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* Rappel : vision classique de la régulation

Nouvelles possibilités a I'ere postgénomique

- Omics : de nouvelles opportunités pour la biologie /in silico
- Epigénétique

- Nouvelles approches expérimentales

* Nouvelle vision de la régulation
- Cis-contexte
- Trans-contexte

» Perspectives
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RNA polyrerase and Transcription factors
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Méthodes d'é

tude ciblée : |
ation de la chro atme (ChlIP)!

M Fixation covalente in vivo des protéines sur leur site de
fixation a 'ADN (formaldéhyde)

MWAXK. 200N
X 2K Fragmentation de la chromatine
X AKX
WK DX
Immunoprécipitation par anticorps spécifique de la
protéine d’intérét fixée a I’ADN
WA Y80 Réversion du pontage puis analyse de ’ADN
WA YRR (ex: PCR avec amorces spécifiques de la région cible)

11/10/2010



11/10/2010

* Omics : de nouvelles opportunités pour la biologie /in silico
Des milliers de génomes complets disponibles
=> possibilité de cartographier
— possibilité de comparer les génomes

in silico™w

+ Prédiction de sites de fixation dans le génome
A partir d’'un motif

A partir de séquences connues : méthodes d’apprentissage
= Construction d’'un modéle décrivant le set d’apprentissage
= Comparaison du modéle a de nouvelles séquences => scores
=HMM (ex HMMsearch), profil = PSSM (ex: MatInspector, Match)
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+ Prédiction de sites de fixation dans le génome

* Filtre par la conservation
- Phylogenetic footprinting/shadowing
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Phylogeneti
oS

Recherche d’éléments communs a un grand groupe

>

Phylogenetic footprinting

Ex pour les mammifeéres :
comparaison homme/souris (séparation : 75 millions d’années)

Recherche d’éléments plus récents

>

Phylogenetic shadowing

Ex : trait apparu chez les primates

Pb: forte conservation

=

=

distinction impossible entre conservation
fonctionnelle et conservation passive
augmenter la divergence en multipliant le
nombre d’especes
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in silico™w

Prédiction de sites de fixation dans le génome

Filtre par la conservation

- Phylogenetic footprinting/shadowing

Recherche d’'un motif surreprésenté dans des séquences

cibles
- Ex: logiciel MEME

ATGGTTAGATGGTTGTTCLCAAATTTAGAN

ATGCCTCCCIATTITACCGATT

TTCCCAAATTTAGAAATGGTTAGATGGTTG
GGGGCGCAACGCACCCATATCCCGGGTTTATCG
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» Prédiction de sites de fixation dans le génome
* Filtre par la conservation

* Recherche d’'un motif surreprésenté dans des séquences
cibles

Quelques ressources spécialisées :
- dbTSS

- Transfac

- Jaspar

- MatBase de Genomatix
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Nouvelles passibilités a I'ére postgenomlqwg/‘_

* Omics : de nouvelles opportunités pour la biologie in silico

» Epigénétique
étude de linfluence de I'environnement sur I'expression des géenes
Epigenetics may provide hope that we are more than just the sequence of our genes...

Egigenome: The chromatin states that are found along the genome, defined for a
given time point and cell type. Thus, for a given genome there may be hundreds or
thousands of epigenomes, depending on the stability of the chromatin states.

» Avancées des techniques expérimentales
Séquencgage nouvelle génération => Approches globales, sans a priori
comprendre le fonctionnement du génome et les réseaux de régulation
qui le sous-tendent
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Métho",\__globales '€hIP on chip/d -

But : Identification des sites de fixation d’'une protéine sur 'ADN

Méme technique que pour ChIP Nmz
Fragments d’ADN isolés : ¥ /
- ligation a des adaptateurs #
- amplification et marquage de tous les fragments = -

- hybridation avec une puce ADN
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Maxirnumn resolution

Coverage

Cost

Source of platform
noise

Experimental design

Cost-effective cases

Required amount of
ChIP DNA

Dynamic range

Arnplification

chIP-chip

Arvay-specific, ganerally 30-100bp

Limited by sequences an the amay; repetitive regions are usually
masked aut

US$400-800 per array (1-6 million prabes); multiple arrays may
be neaded for large genomes

Cross-hybridization betwesn probes and nenspedific targets

Single- or double-channel, depending on the platform

Profiling of selected regions; when 2 large fraction of the genoms
is enriched for the modification or protein of interest (broad
binding)

High (a few micragrams)

Lower detection limit; saturation at high signal

More required

ChIP-seq

Single nudsctids

Limited only by alignability of reads to the genome; increases
with read length; many repetitive regions can be covered

Currently US$1,000-2,000 per lane (using the Hllumina Genome
£nalyzer); 6-15 million reads befara alignment

