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— Chapitre 1 —

Cursus et informations diverses

1.1 Parcours scientifique

4 )
PREAMBULE

Cette partie a pour objectif de présenter mon parcours professionnel, son contexte et ses

principales étapes. Ou comment, aprés des années de vagabondage international & enchainer

contrats précaires, rencontres et situations improbables, j’ai fini par revenir au pays ¢,

aupres des miens. Avec en fil conducteur de ma trajectoire scientifique l'articulation de

deux disciplines principales : la biologie moléculaire et la bioinformatique.

a. ou Mon Pais, comme chantait Claude Nougaro.
\_ J

a. Contexte

Je suis né en 1977, année du premier séquencage de génome complet par la tech-
nique qui fut pendant plus de trente ans la référence pour séquencer I’ADN (Sanger et al. 1977).
J’ai donc environ 1’age du génie génétique et de ’ADN recombinant, également apparus dans les
années 70 avec les techniques et outils moléculaires permettant la manipulation de fragments
génomiques : premiére bactérie (Mandel et al. 1970) puis souris (Jaenisch et al. 1974) trans-
géniques, premiéres utilisations d’enzymes de restriction pour la cartographie d’ADN (Danna
et al. 1971) ou la production d’insuline (Villa-Komaroff et al. 1978). Cette décennie marque un

tournant de la biologie moléculaire.
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b. Formation universitaire

C’est lors de mes études universitaires a l'université Paul Sabatier de Toulouse III (Fig. 1.1,
étape 1) que je découvre la complexité des bases moléculaires du vivant et la fascination
que cela suscite en moi. Initialement dans une filiére de biologie cellulaire, je spécialise mon
cursus dans la génétique et la biologie moléculaire pour en obtenir une Maitrise (Master
1) en 2000. J’apprends ainsi les détails et les limites du dogme de la biologie moléculaire et
du modele d’expression génique, sans me douter que j’allais plus tard participer aux travaux
remettant en question ces mémes enseignements.

Durant ces études, je découvre également une nouvelle discipline alors émergeante et trés

3°me cycle et

prometteuse : la bioinformatique. Je postule a différentes formations dites de
choisis le DEA (Master 2) de Paris Jussieu/Diderot intitulé “Analyse des Génomes et Modéli-
sation Moléculaire”, o j’apprends notamment les bases de différentes matiéres dont I'algorith-
mique, la programmation, 'apprentissage machine et 'optimisation (Fig. 1.1, étape 2). Fort
de ces connaissances et face a la grisaille du climat parisien, je décide de chercher un stage de
DEA plus au sud. C’est ainsi que je commence a travailler & 'INRA de Toulouse Auzeville, a
Castanet-Tolosan, sous la direction d’un jeune directeur de recherche du nom de Thomas Schiex.
Celui-ci me propose de poursuivre avec une thése de bioinformatique sur le théme de la

détection de génes (Fig. 1.1, étape 3).

Incidemment, ma thése commence donc 'année de la fameuse double publication de la
premiére version du génome humain séquencée et annotée. Alors en tant que spectateur,
j'assiste ainsi a l’arrivée au coude a coude de cette course de géants, avec d'un coté le
consortium international publiant dans Nature (The International Human Genome Se-
quencing Consortium 2001) et de I'autre le redoutable C. Venter et son entreprise privée
Celera Genomics publiant dans Science (Venter et al. 2001). Face a 'ampleur de ce qui

est accompli, j’ai conscience de vivre a distance un épisode majeur dans I’histoire de la

biologie, depuis mon bureau de simple thésard, a Castanet-Tolosan.

c. L’épopée ENCODE

En fin de thése, je suis attiré par les travaux du groupe de Roderic Guigbé au Centre de
Regulacié Genomica (CRG) de Barcelone, groupe qui par ailleurs a fait partie de la fameuse
aventure du génome humain en participant a son annotation (Venter et al. 2001). La ville elle-
méme m’attirant également pour plusieurs raisons!, je tente de prendre contact par courriel.

Contre toute attente, je recois une réponse, puis une proposition de rendez-vous téléphonique,

1. sa proximité, son climat et l'inévitable souvenir alors récent du film “L’auberge Espagnole”.
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FIGURE 1.1 — Etapes principales de mon parcours universitaire et professionnel.

puis de séminaire sur place, puis de contrat postdoctoral.
Initialement prévu pour un an, mon séjour postdoctoral & Barcelone se prolonge sur

trois ans pour plusieurs raisons? (Fig. 1.1, étape 4). J’apprends I'analyse de données massives
dites omiques, issues de génomique, transcriptomique, etc. J’ai la chance, entre autres, de
participer au projet ENCODE sur I'annotation du génome humain, et de collaborer avec les
autres membres du consortium international. Je fais ainsi connaissance avec le groupe de Tom
Gingeras, de 'entreprise américaine Affymetrix, alors référence mondiale dans la biotechnologie
des puces & ADN. Je réussis & me faire inviter pour un séjour d’un mois sur place, prés de

San Francisco en Californie, & coté d’universités prestigieuses dont je voyais passer les noms

évocateurs en faisant la biblio de ma thése : Stanford, Berkeley, UCSC... pas tout a fait le

méme exotisme que Castanet-Tolosan.
A ma grande surprise, Tom me propose un poste de type CDI® pour un salaire brut de

85,000 dollars annuels, énorme pour moi méme en comptant les prélévements, les impots et le

cotit de la vie relativement élevé *. Acceptant la proposition, je pars donc travailler dans une

2. toujours le climat bien stir, la qualité de I’environnement scientifique, et d’autres raisons que je ne peux

détailler ici.
3. a cela prés que le terme “Durée Indéfinie” est a prendre au pied de la lettre vu les conditions contractuelles

locales qui permettent & 'employeur comme & ’employé de mettre unilatéralement fin au contrat du jour au

lendemain.
4. surtout pour ce qui est loyer, santé, fromage et vin.



Chapitre 1 — Cursus et informations diverses Section 1.1 e.

multinationale de la mythique Silicon Valley, cotoyant ainsi dans le train® les employés
de Google, Apple et eBay (Fig. 1.1, étape 5). Mais le réve américain est de courte durée, car
moins d’'un an aprés mon arrivée le laboratoire déménage au tout aussi prestigieux mais moins
ensoleillé Cold Spring Harbor Laboratory dans la région de New York. Quelque peu refroidi par
le nom du laboratoire, et malgré les conditions avantageuses de 1’offre qui m’est proposée pour
m’installer sur la cote est, je choisis de revenir sur le vieux continent, plus riche pour moi en

expériences personnelles, passées et prévues.

d. Détour et retour, in extremsis

Je décroche alors un poste de Senior Scientist & Integromics, une entreprise spin-
off de 'université de Madrid qui développe et commercialise des logiciels d’analyse de données
pour des laboratoires publics et privés (Fig. 1.1, étape 6). Initialement membre du groupe R&D,
je lance le développement d’un nouveau produit pour ’analyse de données issues de séquencage
a haut débit, technologie prenant progressivement le pas sur les puces & ADN. Je passe Product
Manager sur une suite logicielle dont le portefeuille client approche le million d’euros de chiffre
d’affaire annuel. Supervisant ’ensemble de la ligne de production, de la conception & la vente en
passant par le développement, le test et le marketing, j'apprends beaucoup dans des domaines
aussi variés que nouveaux. Cependant, je me perds un peu dans des activités qui m’éloignent
dangereusement de la science .

Dans ce contexte, il m’est de plus en plus difficile de poursuivre mes travaux de recherche,
notamment en collaboration avec des anciens collégues (CRG, Affymetrix, consortium EN-
CODE). Je candidate alors pour des postes de chercheur en France, dont celui qui m’est at-
tribué a I'INRA de Toulouse, dans un laboratoire voisin de celui de ma thése (Fig. 1.1, étape
7). C’est ainsi qu’aprés presque huit ans a I’étranger, dont la moité dans le privé, j’intégre en
2012 la fonction publique en tant que Chargé de Recherche, poste que j’ai le plaisir

d’occuper a I'heure ot je rédige ces lignes.

e. Epilogue

Incidemment, I'année de ma prise de fonction sont publiés plusieurs articles du projet EN-
CODE, dont le principal parait dans un numéro spécial de la prestigieuse revue Nature. Malgré
I’absence d’instituts francais dans le consortium, j’ai cette fois la petite fierté de voir mon nom

dans la liste des signataires. Bien entendu, il y figure en caractéres minuscules en toute fin

5. ainsi que sur les terrains de sport du campus de Stanford ou je jouais au touch rugby.

6. Exemple de réalisations improbables : une étude de marché pour convaincre les actionnaires de financer un
projet, des communiqués de presse, une vidéo de démonstration de logiciel, du démarchage téléphonique pour
vendre ou faire renouveler des licences, et, paroxysme du packaging virtuel en ligne, I'image d’un faux emballage
pour un objet qui n’existe pas.
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d’article, enfoui dans une liste de centaines de noms, a la mesure de ma contribution toute
relative. Mais il y figure néammoins.

Curieusement, si de tels éclats de prestige glanés pendant mon périple ont suffisamment
auréolé mon dossier pour m’octroyer un poste, je suis finalement revenu a Castanet-
Tolosan, mon point de départ. Par rapport & ma position de spectateur distant d’il y a vingt
ans, la différence est que je suis passé de simple thésard a... simple chercheur. Mais surtout,
j’ail davantage conscience de la chance que cela représente. Comme le montrent réguliérement
mes collégues, on peut faire de la science de qualité chez nous aussi.

Méme a Castanet-Tolosan.

1.2 Activités diverses

4 ] N
PREAMBULE

Cette partie présente quelques-unes de mes activités professionnelles ne correspondant pas

directement a de la production scientifique, essentiellement de I’animation scientifique et /ou

\_

implication dans divers collectifs.

J

a. Encadrement et formation par la recherche

Co-encadrement de Masters

’ Année ‘ Etudiant-e Co-encadré-e avec Lieu Formation
2015 | Marjorie Mersch Frédérique Pitel GenPhySE, INRAE | M2 Univ. Toulouse
2017 | Matthew Smart Sarah Djebali, GenPhySE, INRAE | M1 Univ. Curtin,

Kylie Munyard Australie
2017 Raphaél Taris Céline Noirot, MIAT, INRAE M2 Univ. Toulouse
Frédérique Pitel
2018 Camille Mestre Thomas Faraut, GenPhySE, INRAE | M2 Univ. Toulouse
Sarah Djebali
2019 Cyril Kurylo Matthias Zytnicki | GenPhySE, INRAE | M2 Univ. Toulouse
2019 Marie Jeremy Frédérique Pitel GenPhySE, INRAE | M2 Univ. Toulouse
2022 Tess Azevedo Sarah Djebali, GenPhySE, INRAE | M1 INSA Toulouse
Cervin Guyomar
2023 Gwendaelle Nathalie Vialaneix MIAT, INRAE M2 Univ. Rennes
Cardenas
2024 Victor Lefebvre | Anamaria Necsulea, LBBE, CNRS M2 Univ. Lyon
Sarah Djebali
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Co-encadrement de théses

Maria Marti Marimon

date

titre

co-encadrée avec
réalisée a
soutenue le
discipline

lien

note

2016-2018

3D genome conformation and gene expression in fetal pig muscle
at late gestation

Martine Yerle, INRAE

GenPhySE, INRAE de Toulouse

9/11/2018

biologie cellulaire /moléculaire et bioinformatique
https://theses.fr/2018INPT0099

premiére déclaration “officielle” de co-encadrement de thése

Marjorie Mersch

date

titre

co-encadrée avec
réalisée a
soutenue le
discipline

lien

note

2016-2018

Analyse de la méthylation de ’ADN par séquencage haut-débit
chez la Poule

Frédérique Pitel, INRAE

GenPhySE, INRAE de Toulouse

30/10/2018

bioinformatique et biologie moléculaire
https://theses.fr/2018INPT0107

co-encadrement non affiché pour raisons administratives mais

contribution substantielle cependant

Nathanaél Randriamihamison

date

titre

co-encadrée avec

réalisée a
soutenue le
discipline
lien

note

2018-2021

Classification Ascendante Hiérarchique sous Contrainte de Conti-
guité pour I’Analyse de données Hi-C

Nathalie Vialaneix, INRAE, Marie Chavent, INRIA, Pierre Neu-
vial, CNRS

MIAT, INRAE de Toulouse

27/10/2021

mathématiques et statistique appliquées
https://www.theses.fr/2021TOU30108

contribution superficielle, du moins sur les aspects scientifiques
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Elise Jorge

date || 2023-2025
titre || Analyse comparative de données de génomique 3D
co-encadrée avec | Nathalie Vialaneix, INRAE, et Pierre Neuvial, CNRS
réalisée a | GenPhySE, INRAE de Toulouse
soutenue le || en cours
discipline || statistique appliquée, bioinformatique
note || thése en cours pour laquelle je suis déclaré encadrant principal
(avec dérogation HDR)

Participations & des comités et jury de thése et de recrutement

2016 : jury de theése de Sergio Espeso Gil, Universitat Pompeu Fabra, Catalunya, Barce-

lona, en tant qu’examinateur.
2018-2019 : comité de thése d’Alexandre Heurteau, CNRS, Université Toulouse.

2019 : jury de thése de Leandro Lima, Université Lyon 1, en tant qu’examinateur (https:
//www.theses.fr/2019LYSE1055).

2019-2020 : membre de la commission de recrutement CRCN-TH (2019) puis du jury
professionnel (2020) pour 'unité GABI, INRAE Jouy-en-Josas, en tant que rapporteur.

2021-2022 : comité de thése de Fabien Degalez, INRAE, Agrocampus Ouest, Rennes.
2021-2022 : comité de thése de Chloé Cerutti, INRAE, Université Toulouse.
2022-2023 : comité de thése de Samira Ghazali, INSERM, Université Toulouse.
2024-2025 : comité de these de Sébastien Cabanac, INRAE, Université Toulouse.

b. Responsabilités collectives, animation scientifique

Représentant de I’équipe Dynagen puis des CR au Conseil de Service de I'unité GenPhySE
entre 2016 et 2020.

Représentant du personnel en Commission Administrative Paritaire (CAP), élu sur deux
mandatures de 2016 a 2022.

Représentant du personnel en Commission Consultative Paritaire des Contractuels
(CCPC), mandaté depuis 2023.

