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Introduction
1) La protéine de liaison a ’ARN PTBP1

La PTBP1 (Polypyrimidine Tract-Binding Protein 1) est une protéine de liaison a
I’ARN (RNA Binding Protein, RBP) qui participe a la régulation post-transcriptionnelle de
I'expression des geénes. Elle a été initialement caractérisée par sa capacité a interagir avec la
région riche en pyrimidines située en amont du site 3* d’épissage d’un pré-ARNm (Garcia-
Blanco et al. 1989). Par la suite, d’autres études ont montré son rdle régulateur dans de
nombreux domaines: contrdle de 1’épissage alternatif des exons (Xue et al. 2009),
polyadénylation, transport et stabilit¢ des ARNm, traduction controlée par des ARNSs
structuraux IRES (Site d’Entrée Interne des Ribosomes) (Glisovic et al. 2008).

La PTBPl posséde quatre motifs de liaison a I’ARN de type RRMs (RNA
Recognition Motifs, Figure 1) qui vont lui permettre de se fixer sur des séquences riches en
CU afin de réguler I'utilisation de sites d’épissage avoisinants. Chaque RRMs est constitué de
80 a 90 acides aminés dont la structure a permigréeser leur interaction avec I'ARN
(Figure 1).

NLS
60 130 185 257 333 408 455 526

GTKRGS  KKFK ’ | ’ l | ‘ ’ ’

TS STo N W W R oo
I_I_l

NES

Figure 1 : Représentation schématique de la structure de PTBP1 (Sawicka er al. 2008).

Il existe des espaces entre les RRM1 et 2, et RRM3. Les RMM3 et 4 sont
juxtaposés et possedent des structures hydrophlphgmermettent la courbure de I'ARN sur

lequel ils se fixent.
2) Caractéristiques du site de liaison a la PTBP1
a) Expérience CLIP-Seq : localisation du site de fixation

En 2009, une premicre étude a haut débit reposant sur la technique du CLIP-Seq
(CrossLinking and ImmunoPrecipitation) a permis d'identifier les régions ciblées et régulées
par PTBP1 dans les cellules HeLa (Xue ef al. 2009). Cette méthode a été développée dans
'objectif d'identifier exhaustivement in vivo l'ensemble des sites de contacts entre une
protéine de liaison a ’ARN et ses cibles ARN (Ule ef al. 2005). Le CLIP débute par la

formation de liaisons covalentes entre les ribonucléotides de I'ARN et les acides aminés des



protéines en exposant la cellule a des UV de ty (258 nm). Les complexes ARN/protéines
sont alors immunoprécipités a l'aide d'anti-corpdalprotéine d'intérét. Aprés action de la
protéinaseK, les ARNs sont ensuite rétrotranspots étre séquenceés. Les données brutes du
CLIP-Seq obtenues dans cette étude sont un grandreale petits fragments d’ADNc d’'une

taille entre 30 et 50 nucléotides.

L'étude a montré que la protéine se lie a présS@% des transcrits codant des
protéines chez 'homme et qu'environ 30% des dadmison sont retrouvés dans des régions
soumises a I'épissage alternatif, soulignant t'effajeur de cette protéine dans la régulation
de I'épissage. Elle a également montré que les dadiaison a la PTBP1 sont le plus souvent
présents en plusieurs copies dans les intronsoguignt I'exon régulé et dans une moindre
proportion dans I'exon alternatif (Xwe al.2009).

b) Analyse structurale du site de fixation

Les analyses structurales du site de liaison T&8P1 ont montré qu'il devait
s’étendre au minimum sur une trentaine de nuclést{@mir-Ahmadyet al. 2005). De plus,
la distance minimale entre les RRM3 et 4 est apprativement de 15 nucléotides
(Oberstraset al.2005).

c) Motifs consensuels déja identifiés

Plusieurs études réalisé@s vitro et in vivo ont permis de préciser des motifs
consensuelsches en pyrimidine c'est a dire avec des successions de C et U adiaidon
de PTBPL1 Figure 2). Plus récemment, il a également été montré qugPRTpeut se lier a

des motifs présentagtielques insertions de résidus @Hanet al.2014).

Motifs connus pour étre fixés par PTBP1

Séquence Méthode Publication

uYuYyu CLIP-Seq (Xueet al.2009),

SELEX (Systematic
Cucucun{is5}cucucu Evolution of Ligands by (Oberstraset al.2005)
developmental enrichment

Figure 2 : Table des séquences consensus établies pows tedikation de PTBP1. Un'Y

correspond a une pyrimidine. « n{15} » signifie A&cléotides aléatoires.

Cependant ces motifs consensuels ne se sont\Eés&uffisants ou puissants pour

prédire bio-informatiquement les sites réellemaditisasin vivo.



3) Objectifs du stage

Bien que l'arrivée des nouvelles technologies élguencage a haut débit ait permis
d’augmenter les connaissances sur le réle de PTRR4 un type cellulaire donné, beaucoup
de progres reste a faire en ce qui concerne lagpiedbio-informatique de son réle dans un
autre type cellulaire ou chez une autre espéce.

Durant ce stage, nous avons souhaité mettre aai poé nouvelle méthodologie bio-
informatique d‘identification de sites fonctionnele PTBP1 a partir des données de CLIP-
Seq de la protéine (Xuet al. 2009). La recherche des sites de liaison foncétnpeut étre
appréhendée par l'utilisation d’outils informatigudits de découverte de motibattern
discoveryen anglais). Cette technique permet de détectendtifs représentatifs (fréquents)
d‘un jeu de données. Dans cette étude, les anatygaxé realisées par I'intermédiaire d’'une
suite logicielle tres compléf®@SAT (Regulatory Sequence Analysis Tools, cf Méthoden(v
Helden 2003) qui est actuellement centrée surttifieation des sites de liaison des protéines
a I'ADN a partir de données CHIP-Seq.