Some GC bias can be present

Single channel

Large genames; whan s small fraction of the genome is
anriched for the modification or protein of interest (sharp
binding)

Low (10-50 ng)
Hot limited

Less required; single-malacule sequendng without amplification
is svailable

Park, Nature Rev Genetics, 2009
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But : Identification des sites accessibles de ’ADN (euchromatine ouverte)
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Rappel : vision classique de la régulation

Nouvelles possibilités a I'eére postgénomique

- Omics : de nouvelles opportunités pour la biologie /in silico
- Epigénétique

- Nouvelles approches expérimentales

Nouvelle vision de la régulation
- Cis-contexte
- Trans-contexte

* Perspectives

* Promoteur proximal
- ~76% of human core promoters lack TATA-like elements
- ~54% lack the consensus INR
- ~46% of human promoters lack both TATA-like and INR elements
- llI6ts CpG (régions génomiques présentant un enrichissement en dinucléotides CpG)
- abondants au sein des promoteurs « larges » (génes ubiquitaires)

Genes tissu-spécifiques Geénes ubiquitaires
Aa Ab
Sharp type promoter Broad type promoter
UTR Coding region UTR Coding region
— = = -
—_—
B | mRNAS == = | MRNAs
e — . = ——
_——— — :
TATA box Inr CpGisland
‘ Genomic DNA ‘ Genomic DNA
| P |
TSS distribution TS5 distribution Sandelin et al., 2007
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Promoteur proximal
Séquences régulatrices

NS intron UTR: (UnTranstated Region)
TSS: (iranscription Start Site)

* Promoteur proximal

» Séquences régulatrices
* Polymorphisme

» Elis répétés

11/10/2010
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« Britten et Davidson (1971):

Des systémes de régulation coordonnés dans les génomes animaux
seraient encodés par des réseaux provenant de séquences répétées

« Eléments répétés dispersés = 45% du génome humain : “junk DNA” ?

* Etudes de génomique comparative :
- Proportion importante d’éléments conservés (autres que les exons)
spécifiques aux mammiferes (par ex) proviennent d’éléments mobiles

=> phénomeéne d’exaptation
Introduction par les elt transposables de signaux “préts a servir” (utilisés pour réguler leur propre

expression) : promoteurs pour ARN pol Il ou 11, enhancers, signaux de polyadénylation, sites
d’épissage, TFBS,...

- Transposons : force majeure dans évolution de la régulation des génes de
mammiféres

TSS alternatif

Elimination
d’elts régulateurs

Introduction
d’elts régulateurs (TFBS)

Transcription anti-sens

Modification de I'état de
la chromatine
(silencing de génes
adjacents)
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Transcriptional
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Post-transcriptional
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Cis-addition Alternative splicing
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840

Antisense Exanization
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o Protein isoform
Silencing Nonsense-mediated decay

Nature Reviews | Genetics

Feschotte, Nature. Rev Genet. 2008

Introduction d’un site de
polyadenylation alternatif

Introduction d’un site de
fixation d’'un miRNA

Epissage alternatif

Exonisation de 'elt

transposable (isoformes,
dégradation...)
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Endogenous retroviruses (ERVs), retrotransposons a LTR : 8% du génome humain

P53 (tumor suppressor protein p53) : facteur de transcription

=> réponse aux stress cellulaires en coordonnant I'expression de genes impliqués
dans I'arrét du cycle cellulaire, I'apoptose...

Enrichissement en sites de fixation p53 dans 2 sous-familles ERVs: LTR10 et
MERG61

Estimation de I'age de ces 2 familles

recherche dans autres especes

Comparaison des séquences
=> Colonisation de la lignée anthropoide par des ERVs possédant un site de fixation
p53 (740 millions d’années)

Wang et al. PNAS 2007

Genomic copies of LTR10B1
(LTR class | endogenous retrovirus (ERV) retroelements)

consens

P53
binding site

- I_p53 binding sitel
T Wang et al. PNAS 2007

11/10/2010
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* Annotation GO des nouveaux genes cibles et recherche
d’enrichissement fonctionnel :

- Absence des fonctions classiquement régulés par p53 (ex: Iésion de 'ADN)
- Enrichissement en génes impliqués dans I'adhésion cellulaire

- Geénes impliqués dans I'adhésion cellulaire évoluent rapidement chez
’'homme

* Introduction des ERVs
=> nouveau sous-réseau de régulation primate-spécifique de p53

Wang et al. PNAS 2007

i}

» Distribution des nucléosomes

- Un nucléosome : 147 bp d’ADN et 1 octamere de protéines histones)
- Techniques : DNAse-seq, FAIRE-seq...