Membre de la Commission Scientifique Spécialisée (CSS) “GVA - Génétique Végétale
et Animale” chargée de I’évaluation des CR et DR INRAE, nommé pour la mandature
2020-2024.
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e Depuis décembre 2018 : animateur du groupe de travail transdisciplinaire CHROCO-
GEN : Chromatin Conformation and Gene Expression sur la génomique 3D et
les liens entre structure et fonction de la chromatine. Organisation de séminaires et dis-
cussions scientifiques avec des présentations le plus souvent sous la forme de “journal
club”, ou de partages informels de résultats sur des projets en cours. Initialement pe-
tit groupe inter-unités du centre INRAE de Toulouse réunissant collégues wet et dry, le
développement de la thématique de la génomique 3D sur la région a permis d’inclure
des membres de divers laboratoires du campus universitaire voisin. La période COVID,
le passage progressif vers le distanciel, les mobilités et le “réseautage” ont fait élargir le
périmétre géographique du groupe, qui comprend aujourd’hui une soixantaine d’inscrit-es
de différentes affiliations (INRAE, INSERM, CNRS, CEA et Universités) sur plusieurs
ville (Toulouse, Paris, Bordeaux, Lyon). En cinq ans d’existence, toujours sur la base
du volontariat de ses membres, le réseau a proposé une quarantaine de présentations et
quelques événements ponctuels .

Informations, programme et inscription : https://groupes.renater.fr/sympa/info/
chrocogen. Financement sur la période 09/2023 - 02/2025 par le métaprogramme INRAE
Digit-BIO via le projet ChrocoNET : https://digitbio.hub.inrae.fr /rubriques-verticales2/

nos-actions/consortia/consortium-chroconet-2023-2025

e Depuis mai 2024 : responsable du Péle Scientifique “Génomique Structurale et
Fonctionnelle” de 1'unité GenPhySE, en charge de la prospective et de I'animation

scientifique des trois équipes de recherche faisant partie dudit pole.

1.3 Curriculum Vitae

( Sylvain Foissac, Research Scientist )

INRAE GenPhySE, ch. de Borde Rouge, 31326 Castanet-Tolosan, France
http://genoweb.toulouse.inra.fr/ ~sfoissac

sylvain.foissac@inrae.fr

Research statement

I am interested in the fundamental mechanisms of life at the molecular scale, particu-
larly at the genome level. My goal is to understand how the genome is organized, functions, and
how its linear and three-dimensional structures regulate gene expression.

To achieve this, I design, develop, and utilize computational methods and tools to

7. dont par exemple un atelier de type “mini-symposium” sur la génomique 3D lors de 1’édition 2024 de la
conférence nationale de bioinformatique JOBIM a Toulouse.

10
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analyze genomics, transcriptomics, and other -omics data, mostly obtained from high-
throughput sequencing experiments. My expertise lies at the interface between various fields,
combining molecular biology, bioinformatics, genomics, biostatistics, and computational science.

My research focuses on genome annotation, 3D genomics, and comparative data analysis.

Summary
e About 20 years of experience in computational biology and omics data analysis.
e Scientific expertise in structural and functional genomics.

e Publication record of 31 peer-reviewed articles and 3 book chapters.

Experience

e Nov 2012 - present : Research Scientist (“CRCN”) at INRAE in Toulouse, France.

Dec 2010 - Oct 2012 : Product Manager at Integromics, S.L. in Madrid, Spain.

Dec 2008 - Dec 2010 : Senior Research Scientist at Integromics, S.L. in Madrid, Spain.
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— Chapitre 2 —

Contexte scientifique et rappels

.

PREAMBULE

Ce chapitre a pour objectif de rappeler quelques bases de biologie moléculaire potentiel-
lement utiles pour la suite. Pour des raisons de narration, les connaissances présentées ici
datent du temps ot je les ai apprises, il y a donc plus de vingt ans. De plus, le manque de
temps, d’espace et de compétence ® m’a imposé plusieurs raccourcis et approximations .
De nature optimiste, j'en fais donc appel & l'indulgence du lectorat. Dans tous les cas,
pour toute information complémentaire sur le contenu de cette partie, le plus simple reste
probablement de demander & un téléphone, qui demandera a son tour & une intelligence
artificielle. Reste sinon le meilleur moyen de s’informer en biologie, que je recommande
souvent aux plus jeunes : d’abord Wikipedia, puis les résumés sur PubMed, et enfin les
articles scientifiques eux-mémes, sachant que solliciter ’expertise d’un-e collégue s’insére

avantageusement a n’importe quelle étape de ce pipeline °.

a. la mienne bien sir, mais aussi celle des modéles de langage génératifs, encore trop insatisfaisants a
mon gotit malheureusement.

b. sans compter mes incorrigibles tentatives d’humour, beaucoup plus rares dans le chapitre suivant
cependant.

c. idéalement agrémenté de café, thé ou biére.

2

.1 La vie, la cellule, TADN

Tout organisme vivant est constitué d’une ou plusieurs cellules. La cellule, unité

de base de la vie, contient I’ensemble de I'information génétique appelé génome qui caracté-

rise 'organisme et son espéce. La présence d’un noyau, compartiment renfermant le génome,

distingue les organismes dits eucaryotes, a cellule(s) nucléée(s), des procaryotes, qui en sont
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dépourvus. Malgré leur importance et leur supériorité a plusieurs niveaux (on peut citer par
exemple leur nombre, leur ubiquité, la longévité de leur suprématie sur la planéte et leur ca-
pacité a en coloniser tous les habitats), les procaryotes ne seront tout simplement pas abordés
dans la suite de ce manuscrit, sous prétexte qu’ils sont incapables de le lire.

Le support moléculaire de l’'information génétique est 1’acide désoxyribonu-
cléique ADN (ou DNA ). L’ADN génomique se présente sous la forme d’une hélice composée
de deux brins (Fig 2.1). Chaque brin résulte d’un enchainement linéaire et orienté d’élements
appelés nucléotides, composés chacun de trois parties : un acide phosphorique, un sucre et une
base azotée (“base”). On distingue pour PADN quatre types de nucléotides représen-
tés par les lettres A, C, G et T, qui ne diffétrent que par leur base, respectivement une
adénine, une cytosine, une guanine et une thymine. La longueur d’un brin étant fonction du
nombre de nucléotides et donc de bases dans la chaine, I'unité de longueur de 'ADN est la

paire de base (base pair : bp) ou simplement base (b).

( )

FIGURE 2.1 — Structure schématique de ’ADN. Les
deux bandes en hélice représentent les chaines nucléo-
tidiques, les traits verticaux les appariements entre
bases, la ligne horizontale ’axe virtuel de ’hélice et les
fleches l'orientation antiparalléle. Source : Watson et
al. 1953b, d’aprés notamment les travaux de R. Franklin.

\ J

Dans un brin d’ADN, chaque nucléotide est 1ié au précédent par son atome de carbone
appelé 5’ et au suivant par son carbone 3’ (selon la numérotation conventionnelle des carbones
composant le squelette du sucre). Le premier nucléotide de la chaine présente donc un carbone
5’ libre d’une telle liaison et le dernier un carbone 3’, ce qui définit pour tout brin une
extrémité dite 5’, une autre 3’, et un sens 5’ — 3’. Les deux brins de ’ADN génomiques
sont antiparalléles car en orientations 5° — 3’ opposées (Fig 2.1). L’appariement entre bases
complémentaires permet ’hybridation entre brins, formant des paires de bases impliquant ma-
joritairement soit une adénine et une thymine (paire A-T'), soit une guanine et une cytosine
(paire C-G).

Par conséquent, on peut représenter I'information génétique contenue dans ’ADN par une
succession de lettres A, C, G et T identifiant les bases successives d’un des brins. Par convention,
une séquence d’ADN représente les bases de 5" vers 3’ dans le sens de lecture, la séquence de

l'autre brin pouvant se déduire par complémentarité (et inversion). Par exemple, la séquence

1. Malgré mes efforts, ce manuscrit contient un mélange de termes anglophones et francophones. J’en appelle
encore une fois & I'indulgence du lectorat.
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reverse-complémentaire de GATTACA est TGTAATC.

2.2 Geéne et expression génique

La fonction principale du génome est de permettre le stockage, la transmission et
P’expression de son information génétique. Dans ce contexte, certaines régions du génome
jouent un role particuliérement important dans le vivant : les génes. Longtemps considéré
comme 'unité fonctionnelle de I'information héréditaire, le géne est un concept aussi fonda-
mental que difficile & définir de facon précise et consensuelle. Généralement, on peut concevoir
un géne comme la partie d’'une molécule d’ADN génomique nécessaire a la synthése dans la
cellule d'un produit biologique fonctionnel, généralement une protéine ou un ARN (Fig. 2.2).
Quel qu’il soit, ce produit est une séquence d’éléments dont la nature est déterminée par celle

de la région d’ADN d’origine.

Le processus de production d’une protéine ou d’un ARN a partir du géne
correspondant s’appelle ’expression génique. Il s’agit du mécanisme moléculaire a
la base du fonctionnement de tout organisme vivant, et plus généralement de la vie sous

toutes ses formes connues a ce jour.

Comme évoqué plus haut, il ne sera fait mention par la suite que de 'expression génique
eucaryote, qui concerne & peu prés tout ce qui n’est pas bactérien?. Le processus peut se

décomposer en trois étapes principales (Fig. 2.2).

a. La transcription

La transcription produit une copie de ’information génétique contenue sur une
partie de ’ADN génomique par la synthése d’une molécule d’acide ribonucléique
ARN. Pendant la transcription, un complexe moléculaire comprenant une protéine de polymé-
risation d’ARN (RNA polymerase) se fixe sur ’ADN au niveau d’une région située en début du
géne : le promoteur. Puis le complexe se déplace en suivant un des brins d’ADN, construisant un
brin d’ARN en assemblant des nucléotides I'un aprés 'autres (polymeérisation). Les nucléotides
de ’ARN différent de ceux de ’ADN par un atome d’oxygéne dans leur sucre, et par la présence
de la base uracile (U) a la place de la thymine (T) de ’ADN. L’¢longation de ’ARN s’effectue
en produisant une séquence identique a celle d'un des brins d’ADN (aux substitutions T —
U prés), qui définit le sens de transcription. En fin de géne, la polymérase d’ARN se décroche

de ’ADN, terminant la transcription. La molécule d’ARN produite, appelée transcrit primaire,

2. incluant donc la plupart de la vague biomasse globalement croissante qui constitue tant bien que mal
lauteur de ces lignes.
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précurseur d’ARN messager, pré-messager ou encore pré-ARNm (pre-mRNA) passe ensuite par

une étape de maturation.

b. La maturation

La maturation est une étape de modification du pré-ARNm qui produit un ARN
messager mature (ARNm ou mRNA). En particulier, les étapes de coiffage (capping) et
de polyadénlyation protégent ’ARN d’une dégradation précoce en ajoutant respectivement
une coiffe (cap) a 'extrémité 5’ et une queue polyA a l'extrémité 3’. Une autre étape importante
de la maturation est ’épissage, qui consiste & exciser certaines parties internes de ’ARN pré-
messager (les introns) pour rabouter entre elles les autres parties par conséquent conservées (les
exons). Les jonctions exon-intron, appelées sites d’épissage, se caractérisent par une séquence de
base plus ou moins variable selon la position dans le site. Par exemple, les introns commencent
généralement par GT en 5’ et se terminent par AG en 3’. La maturation produit donc un transcrit
mature (ARNm ou mRNA) dont la séquence résulte de la concaténation des exons du transcrit
primaire. Il est toutefois important de noter que ces étapes de coiffage, polyadénylation et

épissage ne s’appliquent pas forcément a tous les transcrits.

L’épissage alternatif est une variation dans le modéle général de I’expression génique, qui
permet de produire différentes séquences d’ARNm a partir d’'un méme transcrit primaire.
En fonction des conditions biologique et en partie du hasard ¢, une variabilité dans 1'uti-
lisation des sites d’épissage peut provoquer une différence d’introns excisés entre ARNm.
Il en résulte que plusieurs structures exon-intron coexistent au sein d’'un méme géne. Ce
mécanisme peut se combiner avec d’autres, comme une polyadénylation alternative par

exemple.

a. une composante stochastique intervient dans la plupart des mécanismes moléculaires.

c. La traduction

La traduction consiste a produire une protéine a partir de ’information por-
tée par PARN messager. Comme pour la maturation, il s’agit d’une étape facultative, de
nombreux ARNs assurant leur fonction sans coder pour une protéine. Le complexe moléculaire
réalisant la traduction, le ribosome, est lui-méme constitué d’'un ensemble de protéines et
d’ARNs non-codants. Toute protéine est en premier lieu caractérisée par une séquence d’acides
aminés, elle-méme déterminée par une partie dite codante de la séquence de ’ARNm. La sé-

quence codante :

e est parcourue par le ribosome dans le sens 5” — 3’.
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e est composée de triplets de bases (codons), le code génétique permettant au ribosome

d’associer a chacun d’eux un des vingt acides aminés existants.

e commence par un codon start ATG et se termine par un des trois codons stop TAA, TAG ou
TGA.

e est flanquée par des régions non traduites appelées 5" et 3" UTR, respectivement en début

et fin ’ARNm.

Les codons stop, les seuls & ne pas avoir d’acide aminé associé?, provoquent le décrochement

du ribosome et la libération de la protéine ainsi constituée.

( )
! I
promoter | GENE !
genomic DNA  ——————
! ! 1 1 1 1
! P ! [ 1 1 1 1
1 transcription I exon 1 intron 1 exon 1iintroni exon 1
! ! 1 1 1 1
! ! 1 1 1 1
primary RNA
\\ \\ \ \ 1 |
= S N \ \ 1 1
1 splicing "~ _ . \ Vo |
| maturation N oo v !
Y N N .
AN S \ : :
N A \ .
capping v start ‘' stop ' polyadenylation
mRNA C >
I H 1
5UTR | coding |3'UTR
| 1 sequence |
1 translation ! !
\J I I
! 1
I 1
protein

FIGURE 2.2 — Représentation schématique du modéle général de I’expression génique euca-
ryote. Vision simpliste enseignée en fin du siécle dernier, encore d’actualité pour beaucoup
de scientifiques. Echelle et proportions non valides.

J

d. Modéle général de I’expression génique

De ces notions basiques découle un modéle général de ’expression génique euca-
ryote, qui repose sur le dogme fondamental de la biologie moléculaire, et qui sert de base a la

vision que 'on a généralement du génome (Fig. 2.2) : on considére souvent les génes comme

3. sauf de rares exceptions comme la sélénocystéine et la pyrrolysine, pouvant parfois s’associer aux codons
UGA et UAG, respectivement.
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des ilots de transcription, séparés entre eux par de grands espaces intergéniques (concept de
I"*ADN poubelle”), servant a produire des protéines qui assurent les fonctions biologiques de
I'organisme. Il s’agit bien stir d’'une vision historique et simplifiée, et déja pendant mes études
de nombreuses variations et exceptions m’avaient été présentées : cas des ARN non codants
(ncRNAs), des petits ARNs, de I’épissage alternatif... mais globalement, ce modeéle général

reste encore tributaire de la vision la plus généralement répandue, méme chez les biologistes.
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Activités de recherche

PREAMBULE

Ce chapitre, normalement le plus sérieux du manuscrit, a pour but de présenter mes activi-
tés de recherche, leur contexte, leur objectif, leur motivation et leur trajectoire. La premiére
section, relativement dense par endroits, traite le théme de I’annotation. La suivante, plus

succinte, celui de la génomique 3D. La fin est une liste de mes productions et d’autres

activités.