Plus précisément, le stage vise deux objectifspb@mentaires.

Le premier objectif est biologique. Il s’agit déexploiter les données publiques de
CLIP-Seq de PTBP1 en utilisant de méthodes d'aeslycentes afin d'affiner la
connaissance des motifs de fixation PTBP1. Laifin&tant d’aboutir a la prédictian silico
de la fixation de la PTBP1 sur des génomes endilen®tés. Une partie critique de ce travall
repose sur la constitution de jeux de donnéesneertis. Ainsi, de nouveaux jeux de données
positifs ont été produits, par réassemblage deséhm brutes publiées (les reads). Par
ailleurs, plusieurs jeux de données négatifs oaledgent été générés car ils sont déterminants
pour s’assurer que les motifs prédits soient begmésentatifs des données positives, et qu’ils
permettent ainsi la prédictian silico de la fixation de la PTBP1.

Le deuxiéme objectif du stage est méthodologidus'agit de mettre au point une
méthodologie adaptée aux données de CLIP-Seq dansuite logicielle RSAT en
collaboration avec l'auteur de cet outil. En paitér, il s’agit d’explorer l'outil f#eak-
motifs» de RSAT, dédié actuellement a la découverte digfsreur des données CHIP-Seq
(fixation de protéines a I’ADN). Dans le cas du @FBeq, il s’agit de rechercher des sites de
fixation principalementlans les zones non codantes alors que dans leucaklB®-Seq, les
sites de fixation sont recherchés principalemensdas parties transcrites des génomes. De
telles spécificités peuvent amener a adapter lesédures (paramétrage des outils, types de
jeux de données de contrdle). Une démarche exploeagur les données PTBP1 permet de

faire cette étude d’impact.



Matériels et Méthodes

Matériels (données publiques accessibles via Genexdeession Omnibus : accession
number GSE19323)

1) Jeu de données positif initial : « Pics_publi »

Le jeu de séquences positif initial a été réadiggartir de deux expériences de CLIP-
Seq en tant que monomeres et deux expériences I S&lq en tant que dimeres de PTBP1
(car la protéine a la capacité de se dimérisergnlirésulte l'identification dB1l 394 pics
fusionnésqui sont des régions contenant une haute densitgadis assemblés sur le génome
humain de référence (hgl8) (Xe¢ al. 2009). Ces données sont contenues dans un unigue
fichier au format .bed qui donne les coordonnéemmbsomiques et le sens des pics

fusionnés.

2) Jeux de données positifs générés a partir des domsébrutes de séquencage

Le but de cette étude étant de maitriser le pipetiomplet d'analyse de données de
CLIP-Seq afin d'en extraire les motifs le plus diemant possible, nous sommes repartis de
données brutes de séquencage (les reads) afiméesg@&os propres jeux de pics fusionnés.
Cela nous a permis d'utiliser des outils développgmment pour les analyses de
séquencage a haut débit (Galaxy : http://galaxy.nly) mais aussi de faire une analyse plus
fine des données en séparant les données de ChlEeSETBP1 en tant que monomere ou

dimere.

Lors de cette réanalyse, les reads ont été fimésapport a leur qualité moyenne > 20
(outil Sickle), puis les adaptateurs de séquengageextrémités 3’ et 5’ des reads ainsi que
les séquences polyC ont été coupés (outil Cutadae$) reads ont alors été alignés sur le
génome humain de référence hgl9 (outil Tophatpdsition des reads sur le génome a alors
permis de déterminer les régions géniques desgpice a un logiciel dpeak-calling (outil
MACS : http://liulab.dfci.harvard.edu/MAC¥/ Trois nouveaux jeux positifs ont ainsi été
générés.
« pics_new_monomeres »Jeu positif réalisé a partir des expériences dd’€3dq pour les
protéines PTBP1 monomeéres. Il en résulte l'ideratifon de2339 pics.

« pics_new_dimeres » Jeu positif réalisé a partir des expériencesCéP-Seq pour les

protéines PTBP1 dimeres. Il en résulte l'identtfamade298 pics.



« pics_new_all »s Jeu qui fusionne les deux jeux précédents. ltienhau totaR637 pics
3) Jeux de données négatifs

Afin de discriminer avec précision les motifs @éis uniquement dans nos jeux
positifs, nous avons besoin de mettre en placgalesnégatifs de contrdle contre lesquels

tester nos séquences positives. Dans cet objgatifre jeux négatifs ont été construits.

a) Jeux négatifs de séquences artificielles
« Jeu_négatif_shuffleseq » Shuffle des données positives (odihuffleseq de la
suite EMBOSS : http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-binkeras/shuffleseq). La
redistribution aléatoire des nucléotides permet@dier qu'un motif rencontré n'est pas dd

au hasard de la distribution intrinseque des ntidés.

