males
aux perturbateurs endocriniens a conduit a de fortes modulations de 14 protéiméslikes» (ou
dites orphelines) spécifiques aux males dans les testicules, sur un total de 871 protéines analysée
(Trapp et al., 2015Une autre étude parue en 2018 a évalughtaulation des protéines che@.
fossarumA @17 Oi AO PDPUOEDOT guA&i 1 Ah O ET OAAOEAEAA
doses(Trapp et al., 2018, p. 2018La comparaison des abondances des protéines a permis
ABEAAT OEEZEAO Qw AO wx pOi Oi ETAO 1 1TAOGIi AO AT OC
A8 Al EI ATOAO T A AAOCAIT T COA AA bpi OAT OEAT O AAT AE

biosurveillance.

107



Chapitre FOOAO AA 1 8A00

51TA AOOOA i OOAA I T AOCEITTAI 1T A OBEIT Oi OAOOAT O
dans le protéome femelle de crustacé amphipode a été réaliségp et al., 2016bPar similitude
avec la génongue comparative, les concepts de cepeotéome et de parprotéome ont été
proposégTrapp et al., 2016b)Le coreprotéome correspond aux protéines qui seraient conservees
AAT O O1T OOAOG 1 A0 AODI ra fhglogdnétiGue Aonnk etploduited podk Grel A
condition donnée. Le paprotéome correspond a toutes les protéines qui sont présentes daas un
ATTAEOETT DI OO Oi OOAOG 1 AO AOPTI AAO ATradd hall AOAT 7
2016b) # AOOA T OOAA (GEsGidEations &ur fe @dkd plofednides gonades des

femelles pour les amphipodes de cing especes différentes, toutes dumdus Senticaudata G.

fossarum G. pulex, G. roeselihBwaiensi®t H. aztecg Trapp et al., 2016b)

Chez le male et la femelle d8. pulex,une premiere exploration du congrotéome a été
réalisée par Cogne et.gl0199. Les individus provenaient de deux sites différents, permettant
ainsi la caractdsation de la divergence potentielle du protéome induit dans un site par une
contamination au cadmium biodisponible naturellement. Les protéines impliquées dans la
lipidation des protéinesle métabolisme des glucides, la protéolyse, I'immunité innéegfgonse
au stress oxydatif et le transport des lipides se sont révélées plus abondantes chez les animaux sur

le site exposé au cadmium, tandis que les hémocyanines étaient moins abondantes.

A partir des données expérimentales de protéomique shogun, ipessible de développer
une méthode quantitative. La quantification ciblée par spectrométrie de masse en r8etixted
Reaction MonitoringSRM), également appel&ultiple Selected Reaction MonitorildRM), a
récemment été proposée comme outil de diagnaspour mesurer des biomarqueurs et évaluer
I'état de santé des organismes sentinelles. Par exemple, chez le cru@adéssarum des

i i OET AAO AA NOAT OEZAZEAAOQOEIT 1 I T0 v O0i Ai OAI 1 PDPI |
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de biosurveillance des rivieré€harnot et al., 2018, 2017; D. Gouveia et al., 2017; Duarte Gouveia

et al., 2017)
Tableau7: Synthése des données omiquéssponibles chez les amphipodes.
Omique Organe Stress Espece Référence
Génomique Muscle Pas de stress G. lacustris (Jin et al., 2019)
Muscle, téte,
hépatopancréas, et )
Transcriptomique les gonades Parasite intersexuel Echinogammarus (Short et al., 2014)

Transcriptomique

Transcriptomique

Transcriptomique

Transcriptomique

Transcriptomique

Transcriptomique

Transcriptomique

Transcriptomique

(Méales, femelles,
juvéniles)

Céphalons, caeca,
oocytes, testicules Pas de stress

(Méles et femelles)

Hépatopancréas

PCB (benzo(a)pyrene]

(Méles et femelles)

Embryons Zone estuarienne

Organisme entier | Hapitats (grottes et en

(Males et femelles) surface)

Organisre entier

Hypoxie chronique
(Méales)

Organisme entier
_ o Pas de stress
(Femelles si possible]

Pression
hydrostatique et
température

Muscle

Organisme entier
R Pas de stress
(Méles et femelles)
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marinus
G. fossarum (Trapp et al., 2014b)
G pulex (Gismondi and Thomé
P 2016)
G. chevreuxi (Truebano et al., 2016
. (Carlini and Fong,
G. minus 2017)
G. chevreuxi (Collins et al., 2017)

