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Approches pour identifier des enhancers
*Comment trouver et valider fonctionnellement des enhancers?

Historiquement:

1) Comparaisons de séquences

2) Piéges a enhancers, STARR-seq, trajectoires de régulations...
3) Marques épigénétiques

4) Accessibilité de la chromatine

5) Contacts inter-chromatine

é)....
I

Méthodologies a trés hauts débits
(dont des combinaisons variées font
souvent office de tests fonctionnels...)
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Histones
ADN Nucléosomes
(1 Onm) octamer of core histones:
H2A, H2B, H3, H4 (each one x2)
core DNA
o SR TR SR P o R S s De: Campbell, Biologie, 8me édition

*Epaisseur de '’ADN: 2 nanométres: 2 x 107 m ou 2 milliardiémes de métre
*Longueur totale dans une cellule: 2 métres....
*Importance de I'empaquetage...

PiStonGIHT= linker DNA

Wikipedia
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Modifications épigénétiques de la chromatine (Histones)

*Modifications post-traduction, faites par des enzymes (réversibles)
*Modifications associées a des états différents de la chromatine (active, inactive..)
*Modifications utilisées pour évaluer |'état fonctionnel de séquence d'ADN

Lowe et al., 2019 Cancers (11) 660
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H3K27ac
H3K27me1
H3K27me2

H3K27me3 ————  Chromatine inactive (génes non-transcripts)

Chromatine active (génes transcripts, enhancers..)

*Il existe des anticorps qui reconnaissent ces modifications de facon spécifique
*L'utilisation de ces anticorps associée au séquengage ADN & haut débit permet
de localiser les endroits ol ces modiifications se trouvent (ChlP-seq)
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https://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-sequencing

V‘;& N £ e ChlP-seq (Chromatin Immunoprecipitation/sequence..)
NN— Y 2 ) Q E>

%) \R J *Protéines liées a I'ADN (facteurs de transcription, histones etc..)
e | | P

Cross-link protein to DNA

A4

& Xg /‘r\ﬁ Ng f \\\ i> *Cross-linking (traitement induisant des liens protéines-ADN)

Shear DNA strands
W by sonicating

> Ry i> *Casser I'ADN en de petits morceaux

< :';'1 1\7\.,2 @

cell ysate

Add bead-attached antibodies
to immunoprecipitate
¥ target protein

=T >, 4/ *Immuno-précipiter avec un anticorps spécifique sur bille

precipitate

] ﬁ Pa‘" [:> *Relacher et isoler les fragments d'ADN

¢

) unlink protein; purify DNA

\
(N7 s 3

ATGC(TGGAC(GIG

O -
map to genome *Séquencer les fragments et aligner sur le génome
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ChlP-seq (Chromatin Immunoprecipitation/sequence..)

Exemple: génes Hoxd, cellules d'avant-bras d'un feetus de souris a 12.5 jours

CTCF

Al L LLLA .

o

4 » H3K27ac
i Y
nil [ | 1 1 M1 | | [ | 1 1 1 1 [ |
P B B D ] ] ]
Ew2 1312 11 10 9 8 4 3 Hoxd1

H3K27ac: Histone H3 avec une modification (acétylation) du résidu Lysine 27
(profil ‘continu' sur une micro-région entiére..)

CTCF: Protéine se liant directement a I'ADN, impliquée dans I'organisation de la structure
de la chromatine (profil discret, distribution spécifique a une séquence ADN..)

}_

Rodriguez-Carballo et al., Genes & Dev. (2017)
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ChlP-seq de p300 (acetyltransférase)

ChIP-seq accurately predicts
tissue-specific activity of enhancers

Axel Visel'*, Matthew J. Blow'**, Zirong Li*, Tao Zhang’, Jennifer A. Akiyama', Amy Holt', Ingrid Plajzer-Frick',
Malak Shoukry', Crystal Wright’, Feng Chen’, Veena Afzal', Bing Ren’, Edward M. Rubin* & Len A. Pennacchio'*

Nature, 2009 ©2009 Macmillan Publishers Limited. Al rights reserved

La protéine p300 est une acétyl-
transférase et un co-activateur
transcriptionnel localisée entre-autre
sur les séquences enhancers active
et indispensable pendant le
développement embryonnaire

