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Résumeé

La transcription des génes est strictement contrélée par l'interaction d'événements de
régulation, des promoteurs des genes et des élements régulateurs géniques-distaux appelés
Enhancers. Ce travail a pour but d’étudier le dynamisme épigénétique des trois marques
épigénétiques H3K4me3, H3K4mel et H3K27ac et comment elles interférent dans la
régulation de 1’expression génomique lors des différents stades de la différenciation des
thymocytes T, ainsi que le dynamisme transcriptionnel régulant ce processus. Cela, grace au
séquencage a haut débit du génome murin, combiné a ChIP réalisé par I’intermédiaire des
outils bioinformatiques permettant de traiter les énormes data issues de cette technologie.

Mots clés : épigénétique, cellules T, transcription, ChlP-seq, Enhancer.



Abstract

Gene transcription is strictly controlled by the interaction of gene regulatory events promoters
and genic-distal regulatory elements called Enhancers. This work aims to study the epigenetic
dynamics of three epigenetic marks H3K4me3, H3K4mel and H3K27ac and how can they
interfere in the regulation of genomic expression during different stages of differentiation of
thymocytes, also the transcriptional dynamics regulating this process. This is possible, due to
combined the high-throughput sequencing of mouse genome to ChlP and bioinformatic tools
to process the huge data from this technology.

Keywords: Epigenetic, T cell, ChlP-seq, Enhancer.
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Introduction:

Toutes les cellules d’un individu sont porteuses de la méme information génétique, mais il
existe une centaine de types cellulaires, aux fonctions et propriétés différentes : cela prouve
que la séquence du génome ne peut pas tout expliquer. Donc, il apparait évident qu’il existe
une donnée qui vient s’ajouter a I’information fournie par les genes: elle permet la
diversification des potentialités génétiques au sein des différents types de cellules et est
transmise de fagon stable au cours des générations cellulaires pour constituer des organes et
tissus fonctionnels pendant le développement, c’est 1’épigénétique. Effectivement,
1’épigénétique, c’est tout changement d’activité du génome n’impliquant pas de changement
dans la séquence d’ADN et qui est héritable au cours des divisions cellulaires. [ Heard..
2012]

Au cours de la différenciation des thymocytes du stade double négatif (DN) au stade double
positif (DP), plusieurs changements ont lieu au sein de la cellule dont des variations
phénotypiques impliquant par conséquent différents processus biologiques. Lors de ces
changements, différents génes sont exprimés en fonction du stade de développement de ces
thymocytes et d’autres sont réprimés. L’expression de ces geénes est soumise a une régulation
transcriptionnelle et épigénétique complexe. Il a ét€ démontré par des études que les trois
marques épigénétiques H3K4mel, H3K4me3 et H3K27ac seraient impliquées dans la
régulation de I’expression des transcrits: La triméthylation de H3K4 serait étroitement
associée a des sites d’initiation de la transcription des génes activement transcrits [Barski et
al., 2007] et pourrait interagir indépendamment ou en collaboration avec la TATA box afin de
former le complexe de préinitiation de la transcription, afin de démarrer la transcription
[Lauberth et al., 2013], la H3K4mel interagirait avec les enhancers et lorsque ces derniers
portent a leur surface seulement la monométhyl H3K4, ils seraient simplement préts a
I’activation de la transcription en réponse a des stimulis externes mais pour que cette
activation ait lieu, il faudrait I’intervention de la H3K427ac qui interagirait avec ces
enhancers pré-actifs et activerait I’expression des genes concernés.[Creyghton MP et al.,
2010].

Donc plusieurs études démontrent I’implication individuelle de ces trois marques
épigénétiques dans la régulation de la transcription mais aucune étude jusqu’a maintenant n’a
¢été portée sur le dynamisme de ces trois marques épigénétiques réunies et leur role dans la
régulation de I’expression génomiques durant les différents stades de différenciation des
cellules T. D’ou le but de ce travail, qui se porte sur I’étude du dynamisme épigénétique et
transcriptionnel de ces 3 marques épigénétiques lors des différents stades du développement
des thymocytes, qui est de savoir est-ce-que réunies ces marques contribueraient a la
régulation de la transcription des génes lors des différents stades du développement des
cellules T ? Confirme-t-on un impact sur I’expression des génes ? Par quel processus et avec
quels éléments interagiraient-elles afin de permettre cette régulation ? Quels sont les éléments
et les facteurs de transcription impliqués lors de cette régulation? Et si effectivement y a un
réel dynamisme épigénétique et transcriptionnel dont les auteures sont H3K4mel, H3K4me3

1]
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et H3K27ac pendant les stades DN et DP, quels sont les éléments génomiques et
transcriptionnels permettant I’expression spécifique de certaines genes durant un stade, et
d’autres durant un autre stade de développement des thymocytes ?

Grace aux données acquises de la science, on pourrait répondre a ses questions. D’une part
grace a I’utilisation de la technologie ChIP combinée au séquencage a haut débit (SOLID)
réalisés par le laboratoire Technical Advances for Genomics and Clinics (TAGC) Inserm
U1090 — Aix-Marseille Université et d’une autre part aux outils bioinformatiques sans
lesquels il est pratiquement improbable d’analyser les myriades de données générées grace a
la technologie ChIP-seq.
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1-1 Remodelage de la chromatine par les modifications

épigénétiques des histones:

1-1-1 La chromatine

Si I'ADN, chez un individu humain est étalé sous la forme d'une molécule linéaire, il aurait
une longueur de 5x10'° Km, I'équivalent de la distance entre la terre et le soleil multipliée par
100. L'ADN au sein d'une cellule aurait mesuré 2 meétres, s'il n'était pas compacté. Afin d'étre
restreint dans le noyau eucaryotique, le matériel génomique doit adopter une certaine
structure, lui permettant d’interagir stratégiquement avec son environnement, selon les
besoins cellulaires du moment. [LATCHMAN, 2010]

Cette structure est la chromatine. Le terme «chromatine», est proposé pour la premiére fois
par W. Flemming vers 1880. Suite a cela, la compréhension, de la structure de la chromatine,
ses niveaux de configuration et son role n'ont cessé d'évoluer, ainsi que plusieurs découvertes
dont la double hélice d'ADN, la relation entre les modifications d'histones et la transcription,
le nucléosome, I'épigénétique et le code histone (figl). [Olins et al., 2003]

Timeline | History of chromatin

The chromatin subunit

model was proposed Nucleosome crystal Nucleosome
Discovery of Discovery of X Fractionation of by A. Olins & D. Olins® structure determined crystal structure
nucleic acids by histones by A. Stokes & H. Wilson'® and histones by and R. Komberg™® & to7.0Aby determined to 2.8 A
F. Miescher® A. Kossel. R. Franklin & R. Gosling'” E. W. Johns™. J. Thomas¥ T. Richmond et al.*® .

1967 1973 1974

1871 1975 1984

~1880 1884

The term ‘chromatin’ Identification of DNA as Association between Electron-microscopic The term ‘nucleosome’ Proposal that ‘Histone code
was proposed by the ‘transforming principle’ | | histone modifications and was proposed by epigenetic proposed by
W. Flemming' by O. Avery, C. MacLeod chromatin transcription P et, information resides T. Jenuwein &
& M. McCarty™. was shown by V. Allfrey M. G g in histone-tail C. Allis®.
R. Faulkner & A. Mirsky® and C. Woodcock®' P. Chambon™®. modifications by
B. Tumer®™.

Figl: Histoire de la chromatine. (Olins et al., 2003)

1-1-1-1 Structure et fonction de la chromatine:

Physiquement, la chromatine est un complexe ADN-protéines hautement régulé, stocké dans
le noyau des cellules eucaryotes. Les protéines formant ce complexe sont de deux types : les
protéines histones et les protéines non histones. [LATCHMAN, 2010]

1-1-1-1-1Les histones et le nucléosome :
1-1-1-1-1-1Les histones:
En 1884, A Kossel découvre lors de ses recherches, les histones. Ce sont de petites protéines
basiques, hautement conservées au cours de 1'évolution, leur poids varie de 11kDa a 22kDa.
Elles sont chargées positivement, ce qui leur permet de se lier a ' ADN dont la charge est
négative. Cinq types d'histones ont été identifiés jusqu'a présent: H1, H2A, H2B, H3 et H4.
Chacune des histones est composée de deux domaines: un domaine globulaire, médiant les
interactions histone-histone ou histone-ADN et un domaine N-terminal se prolongeant au-dela
de la particule nucléosomale, ciblé par des protéines régulatrices. L'association des histones
contribue a la formation du nucléosome. [Olins et al., 2003], [Kouzarides,2007]
1-1-1-1-1-2 Le nucléosome:

a]



Le nucléosome est 1’unité répétitive fondamentale de la chromatine. Il est composé; d'une
particule cceur constituée de 147 paires de bases d’ADN, enroulées autour d’un octamere
protéique comprenant deux copies de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4; et d'une
région internucléosomique spécifiée par la présence de 1’histone H1. [Olins et al., 2003].
Dans le but de former la chromatine I'ADN se lie aux histones selon une certaine
configuration.
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Fig2: Schéma illustrant I’emplacement des histones au sein du nucléosome. (Fortin, 2005.)

1-1-2 Les niveaux de compaction de la chromatine :

L'échafaudage de la chromatine par l'assemblage de ' ADN aux histones se déroule en
plusieurs étapes et qui sont:

1-Sous sa forme la plus simple la chromatine se présente selon le modele proposé par Watson
et Crick c'est a dire en double hélice d'ADN.

2-Par la suite ' ADN s'associe aux histones (H3,H4,H2A ,H2B) afin de former les nuclésomes,
¢chafaudant ainsi un filament de 10 nm connu sous le nom de «collier de perlesy.

3- Afin de stabiliser cette structure, vient se lier a chaque nucléosome une H1 histone, formant
ainsi le chromatosome et permettant 1'enroulement de ce dernier en une fibre de 30 nm.
4-Finalement, plusieurs types de protéines sont recrutées permettant des repliements
successifs de la fibre 30 nm, et ainsi I'hypercompactation de I’ADN jusqu'a la production des
chromatides des chromosomes. [LATCHMAN, 2010]
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1-1-3 Role de la chromatine et modifications épigénétiques :

Par ce qui a précédé, la chromatine peut étre définie comme étant 1'état sous lequel I'ADN est
compacté dans la cellule eucaryote. Selon I'état de configuration de la chromatine,
l'expression des geénes est soit inhibée soit activée. En effet, généralement en se condensant,
les nucléosomes constituent, une barriére physique a I'accés de la machinerie
transcriptionnelle a 'ADN et donc I'expression des genes est réprimée. Inversement, plus les
nucléosomes sont décondensés, plus le géne est activement transcrit. [LATCHMAN, 2010]
Ce remodelage de la chromatine a lieu grace a la régulation épigénétique. Cette régulation est
réalisée grace aux mécanismes épigénétiques pouvant soit favoriser la structure ouverte de la
chromatine (I'euchromatine), ou bien la structure fermée de la chromatine
(I'nétérochromatine). Trois mécanismes biochimiques importants sont désignés comme
épigénétiques: la méthylation de 'ADN qui réprime I’expression génique, la liaison des
protéines non-histones aux histones a I'ADN afin d'influencer la structure de la chromatine, et
les modifications d’histones. [Bock et Lengauer, 2008]

Et ce sont ces derniéres qui importent dans ce travail.

1-1-3-1Modifications d’histones:

La queue N-terminal des histones, est sujette a plusieurs modifications covalentes, qui altérent
les charges ¢lectrostatiques des histones et changent leurs propriétés structurales et/ou
modifient les interactions de leurs extrémités. Ces modifications sont effectuées par des
complexes enzymatiques et ont un important impact sur 1’état de compaction de la chromatine
et par conséquent sur la régulation du niveau d’expression des génes. Différentes classes de
modifications d'histones sont identifiées dont les plus étudiées sont la méthylation,
I’acétylation, la phosphorylation et ’'ubiquitylation [LATCHMAN, 2010].

Modifications de la Résidus modifiés Fonction de la modification

chromatine

Acétylation K-ac Transcription, réparation, réplication,
condensation

Méthylation (Lysine) | K-mel, K-me2, Kme3 Transcription, réparation

Meéthylation (Argénine) | R-mel, R-me2a, R-me2s Transcription

Phosphorylation S-ph, T-ph Transcription, réparation,
condensation

Ubiquitylation K-ub Transcription, réparation

Sumoylation K-su Transcription

ADP ribosylation E-ar Transcription

Déimination R > Cit Transcription

Proline isomérisation P-cis > P-trans Transcription

Tableau I: Les différentes classes de modifications identifiées sur les histones.
(Kouzarides, 2007)




1-1-3-1-1 La méthylation et ’acétylation des histones:

-La méthylation consiste a I’ajout d’un a trois groupements méthyles (mono, di, ou tri-
méthylation) sur I’acide aminé Lysine ou Arginine a la queue N-termianl. Les enzymes
responsables de cette réaction sont les histones méthyltransférases (HMT). Selon le résidu
méthylé ainsi que le nombre de groupements méthyles ajoutés par les HMT, I’activité
transcriptionnelle est activée ou réprimée. [Kouzarides, 2007], [LATCHMAN, 2010]
-L’acétylation consiste a 1’ajout de groupement acétyle a certains résidus Lysine (K).Les
histones acétyl transférases (HAT) sont les enzymes responsables de cette réaction.
L’acétylation favorise la structure ouverte de la chromatine et donc est associée a I’activation
de la transcription. [Kouzarides, 2007], [LATCHMAN, 2010]

Les modifications des histones s’effectuent grace a des complexes enzymatiques (protéines
non histones) et sur des acides aminés spécifiques de la queue N-terminal des histones cceur,
H3, H4, H2A, H2B. Ces modifications constituent des marques épigénétiques de la
chromatine (Voir fig 4). A titre d’exemple la monométhylation du résidu Lysine (k) numéro 4
sur la queue N-terminal de I’Histone 3 et est notée H3K4me.
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Fig4: Exemple de modifications épigénétiques effectuées par différents groupes d’enzymes
sur les résidus amine de la queue N-terminal de I'histone 3 Me (méthylation),
P(phosphorylation), Ac (acétylation). (Kouzarides, 2007).