(Naumenko et al.,

Espéces du Baikal 2017)

Eogammarus

possjeticus (Chen et al., 2019)

Gammarus fossarum
Al

G. fossarum B, G.
fossarum C,

G. wautieri, Gpulex, = (Cogne etal., 2019¢c)

Echinogammarus

berilloni,
Echinogammarus
marinus
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Transcriptomique

Transcriptomique

Transcriptomique

Transcriptomique

Organisme entier

Tissus internes

(Méles et femelles)

Organisme entier

(Femelles)

Organisme entier

Pas de stress

Pas de stress

Simvastatine

Phénanthréne (HAP)
et acétone (solvant)

Eulimnogammarus

verrucosus,

Eulimnogammarus

cyaneus, G. lacustris

G. fossarum

G. locusta

Eulimnogammarus

verrucosus,

Eulimnogammarus

cyaneus, G. lacustris

(Drozdova et al., 2019

(Caputo et al., 2020)

(Neuparth et al., 2020)

(Shatilina et al., 2020)

Métabolomique

Métabolomique

Métabolomique

Organisme entier

Organisme entier

(Méles et femelles)

Organisme entier

Triclosan, Nimésulide,
Propanolol

Oxazépam,
Carbamazépine

Triclosan, Nimésulide,
Propanolol

G. pulex

G. fossarum

G. pulex

(GémezCanela et al.,
2016)

(Bonnefoy et al., 2019]

(Sheikholeslami et al.,
2020)

G. fossarum, G. pulex

Lipidomique Poﬁc-) r(;enfril;rus (Kolanowski et al
(composition en Organisme entier Pas de stress gam B
AGS) robustoides, 2007)
Dikerogammarus
haemobaphes
Hpidomique Organisme entier (Arambourou et al.
(composition en Fenoxycarbe G. fossarum '
AGS) (Males et femelles) 2018)
Lipidomique .
(composition en Organisme entier Régime alimentaire Gammarus sp. (Kuhmayer et al.,
AGs) 2020)
Lipidomique Organisme entier i
(composition en Azoxy§trqb|ne G. fossarum (Konschak et al., 2021
AGs) (Méles et femelles) (strobilurine)
Lipidomique o
(composition en Organisme entier Déchetsaquaculture G. insensibilis (JiménezPrada et al.
AGs) 2021)
in i Organisme entier
L'(Zlggtrgml;e F les) Pas de stress G.fossarum (Fu et al, 2020)
emelles
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Lipidomique
(shotgun)

Organisme entier

(Méles et femelles)

Pas de stress

G. fossarum

Chapitre FOOA O AA

(Fu et al., 2021)

Protéomique

Protéomique

Protéomique

Protéomique

Protéomique

Protéomique

(shotgun)

Protéomique

(shotgun)

Protéomique

(shotgun)

Protéomique

(shotgun)

Protéomique

(shotgun)

Protéomique
(shotgun)

Organisme entier

Organisme entier

(Méale, femelles et
embryons)

Organisme entier

(Méale et femelles)

Organisme entier
(Méles)

Organisme entier
(Méles et femells)
Gonades, céphalons,
caeca

(Méles et femelles)

Testicules
(Méales)

Ovaires

(Femelles)

Embryons et ovaes

(Femelles)
Testicules

(Méles)

Organismes entier
(Méles et

femelles)

PCB

Hormones de
crustacés (20
hydroxyecdysone,
methylfarnesoate) et
insecticide
(methoxyfénoside),
fongicide
(propiconasole) et
produits
pharmaceutiques
(benzophenone,
carbamazépine,
cyproterone, R
propanolol)

BDE47

Cadmium, Arsenate

Cadmium, Cuivre,
Plomb

Pas de stress

Cadmium,
Pyriproxyféne,
Méthoxyfénoside

Pas de stress

Pas de stress

Pyriproxyfen

Cadmium
biodisponible
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G. pulex

G. fossarum

G. pulex

G. pulex

G. fossarum

G. fossarum

G.fossarum

G. fossarum, G. pulex
G. roeseli, P hawaiens

et H. azteca

G. fossarum

G. fossarum

G. pulex

(Leroy et al., 2010)

(Jubeaux et al., 2012)

(Gignondi et al., 2015)

(Vellinger et al., 2016)

(Gismondi et al., 2017]

(Trapp et al., 2014b)

(Trapp et al., 2015)

(Trapp et al., 2016a)

(Trapp et al., 2016b)

(Trapp et al.2018)