Membres

2105

Télencéphale
2453

Mésencéphale

561

Figure 1| Tissue dissection boundaries, overview of the ChIP-seq approach
and summary of p300 results. Tissue dissection boundaries are indicated ina

ChlP-seq p300 de trois tissus foetaux différents

Mésencéphale
Télencéphale

Bourgeons de membres

*ChlP-seq p300
*séquences des reads ADN (X Mios)

*Alignement sur le génome

*Nombres de pics
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ChlP-seq de p300 (acetyltransférase)

La protéine p300 est une acétyl-

ChIP-seq accurately predicts transférase et un  co-activateur
tissue-specific activity of enhancers transcriptionnel localisée entre-autre

sur les séquences enhancers active
Axel Visel'*, Matthew J. Blow'-**, Zirong Li*, Tao Zhang’, Jennifer A. Akiyama', Amy Holt', Ingrid PIaAzev-Fnck',v et indispensable pendant le

Malak Shoukry', Crystal Wright?, Feng Chen’, Veena Afzal', Bing Ren®, Edward M. Rubin' & Len A. Pennacchio’* L .
développement embryonnaire

Nature, 2009©2009 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved

Télencéphale Mésencéphale Membres e .
*Vérification des pics enhancers

@ @ @ par transgenése in vivo
* * *

*Quand on utilise la conservation
de séquence ADN comme critére,
entre 5 et 20% de positifs

@
Q
X

=
I
X

a
]
X

*Quand on utilise les pics p300

2o comme critére, app 80% de positifs!

Proportion of in vivo enhancers
(among tested elements)

0%

Figure 2 | p300 binding accurately predicts enhancers and their tissue-
specific activity patterns. Bar height indicates the frequency of in vivo

.LEGE
RANCE
1530
ChlP-seq de p300 (acetyltransférase)
. La protéine p300 est une acétyl-
ChIP-seq accurately predicts transférase et un  co-activateur
tissue-specific activity of enhancers transcriptionnel localisée entre-autre
) sur les séquences enhancers active
Sy oo Wogn. o G Veers A B e, e o & Lo Famac et indispensable ~pendant e
développement embryonnaire

Nature, 2009©2009 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved

Télencéphale j* H l* I i 1* § :
Mésencéphale | i i\ L -
Membres Pl ia
Conservation ADN e e T b Ml b ol abed b abadi b o bd
Enhancer 133403 13013 13830 9010 1327@ 12780

{ } } { { p o=

>
Feetus transgéniques

enhancer/P-lacZ
Q\ * ,’ w®

Reproductibilité 5/5 4/ 1711 88 5/6 11

—> Les séquences enhancers sont souvent conservées mais les séquences conservées ne sont pas forcément des enhancers...
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ChlP-seq de p300 (acetyltransférase)

ChIP-seq accurately predicts
tissue-specific activity of enhancers

Axel Visel'*, Matthew J. Blow'**, Zirong Li’, Tao Zhang’, Jennifer A. Akiyama', Amy Holt', Ingrid Plajzer-Frick',
Malak Shoukry', Crystal Wright’, Feng Chen’, Veena Afzal', Bing Ren’, Edward M. Rubin* & Len A. Pennacchio'*

Nature, 2009©2009 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved

Conclusions

A major yet unresolved quest in decoding the human genome is the identification of the regulatory sequences that control
the spatial and temporal expression of genes. Distant-acting transcriptional enhancers are particularly challenging to
uncover because they are scattered among the vast non-coding portion of the genome. Evolutionary sequence constraint can
facilitate the discovery of enhancers, but fails to predict when and where they are active in vivo. Here we present the results
of chromatin immunoprecipitation with the enhancer-associated protein p300 followed by ively parallel seq ing,
and map several thousand in vivo binding sites of p300 in mouse embryonic forebrain, midbrain and limb tissue. We tested
86 of these sequences in a transgenic mouse assay, which in nearly all cases demonstrated reproducible enhancer activity in
the tissues that were predicted by p300 binding. Our results indicate that in vivo mapping of p300 binding is a highly
accurate means for identifying enhancers and their associated activities, and suggest that such data sets will be useful to
study the role of tissue-specific enhancers in human biology and disease on a genome-wide scale.