« Jeu_négatif randomseq » : Séquences artificielles mimant la composition
nucléotidigue de l'organisme de référence (oR@Ndom_sequencede la suite RSAT :
http://rsat.ulb.ac.be/random-seq_form.cgi, optio@rganism-specific Markov model »). Ces
séquences sont obtenues par un processus de awiMarkov ou les probabilités des
nucléotides varient a chaque position. Par exenople@rdre de Markov égal a 5 signifie qu'a
chaque position le nucléotide va dépendre de latiposdes 5 nucléotides précédents.
L'utilisation de ce jeu négatif a pour but de viérifsi les outils de RSAT permettant la
fabrication de jeux négatifs sont adaptés aux demi@&IP-Seq. Avec un ordre de Markov
égal a 5, le jeu sera différent d’'un simple Shuftecommencera a mimer des séquences

biologiques méme s’il reste aléatoire.

b) Jeux négatifs issus de séquences réelles

« Jeu_négatif Random_genome_fragments »Fragments génomiques réels ayant
la méme distribution de taille que le jeu posituiil Random_genome_fragmentge la
suite RSAT : http://rsat.ulb.ac.be/random-genonagtfrents_form.cgi). Loutil va piocher au
hasard ces fragments n'importe ou dans un génomeéedfci hgl9) sans controle possible
des régions ciblées. Ce jeu, composé de vraieesées biologiques quelconques, est utilisé
dans les analyses de CHIP-Seq. Nous voulions tiestegrtinence d’un tel jeu sur du CLIP-
Seq.

« Jeu_négatif Hela genic_fragments » Fragments géniques réels ayant la méme
distribution de taille que le jeu positif. Les fragnts sont issus des séquences géniques de
génes exprimés dans Hela et non représentés daes peositif de pics (outiBEDTools:

http://bedtools.readthedocs.org/ en/latest/corttit/intersect.html). BEDTools permet



d’associer les coordonnées contenues dans unrfistée(ici le fichier positif des pics) avec
des annotations d’'un génome contenue dans un ffiGké (ici génome humain d'UCSC
Genome Browser http://genome.ucsc.edu/). On obtient ainsi $&elides genes représentés
dans le jeu positif. On établit alors la liste cd@émpentaire, contenant les genes exprimés dans
les cellules Hela mais négatifs vis-a-vis de PTB&hvertie en fichier fasta sous Biomart
(http://www.ensembl.org/biomart/martview/). A padies séquences de « ces génes négatifs»,
le jeu négatif est alors constitué en y prélevagdtairement des fragments d'une distribution
de taille similaire a celle des pics fusionnés. j€e a été imaginé pour se conformer aux

données CLIP-Seq, qui concernent des données tiitassc

Méthodes : suite logicielle RSAT Regulatory Sequence Analysis Tools)

La suite logicielle RSAT (van Helden 2003) a é&aloppée pour rechercher des
motifs surreprésentés dans un jeu de séquencesnployant des méthodes statistiques
fiables. Bien que RSAT ait été originellement dépgé pour I'analyse CHIP-Seq, son
concepteur, avec qui nous collaborons pour ce stage a la rendre utilisable pour des

analyses de CLIP-Seq.

Loutil « Peak-motifs» de RSAT est un pipeline utilisé pour la décotevele motifs
dans un ensemble de séquences. Il combine de naselsrapproches puissantes pour extraire
les motifs surreprésentés dans le jeu de séquer&s=ak-motifs» fournit pour un jeu de
données : le meilleur motif trouveé, sa séquencesaasus, les 3 meilleurs mots/dyads avec
leur index de significativité (Sig) qui est positiiand un mot est surreprésenté (exemple :
Sig > 10 signifie un 1 faux-positif toutes les‘d8@nalyses). Un Sig trés significatif apparait en
gras et rouge quand il est trés significatif dantableau de résultat (= valeur entre 75 et 350).
Peak-motif teste également chaque motif trouvéreolat base de données de facteurs de
transcription (FT) « JASPAR Core Vertebrate » patast de corrélation de Pearson (le match
est considéré comme significatif a partir d’'uneevalde 0,9), I'objectif étant d'identifier des
liens potentiels avec des facteurs déja connusr@ias FT). Les pics d’entrées et les sites
prédits sont visualisables dans leur contexte biglees par UCSC Genome BrowséFujita
& al. 2010). Trois des différents algorithmes sur letgjBeak-motifs s'appuie sont présentés

ci-dessous.

1) Oligo-analysis(van Helderet al. 1998)
Il s'agit d'une méthode rapide et efficace pouragne lesmots (= oligonucléotides

entre 5-10pb avec un certain niveau de substitsitiancepté a certaines positions)
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exceptionnels dans les séquences nucléotidiques. Son principegéseme en quatre

principales étapes qui sont similaires dans lesawgorithmes.

a- Pour chaque mot de taille définie (ex : hexaduntale, k=6) est estimé umpeobabilité a
priori (= la probabilité de trouver un mot en particuli@ns une position donnée) a partir de
la fréquence observée du méme mot dans un jeu mted Celui-ci est, par défaut, un
modele de Markov dont l'ordre de transition dedéutes est estimé a partir des séquences

elles-mémes. Il est également possible d’utilisejeu de contrdle personnalisé.

b- La p-value du mot (= la probabilité d'observerraoins x occurrences de ce mot) est
ensuite calculée par une loi binomiale. Elle perdeetionner une estimation du risque de faux

positif = FP (risque de considérer un mot comme significatifalpu'il ne I'est pas).

c- Plusieurs milliers de tests sont alors effechas déterminer les mots surreprésenteés. Si le
seuil de la p-value n'est pas assez restrictifisigue d'accepter des FP est plus élevé. Pour
corriger ce probleme, il est nécessaire de calclalez-value (= nombre attendu de FP

correspondant a cette p-value).
e-value = p-value * nombre de mots
d- Au final, le Sig calculé par la transformatianleg de la e-valueSig = -log¢(e-value).

Les mots découverts sont classés selon leurssseorg-value, e-value et Sig. Les
premiers mots sont les meilleurs trouvés par l'aljme et vont servir de graine pour
construire une description probable du motif. bmtsassemblés (outipattern-assembly’
http://rsat.ulb.ac.be/pattern-assembly) puis cdis/egn une matrice poids position (outil
‘convert matrice http://rsat.ulb.ac.be/convert-matrix) pour ingiq la variabilité des résidus

a chaque position du motif.