3.1 L’annotation génomique

a. Contexte, objectif et enjeux

Qu’il s’agisse de continents, planétes ou génomes, il n’est d’exploration sans cartographie.
Au séquencage génomique, qui identifie la nature et 'ordre des bases d’ADN contenues dans les
chromosomes, succéde ainsi 'annotation, chargée de renseigner leurs parties potentiellement
fonctionnelles dans la cellule. A I'instar d’une annotation d’article ou de livre, qui surligne,
souligne ou entoure certaines parties du texte, ’'annotation d’un génome appose de I'information
sur une séquence, en premier lieu la position des génes. Les travaux de nombreuses disciplines
reposent sur la cartographie génomique produite, faisant de l'annotation une étape cruciale
dans la compréhension du vivant.

Concrétement, la nature linéaire de la séquence caractérisant un espace a une dimension, les
régions d’intérét se localisent donc avec des intervalles délimités par deux positions génomiques
(début et fin) pour un chromosome spécifique. L’information de brin peut également étre né-

cessaire pour certains processus moléculaires orientés, comme la transcription qui ne produit
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pas le méme transcrit selon le brin d’ADN utilisé comme matrice. Ainsi, un fichier d’annotation
peut décrire divers éléments fonctionnels (génes, transcrits, exons, sites de fixation de facteurs
de transcription, etc.) dans un format standard, typiquement de type texte tabulé (GTF, BED,
etc.). L’information la plus attendue d’une annotation est typiquement la position et le nom

de tous les génes du génome, avec la structure exon-intron des transcrits associés.

Or, produire une annotation n’est pas une mince affaire. Il s’agit d’intégrer plusieurs types
d’information, par exemple la séquence génomique elle-méme, la séquence de produits d’ex-
pression génique comme des transcrits ou des protéines, et des connaissances déja établies sur
d’autres génomes ou le méme. Comme pour le séquencage, I’annotation demande d’importantes
ressources humaines et informatiques, ce qui explique que les mémes groupes réalisaient souvent
les deux opérations. La production d’un nouveau génome de référence s’accompagnait d’une
annotation conjointe, et la publication associée décrivait ’ensemble des résultats, produits par
de grands consortiums (The International Human Genome Sequencing Consortium 2001 ; The
Mouse Genome Sequencing Consortium 2002). Depuis, des groupes se sont dédiés a ’annotation,
en se spécialisant sur une espéce ou un groupe d’espéces (Gramates et al. 2022 ; Denoyelle et al.
2021 ; The ENCODE Project Consortium 2012 ; Yue et al. 2014) ou de fagon plus générique avec
par exemple les annotations ENSEMBL de 'EBI (Martin et al. 2022), les annotations RefSeq
du NCBI (Farrell et al. 2021) ou celles de 'UCSC (Nassar et al. 2022). Comme l’annotation
a longtemps relevé davantage de 'artisanat que de l'industrie, la qualité des méthodes auto-
matiques restant bien inférieure a celle des annotations plus “manuelles” (Searle et al. 2010),
chaque groupe a développé sa propre expertise. Conséquemment, les méthodes différent. Il en
résulte une qualité d’annotation trés variable en termes de fiabilité et complétion en fonction
du groupe d’origine, de I'espéce, voire d’'une version & une autre. Cette variabilité, bien que
documentée depuis les premiéres versions du génome humain par exemple (Hogenesch et al.
2001), reste un probléme critique pour la communauté car elle impacte la quasi-totalité des
études génomiques réalisées dans le monde (Zhao et al. 2015 ; Chisanga et al. 2022). De plus,
contrairement & ce que 'on pourrait croire, les spectaculaires progrés technologiques réalisés
dans le domaine du séquencage n’ont pas forcément facilité la tache de I'annotation. En effet,
I’augmentation du débit de production de données a multiplié non seulement le nombre de

séquences génomiques a annoter mais aussi celui des séquences transcriptomiques a intégrer.

Au cours de ma carriére, j’ai abordé différents aspects de I’annotation génomique, en progres-

sant sur deux axes principaux : (1) I’évolution des technologies et (2) ma curiosité scientifique.

1. L’évolution constante des biotechnologies demande un renouvellement régulier des mé-
thodes d’analyse, dans le domaine de I'annotation et de la bioinformatique en général.
Bien que souvent mise en avant, il ne s’agit pas que de 'augmentation exponentielle du

volume des données produites, mais aussi de I’évolution du type de ces données. Par
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exemple, la transition entre les puces & ADN microarrays et le séquengage a haut débit
comme technologie de référence pour la transcriptomique a modifié la nature du signal
produit. Or, les méthodes permettant d’analyser un signal continu, comme 'intensité lu-
mineuse issue d’hybridation dans les puces, difféerent de celles permettant d’analyser un
signal discret, comme le nombre de lectures séquencées et alignées. Autre exemple dans
le domaine du séquencage : les méthodes n’ont pas seulement été affectées par 'augmen-
tation du nombre de séquences a traiter, mais aussi par 1’évolution de leur taille, que ce

soit pour des applications comme 1’assemblage ou 'alignement.

2. Deuxiéme moteur de mon parcours, la curiosité scientifique m’a toujours poussé a explorer
au-dela des connaissances établies, quitte & les remettre parfois en question. Prolongeant
les études universitaires, la recherche permet de continuer a apprendre tout le long de
la carriére, ce qui, dans nos domaines a évolution rapide, reléve autant de la nécessité
impérieuse que du plaisir. En outre, elle permet de contribuer & certaines avancées, ce
qui est toujours gratifiant. De facon générale, que I'on participe ou non aux travaux y
aboutissant, la découverte d’un nouveau mécanisme moléculaire, d’'une technologie révolu-
tionnaire, d'un algorithme brillant ou d’un modéle renversant le consensus établi procure
toujours une stimulation intellectuelle d’une rare intensité. Cette soif de découverte et de
questionnement des bases moléculaires du vivant a toujours été pour moi une source de

motivation majeure, nourrissant continuellement mon enthousiasme parfois excessif.

Ce chapitre vise a montrer comment ’articulation de ces deux axes m’a permis de participer
a des découvertes conduisant a remettre en question la vision alors établie de la structure

et du fonctionnement du génome eucaryote.

b. Annotation de génes codants dans un génome de plante

FICHE SYNTHETIQUE

e Lieu : INRA Auzeville (thése)

e Génome : plantes, surtout Arabidopsis thaliana (arabette) et Oryza sativa (riz)
e Cible : génes et transcrits codants

e Données traitées : génomes et transcriptomes (ESTs de séquengage Sanger)

e Contribution principale : méthode et logiciel

e Publications co-signées : Foissac et al. 2003 ; Foissac 2004 ; Foissac et al. 2005;
Foissac et al. 2008
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Le logiciel EUGENE

Mes premiers travaux concernent ’annotation de génes codant pour des protéines, cible re-
lativement simple mais prioritaire. L’objectif de la détection de génes est d’identifier la position
et la composition exon-intron de tous les génes présents dans une séquence génomique donnée,
en précisant donc la position de début et de fin de chaque exon. Concrétement, lors de ma theése
a 'INRA de Toulouse, j’ai contribué au développement de nouvelles fonctions dans le logiciel
EUGENE, initialement utilisé pour annoter le génome de la plante modéle Arabidopsis thaliana

(arabette). En bref, EUGENE fonctionne ainsi :
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FIGURE 3.1 — Le graphe orienté acyclique modélisant les structures de géne possibles dans
EUGENE (Foissac et al. 2005). Les pistes horizontales représentent les annotations (états)
possibles. Chaque nucléotide de la séquence (haut) peut étre dans un état (gauche) soit
intergénique, 5’ ou 3'UTR, exon (seules les parties codantes sont considérées, avec trois
phases possibles) ou intron (trois phases aussi selon la position du site donneur d’épissage
dans l'exon précédant). Les signaux détectés dans la séquence permettent les changements
de piste (arcs obliques). Pour simplifier la figure, seules les pistes correspondant au brin
sens sont représentées.

1. Un graphe orienté acyclique est d’abord construit pour représenter I’ensemble des prédic-
tions possibles (Fig. 3.1). La taille du graphe est proportionnelle & celle de la séquence
en longueur, avec des “pistes” horizontales qui représentent, pour chaque position géno-
mique, les différentes annotations possibles pour le nucléotide correspondant (ou “état” :
région intergénique, exon, intron, etc.). Les pistes sont formées par des arcs horizontaux,
modélisant une continuité d’état entre deux positions successives, mais des arcs obliques
permettent des transitions d’un état a ’autre, par exemple pour passer d'un état exonique
a un état intronique au niveau d’un site d’épissage. Le principe est que (1) tout chemin
traversant le graphe définit une prédiction de structure génique (et donc une annotation)
pour la séquence, et (2) il existe un chemin pour toute annotation possible. Par exemple,

un chemin qui ne passe que par la piste intergénique indique une absence totale de géne.
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2. Afin d’identifier le meilleur chemin et donc la prédiction la plus probable, des poids sont
assignés aux arcs du graphe en fonction de diverse sources d’information qui dépendent de
modeéles préalablement estimés sur des séquences dont on connait la nature. Par exemple,
des modeles capturant la composition en divers mots (k-mers) d’exons et introns déja
annotés permettent de pondérer les arcs d’état, et des logiciels externes de détection
de signaux biologiques permettent de pondérer les arcs de transition. L’objectif est de
pouvoir attribuer un score global & toute prédiction possible en additionnant le score de

tous les arcs composant le chemin correspondant.

3. Enfin, un algorithme de type plus court chemin, variante de l'algorithme de Bell-
man/Viterbi, identifie le chemin de score maximum (ou de moindre coiit, ce qui est équi-
valent). Grace a la programmation dynamique, l'algorithme bénéficie d'une complexité

linéaire en temps et en espace par rapport a la taille de la séquence.

Une limitation majeure de la méthode, retrouvée dans tous les autres prédicteurs de génes du
méme type, résidait dans son incapacité a identifier plus d’une structure optimale par séquence.

Par conséquent, on ne pouvait détecter au mieux qu’'un seul transcrit par géne.

Extension du modéle pour intégrer 1’épissage alternatif

Déja bien documenté chez I’homme et la souris au début des années 2000, 1’épissage alternatif
était encore considéré comme un événement relativement peu fréquent chez les plantes (Foissac
2004 ; Foissac et al. 2005). Comme souvent, 'arrivée massive de données “omiques” (ici de
transcriptomique) a nécessité une double évolution, a la fois en bioinformatique au niveau des

méthodes d’analyse, et en biologie au niveau du modéle général d’expression génique.

Dans le cadre de ma theése, j’ai donc choisi de m’attaquer a ce probléme en développant
une méthode de prédiction de génes qui prenne en compte la possibilité d’avoir plusieurs
transcrits par géne. Ceci impliquait le développement d’une nouvelle méthode d’intégration
de données, la modification du modéle existant, la conception d’un algorithme efficace de

résolution et 'implémentation logicielle. J’ai réalisé cela en partant du logiciel EUGENE,

que j’ai di reprendre en profondeur pour mener a bien ces travaux.

Les étapes sont les suivantes :

Les données disponibles pour détecter la présence de transcrits alternatifs (ou “variants”)
consistaient en un grand nombre de séquences partielles de transcrits appelées ESTs pour Ez-
pressed Sequence Tags, similaires dans I’esprit a ce qu’on aurait de nos jours avec du séquengage
RNA-seq - a bien moindre quantité et qualité bien siir. Ces ESTs peuvent étre alignés individuel-
lement sur le génome, fournissant ainsi une information partielle sur la structure exon-intron

du transcrit correspondant. Deux ESTs venant du méme variant donnent des alignements com-
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patibles. Pour trouver des variants différents on peut donc comparer les alignements deux a
deux pour lister les incompatibilités.

r

EST

L

FIGURE 3.2 — Prise en compte de ’épissage alternatif dans EUGENE. Le graphe principal
(bas) représente les possibles prédictions de structure génique pour la séquence génomique
entiére. Pour prendre en compte 'information apportée par 'EST aligné (milieu), une
déviation locale du graphe (haut) est branchée de part et d’autre de I'alignement. Les
arcs de cette déviation paralléle sont modifiés pour forcer toute prédiction qui la traverse
a respecter la structure de l'alignement (ici, les pistes exoniques sont retirées le long de
I'intron). Le graphe principal est parcouru une fois dans les deux sens et pour chaque EST
une jonction est réalisée en reliant les chemins optimaux venant des deux extrémités du
graphe principal aux points de branchemement de la déviation, produisant la prédiction
optimale en accord avec 'EST (Foissac et al. 2005).

La modification du modéle consiste, pour chaque EST, a construire une extension du graphe
principal en dupliquant la portion de graphe correspondant a la région de I’alignement, formant
ainsi une déviation paralléle locale raccordée par ses extrémités au graphe principal (Fig. 3.2).
L’information spécifique de chaque EST est ensuite injectée localement dans I'extension corres-
pondante, ce qui évite de modifier le graphe principal. Le principe est que tout chemin passant
dans une extension produit une solution compatible avec 'EST correspondant.

L’algorithme modifié consiste a d’abord parcourir le graphe principal en stockant les résultats

intermédiaires du plus court chemin & chaque position !, puis & parcourir chaque extension sé-

1. plus précisément, deux passes sont nécessaires, une dans le sens “forward” et une dans le sens “reverse”,

en stockant & chaque position le résultat du plus court chemin provenant du début et de la fin du graphe
respectivement
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parément. Pour chacune d’entre elles, le résultat du plus court chemin la traversant est connecté
aux résultats intermédiaires du graphe principal aux positions des extrémités de ’extension,
produisant ainsi I’ensemble des plus courts chemins passant par chaque extension (Fig. 3.2).
L’idée sous-jacente est que si C] est le plus court chemin entre a et b et C'5 le plus court chemin
entre b et ¢, alors le plus court chemin entre a et ¢ est la jonction C + Cs.

En termes de complexité algorithmique, la méthode permet de rester linéaire en temps et
en espace mémoire par rapport a la quantité de données en entrée (génome -+ transcriptome).