<=

...nos résultats indiquent que la cartographie in vivo des sites de liaison de p300 est un
moyen précis pour identifier les enhancers et leurs activités. Ces résultats suggérent que
de tels datasets seront utiles pour étudier le réle des enhancers tissus-spécifiques dans
la biologie humaine normale et dans certaines pathologies, a I'échelle du génome entier.
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La chromatine présente des 'états d'accessibilité' différents
*Chromatine fermée: Les facteurs n'accédent pas aux séquences d'ADN
*Chromatine permissive: Des facteurs peuvent accéder et réorganiser la chromatine

*Chromatine ouverte: la transcription peut s'accomplir

Ces états peuvent étre révélés par |'accessibilité d'un transposon Tn5

Dynamics

Fermée Permissive Ouverte

Fig. 1| A continuum of accessibility states broadly reflects the distribution of chromatin dynamics across the
genome. In contrast to closed in, permissive inis ici dynamic for iption factors to initiate
sequence-specific ibility remodelling and establish an open in conformation ill dhere foran active
gene locus). Pol 11, RNA polymerase II; TF, transcription factor.

Klemm, Shipony and Greenleaf , 2019 Nature Review Genetics

12
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ATAC-seq (‘Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing’)

Sequence

l Purification
Amplification

https://www.france-genomique.org/

Buenrostro et al., (2013) Nature Methods 10: 1213-1218

Transposase du Tn5 mutante hyperactive

La transposase peut aller dans les régions accessibles,
ouvertes de la chromatine

La transposase coupe et ‘tague’ les régions accessibles,
(‘'tagmentation')

L'ADN coupé et tagué est purifié, séquencé et
aligné sur le génome

*Pas d'anticorps, pas d'extraction, pas de sonication...

*Possibilité d'aller chercher des sites de liaison a des
facteurs de transcription 'a I'intérieur' des signaux ATAC

13

* Fragmentaton
Fragmented DNA
Precipitation and
Adapter Ligation

Adapter,

PCR Amplification
and Bead Purity

Sequencing and

Read Mapping

(as in Figure 2)
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Genome Assembly

PCR Duplicate Removal
(Picard)

mIDNA Removal
(Bash, Perl, or Python scripts)

Peak Caling
(MACS2)
Bimodal distribution

Genome Assembly
Motif Identification
(Homer)

Genome Binding
rofile

Tns

Tagmented DNA Fragments

e

Index Primer

Sequencing and
Read Mapping
(as in Figure 2)

Genome Assembly

Open

= =

MIDNA Removal
(Bash, Perl, or Python script
—
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Dissociod Gots Combinaison d'approches
ATAC-seq; ChIP-seq, CUT&RUN...
ChlP-seq ¢ » ATAC-seq ( 9 9

La distribution des séquences
d'ADN sera différente selon la
technique, ce qui apporte une
confirmation supplémentaire a
la spécificité de la liaison

* Tagmant

* Index Primer Addition

* PCR Amplification .
o peag Pty Les enhancers détectés sont
utilisés de facons différentes
dans chaque type cellulaire,
dans chaque organe. Par
conséquent, les profils obtenus
seront différents selon le type
cellulaire, selon la spécificité
de tel ou tel enhancer. Ce
sont des profils de nature
épigénétique, qui ne peuvent
pas étre établis une fois pour
toute, comme une séquence
génomique. Ces profils varient,
avec |'activité des génes.

PCR Duplicate Removal
(Picard)

Peak Caling
(F-Seq or Hotspot)

Gene / Transcript Annotatior
(Bedtools)

Chromatin

https://www.france-genomique.org/

14
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Combinaison d'approches (ATAC-seq; ChIP-seq, CUT&RUN...)

Exemple: Région régulatrice (paysage) du complexe de génes HoxD

200kb HoxD

(ATAC-seq) Accessibilité de la chromatine

T .\.[1 J MJJ,LLLJI i ‘ ‘
u.uLu..@mmmm.bm.dhﬂuqhmm.w JL L i wididadud ml m

(Cut&Run) Liaison d'une protéine particuliére

. ‘.J bt b

La Convergence des deux analyses permet d'identifier des sites potentiels de
liaisons de facteurs nécessaires au contréle de I'expression des génes cibles..