2) Dyad-analysis(van Helderet al.2000b)

Il a été développé pour des études spécifigueSHI®-Seq concernant la recherche
de motifs de fixation de FT. En effet, certainsdiihériques reconnaissent abgds c’est-a-
dire des paires de petits oligonucléotides (3-4@iparés par un espace de largeur fixe mais de
contenu variable (par exemple : CTAn{10}TGG). Lenpipe du dyad-analysis est le méme
gue celui de l'oligo-analysis sauf qu’il détectes ldyads surreprésentés dans un jeu de

séquences.

3) Position-analysis(van Helderet al.2000a)
Ce programme permet de calculer la distributiositppnnelle des oligonucléotides



dans le jeu de séquence et de repérer lesquedigséht significativement d’une distribution
homogeéne. Il peut étre utile pour détecter les imaivec un biais positionnel dans de larges
jeux de données (par exemple, plus de mille ségsepar exemple). Nous nous sommes
rendu compte au cours du stage que cet algorithetaitrpas adapté pour des données CLIP-
Seq car il prend en référence le milieu des pisgfinés, ce qui propre aux analyses CHIP-
Seq.

Une fois les motifs obtenus, Peak-motifs va lesgarer avec des bases de données
publiques kd) contenant des motifs de fixation associés aveckles connus. Pour notre
analyse, la base de données JASPAR associée abresr (Mathelieret al. 2013) a été

choisie.

Résultats
L'outil « Peak-motifs » de RSAT nous a permis t#aly une description statistique et

nucléotidique des jeux d’entréEigure 3 et 4), ainsi que de découvrir les principaux motifs
présents dans les jeux de donnékxbleau 1, 2et 3). Les résultats de I'oligo et du dyad-
analysis obtenus entre les différents jeux ontcétéparés afin de déterminer les meilleures
associations de jeux dans la découverte de moti§i Arois comparaisons ont été réalisées :

» Jeux positifs sans jeux négatifs.

» Jeux positifs Pics_publi et Pics_new_all testégredes quatre jeux négatifs.

» Jeux positifs Pics_new_monomeéres et Pics_new_diiéstés contre les quatre jeux

négatifs.

1) Analyse et comparaison des jeux positifs
* Nombre et longueur des pics

Nous constatons tout d'abord quextenbre de pics du jeu pics_publi par rapport aux
nouveaux jeux de données positifs générés a padesr données brutes de séquencage
(pics_new_monomeére, pics_new_dimere et pics_nejeatl totalement différent (environ
50000 contre quelques milliersgigure 3). Cette différence peut étre da au fait que keefil
de qualité utilisé (qualité des reads >20) a eurnenncidence d'éliminer une grande partie
des reads.

Cependant si les pics sont moins nombreux danedegeaux jeux positifs, ils sont
plus longs :en moyenne 191 a 567 nucléotides contre 27 nudEntCette augmentation de
la taille des pics est plutbt rassurante sachaatdgpres les analyses structurales du site de
liaison de PTBP1 au moins 30 nucléotides sont séaiesa la fixation de la protéine. Par
ailleurs, la taille des pics correspondant a lagine PTBP1 fixée sur 'ARN en tant que

8



dimére est trois fois supérieure a ceux de la pret€ TBP1 monomére (566 nucléotides
contre 191), ce qui semble cohérent d'un pointugebiologique.

Longueur des séquences des jeux positifs

Pics_publi Pics_maison_monomeéres
25000 Nb of peaks: 51394 el Hb of peaks: 2339
Total seqg, size: 1420 kb ®n Total seq. size: 446 kb
i n i -] 400 Min length: 87 bp
20000 Maan length: 27.6271 bp Mean length: 190.674 bp
@ Max length: 792 bp " Max length: 2965 bp
‘Ba5000 30
< &
2 10000 q_,M
= fut
g _g 100 \
= o0 Zo "\
0 o
o 100 200 300 0 500 . 1000
Longueur des pics ) Longueur des pics
Pics_maison_dimeres Pics_maison_all
500
40 b of les: 298 _— Tyg of peaks 25:;“?5 "
: Iotal seg. size: 61
= Total seq. size: 169 kb 400 i 3
i 4 Min langth: 87 bp
8w 1 i T :enar?a:hgtlhs:%!EEDSS bp 4 Mapn angth; 233.136 bp
u - ) ot Max langth: 2965 bp
o Max length: 2118 bp o
w & 1 @ 300
L ' g
2 \' o 200
£ \ £
o o
=z w =
\/“ IL,_/*-M/\/\ ."“. A \/VV\\M
[
o
200 400 600 800 . 1000 1200 1400 o = ] 2000
Longueur des pics Longueur des pics
Figure 3 : Statistiques descriptives des quatre jeupositifs.
» Composition nucléotidiques des pics
Pics_publi Pics_maison_monoméres.
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Figure 4 : Composition nucléotidique des quatre jex positifs.



Nous constatons que Pics_publi posseéde en mage#éésidus T et C alors que les
nouveaux jeux positifs ont des compositions plusiliEgées avec une majorité de T et de A
(Figure 4). Comme les reads de départ sont les mémes, diféieence de composition est
due aux différentes méthodes de peak-calling. Hesr données de pic_publi aucune

information n'est donnée sur la méthodologie enmésoy
* Motifs présents dans les jeux positifs analysés sajeu de contrdle négatifs

L'algorithme « oligo-analysis » sur les jeux piésitionne des scores de significativité
médiocre (Sig<10) chez tous les jeux positifs et mhetifs peu ressemblant a ceux proposés
dans la littérature.