1-1-3-2 Le code Histone :

L'ensemble de ces modifications et leur implication dans la modulation de la chromatine, a
donné naissance a I'hypothese du « code histone », proposée en 2001 par T.Jenuwein and all.
Cette hypothese stipule que les modifications des histones peuvent agir en synergie selon un
certain programme épigénétique permettant la régulation de 'activité des génes. [Olins et al.,
2003], [LATCHMAN, 2010]

1-2 Mécanisme de la transcription chez les eucaryotes :

La transcription est le processus biologique, pendant lequel est déterming, quels génes seront
ou non transcrits, et cela en réponse a des stimuli spécifiques comme les modifications
épigénétiques de la chromatine. Ces marques épigénétiques pourraient a titre d’exemple,
induire la transcription de certains génes spécifiques du stade DN durant la différenciation des
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thymocytes et réprimer leur expression avant ou apres ce stade, d’ou la notion de tissu
spécificité génique. [RAVEN et al.., 2008], [LATCHMAN, 2010]

1-2-1 Les séquences consensus d’un géne et le mécanisme de transcription :

Il existe plusieurs séquences consensus chez les eucaryotes dont la boite TATA et la boite INR
qui sont présentes au niveau d’un grand nombre de génes. La boite TATA (située entre -30 et
-25 en amont du TSS) et la boite INR (a partir de +1) constituent le promoteur minimum.
Parmi les régions consensus y a également des séquences activatrices et amplificatrices
situées jusqu’a -300 en amont du site d’initiation, parmi elles on trouve la boite GC et la boite
CAAT. Les séquences activatrices varient selon le promoteur existant. Ces régions constituent
des sites de liaison pour les facteurs de transcription, permettant ainsi la modulation de
’activité du promoteur minimum auquel se lie I’ARN pol II via les facteurs généraux de la
transcription. Le mécanisme de la transcription chez les eucaryotes est régulé par les régions
cis-régulatrices de type enhancers, silencers et insulateures et/ou par des promoteurs
alternatifs. [LATCHMAN, 2010]
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Fig 5: Eléments d’un géne eucaryote.
(E.Jaspard, 2014 )

1-2-2 Les éléments régulateurs de la transcription selon LATCHMAN, Davis, 2010:

a-Les promoteur alternatifs: c’est la présence de plusieurs promoteurs pour un seul
transcrit d’un gene.

b-Les éléments cis-régulateurs :

- Silencers ou represseurs: C’est des s€quences agissant a distance, auxquelles se lient des
protéines inhibitrices de 1’activité transcriptionnelle.

- Insulators ou isolants: C’est des séquences permettant d’isoler certaines régions
génomiques.

- Enhancers ou amplificateurs: C’est des séquences régulatrices qui recrutent des protéines
afin d’amplifier la transcription des genes, en agissant a distance sur les promoteurs et cela
dans les deux directions en fonction du Tss. Les enhancers peuvent se situer, en amont du site
d’initiation (TSS), en aval, ou bien a I’intérieur de la région a transcrire.

1-2-3 La régulation de la machinerie transcriptionnelle:



http://www.unitheque.com/Auteur/Raven.html?

Afin d’activer le mécanisme de la transcription, les facteurs généraux de la transcription
s’associent a I’ARN pol II afin d’initier la transcription et requiérent les coactivateurs. Les
activateurs s’associent aux enhancers, en réponse a certains signaux cellulaires afin
d’amplifier ’activité transcriptionnelle.

Les coactivateurs s’associent, avec les activateurs et/ou les répresseurs (a une extrémité), et
avec les facteurs généraux de la transcription (a I’autre extrémité), afin de transmettre le
signal d’activation ou de répression de la transcription a I’ARN pol II. Les répresseurs se lient
aux silencers, régulés par des signaux cellulaires afin de réduire la transcription des geénes
régulés en interférant avec les activateurs. [RAVEN et al., 2008]
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Fig6:Les différents éléments intervenant dans la régulation de la transcription.
(TJIAN, 2008)

10 |


http://www.unitheque.com/Auteur/Raven.html?

1-3 Le développement et la maturation des cellules T :

Le développement des cellules T débute par I’arrivée d’un petit nombre de cellules
progénitrices T (précurseurs lymphoides), migrant via le systeme sanguin, de la moelle
osseuse vers le thymus et sont appelées une fois dans ce dernier, « thymocytes ». La
maturation des thymocytes implique : ’expression de divers marqueurs membranaires et
d’événements intracellulaires spécifiques, caractérisant les différents stades de différenciation
(DN a SP); des réarrangements des génes du récepteur des cellules T (TCR), permettant la
reconnaissance d’une grande variété des antigénes étrangers ; ainsi que des sélections
thymiques, aboutissant a des cellules T restreintes au CMH du soi et auto-tolérantes.

[ HAYDAY et al., 2007]

1-3-1 Les stades de différenciation des thymocytes du stade DN a DP :

Les précurseurs lymphoides, pénétrant au thymus et entamant le processus de différenciation,
passent par une série de stades, ou certaines molécules membranaires sont détectables. Tels
que le complexe TCR-CD3, CD4 ou CD8. Les thymocytes n’exprimant pas le CD4 et/ou CD8
sont appelées cellules T double négatives (T DN). Les Thymocytes DN peuvent étre
cataloguées en 4 sous-populations (DN1 a DN4), chacune caractérisée par, la présence ou
‘absence de molécules spécifiques a leur surface cellulaire, comme c-Kit (récepteur pour le
facteur de croissance des cellules souches), CD44 (une molécule d’adhésion), CD25 (une
chaine alpha du récepteur de 1’IL2). Le phénotype d’expression de surface pour chaque stade
ou sous-population, se présente comme suit : DN1,c-kit"CD44°CD25"; DN2, c-
kit"CD44°CD25"; DN3,c-kitCD44 CD25"; et DN4, c-kit CD44° CD25". [HAYDAY et al.,
2007], [GERMALIN, 2002]

Les Thymocytes progressant vers le stade DN4, diminuent I’expression du CD25 et présentent
a leur surface cellulaire les deux molécules CD4 et CD8. A ce stade, les thymocytes sont
appelées double positives (DP), ou cellules CD4'8". Parall¢lement a 1’évolution phénotypique,
les thymocytes effectuent une série de réarrangements de locus génétiques codant pour les
genes du TCR. [GERMALIN, 2002]

1-3-2 Réarrangements du TCR :

Lors de leur maturation, les thymocytes expriment des protéines, tel que RAG, nécessaires
aux réarrangements des génes codant pour les chaines du TCR. RAG est un complexe
enzymatique de la recombinaison, qui reconnait les SSRs (séquences signal de la
recombinaison).Les SSRs sont situées de part et d’autres des sites subissant les
réarrangements de I’ADN de type VDJ: V(variable), D(diversité), J(jonction). [KINDTET et
al., 2006]

Au stade DN2, débutent les réarrangements des geénes codant les chaines TCRy, TCRS, TCRf
(Ie locus TCRa est réprimé), et progressent jusqu’au stade DN3. Lors de cette transition du
stade DN2 vers DN3 ; une minorité (< 5%) des thymocytes, sont destinées a devenir des
cellules T v matures sans grand changement de leur phénotype de surface ; et une majorité
(~95%) a donner des cellules T aff et nécessitant pour leur maturation, de progresser au dela
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du stade DN2. En acquérant le phénotype DN3, ces derniéres arrétent momentanément de
proliférer et des produits issus des réarrangements du TCR sont détectés dans le cytoplasme
de ces cellules. Aprés que le réarrangement de la chaine TCR B est effectué, les cellules DN3
progressent rapidement vers le stade DN4. Les chaines  nouvellement synthétisées,
s’associent a la chaine pré-Ta, une protéine de 33kDa et les molécules CD3, dans le but de
former le complexe pré-TCR. La formation de ce complexe déclenche une cascade de
transduction de signal, aboutissant a 1’activation des réarrangements de la chaine alpha du
TCR et a la progression du développement des thymocytes vers 1’état double positif CD4'8".
Les cellules double positive proliférent et a partir du moment de la différenciation ou une
cellule T a réarrangé la chaine alpha du TCR et commence a exprimer un complexe TCR/CD3
complet, les cellules DP n’expriment plus les marqueurs précoces, tels que le CD44 et le
CD25. L’expression du complexe TCR/CD3 permet aux thymocytes de subir les phases de
s¢lection positive et de sélection négative. [Germain, 2002], [KINDTET et al., 2006]
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1-3-3 Processus de sélections :

Il est estimé qu’environ 98% de I’ensemble des thymocytes n’arrivent pas a maturation, ils
sont ¢liminés par appoptose dans le thymus, soit & cause de la formation de réarrangements
non productifs des genes du TCR, soit ils sont éliminés lors du processus de sélection positive
et négative. [KINDTET et al., 2006]

1-3-3-1 La sélection positive : Les thymocytes DP (CD4'8" se trouvant dans le cortex
thymique, sont mis en contacte avec des antigenes présentés par des molécules du CMH du
Soi. Les cellules DP, possédant des TCR incapables de se lier aux molécules du CMH du Soi,
sont ¢liminées. Les cellules double positives survivantes, perdent I’un des deux marqueurs
(CD4,CDB8). Les CD4'8"dont le TCR se lie avec les molécules du CMH de classe I préservent
seulement le CD8 et deviennent des cellules simple positive (SP CD8", celle ayant un TCR
interagissant avec les molécules du CMH de classe II gardent le CD4 mais perdent le CDS et
deviennent des cellules simple positives (SP CD4"- Ainsi ce processus assure la restriction au
CMH. [GERMALIN, 2002], [KINDTET et al., 2006]

1-3-3-2 La sélection négative : Les cellules simple positives exprimant le TCRaf/CD3 et
survivant a la sélection positive, subissent une autre sélection, durant laquelle les thymocytes
exprimant un récepteur ; ayant une haute affinité pour des molécules du CMH du Soi seules,
ou des molécules du CMH du Soi associées a un autoantigene (peptide du soi) ; sont
¢liminées, assurant ainsi la tolérance aux molécules du Soi et évitant les maladies auto-
immunes. Les lymphocytes survivants a la sélection négative migrent depuis le cortex vers la
médulla, ou elles passent dans la circulation sanguine.[GERMAIN, 2002], [IKINDTET et
al.. 2006].
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2-Materiel et methodes
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2-1 Chromatin-Immuno-Precepitation- Sequencing (ChIP-seq) :

L’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP), suivie, de séquencage a haut débit, est une
puissante méthode, qui permet de cartographier la distribution des sites de liaisons, de la
protéine d’intérét sur ’ADN et les modifications d’histones sur n’importe quel génome.
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Fig
9: Etapes de la réalisation de ChIP-seq et construction d’une Bibliotheque d’ADN.
( KIDDER et al., 2011)

2-1-1 Les étapes de la réalisation de CHIP-seq :

Apres I’1solation du nombre adéquat des cellules DN et DP du thymus murin, un crosslinking
est effectu¢ afin de fixer les protéines sur ’ADN. Ensuite, la chromatine est fragmentée en
petits bouts, la fragmentation est réalisée par I’enzyme MNase qui est adéquate a 1’é¢tude des
modifications d’histones, cette enzyme clive les bases d’oligonucléotides au niveau 3°-
phosphate. La taille des fragments générés est vérifiée par un Bioanalyzer et leur quantité par
le NanoDrope. L’étape suivant la vérification de la qualité des fragments est
I’immunoprécipitation (IP) : lors de cette étape des anticorps attachés a des billes, sont
additionnés au tampon. [Kidder et al., 2011]. A chaque ChIP, un type d’anticorps est utilisée
pour la modification d’histone correspondante. Les anticorps dirigés contre les marques
épigénétiques H3K4mel, H3K27ac et H3K4me3 sont dans I’ordre anti-H3K4mel, anti-
H3K27ac et anti-H3K4me3. Suite a cela, le complexe ADN-protéine d’intérét-anticorps
précipite au fond de la solution. Ensuite, I’ADN enrichi (précipité) subit une étape de
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purification. A ce stade ChIP est terminée mais il faut construire une bibliotheque d’ADN
adaptée au séquencage a haut débit SOLID.

2-1-2 Construction d’une Bibliothéque d’ADN :

Suite a la purification d’ADN et afin de pouvoir séquencer, par SOLID, ’ADN enrichi par les
marques épigénétiques (ADN précipité), il est nécessaire de construire une bibliothéque
adaptée. La construction de cette bibliotheque, se définit par 1’addition d’adaptateurs
indispensables au fonctionnement du séquenceuret cela s’effectue en plusieurs étapes,
pouvant étre résumées comme suit selon Mike S. Son et al., 2011:

2-1-2-1 Réparation des extrémités des fragments d’ADN (End-repair): Les segments
d’ADN générés apres la fragmentation, sont clivés aléatoirement et ont donc des extrémités5
‘et 3' diverses dans toutes les combinaisons possibles. Ces extrémités sont réparées en bouts
francs par 1’addition de nucléotides, en utilisant un mélange enzymatique contenant entre
autre une ADN polymérase. Suite a cela I’extrémité 3 est modifiée.

2-1-2-2 Modification de I’extrémité 3': Cette étape consiste a I’ajout d’une Adénine (A), aux
extrémités 3" des fragments réparés précédemment. Cette étape est nécessaire pour la ligature
des adaptateurs.
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Fragments

Fig10: Illustration des étapes End-repair et modification de I’extrémité 3.
(Son et al., 2011)

2-1-2-3 La ligature des adaptateurs: La ligature des adaptateurs aux séquences d’ADN
modifiées est non seulement nécessaire pour 1’étape finale de la construction de la
bibliothéque mais aussi indispensable pour le séquengage par SOLID.Durant cette étape
chaque fragment d’ADN modifié est ligaturé a un adaptateur dans chaque extrémité. L’un des
deux adaptateurs ajoutés est spécifique pour chaque librairie et est appelé code barre
(barecode). A la fin les fragments résultants, sont purifiés afin d’¢éliminer les complexes
enzymatiques et les résidus accumulés lors des précédentes étapes, puis quantifiés.

