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ChIP-seq 

Illumina 

TranscripAon	
  
factor	
  of	
  
interest	
  (or	
  
histone	
  
modificaAon)	
  

AnAbody	
  



Control: input DNA 

Illumina Can	
  use	
  IgG	
  as	
  addiAonal	
  control	
  



ChIP-­‐seq	
  methodology	
  

•  IdenAfy	
  ChIP-­‐grade	
  anAbody,	
  
determine	
  specificity	
  (Western,	
  
histone	
  pepAde	
  array)	
  

	
  
	
  
•  OpAmize	
  condiAons	
  using	
  single-­‐

locus	
  ChIP-­‐PCR	
  (posiAve	
  and	
  negaAve	
  
controls)	
  

•  Sequence	
  ChIP	
  product	
  using	
  1	
  
Illumina	
  lane	
  per	
  sample	
  (no	
  TruSeq	
  
ChIP-­‐seq),	
  single	
  end	
  

•  Sequence	
  input/IgG	
  as	
  control	
  

Assessing	
  the	
  specificity	
  of	
  
a	
  commercial	
  H3K9m3	
  
anAbody	
  using	
  histone	
  
pepAde	
  arrays,	
  K.	
  BunAng	
  
&	
  B.	
  Swed,	
  WCMC	
  

Abcam H3K9Me3 rabbit 
polyclonal (ab8898) 	
  



First	
  ChIP-­‐seq	
  paper	
  

2007	
  



EpigeneAc	
  modificaAons	
  at	
  enhancer	
  
regions	
  



ChromaAn	
  states	
  





ChIP-seq 

Illumina 

TranscripAon	
  
factor	
  

AnAbody	
  

H3K9me3	
  

DNA	
  

Histone	
  
modificaAon	
  



ACCAATAACCGAGGCTCATGCTAAGGCGTTAGCCACAGATGGAAGTCCGACGGCTTGATCCAGAATGGTGTGTGGATTGCCTTGGAACTGATTAGTGAATTC!
TGGTTATTGGCTCCGAGTACGATTCCGCAATCGGTGTCTACCTTCAGGCTGCCGAACTAGGTCTTACCACACACCTAACGGAACCTTGACTAATCACTTAAG!

Average	
  length	
  ~	
  170bp	
  



ACCAATAACCGAGGCTCATGCTAAGGCGTTAGCCACAGATGGAAGTCCGACGGCTTGATCCAGAATGGTGTGTGGATTGCCTTGGAACTGATTAGTGAATTC!
TGGTTATTGGCTCCGAGTACGATTCCGCAATCGGTGTCTACCTTCAGGCTGCCGAACTAGGTCTTACCACACACCTAACGGAACCTTGACTAATCACTTAAG!

Average	
  length	
  ~	
  170bp	
  

40-­‐100bp	
  



ACCAATAACCGAGGCTCATGCTAAGGCGTTAGCCACAGATGGAAGTCCGACGGCTTGATCCAGAATGGTGTGTGGATTGCCTTGGAACTGATTAGTGAATTC!
TGGTTATTGGCTCCGAGTACGATTCCGCAATCGGTGTCTACCTTCAGGCTGCCGAACTAGGTCTTACCACACACCTAACGGAACCTTGACTAATCACTTAAG!

Average	
  length	
  ~	
  170bp	
  

40-­‐100bp	
  



BWA	
  tutorial	
  (for	
  aligning	
  single	
  end	
  
reads	
  to	
  genome)	
  

•  Get	
  genome,	
  e.g.,	
  from	
  UCSC	
  
–  hbp://hgdownload.cse.ucsc.edu/goldenPath/hg19/bigZips/chromFa.tar.gz	
  

•  Combine	
  into	
  1	
  file	
  
–  tar	
  zvfx	
  chromFa.tar.gz	
  
–  cat	
  *.fa	
  >	
  wg.fa	
  

•  	
  Indexing	
  the	
  genome	
  
–  bwa	
  index	
  -­‐p	
  hg19bwaidx	
  -­‐a	
  bwtsw	
  wg.fa	
  

•  Align	
  ChIP	
  reads	
  to	
  reference	
  genome	
  
–  bwa	
  aln	
  -­‐t	
  4	
  hg19bwaidx	
  s_3_sequence.txt.gz	
  >	
  s_3_sequence.txt.bwa	
  