En revanche, l'algorithme « dyad-analysis » dodeg scores de significativité tres
élevés notamment a partir du jeu de données pidi. pGobalement, pour les deux
algorithmes, il donc apparait utile d'utiliser desx de contréle négatifs pour augmenter la

significativité des motifs produits.

Analyse | Jeu positif 1°" Motif 3 premiers Sig  Match bd Test
mots/dyads Pearson
o“go oligos_6nt_mkv4_m1 RC
tctgtg 9.3
2, RUNX1 .
Pics_publi s } TCT T TT cttatt 6.3 RUNX2 0.75
Sfch . 0.73
- d o T w0 o e e e o e, ttctca 6.3
2110 sites
Py oligos_6nt_mkv4 ml1 RC
cgtatg 4.8
Pics_new_monomeres ! taaaat 3.3 No match
- taattt 1.7
Pics_new_dimeéres gtgagc 1.1  No match
taaaat 3.9 Prm2 0.48
Pics_new_all cgtatg 3.4 Pdxl 0.41
40 aites taattt 3.0 ARID3A 0.49
Dyad dyads_m1 RC RUNX1 0.53
c T ttctgt 3500 opp 0.44
G011 GO
125 st "~ RELA 0.41
dyads ml RC
qp [ . tttctt 104.6
Pics_new_monomeres '||'| (, '||' T \'|r| | 1'| | ttctct 95.3 No match
”e::r?ﬁe:z:ﬁwaz tetgte 78.4
R dyads .E:Tskc
Y - getggg 23.3 Sp1
Pics_new_dimeres ch CT cten{4}tcc 19.8 0.65
i\ 1. WM Foxa2 0.52
‘;, FESS e e e e g FR, ttttct 19.6
48 sites
dyads mi RC
tttctt 121.2
Pics_new_all A JE ttctct 111.5 No match
—new- TTFC( TTTTCATCTCTCECTOTTUA e oo

Tableau 1 :Jeux positifs sans jeux négatifs controle testésewoligo-analysis et dyad-analysis.
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2) Analyse des jeux négatifs

Afin de vérifier que les jeux de données négatifmt pas de biais de composition,
Peak-motif a été testé sur chacun de ces jeukn(ieséxeg. Comme aucun motif n‘apparait, ils

sont donc considérés comme statistiguement vajidrsgres).

3) Analyse des jeux positifs a I'aide de jeux de coriite négatifs

Il s'agit ici de tester l'influence des différefgax de contrble négatifs. Seuls les jeux
pics_publi et pics_new_all ont été utilisés afinpeivoir comparer les scores et les motifs
obtenus.La premiére évidence est que les scores de sigtnii©® ont considérablement

augmenté avec I'utilisation de jeux contréle négati

Avec le jeu pic_publi, dans les 2 analyses, lesresc de significativité sont au
maximum quelque soient les jeux négatifs sauf peyeu negatif shuffle qui a des scores

légerement moins bons.

Avec le jeu pics_new_all, les scores sont moinssktans les deux analyses sauf avec
le jeu négatif random_sequence qui donne un motif dyat une significativité maximale.

Le choix du jeu négatif a donc un impact fort suspécificité du motif.

Si I'on compare les motifs fréequents trouvés,neds trouveés en fonctions des jeux
positifs ne sont pas les mémes sur les deux jésnsoht globalement plus diversifiés avec
pics_publi alors qu'avec les nouveaux jeux, onvediortement le dyad tct{n}tct et des mots
de type ttctct conforme au motif UYUYU (tytyt) de littérature.

Les dyads trouvés avec pic_publi sont globalendentype ttc{n}ttc, alors que ceux
trouvés avec pics_new_all sont majoritairementyge tict{n}tct. Par rapport a ceux de la
littérature, les motifs trouvés avec l'algorithmigg@-analysis pour pics _new_all semblent
mieux correspondre a une alternance de tytyt que de pics_publi.

Au vue de cette premiere analyse, il n‘apparatqéaun jeu de contrdle négatif soit

plus pertinent que les autres.