(Cogne et al., 2019a)
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Protéomique Organisme entier _ . (Duarte Gouveia et al
) Sitescontaminés G. fossarum )
(ciblée) (Males et femelles) 2017)
Protéomique Organisme entier i
o Cadmium, Plomb G. fossarum (D. Gouveia etal,
(ciblée) (Méles et femelles) 2017)
Protéomique Organisme entier
) Pas de stress G. fossarum (Charnot et al., 2017)
(ciblée) (Méles et femelles)
Protepnyque Organisme entier Pas de stress G. fossarum (Charnot et al., 2018)
(ciblée)
AOMi Organisme entier
Protgorplque Pas de stress G. fossarum (Faugere et al., 2020)
(ciblée) (Males et femelles)
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, 61 AEAACEA Cil1i OAdl 3/0@E B é 1Ak Adioifdrhatnaed Pohir
1 8AT ATl UOA milomigués i(nbtanfndnt transcriptomique et protéomiquefhez les
espéces non modéled au contournementdes EI EOQAOET 1 O AA | ddudslaixOAOQE’

bases de données existantgai ne représentent que des espe@dsignées. Dans le cadre de cette

= o .~ s N

impliquéesdans la biosynthése, le transport et la dégradation des lipides dhde© DT AA OAT O

G. fossarum

5. , A AET 11T CEA AAO OUOOIi AO bl OO
protéogénomique pour la compréhension de la toxicité moléculaire
| Ei Activiié telstisufaire de G. fossarum
Les analyses des réseaux de coexpression se sont montrés utiles pour la compréhension de

1 8ET &£ Oi AOETT A
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démontrerNOA 1T AO ADPDPOIT AEAO Adphdriditess dafa drivdnk) fodriis€eAtA O
une méthodologie pertinente pour étudier les ensembles de données protéomiqués fibssarum

déja existants# 8 AOO AAT O AA AAAOA Nddékpessioniweighted gele A A O
coexpressiometwork analysis, WGCNA) proposée pangfelder et HorvathZ008) a été adaptée

aux jeuxde données de protéomique stgun., 6 AT A1 UOA AA Oi OAAOG@® AA
ii OET AA AGA@DI T qiN®&re testedhr ideitifiel et ri€dx comprendre le role

des protéines dans la reproduction et dans la réponse aux contaminants perturbateurs
endocriniens$ A BT OOh 11 00 AOI 1T O OA Odéxprdssiorpddptvpoier AT A A

desi i AAT EOI Ades EBEAAOBT DO AT 1 OAI ET AT OO Al AAO Ad,

5.2 Exploitation de données transcriptomiques et protéomiques de
male et femelle de G. fossarum pour la caractérisation du
meétabolisme lipidique

, 61 AEAAOCE A& AA Iedt @ Cobactdidath@ ErnéialdolismelinidipEeh utilisant
des ressourcesultiomiques. Pour celanous avonglans un premier tempsherché a démontrer
1A EAEOAAEI EOQil 6A O OE§ digmaigkdet@estinkal AAT 11T OACET T A
métaboliques a partir des données génomiquésellozo et al.,, 201l)a nos données
transcriptomiques a disposition pous. fossarum{Cogne et al., 2019cPans un second temps,
nous avons it COi 1 AO ATTTi A0 EOOOAO AAG.Ifoasar@rpourOi T Ci
OAT EAAO 1T AO AT UUI AO EAAT OEEZET A0 DPAO OPAAOQOII
fonctionnelle des transcrits Les connaissances slgs voies impliqués dans le métabolisra
lipidique chez cette espéce non modele sont encore limitées. Nous nous sommes donc placés dans

ce cadre pour identifier sans hypotheaepriorj les acteurs clés du métabolisme lipidique &

fossarum La reconstructiordes voied i OAAT 1 ENOAO Ei b1 ENOi AO e AT O
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des especes lipidiques présentes chez les espéces sentinelles ptacitaér la compréhension de

leurs implicationglans la réponsades contaminants
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#A AEADPEOOA OACOiI OPA 1T AO Oi 601 OAOO hibldyie E1 1
des systemes avec des organismes sentinelles non modeles, ne disposant pas de génome annote,
pour identifier les acteurs moléculaireise( protéines) régulant la physiologie et/ou la réponsexau
contaminans. Plus précisément, les deux publidafi O 1 11T OOAT O 1 AO 01 601 O
1 00EI EOAOQOET T A’ cdoéxpresdidsidr Hed dAnées de ploticamniyde Shotdudia
disponibleschez le crustacé d'eau douGefossarum La premiére publicatiotvoir partield O8 ET OA (
AAT O TA AAAOA AA T A 11T AOI AGETT PDEUOEIT I T CENOA
analysant les profils protéomiques dgenades males et femelles a différents stades de maturation
et les embryons au cours de leur développement. Le deuxiéme article (voir patiaite de la
toxicité testiculaire liée a trois contaminan{se. cadmium, pryriproxyfene, méthoxyfénoside)