Plus de détails sont disponibles dans la publication dédiée (Foissac et al. 2005).

Extension du modéle pour intégrer les génes chevauchants

Une autre extension du modéle général d’expression génique concerne la définition méme du
concept de géne, en particulier 'idée que les génes peuvent étre considérés comme des entités
individuelles contenues dans des intervalles génomiques bornés et distincts.

J’ai commencé me pencher sur cette question pendant ma thése. En effet, une des amé-
liorations demandées par des utilisateurs du logiciel EUGENE concernait 'intégration d’ESTs
particuliers correspondant & des extrémités de cDNA dits “pleine taille”. L’objectif était de dé-
limiter les unités de transcription et donc les génes. Pour prendre en compte cette information,
il suffisait de forcer les chemins dans le graphe a “entrer” et “sortir” d’un géne aux positions de
ces ESTs. Or, sur certaines données, le logiciel retournait une erreur du fait d’une impossibilité
de satisfaire les contraintes imposées. La raison était que certains de ces ESTs délimitaient
parfois des intervalles chevauchants, I'espace séparant deux génes adjacents pouvant se réduire
a néant, voire atteindre des valeurs négatives en fonction des transcrits considérés. Les limites
de certains génes semblaient donc variables. Pour prendre en compte la possibilité de chevau-
chement et éviter les erreurs du logiciel, j’ai dii modifier le modéle existant pour ajouter des
pistes d’états combinant UTR 5" et 3’ & la méme position, permettant de passer d'un géne a
un autre sans devoir repasser par une piste intergénique intermédiaire.

La version résultante du logiciel EuGéne a permis a ses utilisateurs de réaliser une nouvelle
annotation du génome d’A. thaliana lors du projet CATMA (Crowe 2003).

Conclusion

Ces travaux ont montré que méme sur un génome relativement simple et compact, la prise
en compte de données abondantes produites par de nouvelles technologies peut deman-
der de substantielles innovations méthodologiques, voire conceptuelles. En particulier, le

modeéle général de I'expression génique présentait des limites qu’il fallait dépasser.
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c. Annotation v2.0 : vers une nouvelle vision du géne

Effacement des frontiéres géniques

FICHE SYNTHETIQUE

e Lieu : CRG (Barcelone, Catalogne) et Affymetrix (Santa Clara, USA)
e Génome : Homo sapiens (humain)

e Cible : génes et transcrits codants et non codants

e Données traitées : transcriptomes par puces tiling arrays

e Contribution principale : analyses de données

e Publications co-signées : The ENCODE Project Consortium 2007 ; Denoeud et al.
2007 ; Djebali et al. 2008 ; Djebali et al. 2012b

Au sortir de ma thése, je souhaitais donc questionner a la lumiére de nouvelles données la
vision du génome sur laquelle se basait mon enseignement universitaire, qui présentait des génes
bien distincts les uns des autres. Il fallait donc choisir une espéce disposant de données riches. Or,
I’espéce la qui bénéficie de la plus grande attention de la communauté scientifique n’est autre que
celle-1a méme de ses membres : Homo sapiens?. J’ai donc poursuivi mes travaux d’annotation en
travaillant sur le génome humain, principalement dans le contexte du consortium international
ENCODE, a partir de données de transcriptomique.

Plus précisément, nous analysions principalement des données produites par technologie de
puces & ADN, en particulier des tiling arrays d’Affymetrix. Chacune de ces puces présentait a
sa surface un ensemble de sondes oligonucléotidiques dont les séquences (chevauchantes, d’ou le
nom des puces évoquant le concept de tuilage) représentaient la plupart des parties non répétées
du génome humain. L’originalité de cette technologie est que, contrairement aux puces tradi-
tionnelles qui ne pouvaient généralement mesurer que l’expression de transcrits déja connus,
les tiling arrays d’Affymetrix permettaient de scanner I’ensemble des séquences génomiques
et donc ouvrait une approche exploratoire novatrice. Pour identifier les régions représentées
dans le transcriptome d’un échantillon donné, il fallait extraire ’ARN, produire de ’ADNc
par transcription reverse?, et hybrider sur une puce tiling array. Le signal que I'on analysait
correspondait & une série de positions génomiques avec pour chacune une valeur d’intensité d’hy-

bridation qui reflétait la quantité d’ARN provenant de la région génomique correspondante *.

2. Le fait que 100% des personnes qui demandent ou attribuent des financements de recherche appartiennent
a cette espéce explique certainement pourquoi c’est la plus fournie en données omiques.

3. cette étape explique pourquoi on parle de puces & ADN méme pour du transcriptome.

4. contrairement & ce qu’on entend parfois, les expériences de transcriptomique ne donnent généralement
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Une succession de sondes avec un signal positif définissait ce que nous appelions un transfrag,
pour fragment transcrit. Or, bien qu’une partie de ces transfrags correspondait bien aux exons
de transcrits connus, la plupart (63%) révélait un signal de transcription dans des régions en-
core non annotées, augmentant considérablement la portion a considérer comme transcrite du
génome (The ENCODE Project Consortium 2007).

Pour explorer plus précisément les frontiéres des génes, une technique consistait a réaliser
une expérience dite de RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) avant hybridation sur tiling
array. Ceci impliquait une amplification préalable des cDNA par RT-PCR a partir d’amorces
ciblant des régions candidates, généralement des exons de génes connus ou des nouveaux trans-
frags. Le signal obtenu par ces expériences combinant RACE et tiling array produisait ce que
nous appelions RACEfrags®. Ces travaux (et d’autres qui ont suivi) révélaient que globalement,
plus on cherchait a définir la frontiére d’un géne, plus celle-ci semblait s’éloigner, parfois jus-
qu’a des centaines de Kb, retombant soit dans I’exon d’un géne connu, soit dans une région
intronique ou intergénique, brouillant ainsi les frontiéres entre génes (The ENCODE Project
Consortium 2007 ; Denoeud et al. 2007 ; Djebali et al. 2008 ; Djebali et al. 2012b).

Prévalence des mécanismes alternatifs et du non codant

FICHE SYNTHETIQUE

e Lieu: CRG (Barcelone, Catalogne), Affymetrix (Santa Clara, USA), Integromics (Ma-
drid, Espagne)

e Génome : Homo sapiens (humain), Saccharomyces cerevisae (levure), Xenopus laevis

(batracien) et autres.
e Cible : génes et transcrits codants et non codants
e Données traitées : annotations et transcriptomes
e Contribution principale : méthode et analyses de données

e Publications co-signées : Foissac et al. 2007 ; Sammeth et al. 2008 ; Foissac et al.
2015 ; Ozsolak et al. 2010 ; Piqué et al. 2008

La multiplicité des nouveaux transcrits découverts soulevait la question de leur biogénése. La

plupart des transcrits contenant plusieurs exons, I’épissage alternatif se révélait un producteur

aucune mesure directe du niveau de transcription des génes mais mesurent des quantités de transcrits, résultant
de la différence entre production et dégradation.

5. du moins officiellement, car il nous arrivait parfois d’utiliser le terme CRA Pfrags en interne, en particulier
dans des moments de stress et de fatigue, peu avant I’heure du confcall hebdomadaire ot nous devions présenter
les derniers résultats d’analyse aux collaborateurs américains du consortium.
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primordial de complexité transcriptomique. En collaboration étroite avec un autre postdoc
enthousiaste de 1’équipe, j’ai poursuivi mes investigations sur 1’épissage alternatif, ce qui nous
a permis d’aboutir & une nouvelle nomenclature permettant une classification exhaustive des
événements d’épissage alternatifs (Foissac et al. 2007 ; Sammeth et al. 2008 ; Foissac et al. 2015).

Autre conséquence de cette “explosion” transcriptomique : la proportion toujours croissante
d’ARNs séquencés qui ne codent (probablement) pas pour des protéines. Les génes non-codant
pour des protéines, autrefois considérés comme une exception, ont bénéficié d’une attention
croissante de la part de la communauté et comptent aujourd’hui pour la majorité des génes
annotés chez 'humain (Nurk et al. 2022). Une partie de mes travaux s’est inscrite dans cette
dynamique (The ENCODE Project Consortium 2007 ; Djebali et al. 2012b; The ENCODE
Project Consortium 2012 ; Djebali et al. 2012a).

Enfin, parmi les processus moléculaires a 'origine de la diversité transcriptomique figure
également une des étapes de la maturation de ’ARN en charge de définir I'extrémité terminale
en 3’. A cette position, réguliérement —et incorrectement - appelée “terminaison de la trans-
cription”; s’opére le clivage de ’ARN en cours de transcription, suivi de la polyadénylation
de lextrémité ainsi générée (1'ajout de la queue polyA faisant partie de I’étape de maturation
des transcrits primaires). Des variations de cette position de clivage et polyadénylation, po-
tentiellement combinées avec 1’épissage alternatif, contribuent substantiellement & la richesse
du transcriptome (Ozsolak et al. 2010; Sammeth et al. 2008). Ces variations peuvent avoir
de nombreuses conséquences fonctionnelles car les UTR 3’ hébergent divers signaux impliqués
dans des processus majeurs affectant les ARNm, comme la stabilité, I'export cytoplasmique et
la traduction (Ozsolak et al. 2010 ; Piqué et al. 2008).

Annotation de nouveaux petits ARNs

FICHE SYNTHETIQUE

Lieu : Affymetrix (Santa Clara, USA)

e Génome : Homo sapiens (humain)

Cible : génes et transcrits courts et longs, codants et non codants

e Données traitées : transcriptomes par RNA-seq

Contribution principale : analyses de données

Publications co-signées : Fejes-Toth et al. 2009

La derniére exploration transcriptomique révisant mes connaissances universitaires fut ap-

6. ’ARN Polymeérase poursuit en effet la transcription au-dela du site de clivage.

29



Chapitre 3 — Activités de recherche Section 3.1 c.

portée par l'arrivée d’une technologie révolutionnaire : le séquencage a haut débit, dit de nou-
velle génération. C’est lors de mon séjour en Californie en 2008 que j’ai manipulé pour la
premiére fois ce type de données, paradoxalement produites par I’entreprise Solexa, compéti-
teur direct de mon employeur d’alors Affymetrix ”. Le projet émanait d'une collaboration entre
notre groupe, dirigé par Tom Gingeras & Affymetrix, et celui de Greg Hannon, alors au Cold

Spring Harbor Laboratory.

L’objectif de cette étude était d’utiliser la nouvelle technologie de séquencage pour
caractériser la partie du transcriptome représentée par des “petits” ARNs, généralement
définis comme faisant moins de 200nt de long. Suite & un heureux concours de circonstances,
j'eus la chance de réaliser la quasi-totalité des analyses bioinformatiques du projet. De

nombreux types de petits ARNs ayant déja été identifiés, il s’agissait d’en découvrir de

nouveaux, en adoptant donc une approche exploratoire (Fejes-Toth et al. 2009).

La premiére étape consistait a retirer des alignements de lectures tout ce qui chevauchait
les petits ARNs déja répertoriés dans les bases de données existantes, afin d’écarter ce qui était
susceptible d’étre connu. L’analyse des lectures restantes a montré que la plupart provenait de
régions géniques du méme sens, en majorité d’exons de génes codants qui produisent des ARN
messagers de taille supérieure & 200nt. Une minorité seulement de ces petits ARNs étaient as-
sociés aux promoteurs de génes connus, les autres se répartissant dans des exons internes. Cette
accumulation de petits ARNs au sein d’exons de transcrits plus longs suggérait une production
par découpage de ces derniers. Or, I’analyse fortuite de CAGE-tags, séquences chargées de cap-
turer 'extrémité 5 des ARNs matures, a révélé un profil de couverture similaire, a l'intérieur
d’exons annotés (Fig. 3.3). Les CAGE-tags ciblant le cap, une structure particuliére des ARNs
les protégeant d'une dégradation précoce en extrémité 5’, ces résultats suggéraient un ajout de
cap a une extrémité issue d’'un clivage, ce qui non seulement n’avait jamais été documenté, mais

en plus impliquait I'intervention d’une protéine encore non identifiée dans le génome humain.

Les analyses que j’ai réalisées dans le cadre de cette étude, comprenant I'estimation de la
prévalence du phénomeéne a ’échelle du génome et 'analyse d’alignements de CAGE-tags sur

8 un nouveau mécanisme moléculaire

des jonctions exon-exon, ont permis de mettre en évidence
capable de couper des longs ARNs puis de protéger 'extrémité 5’ de certains fragments par
recapping (Fejes-Toth et al. 2009). Le modéle original résultant, qui produit des petits ARNs

assez stables dans les cellules pour étre détectable par séquencage, est présenté en Fig. 3.4.

7. Solexa fut achetée par Illumina en 2007, et Affymetrix, reine des puces qui n’a pas résisté a la déferlante
du séquencage, par Thermo Fisher en 2016.

8. aprés avoir convaincu les collaborateurs du CSHL, ce qui fut encore plus difficile que de convaincre les
reviewers de Nature par la suite.
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FIGURE 3.3 — Distribution des extrémités 5> de CAGE-tags alignés sur des régions conte-
nant des exons internes de génes codants (gauche) et des jonctions exon-exon (droite). En
ordonnée est indiqué le nombre de lectures obtenues par capture de cap CAGE, séquencées
et alignées a chaque position relative par rapport aux extrémités d’exons internes. La po-
sition relative permet de cumuler les profils de couverture d’exons de différentes longueurs.
L’accumulation spécifique de lectures dans les exons suggére une création d’extrémité 5’
par clivage plutét que par initiation de transcription. De plus, le défaut de couverture en
fin d’exon s’explique par la difficulté d’aligner sur le génome des lectures hybrides chevau-
chant deux exons. L’alignement de droite, réalisé a partir des lectures non alignées sur le
génome puis réalignées sur des jonctions exon-exon reconstituées a partir d’annotations de
référence, montre une accumulation d’alignements commencant précisément en amont des
jonctions, confirmant la production d’ARN cellulaires clivés puis recappés en 5’ (Fejes-Toth
et al. 2009).

Epilogue

En guise de dénouement heureux a cette aventure américaine, il s’avére que peu aprés
la parution de notre étude, un groupe de biochimistes de 'université de 1’Ohio publiait
un article annoncant la découverte chez 'homme d'un complexe protéique capable de
régénérer une coiffe a partir d’une extrémité clivée d’ARNm, confirmant ainsi I’existence
du mécanisme de recapping que nous avions proposé pour expliquer nos résultats (Otsuka

et al. 2009).