11



Analyse Jeu positif Jeu négatif 1 Motif 3 premiers sig  Match bd Test
mots/dyads Pearson
" " ) R oligos 6-6nt_ml RC
Oligo Pics_publi Shuffleseq atctgt 319.0
C{.c TCTGT TrCT TGTC atctgt 309.0 No match
s LY oreetis o cttcag 309.0
Random_ oligos_( r:;::s ml RC
sequence . atctct 350.0 Sox3 0.41
a tttctg 350.0 Sox6 0.40
0w . sy ffi ttgtct 350.0 ’
50 sites.
, olgos 6nt_test.ys_ctrl m3 RC
Random_ J l|l T l|l l|l c T ctecct 350.0
senome_ - c T T T 350.0 N h
e C TC TT tttctg . 0 matc
fragments SERELA A R TiTE.tectte 350.0
. algos 6nt._test s ctrl m1 RC
fHe'a-ge"'c- tttctg 350.0
ragments Sox3 0.43
T &L, T . ttgtct 350.0 Sox6 0.41
,N“"‘v'"“”e.':u:ee:uaf?ﬂg,, tectte 350.0 '
Bsites
Pics_new_all  Shuffleseq tctctg 283.2
Pas de motif ttetet 195.6 Nomatch
tttctg 186.5
oligos_6-6nt m3 RC
Random_ z tetctt 208.4
sequence tettet 1903 “JATL 0.42
. JTTICCTTTTCTTCT TC G, A 2 stan 0.40
mraERescc¥ri¥eraieanaa,  tittct 183.8
2sites
oligos_6-6nt m2 RC
:::g;rz— ) - CIh c ttctct 114.0
fragmen;s i o gl‘ ¢ ]:-\ ctttct 99.6 No match
tramTEe R eT¥ezeerEe,  tctttc 94.5
11 sites.
. . oligos_6nt_test vs_ctrl ml RC
:zlgan;gei:;c‘ X  mam : tectct 183.8
# 1 CCT TCTTTC CTTT TT ctttct 174.5 No match
pewe s MRyt awaawy,  tettct 169.6
Bsites
Dyad Pics_publi Shuffleseq 2 Lty ctrl gt 2
- . } TAT CT tctn{l}ctg 350.0
=1
= T tctn{10}ctg 350.0 No match
o e e s T Y¥%:- 35 N tctn{4}ttc 350.0
390 sites
2 dyads_test_vs_ctrl_ml RC
Random_ T mAm - tten{2)ttc 350.0
sequence & o tten{13}ctt 350.0 No match
grErerevEesTwa R, totn{10}tg 350.0
Random_ om T ma tten{2)ttc 350.0
genome_ = - cttn{7}ctg 350.0 No match
fragments oTE - m’»:z;’:‘ srarYrew, gagn{4lage 350.0
Hela_genic_ : e tten{2)ttc 350.0 Gats 0.42
fragments EL T s CT tten{13)ctt 350.0 Gatal 0.56
s ToresEEEien, tten{17}tct 350.0 Gata4 0.48
Pi I Shuffl dyads_test vs_ctrl_m2 RC
esnew-a Hiresed ) " tetn{1}tct 285.9
¥ tctn{2}ctg 245.6 No match
LreeYesieasrgorrireag, tetn{3}tct 209.5
332sites
dyads_test_vs_ctrl 1 lll| RC
Random_ tetn{B)tct 350.0
sequence TTT c IIII TTTTTTT tctn{9}tct 350.0 No match
ECEE RS ~=e:uc:ﬂsceemwa3 tetn{3}tct 350.0
R d 2 dyads test vs. llr] ml RC
:;‘o;':— ] tetn{6}tct 175.8
f - B TTCT . c Tc TCT tetn{9ltct 156.1 No match
ragments diFaete iR R v iev e e, totn{ljct 151.8
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Hela genic dyads_test_vs_ctrl_ml RC

: tctn{6}tct 219.2
fragments g'L TTCTY . TCTTCTT tetn{1}tct 218.7 No match

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm s tctn{9}ct 217.4

W sites

Tableau 2 :Jeux positifs testés avec avec des jeux de contrélegatifs testés avec oligo-analysis

et dyad-analysis
4) Pertinence de l'affinement des jeux négatifs

L'un des autres objectifs principaux du stage éads tester différents jeux négatifs
pour vérifier s’ils possédaient une influence sarpertinence des motifs trouvés. Lorsque
nous testons un jeu positif sans contréle, nousetreuvons quasiment pas de mots ou de
dyads significatifs. En revanche, avec un jeu deréte négatif, il nous est possible de cibler
plus efficacement les régions pyrimidiques du jesté. Ainsi, l'utilisation d’'un jeu négatif
apparait primordiale pour permettre aux algorithrégentifier des €léments surreprésentés

non dus au hasard.

Au total, nous avions une premiére catégorie de j@égatifs aléatoires sans réel
« sens biologique » en particulier (Shuffleseq etnddm_sequence) et une deuxiéme
catégorie qui utilise des séquences biologiquedles2gour la construction des jeux
(Random_genome_fragments et Hela_genic_fragmeksjegard des résultats, aucune des
deux catégories ne semble significativement me#leque l'autre. D'un point de vue
méthodologique, on retiendra donc qu'il est impurthutiliser un jeu de contréle mais que le
choix de ce jeu n'est pas tres sensible. D'un mlEntue biologique, on peut remarquer que

I'analyse des pics_new fait ressortir les dyads.
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5) Comparaison des jeux monomeres et diméres

Analyse Jeu positif Jeu négatif 1" Motif 3 premiers S Match Test
mots/dyads g bd Pearson
Oligo Pics_new Shuffleseq P oligos 66nt ! RC
monomeres , tctctg 238.3
T MTIT 'HI"IF(I'IFC'IF T teeter 181.8 Gatal 0.42
T VELHSTHVIVIVL Toeme 132.1
sites
Hela_genic_fragments tetct 167.8
ctc .
. N
Pas de motif ctttct 188.4 mZtch
tcttet 157.8
Pics_new Shuffleseq oligos_é-Gat_ml RC thttet 222.6
dimeéres 2, ’
% TTTTC tttect 153.2 KIf4 0.45
''''''' =55 ¢ <:' e & ttctet 151.2
18 sites
Hela_genic_fragments . ol o fsts ol RC
tctett 28.4
T TT F T yl T T Tt 267 N°
Arle 1l Ivilrlellel s Ittttct 242 Math
Pi¥nfoorwoopunyrered 8§53
Jsites
Dyad Pics_new Shuffleseq 2 ‘ﬁdsf“’s‘f“f““f'“‘ s
monoméres s, ctgn{2}tct 178.4 No
= _T tetn{1}tet 1731
v w s T iEREY L o ¢ w tetn{2)ctg 165.0
390 sites )
Hela_genic_fragments 2 - dyads_tes vs_ctlml RC - tetnlo 2133
B ctn{9}tct . No
: tctn{1}tct 201.2
T . match
Ot ¥ iiesiTuatie e s, totn{Bict 199.6
151 sites
Pics_new Shuffleseq 2 -"y"“’““‘*“*c"'f'“‘ RC
diméres & c A tgg"{{l“}}cag :;'g Hand1 0.44
2 tctn{ljtct .
G= a = =3 Gata3 0.52
ENE T e TS Y e e z e, tetn{3}tct 497 ¥
54 sites
Hela_genic_fragments " Ao e RC " tetn{16)tet 49.83
2 ' N
J TCTC o TCT tetn{6tct 36.48 m‘;tch
A “AAW sErneTreraTacdaqsstctn{Slttc 35.35

4 siles.