500 bp IER,

NFR : nucleosome free region

11/10/2010
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Trans-contexte : I'é

» Distribution des nucléosomes

transcription des géenes voisins

ChIP-seq avec anticorps dirigé co

pigénétiquey .

» Modification des histones (méthylation, acétylation...)
=>compaction/décompaction de la chromatine, répression ou activation de la

= Cartographie de la modification des histones:

ntre la modification ciblée

b Pz

ot
» Acetylation I
» Methylation
»SUMOylation
»Phosphorylation
» Citrulinisation e
» ADP-ribosilation ey
»Ubiquitination ey

»Biotinylation

e rezsos)

>300 types of modification

e s IePnluEnEP

FLENVIROAY

ERFasA[rEE  TETFEFIAEE  FEUEIIINAL Rfscsare

LEREGERNED
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Type of
Modifications H3K4 H3K9 H3K27 H3K79 H4K20 H2BK5
monomethylation activation activation activation activation activation activation
dimethylation activation
trimethylations activation repression repression repression
activation
Type of
Modifications
acetylation activation activation

Corrélation entre la bi-méthylation de la lysine 4 de H3 et la sensibilité a la DNAse

a

< 1.11Mb >

(ENm013)

521 Hakdmez
515
53-4_1_1 N T .L- N-AlllL--l\—t.a.A.-&thr._ R S
2
5
D 8 DNasel sensitivity
[ |

;—JL_AJu I S .‘b JLJm.LLJM J.,.L; B
b Genomic position (kb)
E‘ Hak4me2 : DNasel comelation by scale
“5,'3 B T'a mF i;; Wru J ﬂ‘ ﬁ- ﬁi' ﬁ“‘
oL | O W A T LOETTR w
8 15T W U | i ph A Uk VY AR BN

89,600 89,500 90,000 90,200 90,400

Negative mmm— wmmm Positive  Genomic position (kb)

Correlation

17



11/10/2010

Wi

Trans-contexte : I'épigénétique)

» Distribution des nucléosomes

* Modifications des histones (méthylation, acétylation...)

» Cartographie de la polymérase |l et de la polymerase Il
ChlP-seq avec anticorps dirigé contre la polymérase

* Methylation de TADN

- Methylation des cytosines qui entraine généralement une répression de la
transcription

- Technique : methyl-seq

* Consortium international

» But: catalogue complet des éléments fonctionnels sur le
génome humain

» 1lere phase : 1% du génome humain
The ENCODE Project Consortium, Nature 2007

» Sept 2007 : début de la phase “production”
- Echelle du génome complet
- Dvpt de protocoles expérimentaux standardisés
- Unification des formats de données
- Utilisation de séquencage de nouvelle génération

18
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Table 1. Summary of ENCODE datasets, as of 15 September 2009

of DNA Elements (ENCQDE

Data type Description Investigators Number of
experiments
BiP Bi-directional promoters NHGRI 2
CAGE 5 cap analysis gene expression Riken 11
ChIP-seq TF and polymerase binding, histone marks by ChIP Yale, UC Davis, HudsonAlpha, 185
Broad, UW, UNC
DNA-seq DNA fragment sequencing Genome Inst Singapore 5
DNase-seq DNasel hypersensitivity UW, Duke 0
Exon-array ‘Gene expression by all-exon microarray Affymetrix/CSHL 0
FAIRE-seq Formaldehyde Assisted Isolation of Regulatory Elements U. Texas 5
Genes High-quality gene annotations Gencode/Sanger 3
Mapability Uniqueness of short read nmers Broad, Duke, UMass 5
Methyl27 DNA methylation by Tlumina 27K HudsonAlpha 3
Methyl-seq DNA methylation by restriction enzymes HudsonAlpha 15
NRE Negative regulatory elements NHGRI 6
PET 5'- and 3-paired-end tags Genome Inst. Singapore 13
RIP-chip RNA-binding proteins SUNY Albany 7
RNA-chip RNA microarray Affymetrix/CSHL 25
RNA-seq RNA sequencing Caltech, CSHL, GIS, Yale 23
ThaAlign Multi-species alignment with TBA NHGRI 1
CNV Copy number variation HudsonAlpha 3
DHS-5C ‘Chromatin interactions: DHS versus TSS U Washington 2
5C ‘Chromatin interactions: pilot region U Mass 2
Total 341

Rosenblum et al. NAR 2010
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Deciphering gene regulatory networks in the postgenomic era will provide pivotal
insights into genome function and human disease, but it will require a much improved
knowledge of evolutionary forces that shape transcriptional networks.

Modifications d’histones dans diverses lignées cellulaires mappées
par le projet EncODE
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Transsplicing : notion de génes ?
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