31



Chapitre 3 — Activités de recherche

5—=| —  — | H |:|—3
3 5
i Transcription

=] I =

¢ Splicing/mRNA maturation

o == I | | =———= — Translation

i Cleavage to IRNAs and capping

*— ]| *[] [] *[_| ——
i Cleavage to sRNAs and capping
*eve e+ T+ 0 0 O+ OO+ OO0 CH e =*e

FIGURE 3.4 — Schéma du nouveau processus moléculaire proposé pour
expliquer les résultats obtenus par séquencage de petits ARNs et
de CAGE-tags. Divers ARNs courts et longs sont produits par cli-
vage d’ARNm, certains étant par la suite protégés en 5 par “recap-
ping” (Fejes-Toth et al. 2009).
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d. Annotation des génomes animaux

FICHE SYNTHETIQUE

e Lieu : INRAE Toulouse

e Génome : Bos taurus (vache), Gallus gallus (poule), Sus scrofa (porc), Capra hircus
(chévre)

e Cible : génes et transcrits, éléments régulateurs

e Données traitées : RNA-seq, ATAC-seq, Hi-C, WGBS

e Contribution principale : analyses de données, montage et gestion de projet, mana-

gement, conseil

e Publications co-signées : Andersson et al. 2015; Muret et al. 2017 ; Foissac et al.
2019a; Giuffra et al. 2019; Jehl et al. 2020; Jehl et al. 2021 ; Kurylo et al. 2023a;
Degalez et al. 2024

Depuis ma prise de fonction & 'INRAE, j’ai mis a disposition mes compétences acquises a
I’étranger en contribuant & ’annotation génomique d’animaux & intérét agronomique, poursui-

vant ainsi mes travaux de recherche dans ce domaine.

e Dans le contexte du consortium international FAANG (Functional Annotation of ANimal
Genomes), qui se voudrait le pendant A’ENCODE pour les animaux, j’ai co-monté et
co-dirigé le projet pilote francais FR-AgENCODE qui visait a améliorer I'annotation
génomique de quatre espéces : la vache Bos taurus, la poule Gallus gallus, le porc Sus
scrofa et la chévre Capra hircus. Combinant des données d’expression génique (RNA-
seq), d’accessibilité de la chromatine (ATAC-seq) et de génomique 3D (Hi-C) sur une
centaine d’échantillons, ce projet a apporté des connaissances nouvelles sur ces génomes,
confirmant le caractére générique des avancées précédemment observées sur le génome
humain (Foissac et al. 2019a). Le succés de ce projet pilote a confirmé le positionnement
de 'INRAE au coeur de la coordination internationnale FAANG (Andersson et al. 2015 ;
Foissac et al. 2019a; Giuffra et al. 2019).

e En paralléle, par le biais de ces travaux et du réseau de collaborations développé lors de
cette initiative, j’ai (plus ou moins directement) contribué a poursuivre la caractérisation
du transcriptome non codant de ces espéces, en particulier chez la poule (Muret et al.
2017 Foissac et al. 2019a; Jehl et al. 2020 ; Jehl et al. 2021 ; Degalez et al. 2024).

e Enfin, dans le cadre notamment du projet EU H2020 GENE-SWitCH, une suite du pro-
jet pilote FR-AgENCODE, j’ai co-supervisé le développement d’un pipeline d’analyse de
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données RNA-seq permettant d’enrichir une annotation existante avec de nouveaux génes
et transcrits (Kurylo et al. 2023a). Outre son implémentation sous la forme d’un pipeline
portable et reproductible poétiquement nommé TAGADA (Transcript And Gene An-
notation, Deconvolution and Analysis), 'originalité de ’approche par rapport aux outils
existants réside dans sa capacité a intégrer des résultats provenant de nombreux échan-
tillons dans une annotation globale et robuste, & quantifier ’expression des génes et des
transcrits résultants (en plus de ceux de 'annotation existante), et a détecter les trans-
crits non-codants. En outre, la flexibilité du pipeline nous a permis d’intégrer des données
de séquengage RNA-seq par longues et courtes lectures pour réaliser une annotation jus-
qu’alors inédite, combinant les avantages des technologies d’Illumina et de PacBio (Kurylo
et al. 2023a). Plus largement, le projet a produit divers types de données en quantité qui
sont encore en cours d’analyse : expression génique (RNA-seq), accessibilité de la chro-
matine (ATAC-seq), méthylation de PADN (WGBS), marques épigénétiques (ChIP-seq)
et interactions chromatiniennes (capture Hi-C), le tout dans divers tissus au cours du

développement embryonnaire chez le porc et la poule.

Conclusion : définir le géne et son expression ?

Encore valide et acceptable il y a deux ou trois décennies, le modeéle général de I'expression
génique eucaryote est clairement dépassé aujourd’hui, au point de remettre en question la
définition du géne.

En effet, la notion méme de géne semble manifestement difficile —voire impossible— a cap-
turer, comme en atteste la récurrence de publications posant frontalement la question de
sa définition depuis le milieu du siécle dernier sans pour autant aboutir a un quelconque
consensus (Stadler 1954 ; Demerec 1955 ; Portin 1993 ; Snyder et al. 2003 ; Burian 2004 ;
Kapranov et al. 2005 ; Pearson 2006 ; Carninci 2006 ; Pennisi 2007 ; Fox Keller et al. 2007 ;
Gerstein et al. 2007 ; Gingeras 2007 ; Pesole 2008 ; Stadler et al. 2009 ; Portin et al. 2017).

Parmi les découvertes disruptives motivant un tel questionnement, on peut en citer trois

qui compromettent particulierement le schéma de I'expression génique.

1. Les mécanismes alternatifs et multiples variantes des étapes de I’expression génique
remettent en question la pertinence du modéle général et du concept historique “un géne

= un ARNm = une protéine = une fonction” (Portin et al. 2017).

e Alors que les variations de début et fin de transcription détruisent la bijection géne-
transcrit, 1’épissage alternatif fait de méme avec la bijection transcrit-protéine. La

combinatoire résultant de 1'utilisation conjointe de promoteurs, sites d’épissage et

9. en espérant que ce ne soit pas le cas de 'auteur de ces lignes.
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sites de polyadénylation alternatifs augmente d’autant plus le degré de ramification
du modéle en multipliant les connections entre géne, transcrit, protéine et fonc-
tion. De plus, I’évanescence des frontiéres de génes, qui fluctuent et s’estompent
a mesure des études transcriptomiques réalisées, brouille la notion d’ilots géniques
distincts (Wright et al. 2021), et dessine un continuum transcriptomique dans le-
quel s’inscrivent les ramifications précédemment mentionnées. Il en résulte un ré-
seau transcriptomique global et intriqué, ou s’enchevétrent des transcrits de tailles,

orientations, fonctions et voies de production diverses (Fig. 3.5).

e D’autres mécanismes ouvrent des voies alternatives dans le modéle, fragilisant sa
structure : le backsplicing par exemple, qui génére des ARN circulaires apparemment
non codants (Nemeth et al. 2023), le trans-splicing qui permet la fusion de transcrits
primaires issus de loci génomiques distants pour former un transcrit mature poten-
tiellement codant (Robertson et al. 2007), les génes & sélénocystéine qui enfreignent
le code génétique en ne s’arrétant pas au stop (Mariotti et al. 2012 ; Belew et al.
2014), le décalage de phase ou programmed ribosomal frameshifting (Belew et al.
2014), le recursive splicing (Sibley et al. 2015), la copie I’ARN par RNA-Dependent
RNA polymerase (Kapranov et al. 2010a), 'RNA editing, 1’épitranscriptomique, . . .

la littérature regorge de ces mécanismes plus fascinants les uns que les autres.

e Enfin, n’oublions pas que les molécules d’ARN les plus nombreuses de la cellule
sont des ARN ribosomaux, qui, bien que servant a la synthése protéique, ne codent
pas eux-méme pour des protéines. De fait, les génes de ces ARNr produisent de
longs transcrits primaires polycistroniques dont les parties destinées a devenir des
ARNr fonctionnels sont séparées par des régions destinées a la dégradation. Or, le
processus de maturation de ces transcrits ne fait pas intervenir d’épissage mais des
combinaisons complexes de clivage par réaction endo- et exo-nucléiques (Henras et
al. 2014), a 'encontre du modéle prétendu “général” de l'expression génique dont il

reste souvent tenu a l’écart.

2. La transcription généralisée ou pervasive transcription participe également de
I’obsolescence du modeéle classique de 'expression génique. Il est désormais globalement
admis que la plupart sinon la quasi totalité du génome peut se retrouver transcrit en
ARN par un phénoméne de transcription généralisée non limité aux génes codant pour
des protéines. Ce phénomeéne, abondamment documenté et confirmé par différentes tech-
nologies (Kapranov et al. 2002 ; Bertone et al. 2004 ; Burian 2004 ; Carninci et al. 2005 ;
Kapranov et al. 2007a; Kapranov et al. 2007b; Dinger et al. 2009 ; Jacquier 2009 ; The
ENCODE Project Consortium 2012 ; Jensen et al. 2013; Wade et al. 2014 ; Palazzo et

al. 2020 ; Goszczynski et al. 2021), a donné naissance au concept de dark matter du gé-
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FIGURE 3.5 — Représentation du type de réseau transcriptomique cou-
ramment obtenu a partir de données de séquencage profond d’ARN
(bas) par rapport aux annotations typiquement utilisées le millénaire

dernier (haut). Source : Gerstein et al. 2007.
\ J

nome (Johnson et al. 2005 ; Wang et al. 2021) et, conséquemment, & une vive controverse
scientifique quant a I’éventuelle prévalence, nouveauté et fonction de cette matiére noire.
Les débats sur le sujet (Bakel et al. 2010 ; Robinson 2010 ; Lee Phillips 2010 ; Clark et al.
2011 ; Bakel et al. 2011), rejoignant la polémique suscitée par la communication autour des
résultats du projet ENCODE et de critiques parfois particuliérement virulentes (Graur
et al. 2013), s’articulent autour de la proportion de cette transcription généralisée qui
n’est guére plus que du bruit de transcription, ou transcriptional noise (Raj et al. 2006 ;
Blake et al. 2006 ; Ponjavic et al. 2007 ; Struhl 2007 ; Losick et al. 2008 ; Xu et al. 2009 ;
Pertea et al. 2018).

Indépendamment des aspects fonctionnels, il ressort clairement aujourd’hui que l'exis-
tence de la transcription généralisée est indéniable. Tout d’abord, en termes quantitatifs,
la masse d’ARN nucléaire provenant de régions ne codant pas pour des protéines dépasse
celle des ARN codants, méme en écartant les ARN ribosomaux et mitochondriaux (Ka-
pranov et al. 2010b). Par ailleurs, en termes de nombre, au niveau génomique, on trouve
davantage de génes non-codants que de génes codants annotés chez les animaux (Kurylo

et al. 2023a), et jusqu’a deux fois plus chez 'homme par exemple (Nurk et al. 2022). En-
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fin, qu’ils soient courts, longs ou circulaires, une littérature abondante détaille la diversité
des types d’ARN non codants fonctionnels déja identifiés et des roles qu’ils jouent dans la
cellule, ne permettant plus de les ignorer en bloc sous prétexte d’une prétendue absence
de conservation ou de fonction (Mattick et al. 2023 ; Nemeth et al. 2023).

Finalement, au-dela du débat réducteur “dark matter vs. junk DNA” ou “pervasive trans-
cription vs. transcriptional noise”, la question subsiste d’identifier la partie fonctionnelle
et informative du transcriptome, si possible a 'aide de méthodes et outils récents (Wang

et al. 2021). Reste donc a distinguer le signal du bruit.

3. La derniére révolution en date du modéle d’expression génique vient de la pervasive trans-
lation, ou traduction généralisée en micropeptides. Des techniques comme le ribosome
profiling, ou Ribo-seq, permettent de détecter les parties ’ARN qui sont engagées dans
les ribosomes, indiquant les régions du transcriptome en cours de traduction dans la cel-
lule (Ingolia et al. 2009 ; Ingolia et al. 2011; Lee et al. 2012; Schott et al. 2021). Ces
technologies ont révélé 1’étendue jusqu’alors insoupgonnée de la traduction généralisée de
petites phase de lectures small Open Reading Frames (sORFs) localisées dans les ARN
“non codants” et dans les parties “non traduites” des ARNm. Ainsi, on se retrouve par

exemple avec des transcrits bicistroniques, qui ont une phase codante principale et une
sORF en 3" ou 5’'UTR (cas des upstream ORFs ou uORFs).

La traduction de ces sORFs produit des micropeptides, d'un ordre de longueur de la di-
zaine a la centaine de codons environ. Plusieurs études montrent & quel point leur abon-
dance est considérable, et documentent de multiples exemples de fonctions biologiques
qui leur sont attribuées (Frith et al. 2006 ; Andrews et al. 2014 ; Heesch et al. 2019 ; Chen
et al. 2020 ; Wei et al. 2020 ; Patraquim et al. 2022 ; Barczak et al. 2023).

Pour résumer, on peut dire que les découvertes récentes des nombreuses ramifications, va-
riantes et sophistications du processus d’expression génique enrichissent considérablement
le modéle historique (Fig. 3.6).

Personnellement, il se trouve que j’ai passé plus de vingt ans & chercher des génes.
J’en ai trouvé et annoté des centaines de milliers, dans divers génomes d’animaux et de
végétaux, en mobilisant des connaissances en constant renouvellement, a ’aide de multiples
technologies en front de science.

Aujourd’hui, je dois avouer que je ne sais toujours pas ce que le mot géne veut dire

exactement.
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FIGURE 3.6 — Modéle actualisé de ’expression génique eucaryote prenant compte de cer-
tains mécanismes alternatifs. Fchelle et proportions non valides.

J

3.2 La génomique 3D : de la structure a la fonction

4 )
PREAMBULE

Les derniers progrés technologiques qui ont le plus influencé I'orientation de mes recherches

concernent I’étude de la conformation tridimensionnelle de la chromatine. En effet, ’ar-

rivée récente de données massives de génomique 3D a apporté une nouvelle dimension a

la compréhension du génome et de son fonctionnement, repoussant encore les limites du

modéle jusqu’alors principalement linéaire de 'expression génique. Cette partie présente

ce nouveau domaine de recherche que j’ai choisi d’investir.

a. La génomique 3D et la technologie Hi-C

La génomique spatiale

La longueur cumulée de PADN présent dans une seule cellule animale atteint I'ordre du
métre, quand le noyau qui le contient fait moins d’un centiéme de millimétre. Or, les contraintes

s’exercant sur la conformation spatiale de la chromatine relévent autant de la structure que de

38



Chapitre 3 — Activités de recherche Section 3.2 a.

la fonction du génome. En effet, les processus moléculaires fondamentaux du vivant, comme la
réplication et la transcription, dépendent pour leur bon fonctionnement de modifications coor-
données de la structure de la chromatine. Pas d’expression génique possible sans décompaction
de la chromatine sur un promoteur par exemple, ou rapprochement physique d’un régulateur. La
structure 3D du génome joue ainsi un role crucial dans le fonctionnement de la cellule (Lupianez
et al. 2015 ; Oudelaar et al. 2020).