2-1-2-4 Enrichissement des fragments ADN modifiés-adaptateurs par

PCR (Amplification): L’étape finale de la construction de la bibliothéque est d’enrichir les
fragments d’ADN modifiés-adaptateur, afin de permettre plus de fragments pour le
séquencage. Cette étape produit une génération de clusters (plusieurs clones de fragments
d’ADN) grace a I’amplification ou I’enrichissement par PCR. Pour cela des primers sont
ajoutés au mélange réactionnel dont le primer index qui est spécifique pour chaque
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bibliothéque. Le produit PCR est par la suit purifié¢, quantifi¢ et réservé a -20°c et prét a étre
chargé dans la plateforme du séquencage SOLID.

a

- —g; -~ -~~~ Base 5'phosphorylée

Adapter SO0y 73
il ““_‘__‘ Thymine correspondant a
""""""" I'adénine ajoutée i I'extrémité
F modifiée

5
5 CO00EEEeeeC 0@ Primer constant 1

5 GO000000000000 s  Primer constant 2
e cesessaky Primer index

NOTE: Primer index et les produits PCR indiquent les
séquences complimentaires

%ﬂﬂ’_‘l’;ﬂs 3 3
: B
f 3 oo,  e0mnonTy
Addition des o Wwﬁ
& adaptateurs : F R
(veir encadré) = . ’
Wy OO
faiscsansnsas 3
. . Ligature des adaptateurs fxgm %;’3
e n kY ; 4
& B —
[

: ﬁ"ﬂ:%ﬁ*}, Amplification 5 OOOGISENOCIITIR - peenng |
it g A par FCR JEOUICOSISNNNNE | | eeseancenoonen
i ,&T uaﬂﬁ . ¥ §
Ajout de primers OO0

comstants + primer index
{voir encadre)

Fragments avec
extrémité 3'-A

Validation +
Purificaiotn =
Quantification

Figl1: Etapes de ligature des adaptateurs et enrichissement des fragments par PCR.
(Un adapté depuis Mike S. Son et al., 2011)

2-1-3 Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection (SOLID):

SOLID appartient a la deuxiéme génération de séquenceurs a haut débit, le principe de cette
technologie est basé sur la PCR en émulsion (emPCR sur billes) et un systeme de ligature
d’oligonucléotides. Le séquengage par SOLID s’effectue en plusieurs étapes pouvant étre
résumées comme suit :

2-1-3-1 La construction d’une librairie, durant laquelle des adaptateurs sont ligaturés aux
fragments d’ADN issus de ChIP, expliqué en haut selon le protocole de Mike S. Son et al.,
2011.
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2-1-3-2La PCR par émulsion: Lors de cette étape chaque fragment issu de la librairie est
amplifié dans une gouttelette d’eau séparée des autres gouttelettes par une solution d’huile.
Chaque gouttelette est appelée microréacteur, et contient une microbille, des amorces,
produits réactionnels de la PCR et un seul fragment issu de la librairie (figA,B).

A
Fragment issu de la librairie
Primers il
¥
Micro-réacteur

Lame &n verre

Fig12: Réalisation d’une emPCR pour le séquehc;age par SOLID.
( Appliedbiosystems, 2013)

-Apres le lancement de la PCR, la surface de chaque microbille bille va étre parsemée

d’amorces auxquelles vont se lier les clones du fragment d’ADN ajouté via I’adaptateur. Ainsi
dans chaque microréacteur, un seul fragment est amplifié. L’extrémité 3'de chaque fragment
d’ADN couplé a la microbille est modifi¢e (Fig B).Chaque microbille est par la suite déposée

via ’extrémité 3° modifi€e a un puits dans une lame en verre (Fig C). [APPLIED
BIOSYSTEMS, 2013]
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2-1-3-3 Le séquencage: A ce point le séquencage proprement dit peut avoir lieu et ses étapes
peuvent étre résumées comme suit selon Heinz Breu,(2010):

1-Fixation et hybridation
4-Répétition des étapes n-3 afin d'étendre la séquence

Premier tour /7 POH \_
aAVEC AMOTCE B “ihlll . m
\ w Cyclesdeligarure 1 2 3 4 & & 7 _incycles)
M
Amorce de séquencage universelle [n]]_m— -X- m!,-:m."mw T, 1'I'I'H1'IT T
¥ acl llei bbb Ll b e b b lae b LR BLD 5
- AL + ¥
Adaptateur A ADN cible

5-Changement d'amorce

- e m II
2-Prise d mage Amorce de séquentage B i /

Excitation  Fluorescence m"ef.saue 1-1 2-Fixarion d'1
TITTTITITITINITIT . . P
. -t nouvelle amorce - 1-Dissociation du
,aE . | e nneyy gy o synchetisé 3

AU UL 4

TA

6-Répétition des Etapes 1-4 avec la nouvelle amorce

2-Clivage chimigque . - .
. 2Eme ToUr avec /! Décalage d'une base
Agent de clivage 3L
amorce n-1 | |
1 M0'1-rr’w \ |
AT — 9
e P . B
”J.I.I.I.LI.I..I.I..I.I..I.I.I.I.I.I.I.IJ.I..I.LI.I.LI.T Amorcen-1 A cG AL TA CC
1 ¥ TTITITRTIT T T ITITRR I AT IATTINTINT
- R A L A A
T [ TT AT GG

§ 1213{ 14 115 16|17 |18(19|20)21 |22 (23| 24| 25|26 27| 28 3031|3233 34|35
g

a 1 L] .le se L1

EH

o oz .0 . wle
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_'E 3 .| ale alw

B

T 4 .l (L] LR .

>

g 5 e .o ele .|

o

i #Position de ligature Cycles de ligatures @2 3 + 5 & @

Fig13:Illustration des étapes du s€quencage par ligature des oligonucléotides et identification

(SOLID).
(Adapté d’images issues de Heinz Breu, 2010)

1-Une amorce de séquengage universelle (n) s’hybride a 1’adaptateur (li¢ a la microbille) puis
des oligonucléotides dégénérés de 8 bases, dont les 2 premicres sont connues, vont entrer en
compétition, celui dont les deux premiéres bases sont complémentaires a la séquence d’ADN

cible, est li¢ par une ADN ligase.

2-Dés que I’oligonucléotide est lié¢ une fluorescence est émise, et une image est prise,
permettant d’interroger ainsi les deux premiéres bases et les identifier.

20 |



3- Grace a un agent chimique, un clivage est effectu¢ au niveau du site de clivage situé entre
les bases 5 et 6.

4- Des oligonucléotides sont rajoutés nouveau et les 3 premiéres étapes sont répétées: au 2™
cycle ce sont les bases numéro 6 et 7 qui sont interrogées, puis au 3°™ , les bases 11 et 12 et
ainsi de suite durant n cycle, jusqu’a I’obtention de la longueur de lecture voulue, ici jusqu’a
35 bases.

5- A ce stade, le brin synthétisé est dissocié ainsi que la précédente amorce (n), et un 2°™ tour
de ligature est lancé avec une autre amorce de séquengage universelle (n-1).

6- Répétition des précédentes étapes (1 a 4), avec la nouvelle amorce n-1.

7-Puis les étapes 5 a 6 sont répétées pour chacune des ajoutées successivement, en position n-
2, n-3 puis n-4.
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2-2 Outils bioinformatiques :

2-2-1 Cocas: ChIP-on-ChIP Analysis Suite est un outil de recherche de pics correspondants
aux régions génomiques enrichies, développé par 1’équipe PF. L'algorithme cherche des pics a
partir d’un fichier GFF. La détection des pics avec ce logiciel est variable selon les
parametres choisis. Pour chaque pic détecté, un score lui est attribué par le calcul de la surface
du pic. Trois parametres manipulables permettent de déterminer les séquences génomiques
enrichies: Peak threshold (Seuil du pic), Extend threshold (seuild’extension), Distance
threshold (surface du pic). CoCas est téléchargeable depuis http://www.ciml.univ-
mrs.fr/software/ferrierhtm .[Benoukraf et al.,2009]

CoCAS - ChIP on Chip Analysis Suite = =

Settings | Pe=ak detection

Input file Browse

Output file C:\Program Files (x86)\WCoCAS_peak.aff Browse

Binding ratio threshold [ p-value threshold
Peak threshold 20 Custom ~ Peak threshold
Extend threshold 10| Custom ~ Extend threshold

Distance threshold s00

[ Ringe thresholds
Peak percentile 2.999

Extend percentile o.98

wWindow size {probes) =
[ Percentile threshold
Percentile D.95

Region column ID =]

Area type Effective

Fig 14: Interface de Cocas.

2-2-2 IGB: Integrated Genome Browser est un outil bioinformatique open source permettant
la visualisation et I'exploration des données génomiques issues du séquencage a haut débit,
notamment les données de ChIP-Seq. IGB nécessite le JAVA pour fonctionner et prend en
charge ’affichage panoramique ainsi que I’option zoom a travers du génome d’intérét. Il
prend en charge des fichiers sous plusieurs formats dont BAM, BED, GFF et WIG.
Téléchargeable depuis le site http://bioviz.org/igh/ .[NICOL et al., 2009]
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Ayailable Data - G =] Data Management Table
FG BG =i Load Mode Track Name

48M of 989M i § Fig
15: interface d’IGB.

2-2-3 Galaxy: est une plateforme open source, basée sur le web. Elle offre une interface
graphique a de nombreux logiciels permettant I’analyse de datas génomiques comme
I’alignement de séquences, la conversion de fichiers d’un format a un autre, ’intersection
entre des datas, I’analyse ChIP-seq, etc. Les analyses et calculs effectués peuvent étre
conservés sur un espace de stockage sur le serveur de Galaxy et cela pour chaque utilisateur.

Disponible sur https://usegalaxy.org/.

Analyze Data

I+

Tools History -
Galaxy is an open source, web-based
search tools Q platform for data intensive biomedical . Q
research. If you are new to Galaxy start here .
Y Yy start here Unnamed history

or consult our help resources. 15 deleted
0 bytes

Get Data
Lift-Over

Text Manipulation
Convert Formats This history has been deleted
Filter and Sort

Join, Subtract and Group

Extract Features © This history is empty. You can
Fetch Sequences load vour own data or get data

Fetch Alignments Ru n nin g You r own from an external source

Get Genomic Scores

)

All None For all selected...

Operate on Genomic Intervals

Statistics

Graph /Display Data An in-depth tutorial
Phenotype Association

sn pEff

BEDTools

Genome Diversity

EMBOSS

Regional Variation

FASTA manipulation i

Figl6: interface de Galaxy.

2-2-4 RSAT: Regulatory Sequence Analysis Tools comprend une large collection d’outils
permettant la détection des régions cis régulatrices du génome. Il permet ainsi entre autres de
prédire les motifs (pic-motif) a partir des séquences génomiques issues de ChIP-seq. RSAT
combine plusieurs algorithmes de découverte de motifs afin d’extraire les motifs qui sont
significatifs puis ils sont comparés avec des bases de données de motifs connues. Les fichiers
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chargés dans RSAT doivent étre sous format FASTA.[MORGANE et al.,2011],[ MORGANE
et al.,2012]. Lien vers le site : http://www.rsat.eu/.

RSAT - peak-motifs

Pipeline for discovering motifs in massive ChIP-seq peak sequences.

References

e ! 1. Thomas-Chollier, M., Herrmann, C., Defrance, M., Sand, O., Thieffry, D. and van Helden, J.
}  Build control sets (2011). RSAT peak-motifs: motif analysis in full-size ChiP-seq datasets Nucleic Acids Research
doi:10.1093/nar/gkr1104, 9. [Open access]
T 2. Thomas-Chollier M, Darbo E, Herrmann C, Defrance M, Thieffry D, van Helden 1. (2012). A
ki complete workflow for the analysis of full-size ChIP-seq (and similar) data sets using peak-
» Pattern matching motifs. Nat Protoc 7(8): 1551-1568. [PMID 22836136]

» Comparative p Information on the methods used in peak-motifs

genomics

* NGS - ChIP-seq 4' Peak Sequences

ST Title (mandatory)
fetch-sequences from
UCSsC

Peak sequences (mandatory) Paste yvour sequence (fasta format) K T

Contr l
» Genetic variations 5
4

e Or select a file to upload (.gz compressed files supported) |
or sel

» Drawing Choisissez un fichier | Aucun fichier choisi

URL of = sequence file available on a Web server (e.g. Galaxy). ISk

~ Help & Contact
RSAT team Mask [ none -
Training material » Mask

Contact & Forum S

Figl17: Interface de RSAT

2-2-5 GREAT: Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool, est comme son nom
I’indique un outil d’annotation des régions génomiques enrichies. Il permet d’analyser le role
fonctionnel des régions cis-régulatrices, a partir de la fonction des génes les plus proches de
ces régions. La version utilisée est 2.0.2, génome:Mouse, NCBI build 37 (UCSC mm9,
Jul/2007). Great prend en charge les fichiers sous format BED | MCLEAN et al., 2010] et est
disponible sur le site: http://bejerano.stanford.edu/great/public-2.0.2/html/
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GREAT predicts functions of cis-regulatory regions.

Species Assembly Human: GRCh37 (UCSC hg19, Feh/2009)
Humanmn: NCEI build 36.1 (UCSC hg1&, Marf2006)
= Maouse: NCBI build 37 (UCSC mma, Jul/2007)

Zebrafish: Wellcome Trust Zv9 (danRer?, Jul/2010) :'??:?? Zebrafish CNE set

~an | us 5 hiv?

Testregions 5 BEDfile: | Choisissez un fichier | Aucu... oisi

BED data:

Background = Whole genome
regions — - e
BEDfile: | Choisissez un fichier | Aucu.. oisi

BED data:

Fig18: Interface de GREAT.

2-2-6 Le langage R :

R est un langage de programmation statistique et graphique. Il est disponible librement

pour Windows, MacOs et Linux. Les fonctionnalités de R sont extensibles et basées sur les
contributions d’une communauté de développeurs. R a une place grandissante en biologie, de
nombreux modules spécifiques sont développés pour répondre aux besoins de la biologie a
grande échelle. Téléchargeable depuis le site : http://www.r-project.org/.

b= r 1 1 Ty 1
Flchier Edition Woir Misc Packages Fenctres Aide - |
[=leE =] (o= [ wm] <]

EIEIE &

B wersion 2.8.1 (200S—12-—-22)
Copwright (C) 2005 The R Foundstion For Statistical Computing

ISEN =—9000S51—07—0

B est un logiciel libre livre sans AUCUNE GAaRANTIE.
Wous pouvez ls redistrilkusr Sous osrtoines conditions.
Tape= 'license() ' ou 'licence () ' pour plus de déetails.

B est un projet collaboracif aveo de nombreux contribuceurs.
Tape=z 'contributorsi()' pour plus d'information =t

'cditaticonil ' pour la fagon de le citer dans les pubklications.