DPAOOEO AA AT 1171 A0 POl OAT AT O AR@ G Celte éhudeiadtdridue] O A

~ = s a2 s 2 oA

contaminants en utilisant une approche comparative.@nalyse différentielle) et nous avons testé
1A PDAOOET AT AA AA 16AT Al UOGA AA Al AgbOAOOEIT T DI

perturbateurs endocriniens potentiels.
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1.1 Synthése

Les technologies de séquencage et de spectrométrie de masse de nouvelles générations ont
récemment élargi la disponibilité des transcriptomes et de protéomes. En effet la
protéogénomique permet de coupler les données de RBEY et de protéomique shotgun, une
alternative pour les especes dépourvues de génome annoté. Une base de données protéiques
théorique (ORFs)est générée a partir de la traduction silicodans les 6 cadres de lectures des
Oi NOAT AAO Ad'!'2.1i8 #AOOA AAOA AA AiTT1TiAO OEil
AT OOEOA OOEI EOi A Pi OO 1 6EAAT OFE £E A A (yfihdserdicht0 OD.
pas présents dans les bases de données protéomidiggmonibles Cependant, la nature partielle
des données transcriptomiques et protéomiqué®. qui ne couvrat pas la totalité des acteurs
moléculaires)et les incertitudes concernant les annotations fonctionnelles notamment chez les
organismes non modeéles réduisent la capacité d'interprétation biologique des donngsss.
approches basées sur les réseaux peuveitteraa extraire des informations biologiques
Ei Dbl OOAT OAO AAO EAOG@ AA AT1T1Ti1iAOG Ti1iENOAO8 %l A
AA OAcCOil OPAO 1 A0 POT O ETAO AAT O AAOG 11T AOI AO A
(dites«hub»)de ces modulesi A OO AT O Gderditfer 143 relatdms Aritrd lesAnddules et
1 A0 OOAEOO AGEEOOI EOAO AA OEA 10 AGAobpi OEOQEIT I

Dans cette partie, nous avons utilisé pour la premiere fois @epssarumune analyse de
réseau de ¢ AGDOAOOEIT 1 pi 00 1 OOAEAO 181 OCAT EOAQEI
reproducteurs et les embryonsa partir de données de protéomique shotgun disponiblesNous
AOGTTO EIT 00001 1 Weyhrddi GezBd@xpiedsiondevorkl AndlySi®,Efle. K

7'#.1qQ DI OO | des ArdiéineEregilahtA I Eniafuration desgonades et le
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développement embryonnaire chez le crustacé d'eau doG@nmarus fossarunies jeux de
données protéomiques comprenaient des échantillons de testicules, d'ovaires ou denda
différents stades de maturation ou de développement, et en cinq réplicats par condition.
, 6 AATT AAT AA AAO DPOT Oi ETAO A i1 O0i 1 AOGOOT A Al Ob
au départ 1199 protéines.

Nous avons identifié un modulde potéinescoexpriméesassocié aux embryoret corrélé
avec les stades de développement correspondant a I'organogeaiése les embryonsenrichi en
protéines impliquées dans I'édition et I'épissage de I'ARN. Un module associé aux ovaires était
enrichi en potéines de type vitellogénine et en protéines coagulables, confirmant la diversité des
protéines de transfert desgrands lipides impliqués dans la maturation des ovocytes chez cet
amphipode d'eau douce. De plus, nos résultats ont mis en évidence une régulation fine entre la
production d'énergie par la glycolyse et les événements dépendants de l'agtyusine dans la

spermatogenése d6&. fosarum

Cette étude illustrel & E T dappligéied des approches de biologie des systémes a des
especesnon modeélesafin d'améliorer la compréhension des mécanismes moléculaires régulant
des événements physiologiques importants ayant une pertinence eécalagidelle illustre
i CAT AT AT O O A AppOi AEA AEZAZEAAAA PI OO0 Agpi i EOA

