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INTRODUCTION




Role de l'organisation 3D du
dans la cellule

géenome

- Regulation de I'expression des genes via les contacts de
longue distance entre enhanceurs et promoteurs de

genes cibles.

Promoteur

Transcriition

Enhanceur

- Regulation du timing de la réplication de ’ADN.
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Impact de I'organisation 3D sur

I'apparition de maladies

- La délétion de frontiéres entre les
domaines 3D peut entrainer de
nouvelles interactions enhanceur-
promoteur, une mauvaise expression
de genes cibles, et causer ainsi des
maladies génétiques.

- La délétion de frontieres entre les
domaines 3D peut entrainer
I'activation de proto-oncogenes en
oncogenes, responsables de
nombreux cancers.
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Mécanismes et facteurs moléculaires
impliqués chez les mammiferes

CTCF

Cohésine

Boucle ADN
CTCF

CCACNAGGTGGCAG
Motif CTCF

Rao et al., Cell 2015; Sanborn et al., PNAS 2015.

- CTCF: protéine insulatrice (= se fixant sur les séquences insulatrices).
- Cohésine: protéine cofacteur (= recrutée par CTCF).



Mécanismes et facteurs moléculaires
impliqués chez la drosophile

BEAF-32

CP190

Boucle ADN

Liang et al., Mol Cell 2014 (notre équipe)

- BEAF-32/GAF: protéines insulatrices.
- CP190: protéine cofacteur (= recrutée par BEAF-32 et GAF).



Cependant seule une partie des
meécanismes et facteurs est connue!

- Les mécanismes présentes n’expliquent qu’une partie
de I'organisation 3D des chromosomes et de son lien
avec I'expression du génome.

- Chez 'lhomme, d’autres facteurs ont récemment été
révélés, notamment ZNF143, PcG, mais aussi les
marques histones tels que H3K27me3, H3K4mea3....

- Chez la drosophile, beaucoup d’autres facteurs ont
probablement un role tels que Chromator, DREF ou les
condensines I/11.



Quels types de facteurs pouvant étre
Impliqués?

- Quels sont les protéines insulatrices, cofacteurs et motifs
ADN impliques dans l'organisation “structurelle” 3D du
géenome?

- Quels sont les facteurs de transcription impliqgués dans
les contacts “fonctionnels” enhanceur-promoteur? Quel
est leur impact sur I'expression des genes et/ou la pause
de 'ARN Polymérase 117?



Mais un grand nombre de données publiques
disponibles pour repondre a la question!

G0

- Des milliers de données de séquencage dans Gene Expresion O
GEO, ENCODE et modENCODE.

- Il'y a une accumulation des données Hi-C, ChlP-
seq, DNase-seq, RNA-seq ainsi que les données
d’annotations de genes, promoteurs,
enhanceurs, insulateurs...
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De nombreux challenges pour la
bioinformatique et la biostatistique

- L'analyse des contacts necessite |'utilisation de:
- Modeles de régression pénalisée pour la sélection de variables;
- Méthodes de machine learning pour la prédiction;
- Réseaux d’interactions de type modeles graphigues probabilistes;
- Analyse bioinformatique des motifs;

- Les données en jeu sont :

- De grande taille (millions/milliards d’observations) et de grande
dimension (des milliers de facteurs a tester);

- Hétérogenes (intégration de données Hi-C, ChlP-seq, RNA-seq,
annotations, motifs...).

- Incertaines, bruitées et biaisées.



Travaux recents dans le domaine

Scenario 1 (pas d'interaction):
- Prot A influence les frontiéres des domaines 3D.
- Prot B colocalise avec Prot A.

Frontiéres

Domaines 30

Test d'enrichissement Régression logistique multiple
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Scenario 2 (interaction):
- la co-occurrence des prot A et B influence les

Prot B n'influence pas les frontiéres.

frontiéres, mais pas les protéines seules. Test d'enrichissement Régression logistique multiple
Domaines 30 B0 f,=0
. Prot & enrichie. Prot A n'influence pas les frontiéres.
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Mourad et Cuvier, PLoS Comp Bio, 2016.




IDENTIFICATION DES
FACTEURS IMPLIQUES DANS
LES CONTACTS 3D




Données Hi-C
(et ChlA-PET, 5C, -
Hi-C capture...)
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Données ChIP-seq

Annotations
(enhanceurs, promoteurs,
insulateurs, motifs, ...
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Un probleme complexe

- Un grand nombre
d’interactions statistiques
entre facteurs a analyser.

- Un probleme quadratique
(sl interactions entre 2 facteurs).

- Un probleme cubique
(si interactions entre 3 facteurs).
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Approches existantes

- Test d’enrichissement de couples de facteurs dans les
bins en contacts significatifs (Ka-Chun Wong et al.,
Bioinformatics 2015).