Tapez 'demo() ' pour des démonstrations, 'help()l ' pour 1'=sdide
en ligne ou 'help.sStart () ' pour obtenir 1'aide au format HTHML .

Tapez 'cgi) ' pour guitter R.

=1

Fig 19: Interface de R.
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3-1 Analyse des datas issues de ChIP-SOLID :
3-1-1 Prétraitement des données :

Le séquengage a haut débit SOLID, géneére deux fichiers séparés, un pour les séquences et
I’autre pour la qualité de celles-ci. Ces fichiers se présentent sous format Csfasta/qual (color-
space), un format brut n’ayant pas d’encodage ASCII, donc les fichiers générés sont assez
lourds et nécessitent un prétraitement afin de les alléger, normaliser les données et éliminer le
bruit de fond qui pourrait étre dii aux erreurs de séquencage. Donc les rendre manipulables
par les outils bioinformatiques dont on aura besoin par la suite.

Le pipeline bioinformatique de prétraitement et de profilage des données ChIP-seq a été
essentiellement développé en partie au CIML et en partie au TAGC a I’aide du langage R,
avant mon stage. A la fin de la procédure du prétraitement des données, un fichier,
représentant les régions génomiques ou la protéine d’intérét s’est liée, est généré sous format
«wiggle » avec les scores d’enrichissement correspondants. Wiggle ou WIG est un format
utilisé pour la représentation des données continues et denses comme pour les datas de
transcriptome. Un fichier wig est généré pour chacune des trois marques épigénétiques :
H3K4mel, H3K4me3, H3K27ac pendant le stade DN et DP (fig20).

Prétraitement des
données issues de
SOLID

H3K4me1.wig H3K27ac.wig H3K4me3.wig H3K4me1.wig H3K27ac.wig

H3K4me3.wig

eN .

Peak calling

Fig20: Génération des fichiers gft a I’aide de perl et le peak calling a I’aide de IGB et CoCas.
mel=H3K4mel, me3=H3K4me3, ac=H3K27ac. (Original)
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3-1-2 Visualisation et représentation des pics de liaison a I’aide des fichiers GFF :

Le fichier sous format GFF (General Feature Format), est utilisé afin de localiser et de décrire
des zones caractéristiques d’un génome. Il permet de créer et de visualiser les régions
d’intérét, sous forme de piques, grace a des outils bioinformatiques comme Cocas et IGB.

Afin de rechercher les pics d’enrichissement de la protéine d’intérét, on a tout d’abord, généré
a partir d’un fichier WIG, un fichier GFF pour chaque marque épigénétique. Cela a I’aide
d’un script Perl (annexel), développé par M M.BELHOCINE et qui permet la création des
fichiers GFF en un temps minime sous LINUX. Le fichier GFF va servir de donnée d’entrée
a CoCas pour le peak calling(fig20).

3-1-3 Le peak calling:

L’essentielle étape dans 1’analyse des données ChIP-seq est le « peak calling » ou bien la
recherche des pics. En effet, le but de cette étape est de déterminer, les régions génomiques
marquées par la protéine d’intérét (marque épigénétique). La qualité des analyses qui suivront
dépendent directement du résultat trouvé lors de la recherche des pics [Epegenie, 2013].

3-1-3-1 Création des pics a I’aide de Cocas et IGB:

Afin de créer et de déterminer ces pics, j’ai utilisé 1’outil CoCas. Il permet de dresser une liste
des pics trouvés pour chaque marque épigénétique. Cette liste est dressée selon les parameétres
¢tablis d’aprés la visualisation par IGB (fig20).

Les parametres choisis d’apres la visualisation par IGB :

Marques Extend Pic Distance Nombre de pics
épigénétiques threshol | threshol | threshold
d d

DN-H3K4mel |3 5 400 25300

DN-H3K4me3 | 400 2000 400 24875
DN

DN-H3K27ac 12 22 400 11375

DP- H3K4mel |2 6 400 74607
DP DP-H3K4me3 |1 4 400 28013

DP-H3K27ac 7 15 400 24575
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Tableau II: Paramétres choisis dans Cocas apres la visualisation par IGB et le nombre de
piques générés par Cocas pour les trois marques épigénétiques d’intérét pendant le stade DN
et DP de la différenciation des cellules T. (Original)

3-1-3-2Visualisation des pics et détermination des paramétres par IGB pour CoCas :

Afin de bien déterminer ces paramétres, j’ai utilisé un navigateur génomique IGB, qui permet
la visualisation des pics. La difficulté dans le choix de ces parametres, réside, dans la
distinction des régions génomiques enrichies par la protéine d’intérét, du bruit de fond
(Fig21). Le bruit de fond, correspond aux erreurs qui pourraient étre dus durant les différentes
¢tapes du séquencage. Je me suis basée sur la visualisation d’un geéne ubiquitaire pour le choix
des parametres qui est I’actine (fig22). Ainsi, apres la définition des parametres adéquats a
I’aide d’IGB, la liste des pics pour chaque marque €pigénétique est dressée par CoCas et sera
stockée dans un fichier GFF (peak.gff). A la fin 6 listes de pics correspondant aux régions
génomiques enrichies par les marques épigénétiques sont générées et stockées sous forme de
fichiers peak.GFF (fig20).

' Chromosome 1 (Mus musculus (Jul 2007) mouse (NCBI37/mm3)) - Integrated Genome Browser 8.1.11 - a
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Fig21: Visualisation des fichiers gff par IGB. (Original)
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'Fig22: Définition des parametres d’apres un géne ubiquitaire. (Original)

L’étape suivant la détermination du bruit de fond et la détection des pics pour chacune des
marques épigénétiques durant les deux stades DN et DP, est 1’overlapping.

3-1-4 L’intersection ou « overlapping »:

Le but de cette étape est de déterminer, les pics, représentant les régions génomiques
auxquelles, les trois marques €pigénétiques réunies, se lient.

Afin d’effectuer I’overlapping, j’ai utilisé I’outil Intrsect, fournit par la plate forme Galaxy.
Cet algorithme permet I’identification et la visualiser des chevauchements entre deux séries
de séquences génomiques (2 fichiers). Dans le cas de mon étude, je I’ai utilis¢ afin d’établir
trois listes de pics correspondants aux régions enrichies par les 3 marques épigénétiques
réunies, et cela pendant le stade DN, le stade DP ainsi que les régions génomiques enrichies
communs aux deux stades (fig23)
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Peak calling

mel.peak
.gff

Fig23: Intersection des fichiers gff créés suite au peak calling. (Original)

Afin de générer ces fichiers, faut choisir les parametres adéquats dans intersect. Deux
parametres a définir :

1-Choix entre Intersection par intervalles ou intersection par fragments d’intervalles

a- Intersection par intervalles: Génére les chevauchements, entre le premier ensemble
de données et le deuxieme ensemble de données et cela en donnant I’intervalle
génomique entier sans restriction des régions qui ne se croisent pas, ce qui ne convient
pas a notre cas.

b- Intersection par fragments d’intervalles: Génére les chevauchements, entre le
premier ensemble de données et le deuxiéme ensemble, mais en affichant, seulement
les régions, ou I’intersection a lieu, ce qui est adapté a notre but de recherche et ¢’est
celui 1a que j’ai choisis (fig24).

2-Paires de bases : définit la longueur minimale (en bases d’ADN) des chevauchements entre
les éléments de données des deux ensembles. J’ai choisis 3 bases au minimum (fig24).

Grace a Intersect 3 fichiers sont générés représentant les régions génomiques modulés par la
dynamique épigénétique des protéines d’intérét : DN (mel,ac,me3), DP(mel,ac,me3),
Commun (DN-DP).
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Intersect (version 1.0.0)

1-Choix d'intersection :
Returmn: /

#Intersection par intervalles@
Overlapping pieces of Intervals - < i

(Regarder Figure & droi) == 1er ensemble de données —

of:
#éme ensemble de données

-

First datasat

that intersect: I F::ultst d'intersect h
. b-Intersection par fragments d:intenrallﬂJ
Second dataset
2-Choix du nombre de pb fer ensemble de données
for at least: = | |
3 2eme ensemble de données
[ ===

(bp)

m I Resultat dintersect

Fig24: Parametres d’intersect.

3-1-5 Identification des séquences cis-régulatrices (enhancers) a I’aide de
GREAT :

J'ai utilisé GREAT, l'outil permettant d’annoter les régions génomiques enrichies par la
protéine d’intérét, afin de définir le réle fonctionnel des régions cis-régulatrices a partir du
domaine fonctionnel de leurs génes voisins. GREAT traite les fichiers sous format « BED ». Ce
format comporte 3 champs obligatoires, contenant les données nécessaires, dont GREAT a
besoin : le nom du chromosome, le début et |a fin de la région génomique.

chril 53956001 65397100 DN_only_1 0o <+
chri 6443401 5445100 DN_only_2 0 +
chril 21819601 21820700 DMN_only_3 0o +
chril 33634301 33640100 DN_only_4 0o +

Fig25:Apercu de la présentation du fichier BED.

Pour cela, j’ai tout d’abord généré, grace a l'algorithme « Convert Formats » dans la
plateforme GALAXY, des fichiers sous format BED a partir des 3 fichiers issus de 'overlapping
[DN_only(mel,ac,me3), DP_only(mel,ac,me3), Commun (DN-DP) ]. Ensuite j’ai utilis¢ les
fichiers sous format BED (DN _only.bed, DP_only.bed, Commun.bed) comme donnée
d’entrée pour GREAT. Avec les paramétres suivants :

-Version du génome: Mouse : NCBI build 37 (UCSC mm9, Jul/2007)
- Bruit de fond: génome entier

- Paramétre de définition du domaine fonctionnel des régions cis-régulatrices: Les deux
genes les plus proches du TSS (site d’initiation de la transcription), avec une taille maximale
de 1000kb, en amont et en aval de ce dernier.
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Fig26: Représentation de la méthode d’identification par GREAT, du domaine fonctionnel
d’une région cis-régulatrice a partir des deux genes les plus proches, en amont et en aval du
TSS.

Pour chaque donnée d’entrée (fichier BED), GREAT dresse un ensemble de données qui
seront abordés dans la partie Résultats et discussion.

3-1-6 Identification des motifs a I’aide de RSAT:

Comme décrit dans la section « outils bioinformatique », RSAT établit une liste des motifs des
régions génomiques d’intérét mais il exige pour le traitement des fichiers le format FASTA.

Convertir les listes des pics en format fasta: Fasta est le format qui affiche les séquences
génomiques d’intérét en bases d’ADN (format brut). Pour cela j’ai chargé les fichiers des pics
générés avec intersect dans Table Browser dans le site UCSC GENOME BROWSER en
changeant les suivants paramétres : génome (souris), version (July 2007 (NCBI37/mme9),
output format (sequence) (fig 27).

clade: Mammal v genome: Mouse » assembly: July 2007 (NCBI3T/mm3)

output format: | sequence bl

Fig27: parameétres choisis dans table browser.

4- Resultats et discussion
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4-1 Résultats :
4-1-1Résultats généres par GREAT :
4-1-1-1 Distance a partir du TSS :

D’apres les graphes dressés pour chacun des 3 fichiers bed (DN_only, DP_only, Commun)
par GREAT, on observe que les régions génomiques identifiées se situent a une distance
supérieure a 2 kB du TSS comme indiqué dans les graphes ci-dessous.

a-Graphes indiquant la distances entre les régions Cis et le TSS pendant le stade DN :

Number of associated genes per region

1 Genomic regions associated
with one or more genes

B Genomic regions not associated
with any genes

I I T
i 100% |- el
= 21 3
2  80% | g
n
£ sow | .
(v ks
£
S 40% | -
@ ”
D 20% |- 37 -1
0%% -+ I 1 I ]
o 1 2
Number of associated genes per region
Binned by corientation and distance to TSS Binned by absolute distance to TSS
60% e -
£ 30% 2 w2
F= S 5o 4 282 |
T 5% 1]
w w
(=) L=
W 20% a
L] L]
L o1s% b
o o
& 10% &
(=] (=]
o ooy o
a@ @
o o
0%

™

Distance to TSS (kb) Absolute distance to TSS (kb)
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Fig 28: Distance en Kb des régions Cis-régulatrices en fonction du TSS pour le stade DN.
(Original)

b-Graphes indiquant la distances entre les régions Cis et le TSS pendant le stade
Commun :

Number of associated genes per region

[ Genomic regions associated
with one or more genes

I Genomic regions not associated
with any genes

120% ' S
100% - 118

80% |- B
0% |- -

40% | .

Genomic regicns

20% |- —
4
—T1 I

1 2
Number of associated genes per region

L

0%

[

Binned by orientation and distance to TSS Binned by absolute distance to TSS
g 30% |- —_:SS 1 g 50%
e 6 k=
i = ]
B 25% | g T 40%
g 48 40 8
i o | i
§ i © 30%
g 15% [ - &
e Y 20%
c 10% [ 16 } c
o 14 o
B ey b - | ‘& 10%
@ 4] T
o o

0%

0 & &
£ B
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Fig29 : Distance en Kb des régions Cis-régulatrices en fonction du TSS pour le stade
Commun DN/DP. (Original)

c-Graphes indiguant la distances entre les régions Cis et le TSS pendant le stade DP :

1
Number of associated genes per region

[ Genomic regions associated
with one or more genes

Il Genomic regions not associated
with any genes

120% | ' : i
£ 100% |- 148 -
=
gﬂ)ﬁ g0% |- -
= B0% |- -
o
2  40% | =
@

O 20% | e
] L8 2
0% 1 —— 1
0 1 2

Number of associated genes per region

-
|
Binned by orientation and distance to TSS Binned by absol ute distance to TSS

50%

40% |-

30%

20%

10%

Region-gene associations
Region-gene associations

0%

Distance to TSS (kb) Absolute distance to TSS (kb)

Fig 30: Distance en Kb des régions Cis-régulatrices en fonction du TSS pour le stade DP.
(Original)
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4-1-1-2 Les voies biologiques:

Depuis les tableaux générés de GO Biological Process (annexe 2), on remarque que les voies
activées pendant le stade DN différent des voies activées durant le stade DP. Les plus
pertinentes d’entre elles sont représentées selon leur score d’enrichissement dans le Radar plot
ci-dessous. Le radar Plot est généré en utilisant les scores d’enrichissement avec 1’aide d’un
script R (annexe 3).