Tableau 3 : Jeux positifs Pics_new_ monomeres etcBi new_dimeres testés avec jeux de contrble
négatifs par Oligo et Dyad-analysis
On observe peu de motifs significatifs pour leséties, I'effectif de 298 pics étant
certainement trop faible pour avoir des résultagipents. La comparaison entre les deux

jeux monomeres et diméres n’est donc pas vraingatisable.
Discussion

Du point de vue de notre objectif biologique quaiied'affiner les connaissances des
motifs de fixation de la protéine PTBP1 a I'ARNs lenotifs identifiés ressemblent
globalement a ceux déja identifiés dans la littéeat Une nouveauté intéressante est la
récurrence du motif dyad mise en évidence surdgjes_new qui pourrait correspondre a la
fixation des RRMs de la protéine.

tctn{1}tct tctn{3}tct tctn{6}tct tctn{9}tct
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Du point de vue de notre objectif méthodologiqueé €tait de tester I'adéquation de
RSAT aux données CLIP-Seq, il apparait que la REBAT est globalement bien adaptée a la
découverte de motifs au sein de données CLIP-Seqpijheline Peak-motifs possede de
nombreux avantages pour des recherches explosat@re CLIP-Seq: il est facile
d’utilisation, rapide, accepte de grands jeux dendes en entrée et repose sur des tests
statistigues bien adaptés a I'exploration de dar#elogiques. Sa particularité d’étre
modulaire permet de contrdler chaque étape delys@aCependant, il semble moins adapté a
des jeux de données de faible effectif (cf le peurdsultats avec le jeu de données

pics_new_dimeéres).

Les jeux négatifs proposés par RSAT correspondartcontraintes des données de
CHIP-Seq, nous avons choisis de construire des geuronnées spécifiques au CLIP-Seq

cependant ces jeux n‘ont pas semblé plus perfosndants le cadre de cette étude.

Un point important a prendre en compte dans &ttée est la qualité des données de
séquencage initiales. La ré-analyse des donnéd3-8&d) de 2009 avec les criteres de qualité
actuels a pour conséquence la perte d’'une grantie pas reads (99% de perte globale) ce
qui entraine une perte de profondeur d'informatjan nuit considérablement a la détection
correcte des motifs. Cette étude pourrait don@oement étre reconduite avec profit sur des

données de séquencage plus récentes afin d'augraelategueur et la qualité des reads.

Conclusion

Notre étude exploratoire sur la fixation de latpnoe PTBP1 a 'ARN a validé I'outil
RSAT comme un outil adapté au traitement des dmné€LIP-seq.
Cette étude nous a permis de créer plusieurspesitifs et négatifs et de les tester les uns
contre les autres. Il a ainsi été possible deuger des motifs presque similaires a ceux
trouvés dans la littérature et d'en dégager de e Les nouveaux motifs surreprésentés
mis en évidence sont de type dyads (CTC...CTC).sN@avons cependant pas réussi a
identifier des motifs spécifiques entre les jeux dennées monoméres et dimeéres,
certainement par manque de données. Une des pirspede cette étude est la recherche
des motifs trouvés sur des séquences cibles de PaB® de renforcer leur crédibilité, la
finalité étant d'aboutir a la prédiction in silide la fixation de la PTBP1 a partir de génomes
entiers annotés. Une autre perspective est dencantia démarche exploratoire des méthodes
d'analyse des CLIP-seq sur d'autres protéines PdRugres jeux de données..
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Annexes

Présentation de la structure d’accueil Inria/Irisa

Le centre de recherche publigue INRIA (Instituttidlaal de Recherche en
Informatique et Automatique, http ://www.inria.fgst un institut francais spécialisé en
mathématiques et informatique. L'INRIA posséde ttasaux de recherches appliquées au
monde de l'entreprise et réalise souvent des pragat partenariat avec des industries de
toutes tailles ou des organismes particuliers (adgi centres de recherche, etc.).

L’'INRIA de Rennes est associé avec l'unité IRIShs{itut de Recherche en
Informatique et Systemes Aléatoires, UMR 6074) mhsée dans la recherche en
informatique, en traitement du signal et des imagdsen robotique. Ses plateformes
technologiques d’expérimentation servent de supparia recherche dans des domaines
phares tels que la bio-informatique, I'imagerie makk, le biomédical et la robotique.
L'IRISA comprend 750 personnes (des chercheurs NRE, de I'lnria, de l'université de
Rennes 1 et des personnes dédiées au supporiaet@mpagnement de la recherche) et 38
équipes de recherche.

J'ai réalisé mon stage au sein de I'une de cepéguDYLISS (Dynamics, Logics and
Inference for biological Systems and Sequencesp:/hvw.irisa.fr/dyliss) dont la
responsable d’équipe est Anne Siegel. L'axe deeretle principal de DYLISS est de
caractériser les acteurs génétiques d'especes nutel@s qui contrélent la réponse
phénotypique confronté a leur environnement. Maagesta été encadré par Catherine
Belleannée dont les recherches portent sur l'atib; de modéles grammaticaux pour
modéliser les séquences biologiques (au niveaatstal et séquentiel).