Les évolutions technologiques ont fortement influencé 1'étude de cette structure 3D (Davies
et al. 2017). En permettant de visualiser dans les cellules la position de sondes lumineuses
congues pour s’hybrider sur des régions génomiques d’intérét, la microscopie fut pendant des
décennies la technologie de référence pour explorer la structure spatiale du génome. Avec I’hy-
bridation in situ en fluorescence (FISH) par exemple, on peut estimer la distance physique
entre deux régions génomiques. La nécessité de cibler spécifiquement chaque région d’intérét
et le relatif manque de précision de la mesure optique limitent cependant la résolution et le
débit de cette approche. Avec la capacité d’estimer des centaines de milliers de distances entre
positions génomiques qui couvrent potentiellement ’ensemble du génome, la technologie Hi-C
(High-throughput Chromatin Conformation Capture) est devenue depuis son introduction au
début des années 2000 une nouvelle référence pour la génomique 3D & haut-débit et haute
résolution (Belmont 2014 ; Bonev et al. 2016 ; Davies et al. 2017 ; Kempfer et al. 2019).

Le protocole Hi-C

. N
® Cut with Fill ends
/ restriction and mark Purify and shear DNA;  Sequence using
1 Crosslink DNA enzyme with biotin Ligate pull down biotin paired-ends
TR IRy
— s
e
F\I ¢ =
FIGURE 3.7 — Schéma du protocole expérimental de la technologie Hi-C, version in
situ (Rao et al. 2014). Les différentes étapes sont détaillées dans le corps du texte. )

En bref, le protocole Hi-C comprend les étapes suivantes (Fig. 3.7) :

1. Stabilisation de la structure chromatinienne présente dans un échantillon de cellules.
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2. Fragmentation de I’ADN, souvent par enzyme(s) de restriction, afin de créer des extré-

mités libres réparties sur I’ensemble du génome.
3. Marquage des ces extrémités a la biotine pour permettre une récupération ultérieure.

4. Ajout de ligase pour permettre a des fragments d’ADN spatialement proches les uns des
autres de se lier entre eux par leurs extrémités libres (prozimity-dependant ligation, voir

plus bas).

5. Récupération et séquencage dit Paired-End des deux extrémités de chaque fragment hy-
bride, produisant des paires de lectures permettant d’identifier les séquences précédem-

ment liées.

Le principe fondamental de la technologie Hi-C, appelé prozximity-dependant
ligation, repose sur le fait que la probabilité de générer une liaison entre deux
fragments est inversement corrélée a la distance spatiale qui les sépare. Autre-
ment dit pour schématiser, plus deux régions génomiques sont proches, plus elles risquent
de se retrouver associées dans un méme fragment hybride, dont le séquencage des extré-
mités permet d’identifier ’association. En réalisant I’expérience sur un grand nombre de
cellules, typiquement des centaines de milliers, on peut ainsi utiliser le nombre de paires

de lectures associant deux régions génomiques comme une estimation (ou prozy) de la

distance spatiale entre ces régions dans le noyau des cellules.

Note : contrairement a ce qu’'une interprétation approximative de la méthode laisse trop souvent
croire, I’Hi-C ne donne strictement parlant aucune mesure directe sur d’éventuels contacts ou
interactions physiques réelles entre régions génomiques in vivo. En effet, ne sont comptées
que des liaisons artificiellement générées au cours de I'expérience lors de 1'étape de proximity-

dependant ligation.

b. Annotation de structures 3D par analyse de données Hi-C

Des paires de lectures aux matrices Hi-C

Le pipeline d’analyse classique de données Hi-C part des lectures produites qu’il faut d’abord
“nettoyer” et aligner sur une séquence génomique de référence. Ensuite, une matrice d’interac-
tions est constituée pour comptabiliser le nombre d’associations observées entre régions géno-
miques. Pour cela, on utilise le génome pour les deux axes de la matrice, en le segmentant en
intervalles (ou bins) afin de former une grille, dont la largeur de maille définit la résolution de
I’analyse : plus les bins sont petits, plus la granularité est fine et la résolution élevée. Chaque
élément de la matrice contient le nombre de paires de lectures associant les deux intervalles

génomiques correspondants, que 1'on peut représenter par une carte d’interactions comme en
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Fig. 3.8. A partir des mémes données de séquengage on peut utiliser plusieurs tailles de bins
pour produire des matrices et donc des cartes de différentes résolutions, sachant que les réso-
lutions fines demandent beaucoup de lectures et donc de grandes profondeurs de séquencage

pour étre informatives.

r

e el

T Wy

R - FIGURE 3.9 — Carte Hi-C tout génome & 500
Kb de résolution, réalisée a partir d’échan-
tillons de muscle porcin a 90 jours de déve-
loppement, avec les chromosome alignés en
FIGURE 3.8 — Carte Hi-C représentant  has de gauche a droite (de 1 a 18 auto-
les interactions entre régions de 500 Kb somes). Les territoires chromosomiques contri-
du chromosome 1 dans un échantillon de  hyent a la prévalence des interactions intra-
foie porcin (Foissac et al. 2019a). chromosomes (Marti-Marimon et al. 2021).

Quelques propriétés générales des matrices Hi-C (Fig. 3.8) :
e la matrice est symétrique, car les interactions ne sont pas orientées. Il est d’ailleurs courant
de n’en représenter qu’une moitié, sous la forme d’un triangle isocéle dont la base est la

diagonale de la matrice (Fig. 3.9).

e la plupart du signal est concentré le long de la diagonale, car les régions adjacentes le long

du génome sont forcément proches en 3D : la distance linéaire borne la distance spatiale.

e globalement, I'intensité du signal diminue en s’éloignant de la diagonale, faisant de la

distance génomique le déterminant principal du nombre d’interactions.

e les matrices sont souvent creuses (sparse), avec une majorité de comptages nuls ou cor-

respondant & du bruit de fond, et ce d’autant plus que la résolution est fine.

Les structures identifiables

Quatre principaux types de structure chromatinienne se distinguent dans les données Hi-C,
a différents niveaux d’échelle (Fig. 3.10) (Bonev et al. 2016 ; Mota-Gomez et al. 2019 ; Oudelaar
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et al. 2020).
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FIGURE 3.10 — Structures typiques de la chromatine & différents niveaux d’échelle. De
gauche a droite : territoires chromosomiques, compartiments chromatiniens, domaines to-
pologiques (TADs) et boucles de chromatine. Source : Mota-Goémez et al. 2019.
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e Les territoires chromosomiques. Dans les cartes Hi-C représentant le génome entier,

les chromosomes délimitent typiquement des blocs visibles d’interactions plus fréquentes
en leur sein (Fig. 3.9). La proportion d’interactions intra-chromosomiques varie en fonction

de l'espéce, du tissu et des facteurs expérimentaux.

e Les compartiments chromatiniens. Deux principaux types complémentaires de profil

d’interactions semblent émerger par position génomique, formant parfois des bandes ré-
guliéres alternant des régions de fortes et faibles valeurs. L’alternance et le contraste entre
ces bandes forment des motifs de damier, particuliérement visibles si ’on retire I'effet de
la distance génomique sur les valeurs par une normalisation dite observed/ezpected qui
prend en compte 1’éloignement par rapport a la diagonale (Fig. 3.10 et 3.12). Ces deux
types de profil segmentent le génome de fagon bipartite en délimitant des compartiments
dont la taille atteint I'ordre du Mb. Ces compartiments traduisent une séparation de
phase physique de la chromatine qui peut se trouver dans deux état principaux : com-
partiment “A” pour la chromatine plutét ouverte, accessible et active en transcription,

et compartiment “B” pour la chromatine plus compacte et moins transcrite globalement
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(Fig. 3.10).

e Les TADs (Topologically Associating Domains). Les TADs sont des régions du
génome au sein desquelles les interactions sont plus fréquentes que vers l'extérieur. Avec
des tailles variant entre le Kb et le Mb;, ils forment des carrés visibles le long de la diagonale
de cartes Hi-C entiéres, et des triangles a la base de cartes triangulaires (Fig. 3.10 et
3.11). Délimités par des frontiéres riches en sites de fixation de la protéine CTCF, ils
hébergent d’importantes relations de régulation d’expression génique entre activateurs et

promoteurs.

e Les boucles de chromatine. Certains mécanismes nécessitent la proximité physique de
deux positions génomiques distantes linéairement. Par exemple, la transcription d’un géne
peut étre déclenchée par le rapprochement entre son promoteur et un site de régulation
sur lequel est fixé un facteur de transcription (Fig. 3.10). Un tel rapprochement de régions
précises, appelé boucle, peut se détecter sur des cartes a résolution fine (idéalement de

I'ordre du Kb par bin) par une tache locale en dehors de la diagonale (Fig. 3.10 et 3.13).
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FIGURE 3.11 — Annotation de domaines topologiques TADs prédits sur des données Hi-C

obtenues a partir d’échantillons de muscle porcin a deux stades de développement (90 jours

et 110 jours post-fertilisation), avec trois répliques biologiques par stade. Haut : cartes Hi-

C, chromosome 1, région (165-200 Mb). Bas : prédictions de TADs pour chaque échantillon.

Les TADs (bas) correspondent généralement aux triangles (haut). Source : Marti-Marimon
S et al. 2021.

Pour chacun de ces types de structure (sauf les territoires chromosomaux qui sont évidents)
des méthodes et outils logiciels ont été développés pour permettre leur détection a partir de
données Hi-C, avec plus ou moins de succés (Dali et al. 2017; Zufferey et al. 2018 ; Marti-
Marimon et al. 2021 ; Liu et al. 2023).
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e N
C Chr17 |
-
—
665 L1 L2 L3 68Mb
FIGURE 3.12 — Compartimentation visible de la chro-
matine dans les données Hi-C. Gauche : carte Hi-C FIGURE 3.13 — Boucle de
non normalisée de foie porcin, chromosome 1, résolu- chromatine visible sur des
tion 500 Kb. Droite : matrice normalisée par la dis- données Hi-C humaines (li-
tance linéaire pour atténuer l'effet de la diagonale (0b- gnée cellulaire GM12878, ré-
served/expected). L’alternance de régions complémen- solution 5 Kb), la tache fon-
taires indique les transitions entre compartiments “A” cée indiquant un rapproche-
et “B”. Source : Foissac et al. 2019a. ment entre les positions L1 et
L2. Source : Rao et al. 2014. y

Application aux génomes animaux

La problématique de la structure chromatinienne ayant été abordée lors du projet ENCODE
humain, c¢’est assez naturellement que, suite & mon intégration a '’INRAE, j’ai souhaité apporter
cette nouvelle dimension a l’annotation des génomes animaux. En particulier, lors du montage
du projet pilote FR-AgENCODE en 2014 pour I'annotation de quatre espéces (porc, poule,
vache et chévre), nous avons intégré un volet de caractérisation structurale par Hi-C, bien que
le nombre de laboratoires réalisant ce type d’expérience dans le monde se comptait sur les doigts
de la main a I’époque. C’est donc dans le cadre de ce projet qu’ont été réalisées les premiéres
expériences Hi-C a 'INRAE, expériences qui se font désormais en routine a la plateforme de
séquencage. Ces travaux ont permis la premiére caractérisation de la structure 3D du génome
de ces espéces dans le cadre du consortium international FAANG (Foissac et al. 2019a).

Puis, dans le cadre de la premiére thése que j’ai co-encadrée a 'INRAE (2016-2019), nous
avons entrepris d’apporter une dimension “tout-génome” a la caractérisation d’interactions 3D
par des expériences Hi-C sur des échantillons de muscle foetal porcin. Ces travaux ont apporté
de nouvelles connaissances sur le role de la conformation chromatinienne pendant la matura-
tion, étape du développement embryonnaire porcin qui joue un roéle critique dans la mortalité
néonatale des porcelets (Marti-Marimon et al. 2021). Cette étude a également permis de lancer

une dynamique d’animation scientifique autour du théme de la génomique 3D, notamment par
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le biais d’'un réseau de collaborations interdisciplinaire encore actif a ce jour °.

c. Vers I’analyse différentielle de données Hi-C

Afin d’identifier les liens entre structure et fonction du génome, une approche classique
consiste & comparer les structures présentes dans des échantillons cellulaires venant de groupes
qui différent par un facteur d’intérét : tissu d’origine, état de santé, condition expérimentale,
etc. L’objectif est d’associer a ce facteur une différence significative de conformation de la
chromatine, comme on le fait dans le cas des analyses différentielles d’expression génique par
exemple. La particularité ici est la méme que pour les méthodes de détection : elles différent en
fonction du type de structure considéré. Autre distinction majeure : alors que de nombreuses
méthodes et outils existent pour I’analyse différentielle de données RNA-seq par exemple, ce
n’est pas le cas pour 'Hi-C, méthode plus récente et surtout plus onéreuse. En effet, du fait
de la nature matricielle des interactions, le nombre de lectures & séquencer pour atteindre
une résolution donnée augmente globalement avec le carré de celle-ci. Il en résulte un nombre
généralement trés faible de répliques expérimentales réalisées par condition, la plupart des
études se limitant a des duplicats, souvent fusionnés d’ailleurs pour maximiser la résolution de
I’analyse. Dés lors, tant le besoin que la possibilité de méthodes statistiquement pertinentes ont
longtemps manqué. Pour autant, la réduction constante du cotit de séquencage fait évoluer la
situation, ouvrant la voie au développement et a I'utilisation de méthodes adaptées.

Ainsi, par le biais de collaborations interdisciplinaires, je me suis investi ces derniéres années
dans le développement de méthodes différentielles a deux niveaux d’échelle essentiellement : au

niveau des TADs et des compartiments de la chromatine.

Projet Treediff

L’objectif du projet est d’identifier des différences de structure 3D du génome entre deux
groupes d’échantillons cellulaires & partir de matrices Hi-C les caractérisant. En bref, la premiére
version de la méthode réalise un clustering hiérarchique des éléments de la diagonale pour
transformer chaque matrice en un arbre. Un test statistique faisant intervenir les distances
entre paires de feuilles —distances cophénétiques— et une agrégation de p-valeurs permet ensuite
de statuer sur 1’égalité entre groupes d’un sous-arbre donné.

La méthode, abordée lors d'une précédente thése que j’ai co-encadrée (Randriamihamison
2021), a fait 'objet d'un stage M2, d'un package R!!, d’une publication (Neuvial et al. 2024),

et d’'une nouvelle thése en cours pour laquelle je suis déclaré comme encadrant principal 2.