Regulation of T cell activation

Negative_regulation.of protein_kinase. activity

— DN
—_ DP T.cell differentiation

= Commun

Negatif.regulation.signaling

5 6 7
Negatif regulation of signal transduction

Leukocyte.activation

Negatif.régulation.of.cell. communication

Cell.activation

Fig31 : Radar plot présentant les voies biologiques activées durant DN, DP et commun selon
leur score d’enrichissement. (Original)
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4-1-1-3 Les génes exprimés durant DN et DP :

Pour chacune des voies biologiques activées durant les stades DN et DP et Commun, GREAT
liste, une série d’enhancers avec leurs génes avoisinants ainsi qu’une série de geénes et les
enhancers leurs correspondants, qui sont exprimés restrictivement a chaque des stades DN et
DP ou communément. J’ai comparé ces listes (voir annexe 4) et j’ai observé que certains
genes sont exprimés communément dans le stade DN et dans DP mais avec des enhancers
positionnés différemment :

-Ptpn 22 :
TSS
-T064 -B64 | +1 +586 Ptpn22
Commun_DN Commun_DH
DM_only_G&7 —=— —=—
—Om— DP_249 T DP_30

Fig32: schéma démontrant la position des différents enhancers pour le géne Ptpn22 selon le
stade concerné. (Original)

Ptpn22 est exprimé en fonction de I’enhancer (Only DN67) situé en amont du TSS, en
position -7064 dans le stade DN ; et est li¢ a deux enhancers différents pour «Communy,
I’enhancer (Commun DN DP_29) en position -664 et I’enhancer (Commun DN DP 30)
en position +586.

-Runx? :
T8S
-505505 -304805 78955 IT) Runx2
DN_only_271 C“”’D”;i’;f”— DN_only_270 TATA

Fig33: schéma démontrant la position des différents enhancers pour le géne Runx2.
(Original)

Runx 2 ; en DN est transcrit en fonction de I’enhencer (Only DN 270) en position -78955 et
en fonction de I’enhancer (Only DN _271) en position -505505, en Commun ; il est transcrit
en fonction de I’enhancer (Commun_DN _DP_94)en position -304804.
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TSS
| +1 +86446 +114896 Fyn

Commun_DH
DHN_only_161 — =
TATA _only_ DP_86

Fig34: schéma démontrant la position des différents enhancers pour le géne Fyn. (Original)

Fyn, dans DN est exprimé en fonction de I’enhancer Only-DN 161 en position +86446, dans
Commun en fonction de I’enhancer Commun_ DN _ DP_86 en position +144,896.

-Irfl :

TS5
-7291 ‘ +1 +31985 Irf1

Commun_DN_
DP_76 TATA DN_only_185

Fig35: schéma démontrant la position des différents enhancers pour le gene Irfl. (Original)

Irfl,pour DN exprimé en fonction de I’enhancer Only DN 185 en position +81985 et en
Commun en fonction de I’enhancer Commun_DN_DP_ 76 en position -7291.
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4-1-1-4 Les facteurs de transcription:

Great a identifié des FTs impliqués dans le stade DN et impliqués notamment dans le stade
Commun a DN et DP (annexe 5). Aussi, Great a listé sous forme de tableaux les génes et leurs
régions cis-régulatrices (Enhances) interagissant avec ces facteurs de transcriptions et
représentés ci-dessous (Tableau 3 et 4):

Stade DN: 51 genes ont été identifiés en relation fonctionnelle avec 62 régions cis-
régulatrices (enhancers) et interagissant avec les FTs listés en annexe 5.

This term’s genomic region-gene association tables (62 regions, 51 genes)

This term's genomic region 2> gene association table This term’s gene > ganomic région association table

DN_ony 7 Misd6 {+96,061) 4933421E 1Rk DN_only_68 (+67.351)
DNo 0  Cieb!(84127) Ators2a  DN_oely_162(+3913)
DNLony 10 Cull (405846) A2 DM_oely_55 (+14,030)
DN o1 Cab30 (41921) At DN_oelly_124 (-10,994)
DiLonk_14  Pded! (+17.229) Cabld D8_only_11(41821)
DNony_15  Swsiad (+10,170) Capt DN_only_83 (47 577)
DNoy25  Uspinl (-14781) C84T DN_oely_254 -84 466, DN_only_255 (54 516,
DN_onky_26 UsgGnl (+353,668) D_only_256 (-36:516), DN_ony_257 -7 816)
DNLonk 27 BhS (+206631) s D_oely_58 {+1,116)
PR T Clec2d ON_oely_116(+52,018), DN_oniy_117 (+55.968)
e MoalCHes Crebt DN_oly_9 (-84.127)
Cu3 DN_oelly_10 (-405,346)

DN_onky_55 Sti6 (-58 801)
DN_ondy_59 Toitard (138, 923)

Eif4znift DR_only_17% {6 385)

DN _only_62 Cd53 (+1,116), 493342 1EV 1Rk (+67 351) Et1 [_oaly_141 (103 726)

DN_onty_73 Gbp2 (SOTE) EviZb DN_only_190 (-5,787), DN_only_18% {-3487)

DNony 83 Capt (4757) 2 ﬁﬁ:ﬁi?Ei-gi“;bf'"—“"'f—m‘*3-53“'-

DM _only B4 Wast2 (-747) i DNL_oniy_161 (+86,446)

DN only 85 Prrc2 (-2,740} Gp2 DN_only_T3 (59.876)

DN_oniy_B8 Tnirsg (+5,600) s DN oely_134 (437 141)

DM_ondy_92 Tmem&0 (+62 830) Heid? DN only_305 (20028)

DH_only_95 Antar2 {+14.030) R DN oy 29 (6518}

DM only 97 Samp3s (-4.313) ing3 DN, oriy_59 (+096)

T‘ﬂm'??_ J‘lﬂh*ﬂ&ﬁj — i D_pnly_27 (+206,631) |
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DN_only_116 Clec2d (+52,018)

It DMW_only_181 (+16,466)
DN_on_117 _ Glec2d (+25,968) Kat2b DN_only_272 (545), DN_only_273 (+2,255),
DW_only_124 Agp11(-10,994) DW_only_274 (+20,355)
DN_only_134 Gsr (+37,141) Leo1 DMW_only_147 (-7,180)
DN_only_141 Ets1(-103,726) Lpxn DN_only_301(+2,352)
DN_only_144 Tle3 (-259,772) Map3k1 DMW_only_223 (-175,460)
DN_only_146 Rab8b (+3,311) Map3ks DW_only_158 (+5,119)
DN_only_147 MapkG (-24,985), Lea1 (-7,180} Mapke DN_only_147 (-24,985)
DN_only_158 Map3ks (+5,119) Misd6 DN_only_7 (+96,061)
DW_only_161 Fyn (+86,446) Ncoal DN_only_51(-106,936)
DN_only_162 Adora2a (+3,913) Pdcd1 DN_only_14 (+17,229)
DN_only_179 Eif4enif1 (-6,385) Pnrc2 DN_only_85 (-2,740)
DN_only_181 Itk {+16,466) Ptpn22 DN_only_67 (-7,064)
DN_only_189 Evi2b (-3 487) Rab&h DW_only_146 (+3,311)
DW_only_190 Evi2b (-5,787) Sipalll DMW_only_209 (-443,985)
DN_only_192 Slin2 (+13,337) Slc22a3 DN_only_264 (-6,031)
DN_only_206 Zfp36I1 (+281,149) 5iin2 DW_only_192 (+13,337)
DN_only_207 Zip36I1 (+270,549) Smad7 DN_only_294 (-104,618), DN_only_295 (-88,818)
DN_only_208  Zip36l1(-116,101) Snmp3a DN_only_07 (-4,313)
DN_only_209 Sipall? (-443,985) Stsiad DW_only_15 (+10,170)
DN_only_223 Map3k1 (-175,460) Stx16 DN_only_55 (-58,801)
DN_only_239 Fyb (-5,020) Thi1xr1 DN_only_59 (-139 923)
DN_only_240 Fyb (+3,580) Tle3 DM_only_144 (-259,772)
DN_only_241 Fyb (+12,630) Tmema0 DN_only_92 (+62 830)
DN_only_254 Ca47 (-84,466) Tnirsf18 DM_only_88 (+5,600)
DN_only_255 Ca47 (-54,616) Uspéinl DMN_only_25 (-14,781), DN_only_26 (+353,669)
DN_only_256  Cd47(-36,516) Wasf2 DN_only_84 (-747)
DN_only 257  Cdd7 (-7 816) Ziands Di_only_302 (-235,517)
ON_only_264  Slc22a3 (-6,031) Zfp36N DN_only_208 (-116,101), DN_only_207 (+270 549),
DN.only 272 Kal2h (545) LA e R

DN_only 273 Kat2h (+2,255)
ONonly_274  Kat2b (+20,355)
ON_only_281  Eml4 (+46,780)
DN_only 294 Smad7 (-104,618)
ON_only_295  Smad7 (-88818)
DN_only 301 Lpan(+2 352)
DN_only 302  Zfand5 (-235,517)
ON_only_306  Hectd? (-20,028)
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Tableau III: Géne et leurs régions cis-régulatrices (enhancers) identifiés pendant le stade DN
et qui sont en interaction avec les FTs détectés par GREAT.
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Commun : 21 genes ont été identifiés en relation fonctionnelle avec 24 régions cis-
régulatrices (enhancers) et interagissant avec les FTs listés en annexe 5.

This term's genomic region-gene association tables (24 regions, 21 genes)

This term’s genomic region -* gene association table

Region Gene (distance fo T55)
Commun_DM_DP_12 Cdknib (+12,607)
Comrun_DM_DP_20 Txn1 (-758)
Commun_DN_DP_23 Smap2 (+43,851)
Commun_DN_DP_24 Far (-27,858)
Commun_DMN_DP_27 Pree (+38,133)
Comrmun_DM_DP_28 Proc (+37,483)
Commun_DM_DP_28 Ptpn22 (-654)
Commun_DM_DP_30 Ptpn22 (+588)
Commun_DMN_DP_32 Ggtal (-34,354)
Comrmun_DM_DP_33 Cytip (+3,532)
Commun_DM_DP_34 Caobll1 (-£9,018)
Commun_DM_DP_37 FarnBBb (+81,000)
Commun_DM_DP_42 Slc20a1 (-15,108)
Commun_DM_DP_43 Slc20a1 (-14,558)
Commun_DM_DP_45 Obfc2a (-108, 158)
Commun_DM_DP_46 Obfc2a (-107,008)

Comrmun_DM_DP_51 Traf3ip3 (+1,338), I8 (+47,085)

Commun_DM_DP_56 Pou2sf1 (-47,884)
Commun_DM_DP_80 Letm2 (+18,308)
Commun_DM_DP_g8 Srpbdc (+71,5868)
Commun_DM_DP_75 Lep2 (-500)
Commun_DN_DP_84 Fyn (#114,885)
Commun_DM_DP_83 Zfp472 [-18,075)
Commun_DM_DP_112 Heetd? (-170,278)

This term's gene -= genomic region asscciation table

Gene  Region (distance to T$5)

Cdkn1b
Cobll1

Cytip

Commun_DM_DP_12 (+12,607)
Commun_DM_DP_34 (-88,018)
Commun_DM_DP_33 (+3,532)

Fam@Bb Commun_DN_DP_37 (+81,000)

Far
Fyn
Ggtal
Hectd2
[rf
Lep2
Letm2
Obfc2a

Commun_DM_DP_24 (-27,858)

Commun_DrH_DP_B8G (+114,806)

Commun_DM_DP_32 (-34,358)

Commun_DM_DP_112 (-170,278)

Commun_DM_DP_51 [+47,085)

Cormmun_DM_DP_75 (-500)

Commun_DM_DP_50 (+18,308)

Commun_DH_DP_45 (-107,008), Commun_DM_DP_45 (-106, 158)

Pou2af1 Commun DM DP_58 (-47,884)

Prec

Ptpr22

Commun_DM_DP_28 (+37,483), Commun_DW_DP_27 (+38,133)
Cormmun_DM_DP_28 (-584), Commun_DM_DP_30 (+585)

Sic20e! Commun_DM_DP_42 (-15,108), Commun_DN_DF_43 (-14,558)

Smap2
Srphdc

Commun_DN_DP_23 [+43,851)
Commun_DN_DP_88 [+71,588)

Trafdipd  Commun_DM_DP_51 (+1,338)

Txni
ZipdT2

Cormmun_DM_DP_20 (-788)
Commun_DM_DP_83 (-18,075)

Tableau IV: Gene et leurs régions cis-régulatrices (enhancers) identifiés pendant le stade
Commun (DN/DP) et qui sont en interaction avec les FTs détectés par GREAT.
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4-1-2 Résultats générés par RSAT :

RSAT a identifi¢ des motifs pour le stade DN, le stade DP et les motifs communs aux deux
stades ainsi que les facteurs de transcription correspondants.

DN-Only :
Motif Logo 3 Top hits in databases
oligos_7nt_mkv4 mi SpaInLE versus jaspar core vertebrates: IRF1,
AAAAcAAMog:
oligos_7nt_mkv4 m2 s AL versus jaspar core vertebrates: SP1, KIf4, MZF1_1-4,
¥ CCCe.c0CC
oligos_7nt_mkv4 _m3 n TTAAT versus jaspar_core vertebrates: RUNX1,
| A
L e Al EE,
positions_7nt_m1 : T T versus jaspar core vertebrates: NFIC,
. LA
positions_7nt_m2 i versus jaspar_core vertebrates: no match
=% AT FATT:
positions_7nt_m3 I, versus jaspar core vertebrates: no match
o MTICTT, .

Fig36:Les motifs logo et les FTs correspondants identifiés par RSAT, durant le stade DN.
(Original)

Commun :

Motif Logo 3 Top hits in databases

oligos_7nt_mkv2_m1 i eisseial versus jaspar core vertebrates: no match
a1 e

oligos_7nt_mkv2_m2 ' AL versus jaspar core vertebrates: FOXI1, Foxd3, FOXO03,
i
Y

oligos_7nt_mkv2_m3 oo e versus jaspar_core vertebrates: SPI{,

CTTce (s

positions_7nt : i versus jaspar core vertebrates: no match

i‘

Fig37: Les motifs logo et les FTs correspondants identifiés par RSAT, durant le stade
Commun. (Original)
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DP Only :

Motif Logo

oligos_7nt_mkv2_m1l

5 oligm_fal_mivi mi

oM

3 Top hits in databases
versus jaspar core vertebrates: FOXI1, Foxd3,

positions_7nt_m3

.....