MAIS: Comment étre certain de la coexistence des signaux dans les mémes
cellules...? Echantillonnages hétérogénes...(cellules mélangées..)

15
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Combinaison d'approches (ATAC-seq; ChIP-seq, CUT&RUN...)

MAIS: Comment étre certain de la coexistence des signaux dans les mémes
cellules...? Echantillonnages hétérogénes...(cellules mélangées..).

*Triage des cellules (marquages avec une fluorescence...). Quantité, types
cellulaires nombreux...

*Approches par analyse de cellules uniques, en combinant deux 'read-out'
différents; le scATAC-seq et le scRNA-seq. Dans cette approche 'multiomes’,

¢ deux librairies sont faites a partir d'une seule cellule, avec le méme barcode de

fagon a pouvoir associer un transcriptome a un profile ATAC.

16
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Analyse par scATAC-seq.

Closed chromatin Open chromatin

L'approche ATAC globale (X milliers-ions de cellules)

@ CURRENT o Raine ‘
-
>, £
9

=PROTOCOLS 2015
o MHM—"?I
\) s I
Bl

N

ATAC-seq: A Method for Assaying Chromatin Accessibility
Genome-Wide

Jason D. Buenrostro, Beijing Wu, Howard Y. Chang, William J. Greenleaf

st published: 05 January 2015 | hitps://dol.org/10.1002/0471142727.mb2129s109 | Citations: 1,512
"t—g
WJ h T

L'approche ATACseq mesure l'accessibilité a la
chromatine, donc les endroits 'actifs' (Ia ou des facteurs
sont déposés, ou ol la chromatine est modifiée etc..

Amplify and sequence
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Analyse par scATAC-seq.

L'approche ATAC en cellules (noyaux) uniques

Vo=

10x Barcoded
Gel Beads

Pool
Collect Ampliication Remove Oil

T Gel Beadsin  Fragments ADN
L'approche ATACseq en cellules uniques requiert Emulsion (GEMs)  barcodés
I'association de noyaux uniques avec des billes bar-
codées (micro-fluidique)

Amplification Purification, séquengage

. / \ y 4 p
Single Nucleus 10x Barcoded Accessible 10x Barcoded Accessible
GEMs DNA Fragments

DNAFragments

D

institut
Curie

18
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La fabrication d'un ADN (double brin) a partir d'un ARN (simple brin)

La clé: une enzyme, la transcriptase inverse:

La transcriptase inverse ou rétrotranscriptase (en anglais reverse micri 0hl0l 0gl9ml!dlt'8l£‘.fl’
transcriptase ou encore RT) est une enzyme utilisée par les

rétrovirus et les rétrotransposons qui transcrivent l'information Site de fixation de la

génétique des virus ou rétrotransposons de I'ARN en ADN, qui T7 ARN polymérase
peut s'intégrer dans le génome de I'héte. 5'< Amorce A -
3 5

Wikipedia
hitps://frwikipedia.org > wiki > Transcriptase_inverse

Activité transcriptase inverse

.t

-
Transcription inverse, ADN simple brin K

Elimination de I'ARN par digestion enzymatique

Activité RNase

Fabrication du brin d’ADN complémentaire

J

( (

3

ARN simple brin, avec une amorce (multiples séquences..) 2'

Activité transcriptase inverse

G

3

;
}
}
}
'

et
Séquencage! ‘-’ Amplification par PCR, 10X copies d'/ADN ‘ == ::L
19
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Sophie FOULON Stratégie générale de |'approche par micro-

Le 10 Octobre 2019

DE L'UNIVERSITE PSL fluidique en goutte (avec un systéme de codes

barres pour amorcer la synthése ....).

Préparée a I'Ecole supérieure de physique et de chimie
industrielles de la ville de Paris

Réactifs Huile fluorée +
de RT tensio-actifs
Billes
d;‘g)‘:ge' 1 Tous les ARNs d'une cellule
Préparation de barres Co-encapsulation d’'une seront transcrits (inverse) en
billes contenant . bille et d'une cellule utilisant le barre-code apporté
des amorces * - B\ *ﬂi}% par la bille comme amorce et
barres-codes ¢b —— > | donc tous seront marqués avec
différents et o UN  code ADN (petite
injection dans le séquence unique) différent de
tube.. Suspension celui d'une autre cellule...
cellulaire -@

I I

Préparation d'une suspension cellulaire | |Injection d'une solution
(cellules dissociées) et injection dans le tensio-active pour faire une
tube.... goutte

20
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L'approche 'multiomics’ permet d'associer un transcriptome & un profile ATAC
(donc a I'accessibilité de séquences d'ADN liées par des facteurs connus)

Une autre librairie est préparée avec |'approche ATAC-seq (deux librairies séquencées
séparément mais avec les mémes barcodes par cellule..