10. Assez joliment nommé Chrocogen
11. TreeDiff : https://cran.r-project.org/web/packages/treediff /index.html
12. afin de m’obliger & enfin passer 'HDR.
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Projet HICDOC

Le projet HICDOC vise a détecter les compartiments A et B de la chromatine dans des
échantillons pour lesquels on dispose de matrices Hi-C. Il s’agit en particulier de développer
une méthode d’analyse comparative qui permette de détecter des différences significatives de
compartimentation entre groupes de matrices avec répliques.

Contrairement a la plupart des autres outils qui utilisent la méthode classique de la PCA
(Principal Component Analysis) pour détecter les compartiments, comme initialement pro-
posé par Lieberman-Aiden et al. 2009, HICDOC adopte une approche originale basée sur du
clustering des régions génomiques par k-means contraint, prenant en compte les répliques de
chaque condition. La méthode fait I'objet d'un package R Bioconductor® et d'un article en

préparation.

3.3 Perspectives

a. Vers 'annotation fonctionnelle, translationnelle et régulationnelle

La plupart de I'annotation réalisée dans le cadre de mes activités de recherche a consisté
a analyse de données omiques pour réaliser une cartographie d’éléments génomiques d’inté-
rét. Il s’agit cependant d'un processus principalement unidirectionnel, incomplet, statique et

descriptif.

e Unidirectionnel car si les connaissances apportées par les découvertes successives de nou-
veaux mécanismes moléculaires servent réguliérement a alimenter les processus d’annota-
tion par la création de nouveaux pipelines ou par 'amélioration d’existants, I’annotation

en soi n’apporte que trop rarement de nouvelles connaissances biologiques.

e Incomplet car méme en comptant sur la coordination internationale et une réduction
constante du colt de séquencage, on peut difficilement imaginer que ’annotation des
animaux d’élevage bénéficie pour chaque génome d’un investissement comparable a celui
qui est fait pour ’homme. Il n’y aura pas I’équivalent d’un projet ENCODE pour chaque

espece.

e Statique et descriptif car si la multiplication des couches d’annotation (omiques mesurées,
cellules ciblées, conditions expérimentales. ..) peut permettre la construction de réseaux
de génes ou régulateurs, seules des corrélations peuvent en émerger, sans apporter de lien

de causalité.

13. https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html /HiCDOC.html
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Dans la continuité de mes travaux passés et en cours, une voie de recherche que je sou-
haite explorer pour dépasser ces limitations consiste a utiliser les annotations produites pour

développer une approche intégrative multi-omiques et multi-espéces visant deux objectifs :

1. Inférer des annotations afin de compléter d’inévitables données manquantes sur certains
échantillons, types cellulaires et espéces qui ne font pas 'objet d’expériences omiques. En
effet, le transfert d’annotation entre tissus, espéces et types de données omiques est un
enjeu majeur pour ’avenir de la génomique animale. Le développement d’approches de
type machine learning représente une piste prioritaire pour la prédiction d’annotations.
Les modéles d’intelligence artificielle évoluant, la possibilité additionnelle de récupérer des
informations biologiques pertinentes capturées pendant la phase d’apprentissage ouvre
des perspectives intéressantes de valoriser les résultats en complétant le prédictif par de

I’explicatif.

2. Utiliser les annotations pour produire de la connaissance sur les mécanismes molécu-
laires biologiques a I'oeuvre dans les cellules. L’objectif est de modéliser les réseaux de
régulation d’expression génique afin de proposer des hypothéses de relations régulatrices
et des régions candidates a tester de facon expérimentale dans des systémes cellulaires
rapporteurs. Les avancées technologiques tels que ’édition de génome et la culture d’or-
ganoides offrent des possibilités considérables pour passer d’une position d’observation et
de description de l'organisation du génome a une position plus active ot 'on teste expéri-
mentalement son fonctionnement, révélant des relations de causalité dans les mécanismes
a l'oeuvre. L’annotation informe sur 'anatomie du génome, la génomique fonctionnelle

sur sa physiologie.

Ainsi, & partir des annotations produites par la communauté, il serait possible de les com-
pléter, d’en tirer de I'information biologique sur les éléments explicatifs, de proposer des re-
lations fonctionnelles candidates a tester et, idéalement, de permettre d’intégrer les résultats
expérimentaux pour améliorer les modéles et alimenter des échanges entre modélisation et ex-
périmentation.

En termes de moyens, le contexte local est particuliérement favorable au développement
de ces approches. En effet, la restructuration de notre unité m’a justement permis de mon-
ter une nouvelle équipe sur la base du projet combinant la multi-omiques multi-espéces pour
améliorer la connaissance des mécanismes moléculaires responsables de la régulation de 'ex-
pression génique animale. Aprés avoir ainsi créé I’équipe REGLISS (R Egulatory Genomics for
Llvestock SpecieS) ', j’ai pris la responsabilité du nouveau Pole de Génomique Structurale et

Fonctionnelle, qui a la charge de la prospective scientifique des trois équipes qui le composent.

14. Le nom initialement proposé de GEnétique MoLEculaire et Cellulaire de I’'EXpression (GEMLECEX)
fut abandonné pour des raisons de phonétique.
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Ce role d’animateur scientifique encourage les échanges entre collégues d’expertises et de com-
pétences diverses, ce qui résonne particuliérement avec mon enthousiasme et mon gott pour la

transdisciplinarité.

b. Méthodes d’analyse de données de génomique 3D

Dans le domaine de la génomique 3D les thémes de recherche a développer ne manquent
pas. Ma priorité se porte sur la poursuite des approches comparatives pour la détection de
différences significatives de structure 3D entre groupes d’échantillons. L’objectif est en premier
lieu de finaliser les travaux sur les différents niveaux d’échelle abordés (projets TreeDiff et
HiCDOC en particulier).

Dans un second temps, il s’agira simplement de profiter des progrés réalisés sur les as-
pects méthodologiques pour les appliquer aux animaux d’intérét agronomiques, en profitant
des données produites dans le contexte du consortium international FAANG (Functional An-
notation of ANimal Genomes). Dans ce domaine également 1’approche multi-espéces représente
un potentiel intéressant pour apporter une dimension évolutive a I'exploration des mécanismes
moléculaires responsables de la relation entre structure et fonction des génomes. Les approches
de génomique fonctionnelle mentionnées ci-dessus ouvrent des pistes de recherche pour aborder
les aspects de causalité a ’ccuvre dans ces liens structure-fonction.

En termes de moyens, ce théme bénéficie d’'une dynamique tout a fait réjouissante. Le
sympathique réseau Chrocogen que j’ai la chance d’animer offre un cadre propice d’échange,
de discussion et de collaboration entre scientifiques d’expertises et affiliations tres diverses.
J’encourage d’ailleurs toute personne intéressée a visiter notre page Chrocogen pour consulter

le programme et s’inscrire a la chrocoliste de diffusion pour s’informer des prochains chrocotalks.

3.4 Productions scientifiques

FICHE SYNTHETIQUE

e Total publication : 31 peer-reviewed articles, 3 chapitres de livres.

e Authorship : 7 articles signés en (co-)premier auteur, 3 en dernier ou corresponding

auteur (les 3 dans les cing derniéres années).
e Domaine : essentiellement biologie (moléculaire/cellulaire) et bioinformatique.

e Journaux les plus fréquents : 4 articles dans Nature, 2 dans Cell, Nucleic Acids
Research, Scientific Reports, Frontiers in Genetics, PLoS ONE, 1 dans Nature Methods,
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Genome Research, PLoS Computational Biology, BMC Biology, etc.

e Liens et accés pdf : http://genoweb.toulouse.inra.fr/ ~sfoissac/website /publications.html.

a. Articles publiés dans des revues internationales a comité de lecture
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HH, Clarke L, Couldrey C et al. (2015). “Coordinated international action to accelerate
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In : Genome Biology 16.1, p. 1-6. 1SSN : 1474760X. DOI : 10.1186/s13059-015-0622-4.

Bonnet A, Cabau C, Bouchez O, Sarry J, Marsaud N, Foissac S, Woloszyn F, Mulsant P et
Mandon-Pepin B (2013). “An overview of gene expression dynamics during early ovarian
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Genomics 14.1, p. 1-19. 1SSN : 14712164. DOI : 10.1186/1471-2164-14-904.

David SA, Mersch M, Foissac S, Collin A, Pitel F et Coustham V (2017). “Genome-wide
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PM (2010). “Comprehensive polyadenylation site maps in yeast and human reveal pervasive
alternative polyadenylation”. In : Cell 143.6, p. 1018-1029. 1SSN : 00928674. DOI : 10.1016/
j.cell.2010.11.020.

Piqué M, Lopez JM, Foissac S, Guigd R et Méndez R (2008). “A Combinatorial Code for
CPE-Mediated Translational Control”. In : Cell 132.3, p. 434-448. 1SSN : 00928674. DOI :
10.1016/j.cell.2007.12.038.

Rubio-Pena K, Fontrodona L, Aristizabal-Corrales D, Torres S, Cornes E, Garcia-Rodriguez
FJ, Serrat X, Gonzalez-Knowles D, Foissac S, Porta-De-La-Riva M et al. (2015). “Modeling
of autosomal-dominant retinitis pigmentosa in Caenorhabditis elegans uncovers a nexus bet-
ween global impaired functioning of certain splicing factors and cell type-specific apoptosis”.
In : RNA 21.12, p. 2119-2131. 18SN : 14699001. poI1 : 10.1261/rna.053397.115.
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Sammeth M, Foissac S et Guig6 R (2008). “A general definition and nomenclature for alternative
splicing events”. In : PLoS Computational Biology 4.8, e1000147. 1SSN : 1553734X. DOI :
10.1371 /journal.pcbi.1000147.

The ENCODE Project Consortium (2007). “Identification and analysis of functional elements in
1% of the human genome by the ENCODE pilot project”. In : Nature 447.7146, p. 799-816.
ISSN : 0028-0836. DOI : 10.1038 /nature0587.

— (2012). “An integrated encyclopedia of DNA elements in the human genome”. In : Nature
489.7414, p. 57-74. 1SSN : 14764687. DOI : 10.1038 /naturel1247.

b. Chapitres d’ouvrage

Djebali S, Wucher V, Foissac S, Hitte C, Corre E et Derrien T (2017). “Bioinformatics pipeline
for transcriptome sequencing analysis”. In : Methods in Molecular Biology. T. 1468. Springer
Protocols, p. 201-219. DOI : 10.1007/978-1-4939-4035-6 _ 14.

Foissac S et Sammeth M (2015). “Analysis of alternative splicing events in custom gene datasets
by AStalavista”. In : Methods in Molecular Biology. T. 1269. Springer Protocols, p. 379-392.
DOI : 10.1007/978-1-4939-2291-8 24.

Neuvial P, Foissac S et Vialaneix N (2023). “Comprendre 'organisation spatiale de 'ADN &
I’aide de la statistique”. In : L’Interdisciplinarité. T. 1. CNRS Editions, p. 172-179.

c. Communications dans des conférences

Quelques exemples de communications orales et/ou poster.

Acloque H, Harrison P, Lakhal W, Martin F, Archibald A, Beinat M, Davey M, Djebali S, Fois-
sac S, Guizard S et al. (2022). “Extensive functional genomics information from early deve-
lopmental time points for pig and chicken (Talk)”. In : Proceedings of 12th World Congress on
Genetics Applied to Livestock Production (WCGALP). Wageningen Academic Publishers,
p. 2281-2284. DOI : 10.3920/978-90-8686-940-4  550.

Degalez F et al. (2023). “A IncRNA gene-enriched atlas for GRCg7b chicken genome and its
functional annotation across 47 tissues (Poster)”. In : ISAG. Cape Town, South Africa.
Djebali S, Foissac S, Vialaneix N, Munyard K, Rau A, Faraut T, Lagarrigue S, Acloque H et
Giuffra E (2019). “Chromatin accessibility conservation across four livestock species (Talk)”.
In : Inproceedings of the International Society for Animal Genetics (ISAG 2019) (7-12 juill.

2019). Llieda, Spain.
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Foissac S (2019). “Functional annotation of livestock genomes : chromatin structure and regu-
lation of gene expression (Invited talk)”. In : Journal of Animal Science (Proceedings of the
ASAS/ASDS Midwest Joint Meeting). T. 97. Suppl. 2. Omaha, NE, USA, p. 15-16. DOI :
10.1093/jas/skz122.028.

— (2022). “TAGADA : Transcripts and Genes Assembly, Deconvolution, Analysis; a Nextflow
pipeline to improve genome annotations with RNA-seq data (Invited talk)”. In : PRBB-
CRG. Barcelona, Catalunya.

Foissac S, Djebali S, Vialaneix N, Zytnicki M, Rau A, Lagarrigue S, Acloque H et Giuffra
E (2019b). “Multi-level conservation of chromosome conformation across livestock species
reveals evolutionary links between genome structure and function (Talk)”. In : Inproceedings
of the International Society for Animal Genetics (ISAG 2019) (7-12 juill. 2019). Llieda,
Spain.

Kurylo C, Maigné E, Foissac S et Zytnicki M (2023b). “Prediction and differential analysis of
chromatin compartments from Hi-C data (Poster)”. In : ISMB/ECCB. Lyon, France.

Lahbib-Mansais Y, Marti-Marimon M, Vialaneix N, Foissac S, Bouissou-Matet M et Liaubet L
(2019). “Organisation nucléaire et expression génique lors du développement chez le porc”.
In : Séminaire du réseau EpiPHASE (26-27 juin 2019). Castanet-Tolosan, France.

Randriamihamison N, Chavent M, Foissac S, Vialaneix N et Neuvial P (2020). “Classification
ascendante hiérarchique sous contrainte de contigiiité pour I’analyse différentielle de données

Hi-C”. In : Journées de Statistique de la SFdS (volume exceptionnel).

d. Jeux de données

Je travaille le plus possible dans un esprit de science ouverte, dans le cadre de projets qui
produisent des données de type FAIR. Pour les données omiques, le principe est de rendre les
séquences publiques au plus tot aprés séquencage, avec comme seule restriction d'usage de ne
pas publier avant le groupe producteur des données.

Par exemple, les données produites dans le cadre du projet GENE-SWitCH sont dépo-
sées dans des registres publics structurés, riches en métadonnées, accessibles sur le portail du

FAANG Data Center a TEMBL/EBI :

e Séquences : https://data.faang.org/dataset?standard=FAANG&project =
GENE-SWitCH.

e Résultats d’analyse : https://data.faang.org/analysis?standard=FAANG&project=
GENE-SWitCH.