AAT O 1AO0 COAT A0 EAOGw AA Ai117i1AOh AiITO 16A@DII

1.2 Article n°1 : Coexpressionnetwork analysis identifies gonad- and
embryo-associated protein modules in the sentinel species
Gammarus fossarum
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‘the sentinel species Gammarus
fossarum

. Davide Degli Esposti®?, Christine Almunia?, Marc-Antoine Guery?, Natacha Koenig?,
- Jean Armengaud(®?, Arnaud Chaumot* & Olivier Geffard®

. Next generation sequencing and mass spectrometry technologies have recently expanded the

. availability of whole transcriptomes and proteomes beyond classical model organisms in molecular

: biology, even in absence of an annotated genome. However, the fragmented nature of transcriptomic

. and proteomic data reduces the ability to interpret the data, notably in non-model organisms. Network-
. based approaches may help extracting important biological information from -omics datasets. The

. reproductive cycle of the freshwater crustacean Gammarus fossarum.provides an excellent case study

© totest the relevance of a network analysis in non-model organisms. Here, we illustrated how the

. use of a co-expression network analysis (based on Weighted Gene Co-expression Network Analysis

. algorithm, WGCNA) allowed identifying protein modules whose expression profiles described germ cell
. maturation and embryonic development in the freshwater crustacean Gammarus fossarum. Proteome
datasetsincluded testes, ovaries or embryos samples at different maturation or developmental

. stages, respectively. We identified an embryonic module correlated with mid-developmental stages

. corresponding to the organogenesis and it was characterized by enrichment in proteins involved in

© RNA editing and splicing. An ovarian module was enriched in vitellogenin-like proteins and clottable

. proteins, confirming the diversity of proteins belonging to the large lipid transfer family involved in

. oocytes maturations in this freshwater amphipod. Moreover, our results found evidence of a fine-tuned
- regulation between energy production by glycolysis and actin-myosin-dependent events in G. fossarum
- spermatogenesis. This study illustrates the importance of applying systems biology approaches to

. emergent animal models to improve the understanding of the molecular mechanisms regulating

- important physiological events with ecological relevance.

© Advances in nucleic acid sequencing technologies and mass spectrometry have recently increased the availabil-
- ity of whole transcriptomes and proteomes beyond classical model organisms, even in absence of an annotated
- genome'. The use of proteogenomics approaches, that couple species-specific RNA-sequencing followed by the
. acquisition of shotgun proteomic data by high-resolution mass spectrometry for a straightforward interpretation
. of peptide spectra, has opened the way to get insights into the molecular mechanisms involved in the physiology
© and the response to environmental stress in many species of ecological relevance'.

However, the fragmented nature of proteomic and transcriptomic data without a reference genome usually
. prevents extensive interpretation of the data. This is particularly true in the context of the molecular physiology
. of non-model organisms whose genomes are evolutionarily distant from well-annotated genomes, such as those
. ofthefly D. melanogaster or the human genome. Network-based approaches provide an excellent methodological

. lrstea, UR Riverly, Ecotoxicology Team. Centre de Lyon-Villeurbanne, 5 rue de la Doua CS 20244, 69625,
- Villeurbanne, France. ?Laboratoire Innovations technologiques pour la Détection et le Diagnostic (Li2D), Service
. de Pharmacologie et Immunoanalyse (SPI), CEA, INRA, F-30207, Bagnols sur Céze, France. Correspondence and
© requests for materials should be addressed to D.D. (email: davide.degli-esposti@irstea.fr)
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framework to investigate the rich content of information from omics datasets**. Weighted Gene Co-expression
Network Analysis (WGCNA) is a systems biology method originally conceived for describing correlation patterns
among genes across microarrays data’. One of the main advantages of this statistical model is to be data driven
and it represents a great opportunity in non-model organisms for which genome sequences, gene annotations, or
functional pathways are not still available. WGCNA has been successfully used also for count-based (i.e. RNA-Seq
based) gene expression data®®. However, shotgun proteomics data have been poorly explored using WGCNA to
date, despite the possibility to apply this approach to the spectral count metric largely used in this phenotypic
methodology’. Concurrently, gene co-expression network analyses of transcriptomic data have provided useful
insights in understanding fundamental biological processes in many arthropod species. For instance, WGCNA
provided evidence of conserved pathways across 16 different species of ants involved in reproductive division
of labor®. Moreover, a network analysis highlighted the role of metabolic and cell signaling genes in the stress
response in the model crustacean Daphnia magna, when simple differential expression analysis failed to find
meaningful biological answers’.