JILIAITAlCg] ]

oligos_7nt_mkv2_m2 d. | Swedasiel versus jaspar_core_vertebrates: no match

5 OaToAGA.
oligos_7nt_mkv2_m3 y eeimanie versus jaspar core vertebrates: SPIB, ETS1,

P : (

e GAAACE,
positions_7nt_m1 s ""'T"'" z versus jaspar core verfebrates: HIF1IA::ARNT, Arnt, Myc,
posiions_7nt_m2 ' - versus jaspar_core vertebrates: ARID3A,

i.

,.;*:T%TL&-&,

i, T mt

versus jaspar core vertebrates: no match

Fig38: Les motifs logo et les FTs correspondants identifiés par RSAT, durant le stade DP.

(Original)
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4-2 Discussion:

Avec I’overlapping on a pu mettre en évidence les régions génomiques enrichies par les 3
marques épigénétiques réunies, H3K4mel, H3K4me3 et H3K27ac et cela pour le stade DN,
DP puis les régions génomiques marquées communément durant DN et DP. De ce résultat on
a pu démontrer qu’il y a une dynamique épigénétique lors de la différenciation des cellules T
liée a nos marques €pigénétiques d’interét.

Par la suite et d’aprés les résultats générés par GREAT, on a constaté que la distance entre
le TSS et les régions génomiques en Cis est supérieur a 2Kb, ce qui représente un bon résultat,
car il témoigne qu’effectivement les régions enrichies par H3K4mel, H3K4me3 et H3K27ac
sont des régions cis-régulatrices et donc des enhancers.

Durant le stade DN, on observe d’apres les résultats, que les processus biologiques activés
spécifiquement a ce stade, sont ceux concernant la différenciation des cellules T et la
régulation de la différenciation des Thymocytes, durant lesquels les CDN subissent des
changements phénotypiques, leur permettant d’acquérir le phénotype C DP4+8+. Durant le
développement des thymocytes vers le stade DP c-a-d C DP4+8+, les changements
phénotypiques s’estompent afin que les CDP deviennent SP4+ ou SP8+ et donc d’autres voies
biologiques de régulation entrent en jeux (Voir le chapitre 1-3).

En comparant les résultats générés concernant les génes et leurs régions cis-régulatrices
respectives (Enhancers), on a remarqué la présence de certains genes identiques durant DN et
DP mais avec des Enhancers positiionnés différemments : le fait que certains genes soient
exprimés communément durant le stade DN et durant le stade DP, mais avec des enhancers
positionnés différemment, comme il est le cas dans ce travail pour Runx2, Fyn, Ptpn2 et Irf,
pourrait €tre di au fait qu’un enhancer puisse agir, pour augmenter le niveau de transcription
d'un géne donné avec un promoteur éventuellement faible, ou peut fournir des informations
supplémentaires essentielles, qui ne sont pas codées dans le promoteur du gene lui-méme,
comme il est démontré par Yanez-Cuna JO et al.,2013 et Spitz F et al., 2012. Le répertoire des
enhancers est en outre hautement spécifique de type de cellules et de 1'état des genes codant
pour des protéines et cela a été abordé par 1’étude de Bulger M et al., 2011 et Ong C-T et al.,
2011. Par conséquent, un gene peut étre régulé par différents enhancers dans différents types
de cellules, a différents stades de développement, et en réponse a différents signaux ce qui
correspond a la recherche faite par Levine M, 2010.

Depuis les résultats de RSAT, on peut observer que cet outil bioinformatique a détecté la
présence de séquences d’ADN appelées séquences logos qui sont des séquences consensus et
pourraient présenter des sites de liaison spécifiques a certains types de protéines dont les
facteurs de transcription. Pour chaque stade (DN, DP et commun), des FTs sont détectés pour
chaque séquence logo.

On remarque aussi que les facteurs de transcription dressés différent d’un stade a un autre
et donc ils pourraient agir en fonction de 1’activation de certains enhancers que d’autres et
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ainsi réguler le mécanisme de la transcription durant les différents stades de différenciation
des thymocytes T selon un certain dynamisme transcriptionnel.
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Conclusion:

En utilisant les données issues de la technologie ChIP-seq et grace a ’exploitation
d’outils bioinformatiques, on a pu démontrer que les marques épigénétiques H3K4mel,
H3K4me3 et H3K27ac agissent effectivement en dynamisme afin de procéder a la régulation
de la transcription.

Ces marques régulent le mécanisme transciptionnel en interagissant avec les enhancers et
les promoteurs des genes d’intérét et en s’association directement ou indirectement avec des
facteurs de transcription, permettant ainsi un dynamisme éigénétique et transcriptionnel qui
permettrait selon le stade du développement des thymocytes, 1’expression de certains genes
cibles nécessaires aux besoins cellulaires durant le stade d’intérét.

Les résultats démontrés dans ce modeste travail, s’inscrivent dans le cadre d’un
ambitieux projet européen dans lequel le laboratoire d’accueil TAGC est partenaire et qui a
pour ambition de caractériser 1’épigénome du systeme hématopoitique humain.

Les mécanismes de régulation impliquant la machinerie transcriptionnelle et le
dynamisme épigénétique globale offrent encore un portail de mécanismes et processus
méconnus voire inexplorés et 1’avenir grace aux progres des technologies de séquencage a
haut débit et le développement des outils bionformatiques permettant de traiter les données
générés, promet d’étre fructueux en découvertes dans ce sens.
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Annexes

Annex 1 : Apercu du script perl :

# GREAT version 2.0.2 Species assembly: mm9 Association rule: Two
nearest genes: 1000000 bp max extension, curated regulatory domains
included

# Ontology summary statistics are provided in the footer.

#

# Ontology ID Desc BinomRank BinomP BinomBonfP BinomFdrQ
RegionFoldEnrichExpRegions ObsRegions GenomeFrac SetCov
HyperRank HyperP HyperBonfP HyperFdrQ GeneFoldEnrich
ExpGenes ObsGenes TotalGenes GeneSetCov TermCov Regions
Genes

GO Molecular Function GO:0070053 thrombospondin receptor activityl
5.406876e-6 1.759397e-2 1.759397e-2 3.650116e+1
1.095856e-1 4 3.489986e-4 1.273885e-2 167
7.433897e-2 1.000000e+0 1.000000e+0 1.311349%e+1
7.625736e-2 1 3 1.945525e-3 3.333333e-1
DN only 254,DN only 255,DN only 256,DN only 257 Cd47

GO Molecular Function GO:0046703 natural killer cell lectin-like

receptor binding2 1.563235e-5 5.086767e-2 2.543383e-2
2.780412e+1 1.438636e-1 4 4.581642e-4
1.273885e-2 27 9.038690e-3 1.000000e+0
1.000000e+0 1.311349%e+1 1.525147e-1 2 6
3.891051e-3 3.333333e-1

DN only 114,DN only 115,DN only 116,DN only 117 Clec2d,Clec2i
GO Molecular Function GO:0070737 protein-glycine ligase activity,

elongating 3 5.218025e-5 1.697945e-1 5.659818e-2
1.948018e+2 1.026684e-2 2 3.269695e-5
6.369427e-3 45 2.541912e-2 1.000000e+0
1.000000e+0 3.934047e+1 2.541912e-2 1 1
1.945525e-3 1.000000e+0 DN only 88,DN only 89 Ttl1l10

GO Molecular Function GO:0004478 methionine adenosyltransferase

activity 4 2.020739%e-4 6.575485e-1 1.643871e-1
9.866287e+1 2.027105e-2 2 6.455749e-5
6.369427e-3 115 5.019333e-2 1.000000e+0
1.000000e+0 1.967023e+1 5.083824e-2 1 2
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al Process (13 terms)

Tabie controls: | Export T Shown top rows in this table: 20 Set Term annotation count: Min: | 1 Max: Inf Set Visualize this table ﬁ.ﬁ [select one] v

ml:;m set m m‘g!':";a' H!F;:r Obsmxed m mmt

Coverage Enrichment Gene Hits Genes Coverage
regulation of T cell activation 1 5.3075e-7 4.5554e-] 3.8021 20 6.37% 13 1.0588e-2 3.6653 15 161 2.92%
regulation of immune system process 3 26414e6  7.5571e-3 22394 a9 12.42% 5 6.1899e-3 2.3632 34 566 6.61%
regulation of cell-cell adhesion 5 5.3251e-6  9.1411e-3 47493 13 4.14% 18 1.9164e-2 6.1711 8 | 1.56%
regulation of lymphocyte activation 15  5.0754e-5 2.9041e-2 26912 21 6.69% 38 3.6406e-2 2.8742 16 219 311%
T ion of actin cy organizatis 16  5.3360e-5 2.8624e-2 33801 15 478% 24 2.9875e-2 37767 12 125 2.33%
regulation of actin filament-based process 17 55175e-5 2.7857e-2 3.3699 15 4.78% 25 3.6067e-2 3.6882 12 128 2.33%
regulation of cellular component size 22 7.2320e-5 2.8215e-2 31358 16 5.10% 61 4.4798e-2 32784 12 144 233%
regulation of leukocyte activation 23 7.3234eH 273292 2.4865 23 7.32% 30 3.2991e-2 27447 18 258 3.50%
T cell activation 25 7.8346e-5 2.6898e-2 2.9849 17 5.41% 15 1.8470e-2 3.6475 14 151 272%
microtubule bundile formation 26 9.3488e-5 1.0862e-2 8.4535 6 191% 41 4.0096e-2 8.9410 5 22 0.97%
T cell differentiation 30 14724e4  3.3544e-2 3.3002 14 4.46% 16 2.1045e-2 44158 1 98 2.14%
T cell receptor signaling pathway 32 1.3621e4 3.6535e-2 6.4066 7 223% 29 3.3240e-2 76143 & " 117%
regulation of cell activation 36 1.8312e4  4.3660e-2 23338 23 7.32% 51 4.0958e-2 25844 18 274 3.50%

The test set of 314 genomic regions picked 514 (3%) of all 20,221 genes
GO Biological Process has 8,583 terms covering 15,210 (75%) of all 20,221 genes, and 605,197 term - gene associations
8,583 ontology terms (100%) were tested using an annotation countrange of [1, Inf].

Voies biologiques impliquées dans le stade DP:

GO Biological Process (9 terms) Giobal controls
Tabie controls: | Export v Shown top rows in this table: 20 Set Term annotation count: Min: | 1 Mazx: Inf Set Visualize this table % [select one] v
Binom - - -
orom  waw - Bnom T ommorved  ogon Fod  Observed Tol Geno Scl
" Enrichment Region Hits Coverage Enrichment Gene Hils Genes Coverage
negative r ion of signal tr: i 21  5.8705e9 2.3993e6 35343 28 18.30% 2 4.5452e-2 34435 17 423 7.20%
gati ion of cell icati 26 5.0215e-8 1.6577e5 3.1929 28 18.30% 8 3.4997e-2 3.1528 17 462 7.20%
negative regulation of signaling 27  5.2468e-8 1.667%-5 3.1862 28 18.30% 7 3.8924e-2 3.1596 17 461 7.20%
negative regulation of protein serine/threonine 31 1.3222e-7 3.6607e5 95557 10 6.54% 4 3.7153e-2 85682 7 70 297%
kinase activity
negative r ion of ¢ to sti 32 1.5136e-7  4.0599%5 29476 29 18.95% 10 46577e-2 2.9100 18 530 7.63%
negative regulation of protein kinase activity 34 1.8673ed 4.7137e5 7.0484 12 7.84% 1 6.1658e-2 6.8242 9 113 3.81%
negative regulation of kinase activity 39 49871e-7 1.0975e-4 6.4178 12 7.84% 3 3.3545e-2 6.4262 5 120 381%
negative regulation of transferase activity 42 9.4424e7 1.9296e-4 6.0342 12 7.84% 6 2.8208e-2 6.0245 9 128 381%
protein dephosphorylation 87  2.2671e4 2.2366e-2 4.0158 10 6.54% 9 3.2277e-2 5.6288 9 137 3.81%

The test set of 153 genomic regions picked 236 (1%) of all 20,221 genes
G0 Biological Process has 8,583 terms covering 15,210 (75%) of all 20,221 genes, and 605,197 term - gene associations
8,583 ontology terms (100%) were tested using an annotation count range of [1, Infl.