- Mesure de lI'importance de variables (variable importance)
dans la prédiction de contacts par Random Forests (He et
al., PNAS 2014).

- Correlation de la présence/absence des facteurs entre
bins en contacts significatifs (Pancaldi et al., Genome
Biology 2016; Zhang et al., Nature Comm 2016).



Le modele proposé:
Modele linéaire généralisé avec interactions

log (E[y|X]) = Ao + BX
= fo+ Bad + BB + BoC + B8

- Variables:
- Yy : nombre de contacts entre deux bins,
- d : log-distance entre bins (effet du polymere),
- B={len,GC,map} : biais des données Hi-C,
- C : facteurs de confusion (confounding variables),

- g : la variable génomique d’intérét.



Variable g = N;

log (E|y|X]) = B0 + Bad + BB + BC + [,g
= Bo + Bad + BB + Bm,m; + Bn, ny;

ChlP-seq signal

Bin gauche Bin droite

Interaction:
Ni; = Zj;, X Zjg
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Avec:
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Variable g = n;;

log (E[y|X]) = B0 + Bad + BB + B-C + B,g
= [o + Bad + ﬂBB + /Bmimi + /ij m; + /Bnij n;,

Bin gauche Bin droite Valeur de nj
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L
Variables + complexes: g = ¢;;, et g = ¢;jx

Modele pour g = ¢;;, = ny; X Ny

log (E[y|X]) = o + Bad + BB + BcC + Bog
= [o + Bad + BB + Bm,m; + B, M + B, Mk + On, i + Bnp o Dkk + By ik
_+_ ﬁn,—.;)(mk (n'l':'l. X mk) —I_ ﬁﬂ.kkxm‘:(nkk X m’l':) _+_ ,Bﬂﬁkc‘i‘ikj

Modele pour g = ¢;ji = nyj X Ny

log (E[y|X]) = Bo + Bad + BB + BcC + Byg
= Bo + Bad + BB + B, m; + B, my + By My + By, Mg + B, g
—I_ ﬁ'ﬂ.ij n’lj + ﬁﬂjk_n}'k + ﬁﬂ.‘;km& + ﬁﬂkknkk

+ By xmeMij X Mg+ Bpyyoscom; Dk X My + Byyosom; Dk X My + B,y Cijik-



lllustration du modele

a) Homologous interaction variable n;
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c) Homologous interaction cofactor variable c,
ChiP-seq data Value of Cj,,  Interpretation of §_ >0

Left bin Right bin E E

L&A, , 20, -1
LA L A -

T—.A—.—//_.A_._ Ciik =0

ChiP-seq signal

aal
(66

d) Homologous interaction cofactor variable ci
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Comparaison sur données reelles de
mouche

Known protein motifs Versus other
DNA-binding protein motifs
(homologuous contacts)

False positive rate

Known protein motifs Versus other
DNA-binding protein motifs
(enhancer-promoter contacts)
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Le modele linéaire généralise avec interactions (GLMI) surpasse le test
d’enrichissement (ET), les Random Forests (RF) et les corrélations (Cor)
pour l'identification des facteurs connus.



Validations biologiques (mouche)

Long-range contacts between Effect of CP190 in mediating long- Effect of cohesin in mediating long-
BEAF-32 motifs CGATA range contacts between IBP sites range contacts between dCTCF sites
Protein complex
BEAFBE BEAF—BE "ETF:
B,,>6.7x10" B >878 (2131 10° B..>106
p<107" p<107 p-c:m p<107*

On a retrouvé de nombreuses interactions connues entre
protéines architectes.



Réseau d’interaction longue-distance entre de
multiples protéines et marques histones (homme)

Ici modele complet contenant toutes
les interactions possibles (>3000
variables d’interaction) et
apprentissage par Poisson Lasso.

Construction du graphe:
- Si Bpi; > 0, alors arréte entre
noeuds i et j;

- Si B > 0, alors arréte entre
noeud i et lui-méme;




Interactions enhanceur-promoteur

a Enhancer-promoter contacts b Long-range contacts of transcriptional factors
depending on gene expression with promoters depending on expression
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CONCLUSION




Conclusion

- Le modele linéaire généralisé avec interactions (GLMI)
détecte mieux les interactions entre protéines que les
approches courantes dont le test d’enrichissement, les
random forests et la corrélation.

- Nous avons validé de nombreuses interactions connues
dans la littérature.

- Le modele a permis de montrer de nouveaux résultats:

- La marque H3K27me3 réprime les genes en 3D;

- En fonction de la protéine impliquée, les contacts enhanceur-
promoteur peuvent aussi associés a la polymérase en élongation.
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