Aprés séquencage de X milliers de cellules différentes, les ADNs (ARNs ainsi que les
produits ATAC...) sont triés par un logiciel en fonction de leurs barres-codes..

10x Barcode

C— attachment C—
Collect + Post GEM-RT Single cell
GEM-RT cleanup Pre-amplification ATAC library
10x Barcoded [ o000 ®
Gel Beads - Single cell
© 2 gene expression
o library
Oil in well

Transpostion of SingleGueD) 10x barcoded 10x barcoded

bulk GENES accessible DNA + RNA
DNA fragments +

10x barcoded mRNA

Transposed
nuclei,
enzymes

i || e |

nucl

Donc perte des ARNs
cytoplasmiques...!

Figure 2. Efficient and robust workflow. Access a unified view of transcription and the chromatin landscape by combining gene expression and ATAC-
seq data from the same single cell with a simple, streamlined workflow. Starting with a single nuclei suspension, transposition is performed in bulk before
individual nuclei are captured in GEMs (Gel Bead-in-emulsion), where DNA fragments and the 3’ ends of mMRNA are barcoded. Generate two complementary

libraries from each sample, and link gene expression and open chromatin profiles back to the same cell with certainty.
O‘
I N

10xgenomics.com/products/epi-multiome GENOMICS
L'approche 'multiomics’ permet d'associer un transcriptome a un profile ATAC
(donc a I'accessibilité de séquences d'ADN liées par des facteurs connus)
Clusters de cellules Cellules exprimant (rouge) Cellules avec une
(UMAP) basés sur les le géne NFE2L2 codant accessibilité des sites ADN
comparaisons ARNs pour un facteur de de liaison a la protéine
transcription NFE2L2
<L5r <5 I 5E
A. PBMCs (Gene expression projection) B. NFE2L2 (Gene expression) C. NFE2L2 Motif accessibility
g % loaNormalized counts it 2score
F 3 3
: . B . n
H H 0
3 £ 1 ™
o K
Figure 1. Si ion of gene expi ion and in state from the same cell. Nuclei extracted from healthy peripheral blood mononuclear

cells (PBMCs) were processed using Next GEM Epi Multiome ATAC + Gene Expression. A. Cluster analysis was performed on 7,273 nuclei using gene
expression data, and cell populations were manually annotated based on established marker genes. B. Expression of the transcription factor NFE2L2 is
observed across cell types. C. However, NFE2L 2 motif (inset) accessibility derived from ATAC data from the same cells i restricted to monocyte populations.
The difference in NFE2L2 expression and motif accessibility is likely a reflection of its functional status. Normally, protein produced from NFE2L2 remains
sequestered in the cytoplasm but, in response to oxidative stress, will translocate to the nucleus to regulate expression of antioxidant proteins.

10

GENOMICS

10xgenomics.com/products/opi-multiome

22

11



COLLEGE

DE FRANCE
1530
Zebrahub — Multimodal Zebrafish Developmental Atlas Og Clustering par comparaisons des ARNs
Reveals the State Transition Dynamics of Late Vertebrate
Pluripotent Axial P nit . - PRI .