Voies biologiques impliquées dans le stade Commun:

Tabie controls: | Export A Shown top rows in this table: 20 Set Term annotation count: Min: 1 Max: Inf Set Visualize this table: ﬁ.ﬁ [select one] v
Binom Hy Hyper Hyper  Hyper  Hyper

Region Set Rank FDR Q-Val Fold Observed Total Gene Set

Coverage Enrichment Gene Hits Genes Coverage
cell activation 8 4.5080e-6 4.8366e-3 3.8349 16 13.56% 2 3.3268e-2 41673 14 I 6.86%
leukocyte activation 9 5.8060e6 5.5370e-3 3.9870 15 1271% 1 5.7076e-2 45373 13 284 6.37%

The test set of 118 genomic regions picked 204 (1%) of all 20,221 genes
GO Biological Process has 8,583 terms covering 15,210 (75%) of all 20,221 genes, and 605,197 term - gene associations
8,583 ontology terms (100%) were tested using an annotation count range of [1, Infl.
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Annexe 3 :

Le script R utilisé :

require(plotrix)

setwd("C:/Users/belhocine/Desktop/")

radmat<- read.delim("Great.txt", row=1, head=T)

pdf(""radar.plot.pdf")

radial.plot(as.matrix(radmat),rp.type="1",lwd="3",radial.pos=seq(0,20*pi/11.1,length.out=8),
label.pos=seq(0,20*pi/11.1,length.out=8),start=pi/2,clockwise=TRUE,

labels=colnames(radmat),radial.lim=c(0,7))

legend(0.1,6,c("DN","DP","Commun"),col=1:3,lty=1,lwd="3") dev.off()

Le tableau des scores d’enrichissements pris depuis les tableaux Go biological process

pour R :

Pathway Regulation T cell Negatif Negatif Cell Leukocyt | Negatif Negative

of T cell differentiatio regulation of | régulation of activatio e regulatio regulation of

activation n signal cell n activation | n protein kinase

transduction | communicatio signaling | activity
n

DN 3.66 4.41 0.84 0.91 2.12 1.98 0.54 1.35
DP 1.03 0.79 3.44 3.15 1.02 1.65 3.89 6.42
Commu | 4.16 0.62 0.5 0.98 4.16 4.53 1.25 1.65
n

55 |




Annexe 4 : Les différents génes et enhancers exprimés durant les différents stades DN,
Commun et DP et selon leurs voies biologiques (GO Biological process) respectives :

DN:

T cell activation:

This term’s genomic region-gene association tables (20 regions, 15 genes)

This term’s genomic region == geang association table This term’s. gens -> genomic region association table
DM_only_6 Mok («54 455) Adora2a DMN_only_162 (+3,913)

DM_only_23 Itpkts (-16,106) Cd47  DM_only_254 (-84.466), DN_only_255 (-54,616), DN_anly_256
N ok 28 BT e (-36,516), DN_only_257 (-7 B16)

S Sl 045 DM_only_208 (+40,363)

DN only_32 Nrarp (17 277) Clecli  DM_only_114 (-51,131), DN_only_115 (-48,831)
DN_only_34 Dppd (+16.987) Dppd DC_only_35 (-29,013), DN_onty_34 (=16 987)
DM_onty_15 Dppd (-29,013) gtz DN_only_130 (+B87,358)

TR TR NZra  DM_only_29 (-6518)

e Pcr T o) tpkb  DM_only_23 (-16,106)

DH_cnly_114 Clec2i (-51,131) Mk iy [ A4 55)

Dt_ondy_115 Clec2| (-48,831) Nearp  D_only_32 (-17.277)

SR okl £3.220) Pagl  DM_only_S8 (+200,278)

D_onky_130 191z (+87,358) FINC 0 ON Sy SR e

DH_only_162 Adbra2a (+3.913) RN CRLony_WT £7,004)

DN_onty_236 Trisfi1 (-49,151) Toll: - DN sy 12183220)

DAL onty_ 254 AT (BAACE) Tnisti1  DH_only_236 (49 151)

DN_only_255 Cd4T (-54 616)

DM_only_256 C447 (-36 516)

DM_onty_257 C44T (-7 818)

DM_onty_258 a5 (+40.363)

T cell activation :

This term's genomic region-gene association tables (17 regions, 14 genes)

Thits 1erm's Qenomic region - gene association tabie This tRrm's gene > genomic region association lable
DH_only_16 B2 {+113.268) B2 DM_ony_16 (=113 268)

D_only_23 Psan (-5 0700, lipk {-16, 106) Dppd  DW_only_35(-29,013), DN_only_34 (+16,987)
Di_only_34 Dppd (+16.987) Fyn D_only_161 (+B6, 446)

DN_oniy_35 Dppd (29,013 Hs1bpd OW_only_199 (+31 5632)

DW_only_BT Pipnl2 (-7 064) It C®_only_185 («B1 985)

DN_anly_121 Tagii (-3220) [ ] Di_anty_181 (+16,458)

DH_only_161 Fymi (+86 445) Hpkt  DR_onhy_23 -16,108)

DH_only_181 itk {+18 456) Ppplich Di_only_224 (-1 556)

DH_only_185 I {+81.985) Peend  DW_only_23 (-58,070)

DH_onty_159 Hslbpd (+31.562) : Pipnd2 D_only 67 (-7,064)

D_only_206 D36l (=281,149) Runx  DW_only_271 (-50%5,505), DN_only_270 (-78,955)
DH_anly_207 T36I1 (+270,549) Tob1  DM_onhy_121-3.220)

DH_onky_20% Tio36i (-118.101) D361 DM_onky_208 (-116,101), DN_oniy_20T (+270,548), DH_only_206
DN_only_224 Pegich (-71.556) (281.149)

DH_only_270 Func} (-78 %55) 20302 (N _oniy_262 (+45,686)

DW_onty_271 FRur2 (505 505)

D_only_282 Zip 3612 (=45 B86)
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T cell differentiation:

This term's genomic region-gene association tables (17 regions, 14 genes)

Thits 1RITE'S QROOMIC TRGE0R & (0T A8 30CINT0N tabie This 107708 QaNE 3 QENCMIC 1RGION 8300 ton lable
Dh_only_156 B2 (=113.266) Belz Dd_anly_16 (=113 266)

DH_only_23 FeanZ (-58.070) ok {-16,106) Dppd  IDW_only_35 (-20.013) DN_only_34 [+16.987)
DH_only_34 Dppd (+16.887) Fyn D8d_only_161 (+85.446)

DH_only_3% Dppd (-20,013) Hs1bp3 IDN_onhy_199 (+31.562)

On_only_BT PipnZ2 (-7.064) i1 [8d_only_185 (+81.985)

Dh_only_121 Tgh (3,220 [ 3 Cod_only_ 181 (+16,458)

DH_onty_ 181 Fyn (+B6 448 Hpk Oid_onty_23 (~16, 106)

DH_only_181 It (+ 18 456 Ppplets DM_only_224 (-T1.558)

D#_only_185 It (=81, 985) Pzen?  Dh_anly_23 (-58,070)

DH_only_199 HE1bed (+31.562) ) Pipn22 DA_only_67 (-7,064)

DH_only_206 D361 (=281, 149} Rune2 DA _only_271 (-505,505), DN_only_270 (-T8,9535)
DN_only_207 D361 (=2T0.549) Te1 DN_only_121 (-3.220)

DW_only_208 D361 196,901} Zp3E11 D8 _only_208 (-116.101). DN_oaly_20T (=270,549), D8_only_206
Dh_onty_224 Pppdch (71556) (2t 343)

DH_only_270 Fund (-78 955) Dipd6L2 [Dn_anly_202 (+45,886)

Dh_only_271 Furn (505 50%)

Db_only_282 B2 (=48 BOS)

Regulation of cell activation :

This term's genomic region-gene association tables (23 regions, 18 genes)

This term"s genomic region == gene 235008 3o n tble This term's gene == genomia region assoclation able
ed_oniy_8 k2 (54 455) Adorals DN_enly_182 (+3913)

DM _oriy_181 Boi2 (+ 113, 200 Boll  DN_only_ 18 [(+1 11208

Dol_pniy_23 Fpikch =90, 108) CONT  DN_onily_254 (-84 404), DN_oniy_2%8 (54,818), DN_only_288
Ot_oriy_28 Prieg (+31,840) [-38.5181 DN_sniy_25T [-7.818)

Dt _onty_29 ¥2ra (9.58) CoS DN_cnly_208 (+40.30%)

Dbi_oniy_32 braep (17277 Clecl  DM_only_1 14 (=51 131} DN_oniy_ 1185 (=48.831)
D _anby_34 Dppd (+18.987) Grr2  DN_only_85(-18.818)

Dod_onby_38 Dot (20013 Cpet DN enly 35 (20003 DMN_only 34 (+12.087)
D4_oniy B8 Bagl (=300 278) igf2 Dh_onty_130 («87.308)

Etd_niy_87 Ples 67,000 2 DH_enily_29 (-8.518)

DM _anly B CarZ {-1B.818) okl DN_only_23 (18,908}

D_orly_114 Ciec (51, 131) Mgk Eib_onily_5 (=54, 458)

DM _oriy_118 i (48 B31) i A i it s

DM _oniy_121 Tt (-1.220) Pagl  DHN_oniy 58 («200.278)

DM _oriy_120 Pipre (=43, 204) Pricg DN ondy_28 (#3183

D_oniy_130 gtz (+57.398) Prpn2d  DM_snly_8T (-7.084)

OH_pniy_182 AdoraZa (+3.913) Fiow  DOHcoly 120 (43200

DH_oriy_238 Trfaf1t (-89, 151) Tofl  DN_only_121(-1.220)

Dod_nniy_294 T (-, 6065 Tofst11 DN_onily_230 (-4, 151)

DM _only 255 COaT (54,89

Co_oniy_258 C4T (38,598

DH_oniy_287 CodaT (T8I

D _pniy_208 T (+40,383)




DP:

Negative regulation of signal transduction :

This term’s geno

ic region-gene association tables (28 regions, 17 genes)

This term's genomic region > gene associstion table

This term's gene > genomic rejion association table

DP_anly_11 Ptpné (+5,126), Phb2 (+21,294)
DP_only_31 DabZip (-125,450)
DP_only_32 Dab2ip (+209_100)
DPF_only_33 DabZip (+210.200)
DPF_only_46 Cul3 (+114.979)
DP_only_52 Prorc (+=524,431)
DF_only_T8 NGt (-37 527)
DF_only_T9 liGist (-36,177)
DP_only_28 Nog (+223872)
DP_only_99 Nag (+222622)
DF_only_100 Socsd (+17,379)
DP_anly_101 Tntaip3 (-49.532)
DOP_only_102 Tnfaip3d (-310,232)
DP_only_108 Duspé (-81.664)
DP_anly_115 Socs1 (+118.078)
DP_only_118 Socs1 (+116,028)
DP_only_117 Socs1 {+111.278)
DP_only_118 Socs1 (+100,878)
DF_only_118 Socs1 (+86,328)
OF_only_120 Socs1 (85,778
OP_only_121 Socs1 (+85,078)
OP_only_122 Socs1 (+80,428)
DF_only_124 Buod6 (-249 553)

Belé  DP_only_124(-249.553)

Culd  DP_onhy_46(+114,979)

Dab?  DF_oniy_125 (-872 397)

Dab2ip DP_only_31 (-125.450), DP_only_32 (+208,100), DF_only_33
(+210,200)

Dusp5  DP_onky_143 (-27 207)

Duspé  DP_only_108 (-81,664)

IG5t DP_oniy_T8(-37527), DF_oniy_79 (-36,177)

Lals?  DF_oniy_136 (+16,059)

Mog DF_oniy_99 (+222,622), DF_only_98 (+223,872)

Phb2 DP_only_11(+21254)

Flien  DP_onh_142 (-30.466)

Pipng  DP_oah_11(+5,126)

Piprc  DP_onky_52 (+524.431)

Socs1 DP_only_122 (+20,428). DP_onky_121 (+85,078), DP_only_120
(+85,778), DP_onty_119 (+868,328), DP_onty_118 (+100,878),
DF_onby_117 {=111,378). DP_only_116 (+116,028), DP_only_115
{+118,078)

Socsl  DP_oniy_100 (+17,379)

Tnfaip3 DP_only_102 {-310.232), DF_only_101 (-49,532)

Tribl  DF_oniy_127 (-51,908)

Negative regulation of protein kinase activity:

This term's genomic region-gene association ta

This term's genomic region -= gene association table

Region Gene (distance fo T55)
DP _only_11 Ptpnd (+5,126)
DP_only_31 Diab2ip (-125,450)
DP_only_32 Diab2ip (+208,100)
DP_only_33 Dab2ip (+210,200)
DP_only_52 Ptprc (+524,431)
DP_only_101 Trfsipd (-48,532)
DP_only_102 Trfsip3 (-310,232)
DP_only_108 Duspé (81,664
DF _only_127 Trib1 {-51,008)
DF_only_138 Lats2 (+16,0580)
DF _only_142 Pten (-30,456)
DF_only_143 Dusp5 (-27,207)

bles (12 regions, 9 genes)

This term's gene -= genomic region association table

Dab2ip DP_onty_31(-125,450), DP_oriy_32 (#2009, 100), DP_onty_33

(+210,200)
Dusps DF_onty_143 (-27,207)
Dusps DF _onty_108 (-81,664)
Lats2  DF_only_136 (+16,050)
Pten  DF_only_142 (-30,465)
Ptpnd DF_only_11 (+5,125)

Pipre  DF_only_52 (+524,431)

Tnfeipd DP_onhy_102 {-310,232), DP_onty_101 (-48,532)

Tribl  DP_only_127 {-51,008)
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Negative regulation of cell communication:

This term’s genomic region-gene association tables (28 regions, 17 genes)

This term's genomic region = gene association table

This term's gene = genomic region association table

Region Gene (distance to TSS) Gene Region (distance to TSS)

DP_only_11 Ptpn6 (+5,126), Phb2 (+21,294)
DP_only_31 Dab2ip (-125,450)
DP_only_32 DabZip (+209,100)
DP_only_33 DabZip (+210,200)
DP_only_46 Cul3 (+114,979)
DP_only_52 Ptprc (+524,431)
DP_only_78 li6st (-37.527)
DP_only_79 ll6st (-36,177)
DP_only_98 Mog (+223,872)
DP_only_59 Nog (+222,622)
DP_only_100 Socs3 (+17,379)
DP_only_101 Tnfaip3 (-49,532)
DP only 102 Tnfaip3 (-310.232)
DP_only_108 Dusp6 (-81.664)
DP_only_115 Socs1 (+118,078)

(

DP_only_116 Socs1 (+116,028)
DP_only_117 Socs1 (+111,378)
DP_only_118 Socs1 (+100,878)
DP_only_119 Socs1 (+86,328)
DP_only_120 Socs1 (+85,778)
DP_only_121 Socs1 (+85,078)
DP_only_122 Socs1 (+80,428)

DP_only_124 Bcl6 (-249,553)
DP_only_125 Dab2 (-872,397)
DP_only_127 Trib1 (-51,908)
DP_only_136 Lats2 (+16,059)
DP_only_142 Pten (-30,466)
DP_only_143 Dusp5 (-27,207)

Bcls  DP_only_124 (-249,553)
Cul3  DP_only_46 (+114,979)
Dab2  DP_only_125 (-872,397)

Dab2ip DP_only_31 (-125,450), DP_only_32 (+209,100), DP_only_33
(+210,200)

Dusp5 DP_only_143 (-27,207)

Dusp6 DP_only_108 (-81,664)

llest  DP_only_T78 (-37,527), DP_only_T79 (-36,177)
Lats2 DP_only_136 (+16,053)

Nog DP_only_99 (+222,622), DP_only_98 (+223,872)
Phb2  DP_only_11 (+21,294)

Pten  DP_only_142 (-30,466)

Ptpné DP_only_11 (+5,126)
Ptprc  DP_only_52 (+524,431)

Socs1 DP_only_122 (+80,428), DP_only_121 (+85,078), DP_only_120
(+85,778), DP_only_115 (+86,328), DP_only_118 (+100,878),
DP_only_117 (+111,378), DP_only_116 (+116,028), DP_only_115
(+118,078)