Our group has provided the first proteomic-based description of the reproductive systems of the freshwater
amphipod Gammarus fossarum®'°. G. fossarum is an established and ecologically relevant test species and it has
been extensively used in ecotoxicology to monitor the quality of freshwater bodies'' %,

Morphological and biochemical alterations in the gammarid female or male gonads are currently used as end-
point in ecotoxicology'*!°. Testes have been reported to be particularly sensitive to genotoxic insult and minimal
sperm DNA damage induced an increased abnormality rate in embryos, with potential consequences for pop-
ulation dynamics of this species'®. Morphological abnormalities in embryonic development were also observed
after parental exposure to heavy metals (Cd), or various organic compounds (such as nonylphenol or phenoxy-
carb)'*1”7. However, we do not have any detailed knowledge on the metabolic and signaling pathways underlying
the full reproductive process in G. fossarum. The aim of this work is to develop systems biology approaches for
identifying fundamental pathways and key hub proteins involved in the reproductive process and that could
provide predictive biomarkers of physiological impairment following contaminant exposure. In particular, we
aimed to use a co-expression network analysis through a pooled proteomics dataset including testes, ovaries or
embryos at different maturation or developmental stages to identify protein pathways regulating germ cell matu-
ration and embryonic development of G. fossarum. This provides an excellent case study to test the relevance of a
network analysis in non-model organisms, since the structure and the molecular physiology of sperms, oocytes,
and embryos are highly differentiated.

Materials and Methods

Proteomics datasets. We retrieved protein abundance data measured as spectral counts (SC) from two
published shotgun proteomics datasets obtained by high-resolution tandem mass spectrometry using a LTQ-
Orbitrap XL instrument. Only proteins validated with at least two different peptides were retained*!’. The datasets
were merged in a matrix n x m, with n indicating the total number of proteins and m the total number of samples.
Finally, the matrix consisted in 1,199 protein abundance data expressed as SC for 85 samples (Supplementary
Data 1). The samples included G. fossarum ovaries (individual whole paired organs) and embryos (6 embryos
per female) proteomes'? at different stages of oocyte maturation and embryo development'®!*. Five biological
replicates for each stage (AB, Cl1, C2, D1, D2 for ovaries and S1 to S5 for embryos) were included in this dataset.
Testes were individually sampled from male organisms at 6 stages of spermatogenesis, namely at pre-copula stage
(mature male in amplexus at the end of the spermatogenesis), and days after copulations (J0, J1,]2,]3,]4, ]7)>"°.
At ]7 (7 days after copulation), the spermatogenesis cycle is completed. Five biological replicates for each sper-
matogenesis stage were included in this dataset. The annotation of the 1,199 proteins was updated compared with
the original studies, by using a semi-automatic pipeline using DIAMOND'®, Briefly, protein sequences identified
by peptides that matched an ORF entry of the GFOSS RNA-seq database’ were blasted against the NCBInr and
Swissprot databases. The closest predicted protein (indicated with NCBInr ID or SwissProt ID) and its E-value
were associated with the corresponding GFOSS contig. The Gene Ontology (GO) annotation of proteins homolog
found in Swissprot database was performed using data provided by the GO Consortium through the GO website
and the web application Amigo (http://amigo.geneontology.org). Two levels (1 and 2) of GO annotation were
extracted.

Data pre-processing and normalization. In order to identify possible outliers, sample clustering was
performed using the hierarchical clustering function implemented in the lumi R package. One sample (AB-n1)
was identified as an outlier and thus excluded from the final dataset. In particular, this sample was characterized
by the lowest number of total measured SC. Principal Component Analysis (PCA) was used to analyze and iden-
tify the variables explaining the maximum variance associated to the proteomic data of the different developmen-
tal stages of G. fossarum gonads and its embryos. In order to avoid the noise and poor reproducibility associated
with low abundant proteins, proteins with less than three SC in the most abundant condition were filtered out'’.
Finally, a dataset comprising 84 samples and 375 proteins was retained for further analyses. Before network mod-
eling, counts need to be normalized across samples*’. Normalization was performed using the calcNormPFactors
function from the R package edgeR*". While this function has been originally implemented for RNA-Seq count
data, it applies equally well to spectral count data'. The calcNormFactors function automatically adjusts for the
total number of spectral counts per sample (also known as original library size in RNA-Seq experiments) and
normalizes for protein composition, taking into account the fact that highly abundant proteins tend to contribute
more peptide/spectra than those lowly abundant®’. calcNermFactors calculate a normalization factor that was
applied to normalize SC values of each protein in each sample.
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