Pour plus d’information sur la politique FAIR de données du consortium FAANG
https://www.faang.org/data-share-principle et https://data.faang.org/home.
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J’utilise également des ressources nationales au besoin, comme par exemple le repository

INRAE Omics Dataverse, hébergé par recherche.data.gouv.fr :

e Companion dataverse pour “Major reorganization of chromosome conformation during
muscle development in pig” : https://doi.org/10.15454/ DOMEHB

e Companion dataverse pour “TAGADA : a scalable pipeline to improve genome annotations
with RNA-seq data™ : https://doi.org/10.57745/3UGLXW

Ces dépots “dataverse” diffusent en libre acces (FAIR) des informations liées & un projet
et/ou une publication : données de type Supplementary Files ou ne pouvant étre hébergées
par I’éditeur, lien vers toutes les données relatives au projet (séquences, métadata, résultats),

preprint éventuel de I'article, scripts non disponibles ailleurs, etc.

Eventuellement, d’autres informations peuvent étre mises a disposition par d’autres canaux,

comme par exemple par le site fragencode https://www.fragencode.org/.

e. Logiciels

En terme de développement logiciel, mes contributions ont considérablement évolué au cours
de ma carriére. Pendant ma thése il y a vingt ans, j’ai beaucoup contribué au code du logiciel
EuGéne (http://eugene.toulouse.inra.fr/). Depuis, mes contributions relévent de deux formes :
soit le modelage artisanal de scripts “a I’ancienne” parfois monolignes et souvent peu mon-
trables pour les analyses exploratoires (bash, awk, perl), soit en accompagnant ou supervisant
le développement de logiciels codés par des personnes plus compétentes que moi. Mis a part
mon passage dans le privé, ol j'étais devenu responsable de plusieurs produits logiciels com-
merciaux, je ne me suis impliqué que dans des productions open-source. En particulier, depuis
mon recrutement & 'INRAE, j’ai contribué au développements de plusieurs logiciels d’analyse

de données omiques :

e TAGADA : un logiciel d’analyse de données RNA-seq pour 'annotation génomique sous
forme d’un pipeline open source encapsulé (Kurylo et al. 2023a). https://github.com/
FAANG /analysis-TAGADA#readme

e HICDOC : un package Bioconductor (R) pour I'analyse de données de génomique 3D de
type Hi-C visant a identifier des différences significatives de compartimentation chromati-
nienne entre conditions biologiques d’intérét. https://bioconductor.org/packages/release/

bioc/html/HiCDOC html

e TREEDIFF : un package R du CRAN pour l'analyse de données de génomique 3D de

type Hi-C visant & détecter des différences significatives entre groupes de dendrogrammes
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associés a des conditions biologiques d’intérét. https://cran.r-project.org/web /packages/
treediff /index.html
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incluso lo poco que pudo aprender de espanol o de motivos CPE en 3’'UTR, y por los
preciosos momentos contigo. Espero ver a tu sonrisa otra vez algun dia. Thanks to Colin

and Rory for the GAE musketeers hiking trips with Julien and me, although there is less
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j'aurais pu arriver sans toi (FR-AgENCODE et pig3Dgenome par exemple). Merci donc

par exemple pour les analyses de données, les conseils experts en analyse de données, les
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explications de méthodes, les rédactions/relectures (articles, dossiers, formulaires, etc),
I’assistance technique, les co-encadrements, le sauvetage en procédures administratives
insurmontables pour moi, la gestion de deadlines, le suivi des démarches, les relances
d’emails, les chrocotalks, la contribution & l’essor de la dynamique Hi-C (aspects métho-
dos et autres), I'aide sur cette HDR méme (les encouragements sans pression, les astuces
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les difficultés. Merci aux collégues qui se sont attribué la conception et 'implémentation
du “FRAGENCODE project” (que j’ai pourtant co-monté et co-piloté) dans article va-
lorisant son volet ressources tissulaires sans m’avoir ni cité ni méme informé, pour ce

que cette ommission révéle d’une part, et, par contraste, pour la belle mise en valeur
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des qualités professionnelles et humaines des autres collégues avec qui j’ai la chance de

travailler.

En poursuivant dans ’annotation, merci Cervin pour ta venue salvatrice dans GENE-
SWitCH, cruciale pour la thématique, et fort agréable de surcroit. Un vrai plaisir de
bosser et échanger avec toi. Dans le méme style, merci Cyril pour ta contribution sur
TAGADA. Thanks to the FAANG collaborators : to Alan for taking over WP2 (and for
bearing with my humour) to the WUR folks for the great collaborations across time (Ole,
Jani, Martijn, Martien, Richard etc), and to the others from Roslin/EBI/etc (Sebastien,
Fergal, Chris, Alex, Peter, Dan, etc).

Merci a I’équipe “Cyto”, avec Martine pour le co-encadrement, Yvette pour la collaboration
sur pigdDgenome. Maria, merci pour ton boulot, ton entrain, tes idées et ta sympathie,
qui ont rendu trés positive cette premiére expérience d’encadrement de thése. Je suis
content de notre papier Hi-C (que j’ai eu la bonne surprise de voir cité par un co-reviewer
anonyme comme exemple & suivre dans la review d'un autre papier!), sans lequel je
n’aurais considéré I’'HDR. Je me réjouis a 'idée de prolonger la collaboration avec Alain,
Thomas, Anne-Laure — décidément, quelle chance on a avec les nouvelles recrues depuis

quelques années! — et les autres de la nouvelle équipe.

Toujours sur la thématique Hi-C, merci encore Nath, Matthias, Cyril et Sarah, et merci
Pierre, renfort déterminant pour la dynamique et le groupe. Pierre, merci pour ta contri-
bution en termes méthodos et humains. Merci de partager mon gotit pour les mauvais
jeux de mots et autres blagues pathétiques plus ou moins geek — en plus, le fait que
Nath les anticipe de plus en plus n’implique pas qu’elle les apprécie de moins en moins.
Merci Elise M. pour ton boulot magistral sur HICDOC. Pour “treediff”, merci Marie et
les divers stagiaires/doctorant-es, en particulier Elise J. que je remercie pour son énergie
et ses nombreuses qualités, tout en lui souhaitant une thése merveilleuse! Enfin, merci
aux chrocollégues de la chrocoliste pour les chrocotalks, avec en particulier (toujours et
encore) Nath, Matthias, Sarah et Pierre pour la plupart du journal club, mais aussi Ma-
rion, Raf, Vincent, Soléne, Sophie, Thibaut, Anne-Laure, Anouk (merci pour le stage!),
Laurence, Alain, Nicolas, Thomas, Annie, Elodie, Guillaume, Hervé, Pascal et les autres

pour les chrocoparticipations.

Pitou! Un gros merci & toi pour tout! Merci pour tout ce que tu fais résonner en moi,
avec ton attitude positive, ton enthousiasme (“C’est génial!”) et ton esprit scientifique.
Merci d’étre source d’inspiration, altruiste et modeste avec ¢a. Merci pour les “clic-clic”,
ton indulgence pendant le confinement, les contributions avec Sophie et les autres aux
traditionnelles chansons du LGC, et merci d’avoir bien géré cette expérience hallucinante

de co-encadrement finalement riche en anecdotes!
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Sur le théeme de 'épigénétique, merci aussi Céline et Gaélle pour le renfort sur les analyses
de méthylation. Sur le theme du “single-cell”, merci Pierre, Nath et les autres membres de
Ddisc, et Hervé, Cyril, Adrien, Jérome pour plusdpigs. Jérome, merci pour les échanges

agréables sur 4 ans malgré le tout distanciel.

Revenons & GenPhySE : en premier lieu merci aux membres de la nouvelle équipe RE-
GLISS d’avoir accepté de faire partie de I'aventure et pour m’avoir soutenu lors du mon-
tage. Merci donc Agnes, Annie, Carine, Cervin, Guillaume, Laure, Laurence, Mireille,
Sabrina, et les plus jeunes. Merci Guillaume d’avoir accepté d’en prendre la direction, et

de le faire si bien.

Merci aux collégues qui m’ont filé des coups de main. Parmi les plus sollicité-es toujours
pas cité-es, mention spéciale aux gestionnaires budget /mission/rh (Manuela, Valérie, Ca-
therine, Florence, Nancy, Evelyne), au support genotoul (Marie-Stéphane, Didier), aux
mousquetaires sigenae (Cédric, Philippe, Patrice), aux “plagistes” de la désormais voisine
plateforme de séquengage (Diane, Jérome, Cécile, Claire). Merci aux autres qui m’ont
aidé.

Merci a toutes celles et ceux qui aident aussi a rendre le lieu de travail agréable et convi-
vial, par leurs sourires, rires, blagues, retours sympas aprés les miennes, et par la culture
de l'esprit Bisounours du LGC. Pour la bonne humeur et les discussions (parfois emballées
et/ou mémorables) au café ou a table, merci — en vrac et en partie — & Carine, Cervin,
Thomas, Pierre, Nath “McFly”, Christelle, David, Bertrand, Sonia, Alain, Kamila, Tibo,
Anne-Laure, Pitou, Sophie, Katia, Gwen, Stéphane, Laurence, Laure, Manu, Lisa, Elisa,
Elise, Julien, Julie, Juliette, Florence, Guillaume, Maguy, Florent, Nathalie, Valérie, Cé-
cile, Yann, Eddie, les jeunes (stagiaires, doctorant-es) trop nombreux-ses pour faire la
liste, les gens que j’ai oubliés et les autres fréquentant moins le patio. Merci aussi aux
voisins MIAT ou LIPME pour les interactions sympas quand je les croise (Régis, Tho-
mas, Céline, Jérome, Ludo). Merci aux inconditionnels de 'extérieur pour la compagnie

pendant les repas dehors.

Merci aux collégues contribuant aux fonctions collectives de I'unité, de 'animation scien-
tifique & la qualité, aux membres du CS, du CODIR, de ZT, aux IP et aux AP. Merci celles
et ceux qui s’occupent du café, des ordis, qui prennent soin du matériel et des espaces
partagés. Au niveau du centre, merci les ADASsien-nes (Jérome, Maguy, Christelle et les
autres, du bureau ou responsables d’activités, avec une mention spéciale & Alice, Sophie
et Tiphaine pour la gestion de I'escalade), les AUC-COOP, 'atelier vélo (Gérald, Céline
et les autres). Merci aux camarades de la section locale (David, Patinet, Didier, Mat-
thias, Guillaume, Michel, MS pour n’en citer qu'une partie), aux RP de la CAPCR (en
particulier Sandra, Martine, Rémi, Anne-Marie et Elodie), a certain-es RA (dont Akiko
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et Geneviéve) et a son ancien président (Laurent). Merci aux collégues engagé-es et/ou
impliqué-es dans les instances (CHSCT/F3SCT, CSS, etc), et a celles et eux qui luttent
pour préserver une fonction publique de qualité malgré la constante détérioration de la

situation depuis des années. On lache rien!

Merci & mes ami-es. Mention spéciale aux plus anciens, forcément plus méritants, avec en

particulier mes cousins “pas-vraiment-cousins” Lalaina et Guillaume et leur famille (Val,

Marléne, Djai), “saladu” JB (“et ouais con!”) et mes proches de Barcelone et de coeur
) )

Julien, Christoforos et Pauline.

Merci aux grimpeuses et aux grimpeurs pour les bons moments partagés, soit principa-
lement en salle (Alice, Alain, Sophie, Tiphaine, Tristan, Caleb, Victor, Tristan, Greg et
les autres) soit principalement ailleurs : en falaise, en terrasse, au bar, au dernier p’tit
pichet, au resto, au barbecue, a la coloc Cazeneuve, en bivouac, autour d’un feu, derriére
une guitare, devant une scéne, sur la scéne, derriére un micro, dans une cave a rock, en
camping plus ou moins sauvage, en guinguette plus ou moins éphémeére, en camion plus
ou moins tagué, sur le canal du midi, en accident de péniche, en route vers Brest a 5
dans une clio, & Tournefeuille, & Muret, vers Montsaunes, a Pessoulens, rue Pargaminiére,
place St Pierre, aux Carmes, a St Michel, chez moi, en retard, a la bonne franquette, a la
belle étoile, en Bretagne, & Lyon, a Naples, en Ariége, a la Clape, dans le Lot — "le plus
beau département du monde!!!” — en riviére, en kayak, en brunch du samedimanche,
devant du rugby, en réveillon, en déménagement, en crémaillére, en Evasion, en raclette,
en fondue, en tristitude, dans le Béarn, dans le Gers, en sauvetage du Bastion a Lectoure,
sous une table, dedans aprés la fermeture, a Paris par hasard (plus en gare que su’l’pont
des Arts), au bord ou dans un lac, en grosse flemme, en crise d’ail, sur une plage, en
rando dans les Pyrénées, entre Bor et Bar, en pleine nuit (une siréne), au bout de la
Terre, au pays des merveilles, en folklore québécois, en moule, en téte, en dévers, sur la
méme corde, sur la méme paroi, sous la méme tente, dans le méme lit, en cachette, en
réve, en vrac, en vadrouille, en fous rires, en larmes. Pour tout ¢a, merci Adrien, David,
Clarisse, Anne, Céline, Yoann, Léa, Vana, Marie, Marion, Maud, Thomas, Anne-Laure,

David et les autres.

Merci enfin au “nouveau” quartier (Nath, Marie, Van, Tophe, Alexis, Carine, Sylvaine,
Alain, Alex, Noslen, Pierre, Matthias, Jordane) pour les afterworks, cinés, quiz, jeux,
soirées. Merci plus loin, que ce soit Pessac (Patricia, Thierry), Berlin (Barbara, Hilmar)

ou du coté de Layrisse (Barou, Michel et Dominique, Colette, Giselle, Eléa, etc).

Merci enfin & ma famille.

Merci & ma famille du Québec pour l'accueil (“un p’tit café avant de partir 7”), et les bons

moments, en particulier a Lise, Marcel, Gisou, Angele, Muguette, Pascal, Katia, Karine.
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Merci & mon frérot d’amour (“Youhou frérot !”) et & mes parents chéris pour le bonheur,
le soutien, le respect, 'amour. TRZ & Mo+, je n’arriverai jamais & exprimer & quel point
je vous suis reconnaissant pour tout ce que j’ai vécu et que je vis encore de positif grace
a vous. Sachez que je suis toujours conscient de la chance incroyable et exceptionnelle de
vous avoir. La science a beau tenir une place importante dans ma vie, je sais que la magie

existe : je la retrouve a chaque passage aux Bourdettes.

Pour terminer, merci a toi, lectrice, lecteur, pour ton temps et ton attention. J’espére que
tu as passé un agréable moment.

Du bonheur, la bise et a bientot !
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