•  Convert	
  to	
  SAM	
  format	
  
–  bwa	
  samse	
  hg19bwaidx	
  s_3_sequence.txt.bwa	
  s_3_sequence.txt.gz	
  >	
  s_3_sequence.txt.sam	
  

•  Align	
  input	
  reads	
  to	
  same	
  reference	
  genome	
  
–  bwa	
  aln	
  -­‐t	
  4	
  hg19bwaidx	
  s_4_sequence.txt.gz	
  >	
  s_4_sequence.txt.bwa	
  

•  Convert	
  to	
  SAM	
  format	
  
–  bwa	
  samse	
  hg19bwaidx	
  s_4_sequence.txt.bwa	
  s_4_sequence.txt.gz	
  >	
  s_4_sequence.txt.sam	
  



Reads can map to multiple 
locations/chromosomes 

Read	
  1	
   Read	
  2	
  

Reference	
  Human	
  Genome	
  (hg19)	
  



Reads map to one strand or the 
other 

Read	
  1	
   Read	
  2	
  

hg18	
  



SAM	
  format	
  
DH1608P1_0130:6:1103:10579:166379#TTAGGC	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  16	
  	
  	
  	
  	
  	
  chr1	
  	
  	
  	
  1249828	
  37	
  	
  	
  	
  	
  	
  51M	
  	
  	
  	
  	
  *	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
GGGCGTGACTCTGATCTCAGGCATCGTCTCCGCCGCGCTCCCGGACCCGCG	
  	
  	
  	
  	
  eb`XXYbZdadee^ceV]X][ccTcc^ebeece	
  
eeeWbeeeeeeeceeaee	
  	
  	
  	
  	
  XX:Z:NM_017871,32	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  NM:i:0	
  	
  MD:Z:51	
  
	
  
DH1608P1_0130:6:1102:3415:150915#TTAGGC	
  16	
  	
  	
  	
  	
  	
  chr1	
  	
  	
  	
  1249828	
  37	
  	
  	
  	
  	
  	
  51M	
  	
  	
  	
  	
  *	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
GGGCGGGACTCTGATCTCAGGCATCGTCTCCGCCGCGCTCCCGGACCCGCG	
  	
  	
  	
  	
  BBBBBBBBBBBac]bbbceedaeddeZceeea_ba_\_eee	
  
eeeedaeeee	
  	
  	
  	
  	
  XX:Z:NM_017871,32	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  NM:i:1	
  	
  MD:Z:5T45	
  
	
  
DH1608P1_0130:6:1102:13118:62644#TTAGGC	
  16	
  	
  	
  	
  	
  	
  chr1	
  	
  	
  	
  1249828	
  37	
  	
  	
  	
  	
  	
  51M	
  	
  	
  	
  	
  *	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
GGGCGTGCCTCGGATCTCAGGCATCGTCTCCGCCGCGCTCCCGGACCCGCG	
  	
  	
  	
  	
  BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB`XTbSa`cffegdggeccbe	
  
effdeggggg	
  	
  	
  	
  	
  XX:Z:NM_017871,32	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  NM:i:2	
  	
  MD:Z:7A3T39	
  
	
  
DH1608P1_0130:6:1203:3012:157120#TTAGGC	
  16	
  	
  	
  	
  	
  	
  chr1	
  	
  	
  	
  1249826	
  25	
  	
  	
  	
  	
  	
  51M	
  	
  	
  	
  	
  *	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
AAGGCCGTGACTCTGATCTCAGCCCTCGTCTCCGCCGCGCTCCCGGACCCG	
  	
  	
  	