Unpote; alkrogentiors Schéma général de distribution des types cellulaires (UMAP,
Meriin Lange,"*_Alejanciro Granados,* Shruthi VijayKumar, Jordao Bragantini,* Sarah Ancheta,"* clustering) aprés séquencage d'ARNs de cellules uniques
Sr Santhosh,? Michael ! Hirofumi Kol i,! Erin McGeever,' Ahmet Bin Yang,' ' s
iang Zhee! g Lt Angel Dt Shrpt P Honey Netonan Tger Lo, Pashel o d'embryons. Pour chaque cluster (dans une expérience
ﬁ';‘:f;;fzﬂf::;mﬁ“g"L.f:_";‘f",:f,‘;“;‘;:f”“‘, sesresgpeiniallosatec ot multiomes) on peut en principe aller rechercher les profils
“":””"" . ATAC-seq
bioRyiv
[—-— floor tube

plate neural .
e neural
£ postérieur
muscles
somites .

sclérotome
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Zebrahub — Multimodal Zebrafish Developmental Atlas Og Dynamique possible des expériences multiomes
Ele‘:‘i*a't ‘:leAsx'f‘tleJ’a"s:i't"" Dynamics of Late Vertebrate Analyse en 'RNA velocity'. Les fleches représentent les
ueipote il rogentiors moyennes de RNA velocity de cellules uniques. Stades de 10 a

Werl Lange Ajandro Granados, St ViayKumars Joden Brgantn*Saeh Anctte 24 hpf. En principe, la dynamique des profils ATAC pourrait étre
Sreejith Santhosh,? Michael Borja, Hi Kobayashi,' Erin McGeever,' Ahmet Can Solak," Bin Yang,' N
Xiang Zhao,' Yang Liu,' Angela anqm + Sheryl Paul,' Honey Mekonen,' Tiger Lao, ' Rachel Banks, ' extraite...

Adrian Jacobo,' Keir Balla,  Kyle Awayan, ' Samuel D'Souza, ' Robert Haase,* Alexandre Dizeux.* Olivier
Pourquie? Rafael GumnS]Mg‘ reg Huber,' Matiia Serra? Norma Neff,' Angela Oliveira Pisco,'
&Loic A. Royer '

A adaxial cells
RNA velocity vector field
pre-somitic
mesoderm muscle
hematopoietic
notochord cells
floor plate

pharyngeal arch
°
° pronephtic duct

lateral

differentiated
eurons

epithelium
neural tube
neural anterior

hatching gland./ \e

neural posterior

UMAP2

primordial
germ

U 1

24
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Approches pour identifier des enhancers
*Comment trouver et valider fonctionnellement des enhancers?

Historiquement:

1) Comparaisons de séquences

2) Piéges a enhancers, STARR-seq, trajectoires de régulations...
3) Marques épigénétiques

4) Accessibilité de la chromatine

5) Contacts inter-chromatine

é)....
I

Méthodologies a trés hauts débits
(dont des combinaisons variées font
souvent office de tests fonctionnels...)

25
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Approches pour identifier des enhancers
*Comment trouver et valider fonctionnellement des enhancers?
Historiquement:
1) Comparaisons de séquences
2) Piéges a enhancers, STARR-seq, trajectoires de régulations...
3) Marques épigénétiques
4) Accessibilité de la chromatine 80 GENOME ORCANIZATION
5) Contacts inter-chromatine
6).....
< Marieke Oudelaar
26
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Capture de conformation chromosomique

*Approche par interaction physique M

§

'Cross-linking'
ADN-protéines

Adapté de Dekker and Misteli, Cold Spring Harb Perspect Biol , 2015

Couper avec une enzyme
de restriction 'fréquente’

Ligation de I'ADN
(qui sera donc favorisée
par la proximité)

Enlever le
‘cross-linking'
(relache I'ADN)

Production d'une
librairie de boucles d'ADN et
séquencage
massif (amorces etc..)

Le nombre de 'reads' mixtes
reflete la proximité entre les deux
segments d'ADN dans |'espace,

aun temps t dans un tissu T.

27
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Capture de conformation chromosomique
(3C, 4C, 5C, HiC, Capture HiC, Micro-C...)

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016
TAD3

3C: Acontre B
4C: A contre tout
HiC: Tout contre tout

Interaction
strength/
frequency

Weak/none

]
=
B Strong/frequent

Genome-wide measurement of N
pairwise interaction frequency ~1 Mb in mammals
~100-500 kb in drosophila

*Le nombre de reads est représenté par l'intensité de la couleur
*Une carte des interactions au niveau du génome entier (ici sur 2-3 mégabases)