Socs3 DP_only_100 (+17,379)
Tnfaip3 DP_only_102 (-310,232), DP_only_101 (-49,532)
Trib1  DP_only_127 (-51,908)
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Negative regulation of signaling :

This term's genomic region-gene association tables (28 regions, 17 genes)

This term's genomic region -= gene association table This term's gene -= genomic region association table
Region Gene [distance fo TS55) Gene [Region (distance fo TS5)
DP_only_11 PtpnS (+5,126), Phb2 (+21,204) Bcl  DP_only_124 (-240,553)
DP_only_31 Dabip (-125, 450) Culd  DP_only 45 (+114,978)
DP_only_32 DsbZip (+208, 100) Deb2  DP_only_125 (-872,387)
DP_only_33 Dab2ip (+210,200) Dablip OP_only_31(-125,450), DP_only_32 (+208,100), DP_onty_33
+210,200
DP_only_46 Cul3 (+114,878) (+10.200
p—— E—— DuspS DP_only_143 (-27,207)
D DP 108 (-81,054
DF _only_T8 Iiist (-37.527) uspg DP_onty 108 ¢ )
lsst DP 78 (-37,527), DP 78 (36,177
DF_anly 78 I8t {-36,177) —only_78 (-37.527), OF _only_78 (-35.177)
e e Lats2  DOP_only_138 (+18,058)
M DP 09 (+222,622), DP 08 (+223,672
OF _oniy_g0 Nog (+222,622) = = S J
DP_only_100 Soes3 (+17,379) AEE LACOL(FEEE
Pt DP 142 (-30,468
DF_only_101 Trifaip3 (-48,532) =n —onty_142 ¢ )
Pt DP 11 (+5,128
DF_only_102 Trifaip3 (-310,232) pnS D _only_11(+5.126)
P B ——— Ptpre  DP_only_52 (+524,431)
Socs1 DP_only_122 {+80,438), DP_only_121 (+B85,078), DP_onty_120
TR e SrE P (+86,778), DP_onty_110 (+85,328), DP_only_118 (+100,878).
DP_only_118 Socs1 (+118,028) DP_only_117 (+111,378), DP_only_116 (+116,028), DP_only_115
(+118,078)
DP_only_117 Socs1 (+111,378)
Socs3  DP_only_100 (+17,378)
DP_only_118 Socs1 (+100,878)
Trfaip3 DP_only_102 {-310,232), DP_onty_101 {-48,532)
DP_only_118 Soes1 (+88,328)
Trib1  DP_only_127 (-51,808)
DP_only_120 Socs1 (+85,778)
DP_onty_121 Socs1 (+85,078)
LF_pnily_Te2 S00S51 [+5U,425)
DP_pnly_124 EclB [ 240,663)
DP only 125 Db (-572,367)
LF_pnily_1&r 1B (=07, 808)
DI _only_138 Lat=2 (1 18,058)
DP_only_142 Pten (-30.466)
DP_only_143 Dusp5 (-27,207)

Negative regulation of protein serinel/threonine kinase activity:

This term's genomic region-gene association tables (10 regions, 7 genes)

This term’s genomic region -= gene association table This term’s gene -= genomic region association table

reger r—
DP_onty_11 PtpnG (+5,126) DsbZip DP_only_31 (-125,450), DP _only_32 (+200,100). DP_only_33
DP_only_31 Dab2ip (-125,450) (paE00)

DF_only_32 Dab2ip (+208, 100) DuspS  DP_only_143 -27.207)

DP_anly 33 Dabzip (+210,200) Duspd DP_only_108 (-81.6584)

DP_onty_101 Trfaip3 (-40,532) Lats2  DP_only_136 (+16.058)

DP_only_102 Trfaip3 (-310,232) FE MR Ry

DP_only_108 Duspd (-81.664) Ftpna  DP_enly_T1 (+5.125)

DP_anty_138 Lats2 (+16,058) Tnfaip3 DP_only_102 (-310,232), DP_only_101 (-48.532)
DP_only_142 Pten (-30,466)

DP_anly_143 DuspS (~27,207)
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Commun:

Cell activation:

This term’s genomic region-gene association tables (16 regions, 14 genes)

This terms (anomic region > gine association bl

Commun_DN_DP_12
Commun_DN_DFE_20
Commun_DH_DF_30
Commun_DN_DP_31
Commun_DN_DP_d41
Commun_DH_DP_58
Commun_DN_DP_64
Commun_DN_DF_GS
Commun_DN_DP_T2
Commun_DN_DP_T5
Commun_DN_DP_T6
Commun_DN_DPF_B3
Commun_DN_DF_g&
Commun_DN_DP_54
Commun_DN_DP_105
Commun_DN_DP_107

Apold1 (-48,993)
Ptpn22 (-664)
Ptpn22 {+586)
Laft (-163.638)
B2m (-323)
Tofe2 (-190,820)
Cplc2 (-168 288)
Cpla2 (-167.512)
Bl 1b (+852,173)
Lep2 (-500)

i (-7 291)
Tniaip3 (-50,532)
Fyn (+114 896)
Rurn«2 {-304 805)
Dhrs2 (-27,993)
Lepd (+41.265)

Leukocyte activation :

This LEroms pEne > QEROMIc region association labe

Apeld1 Commun_DN_DP_12 (-48,993)

B2m  Commun_DM_DP_41(-323)

Bel1ip  Commun_DM_DP_72 (+852,173)

Cplx2  Commun_DN_DP_64 (-168,288), Commun_DN_DP_G5 (<167 512)
Dhrs2  Commun_DN_DP_105 (-27,993)

Fyn  Commun_DN_DP_38 (+114,896)

i1 Commun_DN_DP_T6 (-7,.291)

Lep!  Commun_DM_DP_107 (=41,269)

Lep2  Commun_DN_CP_T5 (-500)

Lefi  Commun_DN_DP_31 (-163,638)

Pipn22 Commun_DM_DP_29 (-664), Commun_DN_DP_30 (+586)
Funx2 Commun_DN_DOP_94 (-304,805)

Tgir2 Commun_DN_DP_58 {-190,820)

Tnfaip3 Commun_D&_DP_83 (-50,532)

This term’s genomic region-gene association tables (15 regions, 13 genes)

This term's genomic regien > gene assockation table

Region Gene (distance to TS5) Gene  Region (distance 1o TS5)

Carmenisn_DM_DP_29
Cammusn_DN_DP_10
Carmfnish_DN_DP_11
Cammun_DN_DP_41
Commun_DN_DFP_58
Commusn_DN_DP_64
Commun_DN_DP_65
Commun_DN_DP_T2
Comemin_DN_DP_T5
Comenisn_DM_DP_T6
Commian_DH_DP_83
Cammisn_DN_DF_8E
Commun_DN_DF_04
Commun_DN_DFP_105
Commun_DN_DFP_107

Pipn22 (-654)
Pipn22 (+586)
Lef (-163.628)
B2m (-323)
Toiw2 (-190,820)
Col2 (-168,288)
Coba2 (-167,512)
Bel11b («B52,173)
Lep2 (-500)

I (7,291}
Tnfaip3 (-50,532)
Fyn [+114,896)
Runx2 (-304 B05)
Dirs2 [-27.993)
Lop1 (=41 260)

This tarmy's Qene > QenTic regson assockation tabie

B2m  Commun_DM_DP_41 (-323)

Bdiib Commun_DN_DP_T2 (+2852,173)

Cplx2  Commian_D8_DP_64 (-168 288), Commun_DW_DP_EB5 (-167 512)
Dhrs2  Commun_DM_DP_105 {-27,991)

Fyn Cormmun_DN_DF_86 (=114 896)

)] Commun_DN_DP_TE (-7.291)

Lepl  Commun_DM_DP_107 (=41 269)

Lep2  Commun_DM_DP_T5 (-500)

Lefl  Commun_DM_DF_31 (-163,638)

Pipn22 Commun_DH_DP_29 (-664), Commun_DM_DP_30 (+586)
Fune?  Commun_DN_DP_04 (-304 805}

Tolr2 Coenmiin_DM_DP_58 (-100,8200

Tndaipd Comnmin_DM_DP_B3 (-50,532)
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Annex 5 : Les facteurs de transcription :

Facteurs de transcription générés par GRET pour le stade DN et Commun :

Capture écran des facteurs listés:

Back tothe Amadeys supplementary results page.

Target-set
Setname Organism  TRmiRNA  Source  size Ref. Deseription
CREB_Zhang CREB ¢ 2398 [ Targets of CREB, idendfied by ChIP-chip in HEK283T el in three different fime paints after f
E2F4 Cam EF cc a [8]  Genzs that ane bourd by bath E2F4 and p130 in thres diferent growih armest condtions, identifie
EF Ren EF C m (28] Tamets of E2F4 that are expressed during cell cycle entry, identfied by ChiP-ghip in quisscent
ERa_Kwon ESR1  CDSL 40 [13] Tangets of estrogen receptor a, idenfied by ChIP-DSLin MCF-7 cells. The amay covered the p
ETS1_Hollenhorst ETS1 C 1@ [0 Tamets of ETS1, identified by ChIP-chip in Jurkat T-calls. The microamay covered the promoter
HOG-G13_Whitfid EF Ex ¥4 [H] Genes wh i pedodically in the G115 cal eyele phase
HOC-GIM_Whitfield WY Ex W[ Gens wh i perodically in the G2 eel cycle ph
HNF13_Odom HNF1A cc 08 [18] Tangets of HNF1a, identified by ChiP-chip in hepatocytes. The microamay coversd the promota
HNF4a_Odom HNF44 cc 1475 [0 Tamets of HNF4g, identified by ChiP-chip in hepatocytes. The microamay coversd the prometa
HNFB_Odom Human ONECUT  CC 212 [18] Tamets of HNFA, iderdfied by ChIP-chip in hepatocytes. The mizmamay coversd the promater
HEFi_Fage HEFi cc fri] [2]  Tangets of HSF1, identfied by ChiP-chip in Helz cels under heat shock. The microaray coven
ImmuneRespanse_ GO Hs IRFINFKE GO 568 [T &0 Temn; Accession - GO:0008355, Name - immune response, Ontology - biviagical process. |
Nanog Bayer NANOG  CC bt 3] Targets of Nancg, idendfed by ChiP-chip in emryonic stem cells. The microamay covered the |
INFkB_Schraher NFKB cc i [20]  (Benzs bound by one of the five NF-B suburits in U837 cells befor or 1 hour after iponalysact
Nrit_Cam NRF1 cc 74 I8  Tamgets of NRF1, ideniified by ChiP-chip in quiescent TBBG calls. The microamay covered the |
Qctd Boyer POUSF1 cC 41 1 Targets of Octd, identifed by ChIP-chip in embryonic stem cels. The mizroamzy covered the pn
A3 Kannan PR Ex il [12]  Prirvary tangets of pd3: genes that were up-reguiated under the induction of pB3 and inhikition of
Sax?_Boyer sox2 ¢ I 3] Tamets of Sax2, identifed by ChiP-chip in embryonic stem clls. The micioamay coversd the pr
SRF_Cooper SRF o T2 [8 Tenets of SRF, identfied by ChiP-chig in different ol ines: Jurkat, TIG HAVEMC, and Bef2)
YY1_XiRen ALl cC m [28] Tamets of YY1 identfied by ChiP-chip. The microamay coversd the promiter region from 1.3t
Faxpd Marson Fuxpd cc 1000 [18] Tamets of Faxpd, identified by ChiP-chip in FoxpdC D4+ T-cell hybridomas that wer transduc
ImmuneRespanse. GO Mm IritNfkh G0 i [T 30 Tem; Aczessian - GO: 0002838, Name - immune response, Ontalogy - bivkgical process. |
MEF2_Blaiz N2 cc il 18] Tamets of Myocyte Erhancer Factor 2, identified by ChIP-chip in myotubes. The micmanay co
MyaD_Blais Mowse Wyod cC 12 12 Targets of MyoD, identified by ChiP-chip in growing cells or myotubes. The microamay coversd
Myol_Cao Niyod cc 12 8] Targets of MyoD. The ChIP-chip assay was performed in embryonic fiboblasts desived from mi
Myol_Cao Iyag ¢ it 18] Tamets of MyoG. The ChiP<chip assay was performed in embryonic fiboblasts destved from mi
Myapznin_Blaiz Iyag cc 108 [2]  Tametz of mygenin, identifisd by ChIP-chip an myotubes. The microamay coversd the promots
GATA_Paul Coolegans  GATA Ex 142 [2] Genss that e expressed i the intestine.
HEF_Machin Hsf cc 183 1] Targets of heat-shock factor, identified by ChiP-chip in cells of embryos that were heat-shockes
MEF2_3andmann iy M2 CCtEx 208 [25)  High confidence targets of Mef2. The confidence was measured by a score that tock into consii
MEL1_Lzqube Dref cc 118 [14] Tamets of male-spacific lthal compiex-1, identified by CHP-chip an 0-14 h embryoz or tightly |
Myc Cryan Mychadhad Daml 74 [20] Targets of one or more of the proteins dex, dhint, and dbye, identified by Dami0 assay on Kt
letT_Brueckner hsadtTa Ex m 4 Genzs that were down-requiated in LT-A549 el following let-73-3 transfection.
letT_lohnson hsadetTh  Ex 182 [11] Genes that show altered expression in the presence of exogenously added let-7 in both HepG2
miR1_Lim teamiR-1 - Ex [} [16]  (Benes that were down-reguiated in Hela cells that miR-1.
miR16_Linsley bsamRE  Ex 0 [16] Genes that werm down-requised in HCT118 Dioar™® and DLD-1 Dicer™ oells that were transf
miR34_Chang Human  heamiRd4a  Ex ) 0 Genzs that were d quiated in HCT118 cells that miR-4a
miRM He hsamR-Ma  Ex kg [B1 Genes that were dovm-eguizted in HGT118 Dicer™® cells that were transhected with miR-3a.
iR 1038, Lincley hsamR-10%  Ex 8 [16]  Genes that wem down-requisted in HCT118 Dioer™ and DLD-1 Dicer™ oells that were transk
miR124_Lim heemR Ex 118 18] Genes that were downrequiated in Hela cells that ith miR-124.
miR373_Lim hezmiR-373  Ex ) [18] Genes that were d quiated in Hela cells that miR-373.
miR155_Redriguez Mowse  mmumiR-158  Ex i [24]  Genes that were upegulated in CD4+ T cells of mice deficient for bicimiR-135,
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