  	
  BBBBBBBB^`QWZZ]UXYSZSTFRU]Z__SO[adcc[acdV	
  
\`Y]YWY][_	
  	
  	
  	
  	
  XX:Z:NM_017871,34	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  NM:i:3	
  	
  MD:Z:4G17G1A26	
  
	
  
DH1608P1_0130:6:2206:4445:12756#TTAGGC	
  	
  16	
  	
  	
  	
  	
  	
  chr1	
  	
  	
  	
  1246336	
  25	
  	
  	
  	
  	
  	
  1M3487N50M	
  	
  	
  	
  	
  	
  *	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
CCAAAGGGTGTGACTCTGATCTCGGGCATCGTCTCCGCCGCGCTCCCGGAC	
  	
  	
  	
  	
  BBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBBB`YdddYdc\	
  
cacaNddddcdddaeeee	
  	
  	
  	
  	
  XX:Z:NM_017871,37	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  NM:i:3	
  	
  MD:Z:2C5C14A27	
  
	
  
DH1608P1_0130:6:2203:7903:43788#TTAGGC	
  	
  16	
  	
  	
  	
  	
  	
  chr1	
  	
  	
  	
  1246336	
  37	
  	
  	
  	
  	
  	
  1M3487N50M	
  	
  	
  	
  	
  	
  *	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  0	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  
CCCAAGGGCGTGACTCTGATCTCAGGCATCGTCTCCGCCGCGCTCCCGGAC	
  	
  	
  	
  	
  adbe[tcbccb_cb^cb^^c^edgegggggdf	
  
ggefffgtfggggegeg	
  	
  	
  	
  	
  XX:Z:NM_017871,37	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  NM:i:0	
  	
  MD:Z:51	
  

MD	
  tag,	
  e.g,	
  MD:Z:4T46	
  =	
  5	
  matches,	
  1	
  mismatch	
  (T	
  in	
  read),	
  46	
  matches	
  

CIGAR	
  string,	
  eg	
  5M3487N46M	
  =	
  5bp-­‐long	
  block,	
  3487	
  insert,	
  46bp-­‐long	
  block	
  

XT	
  tag,	
  e.g.	
  XT:A:U	
  =	
  unique	
  mapper;	
  XT:A:R	
  =	
  more	
  than	
  1	
  high-­‐scoring	
  matches	
  	
  







ChIP-­‐seq	
  peak	
  calling	
  



A	
  nice	
  peak	
  



Not	
  all	
  peaks	
  are	
  nice	
  



MACS	
  



€ 

P(X ≥ x) =1− λxe−λ

x!0

x−1

∑
The	
  Poisson	
  distribuAon	
  

MACS	
  

#	
  in	
  R	
  P(X>=5|λ=0.001)	
  is	
  	
  
1-­‐sum(dpois(0:4,	
  0.001))	
  

2d	
  

λ=expected	
  #	
  of	
  reads	
  
within	
  an	
  interval	
  of	
  2d	
  bp	
  	
  

EsAmate	
  d	
  based	
  on	
  high	
  
quality	
  peaks	
  



BayesPeak	
  



BayesPeak	
  (Bayesian	
  Hidden	
  Markov	
  
Models)	
  

Parameters	
  esAmated	
  using	
  
Bayesian	
  treatment	
  

Observed	
  variable	
  

Hidden	
  states	
  



Other	
  peak	
  finders	
  



Mapping	
  chromaAn	
  interacAons	
  using	
  
the	
  Hi-­‐C	
  technique	
  



The	
  human	
  genome	
  is	
  not	
  linear	
  

Terminology:	
  
Intra-­‐chromosomal	
  interacAon	
  
Inter-­‐chromosomal	
  interacAon	
  
InteracAon	
  hub	
  



How	
  dynamic	
  is	
  the	
  three	
  
dimensional	
  architecture	
  of	
  the	
  

human	
  genome	
  ?	
  