Chase Bolt,
EPFL Lausanne

28
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Organisation (repliements multiples) de I'ADN (chromatine) dans le noyau

active (A)
compartment
v
active TAD
\.,\ A
2 O
I v
DNA histone o
B\ ZA
BB eere)
inactive TAD
1970s 1990s, 2002 >2009 T:;l;aa'
inactive (B)
compartment
. oo topologically associating A/B nucleus @
- Kbp domain (TAD) compartments &territory S
ca. 150pb Mb many-Mb whole genome  ®

ills

Une grande partie de la restriction des enhancers pour leurs génes cibles
semble se jouer a l'intérieur des domaines topologiques TADs

Job Dekker, Nancy Kleckner et collégues... source: Susan Mango
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*Profil épigénétique de H3K27ac

*Profil d'interactions de chromatine

Chase Bolt,
EPFL Lausanne
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*Profil épigénétique de H3K27ac

*Profil d'interactions de chromatine

Chase Bolt,
EPFL Lausanne
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Chromosome Conformation Capture

TADs: Topologically-associating
(3C, 4C, 5C, HiC.))

domains

TAD3

Interaction
strength/
frequency

Weak/none

M strong/frequent

Genome-wide measurement of

pairwise interaction frequency ~1 Mb in mammals
~100-500 kb in drosophila

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

Active

TAD3

Pierre Fabre et al. (2016)
(marquages de BACs entiers)

TADs: Domaines (paysages) d'action des enhancers pour une cible précise
(mais quid de la causalité..?). Les frontiéres ne semblent pas dépendre des enhancers.
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Visualisation des TADs par microscopie (DNA FISH)

Nanoscale spatial organization of the HoxD gene
cluster in distinct transcriptional states

Pierre J. Fabre®, Alexander Benke®, Elisabeth Joye®, Thi Hanh Nguyen Huynh, Suliana Manley®", and Denis Duboule®<"
13964-13969 | PNAS | November 10,2015 | vol. 112 | no.45

Atf2 Lﬂ Evx2iHoxD Mtx2 Hnmpa3
- i— - 1
2: chr2 (mm9 74,000,000 74,500,000 75,000,000 75,500,000

T-TAD /HoxD__]| C-TAD T-TAD HoxD

~—n

C- TAD / HoxD C{TAD/ T-TAD

CAAD / HoxD
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Mais comment fonctionne un enhancer a une telle distance du géne cible, a
I'intérieur d'un domaine TAD?
Par un rapprochement non-stochastique dans I'espace (formation de 'loops')
P
P: Promoteur
En1: Enhancer 1 —-—D—L
En2: Enhancer 2 En2 En1
Adapté de Spitz and Furlong, Nature Rev. Genetics, 2012
Interactions alternatives Interactions coopératives
En1 et En2 peuvent avoir des spécificités cellulaires différentes ou similaires, selon les
cas (pleiotropie ou redondance fonctionnelle..).
34
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Modéle de I'extrusion de loops'

Des loops sont formés en interphase par un mécanisme d'extrusion d'’ADN qui est
dépendent du complexe protéique de la cohésine. Ces loops sont souvent définis (stabilisés)
par la présence des protéines CTCF liées a leurs sites ADN spécifiques

A B

CTCF moif ﬁ %,m“‘" 2&
CTCR y L

Loop Domain

Leonid Mimy laboratory, Adrian L. Sanborn et al. and E. L-Aiden, PNAS (2015)

COLLEGE
E FRANCE
1550
Comment les enhancers fonctionnent-ils?
*Au niveau moléculaire, de leur(s) grammaire(s), i.e. des codes
de liaisons avec les facteurs de transcription?
*Au niveau du 'choix' des génes cibles et de I'organisation
chromosomique?
*
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Mobilisation des enhancers, facteurs pionniers

DE GRUYTER W. Schaffner: Transcription enhancers and gene regulation === 321

Pioneer
Reconnaissance par

A factor

M&\_@¥ [> un facteur pionnier

Histone Chromatin
modifications remodelling

Modifications locales de la

P M
m’\ MM [> chromatine, réorganisation..

c akame Active enhancer - .
[> Liaisons d'autres facteurs
enhancer 'actif’
e l
D Transcription complex

Contact avec le promoteur
[> activation de la transcription

cohesin

h
H
| Hzmmjz
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Mobilisation des enhancers, facteurs pionniers