Bilan personnel du stage

Durant mon stage, j'ai appris a collaborer avex afeercheurs appartenant a plusieurs
équipes qui possedent des thématiques de rechabes. J'ai beaucoup apprécié d’intégrer
une équipe de recherche aussi conviviale que DYleE$ai été treés intéressée par les
séminaires proposés par les équipes de I'lrisa. Bfaradrante, Catherine Belleannée, a aussi
éte trés présente, tres cordiale, et m'a donné amebreux conseils pour m’organiser
efficacement dans mon travail, ce qui m’a beauapgorté. Je me suis rendue compte qu’en
recherche (en bio-informatique plus particulierethjefes données peuvent s’accumuler
rapidement et donc il m’a fallu une bonne orgaiosatians la gestion de ces données.

Aborder de maniere pratique les notions théoriques durant mes enseignements de
Master 1 est pour moi la meilleure fagcon de ledndks. J'ai pu ainsi acquérir des
connaissances supplémentaires sur les motifs lipleg et sur leurs techniques de détection.
J'ai également amélioré mes notions sur le traaaienvironnement Linux et sur le langage
de programmation Python.

Pour conclure, je suis trés satisfaite de ce sgagen’aura permis de prendre un peu
plus confiance en moi de maniere générale et quissi confirmé ma volonté de travailler
dans le milieu de la recherche plus tard.
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Comparaison des jeux négatifs seuls

Jeu négatif ler motif 3 premiers sig Nbmots Match bd Test
mots signif Pearson
Shuffleseq Not a single significant pattern
Random_ 2 T A A cagcect 46.5 80
sequence %% CA CCT gtaatc 41.1 Mafb 0.44
gre sl ed o = oe tgcagt 41.0
Random Pas de motif gttttc 2.7 0
genome gacttg 0.5
fragments
Hela_genic ogees ot miggmi cagect 26.2 7 FOXI1 0.62
fragments £ } CCA CCT gggagg 22,5 Foxa2 0.60
monomeres S At A A A ; = gcagtg 22.1 FOXL1 0.45
200 sites MZF1_1-4 0.45
Hela_genic 2 oligos_6-6nt_m1 RC cagcct 5.8 0 MEF2C 0.73
fragments 2, ttgaga 2.3 MEF2A 0.72
dimeres - _ EKE gaaaag 2.2 Crx 0.53
e o STAT1 0.46
IRF1 0.43
Mafb 0.41
Hela_genic oligos_6-6nt_m1 RC cagcect 38.5 16 SP1 0.71
fragments 2, gggagg 30.8 KLF5 0.78
_all . C A C T gcagtg 30.0 ZEB1 0.52
tri®ewmeonrdog e, MEF2C 0.58
127 sites MEF2A 0.42
MZF1_1-4 0.45

Tableau 4 :Jeux négatifs testés sans jeux de contrdle aveqyokianalysis
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Résumé

La PTBPL1 est une protéine de liaison a I'ARN qutipge activement dans la régulation de
I'épissage alternatif. Elle contribue au développetnde 'ARN mature en formant des
complexes avec 'ARN pré-messager a l'aide de quatotifs de liaison, appelés RRMs.
Lidentification des sites de fixation de la PTBpasse par la méthode du CLIP-Seq qui va
détecter les séquences ARNSs liées a la protéirmuitenune analyse de découverte permet de
caractériser les signaux biologiques présents tajeu de séquences CLIP-Seq. Lobjectif
biologique du stage concerne le traitement des éspubliques de CLIP-Seq de PTBP1 en
utilisant de méthodes d'analyses récentes afidindafla reconnaissance des motifs de
fixation de PTBP1. La finalité est d’améliorer laégdiction in silico de la fixation de la
PTBP1 sur des ARNs. Un second objectif méthodologjigst d’explorer l'outil «Peak-
motifs» de la suite logicielle RSAT, dédié a la aléeerte de motifs, sur des données CLIP-
Seq de PTBPL1. Cette analyse a conduit a la cotisinute plusieurs jeux de données positifs
et négatifs afin d’affiner la recherche de mothi®s résultats démontrent la compatibilité de
RSAT, initialement congu pour I'analyse CHIP-Seagx @onnées CLIP-Seq. Lamélioration
des jeux positifs et négatifs nous a aidé a disnemde nombreux éléments surreprésentés
dans les analyses. Des expériences supplémentaipastir de génes cibles connus de la
PTBP1 viseront a valider les motifs identifiés aurs du stage.

Mots-clés :CLIP-Seq, Découverte de motif, RSAT, Peak-moBfEBP1, protéine de liaison a
'ARN

Abstract

The PTBP1 is a RNA binding protein actively invalvia the alternative splicing regulation.
It contributes to the development of mature RNA foyming complexes with the pre-
messenger RNA via four RNA recognition mot{BRM). A first step to identify the PTBP1
binding sites is use CLIP-Seq method that detebl8 Requences associated with the protein.
In a second step, a pattern discovery analysislearacterize biological signals present in the
set of sequences CLIP-Seq. The objective of thatyssiin the treatment of public data CLIP-
Seq of PTBP1 by using recent analytical methodsrder to refine knowledge about PTBP1
fixation patterns. The aim is to improve timesilico prediction of RNA-binding of PBTP1. A
second objective is to explore the "Peak-motifgil tof the RSAT suite dedicated to the
discovery of patterns on PTBP1 CLIP-Seq data. Hmalysis led to the construction of
several positive and negative sets of data toedfie search patterns. Our results demonstrate
the compatibility of RSAT (originally designed fire analysis CHIP-Seq) to the CLIP-Seq
data. The improvement of positive and negative Belgs us to discriminate many elements
overrepresented in analyzes. Additional experimetitts a list of known PTBP1 target genes
will aim to validate the patterns identified duritige internship.

Keywords: CLIP-Seq, Pattern discovery, RSAT, Peak-motifs, PTBRNA binding protein
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