How	
  does	
  3D	
  localizaAon	
  impact	
  
gene	
  expression	
  ?	
  

Is	
  the	
  3D	
  genome	
  different	
  in	
  
normal	
  cells	
  and	
  cancer	
  cells	
  ?	
  	
  



Genome-­‐scale	
  mapping	
  of	
  chroma2n	
  
interac2ons	
  using	
  HiC	
  

Lieberman-­‐Aiden	
  et	
  al,	
  2009	
  



Can	
  a	
  single	
  (oncogenic)	
  transcripAon	
  
factor	
  induce	
  global	
  changes	
  in	
  

chromaAn	
  structure	
  ?	
  



ERG	
  is	
  fused	
  to	
  TMPRSS2	
  and	
  over-­‐expressed	
  in	
  >	
  50%	
  of	
  prostate	
  tumors	
  	
  	
  



Prostate	
  epithelial	
  lesion	
  cell	
  line	
  
(RWPE1)	
  

RWPE1	
  

RWPE1-­‐ERG	
  
(RWPE1	
  over-­‐
expressing	
  ERG)	
  

RWPE1-­‐GFP	
  
(RWPE1	
  over-­‐
expressing	
  GFP)	
  

Compare	
  



Gene	
  1	
   Gene	
  2	
  

Quan2fying	
  proximity	
  using	
  HiC	
  reads	
  

k=5	
  





€ 

Pinteraction (s) ~ s
−1

(500Kb-­‐1Mb	
  range)	
  

€ 

Pinteraction (s) ~ s
−1

(500Kb-­‐1Mb	
  range)	
  

Interac2on	
  frequency	
  decreases	
  with	
  
genomic	
  distance	
  



Contact	
  maps	
  show	
  domains	
  of	
  
interac2ons	
  	
  	
  

RWPE1-­‐ERG	
  

Less	
  interacAon	
  
than	
  expected	
  	
  

More	
  interacAon	
  
than	
  expected	
  	
  

Expected	
  



There	
  are	
  differences	
  in	
  interac2ons	
  
between	
  ERG	
  and	
  GFP	
  cells	
  





Gene	
  1	
   Gene	
  2	
  

k=5	
  

Fisher	
  exact	
  tests	
  to	
  quan2fy	
  
difference	
  in	
  interac2ons	
  between	
  

GFP	
  and	
  ERG	
  

Gene	
  1	
   Gene	
  2	
  

k=1	
  

GFP	
  

ERG	
  



A	
  graphical	
  representa2on	
  of	
  all	
  gains	
  or	
  
losses	
  of	
  interac2on	
  in	
  ERG	
  cells	
  vs	
  GFP	
  



ChIP-­‐seq:	
  ERG	
  binds	
  to	
  >6,000	
  loca2on	
  in	
  
RWPE1-­‐ERG	
  cells	
  



Loci/genes	
  that	
  lose	
  or	
  gain	
  many	
  
interac2ons	
  are	
  more	
  likely	
  to	
  be	
  

bound	
  by	
  ERG	
  	
  



3D	
  genome	
  models	
  

•  Bin	
  the	
  genome	
  into	
  1Mb	
  blocks	
  
•  D	
  =	
  1	
  /	
  k	
  	
  where	
  k	
  =	
  number	
  of	
  reads	
  
“connecAng”	
  two	
  blocks	
  	
  

•  Start	
  with	
  random	
  3D	
  topologies,	
  use	
  gradient	
  
descent	
  algorithm	
  to	
  make	
  3D	
  models	
  that	
  
best	
  recapitulate	
  the	
  HiC	
  distances	
  	
  	
  



HiC	
  distances	
   3D	
  model	
  

3D	
  genome	
  models	
  



IniAal	
  random	
  model	
   Final	
  model	
  





How	
  does	
  ERG	
  over-­‐expression	
  
change	
  chromosome	
  conforma2on	
  ?	
  