REVIEW

Pioneer transcription factors: establishing
competence for gene expression

Kenneth S. Zaret* and Jason S. Carroll®

Facteurs de transcription Facteurs de transcription
classiques pionniers
*Liaison coopérative . L
seulement *Liaison indépendante
*Liaison simultanée avec  avecla (;hrom;latme, qui
d'autres facteurs précede la liaison d'autres facteurs

Copyright © 2011 by Cold Spring Harbor Laboratory Press
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Pioneer transcription factors: establishing
competence for gene expression

Kenneth S. Zaret* and Jason S. Carroll®

(GENES & DEVELOPMENT 25:2027-2241 = 2011 by Cold Spring Hasbor Liborsory Pres
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Mobilisation des enhancers, facteurs pionniers

Réle passif
(en attente..)

€

S
partially bound, inactive enhancer

* induction

OO0AO0)

*Enhancer
pleinement actif

Réle actif
(ouvrir la chromatine
permettant d'autres liaisons)

%%%s“@
o0

Copyright © 2011 by Cold Spring Harbor Laboratory Press
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Biology

Campbell + Reece + Urry » Cain *Wasserman * Minorsky * Jackson

I'ADN et la machinerie basale Polll).

Polll (ARN polymerase Il) est un complexe
multiprotéique (12 sous unités chez les
humains). Activité nucléotidyltransférase..

\ 0
DNA Activators Promoter
Adl il - A \D’{\ “Plomeisi.
e Approach 104 Etion 1 S— =

A
La liaison de facteurs de transcription ) g:;“fgﬁ'pﬁon
(activateurs) sur les séquences enhancers @ A DNA-bending B factors
a déclencher la formation d'un complexe proteinbringsthe 1 = @
v I ion d'u plex bound activators closer "\ DNA-bending “
protéique contenant des facteurs to the promoter. protein
LA General transcription
| généraux (dontvle grand complexe factors, et ‘
médiateur’, une interface physique et proteins, and RNA 3 Gmd“P[Df w
X AN mediator proteins
fonctionnelle entre les facteurs liés a BObnecll s neaty,

@ The activators bind
Cela va conduire a la formation d'un to certain mediator
TR A proteins and general

complexe d'initiation de la transcription transcription factors,
helping them form an
active transcription
initiation complex on
the promoter.

o
Enhancer Distal control TATA
element box

RNA <
l polymerase II

Transcription
initiation complex -
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—5

La spécificité est souvent fixée par la présence de
facteurs uniques, ou de combinaisons uniques de
facteurs, la machinerie transcriptionnelle étant trés
fortement conservée.. La mise en route de la
transcription nécessite également la présence de
facteurs spécifiques (souvent les mémes..)

La spécificité de la transcription est fixée

Contrairement aux génes 'housekeeping
qui pour la plupart n'en ont pas besoin..
(moins besoin)

par les combinaisons de facteurs se liant LIVER CELL NUCLEUS LENS CELL NUCLEUS
sur les séquences enhancers. e Available Available
t’]ﬁ ’ Q activators “ T activators

(a) Liver cell. The albumin gene is expressed, ) Leng call.The crystalin gene i xnieeaant
and the crystallin gene is not.

and the albumin gene is not.
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Enhancer Logic and Mechanics in
Development and Disease

Ryan Rickels' and Ali Shilatifard"*

Trends in Cell Biology, August 2018, Vol. 28, No. 8 https://doi.org/10.1016/;.tch. 2018.04.0
©2018 Published by Elsevier Ltd.

*Facteur pionnier, éviction de nucléosome
*Promoteur (Pol 1) en mode pause
*Looping et contact (cohesin, CTCF..)
*Recrutement modificateurs histones (p300)
*Recrutement du complex Mediateur

*Démarrage de la Pol II, élongation

NELF: Negative elongation complex

SEC: Super elongation complex
TF: Transcription factors
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)

Enhancer selection

pLLTTERIII
Paused promoter
™ @
evietion Enhancer activation
2hd looping

(®)

Paused promoter

Enhancer-mediated
gene activation and
productive elongation

©

X HaKames2 (deposited by MUL/a)

I HaKa7ac (deposied by 5300/C3P)

@ Serines phosphonaton
essoted witn povsd Pl 1)

Serine2 phosphorylaion
A (assocatet wih elongating Pl )

Released promoter

Terds inCol Bicloay
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