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icton Enhancer activation
‘and looping
*Facteur pionnier, éviction de nucléosomes "
*Promoteur (Pol 1) en mode pause
. . 0'-
*Looping et contact (cohesin, CTCF..) :‘.
*Recrutement modificateurs histones (p300)
Enhancer-mediated
L. gene activation and
*Recrutement du complexe Médiateur Eiosucthe cloneation
2 . . [C]
*Démarrage de la Pol II, élongation

X HaKames2 (deposited by MUL/a)
I HaKa7ac (deposied by 5300/C3P)

NELF: Negative elongation complex
SEC: Super elongation complex
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Composition (contenu) des enhancers

*Niveau de I'orthographe'
(des lettres pour faire des mots, des nucléotides pour faire des motifs)

*Niveau de la syntaxe
(des mots pour faire des phrases, des motifs ADN pour donner un 'sens' spécifique

*Niveau de la grammaire
(intégration dans une dimension fonctionnelle de la phrase/texte, de I'enhancer dans
son contexte génomique et cellulaire)

Topologie des paysages d'enhancers
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(des lettres pour faire des mots, des nucléotides pour faire des motifs)

*Niveau de la syntaxe
(des mots pour faire des phrases, des motifs ADN pour donner un 'sens' spécifique

*Niveau de la grammaire
(intégration dans une dimension fonctionnelle de la phrase/texte, de I'enhancer dans
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Composition (contenu) des enhancers

*De trés nombreuses protéines peuvent lier I'ADN par reconnaissance de
petites séquences

*Les différentes modalités de fixation a I'ADN par une protéine ne sont pas
infinies et sont méme relativement restreintes

*Certains motifs protéiques sont donc utilisés dans beaucoup de contextes
différents

*Co-option, réutilisation d'exons...(bricolage..)

2 exemples
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'Or'thographe' des enhancers

Double hélice ADN liée & une homéoprotéine

Liaison a I'’ADN par un o
motif '"homéodomaine'

Sillon mineut

Sillon majeur.

https://fr.wikipedia.org/wiki/Boite_homéotique

protéine a

*La protéine lie I'’ADN par son homéodomaine (60 résidus) homéodomaine’ X

*L'homéodomaine est replié en trois hélices alpha

*Les hélices 2 et 3 forment un motif ‘hélice-tour-hélice’ T TA
*Ce motif reconnait I'ADN dans le sillon majeur et établit les contacts A - CTé

protéine a
'homéodomaine’ Y
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'Orthographe' des enhancers

Liaison a I'’ADN par un
motif 'homéodomaine' de la méme catégorie

Invvo

EI%EAF’!F AE&AITIi

%E

T oo omow ey Vo @ oo oe ooy

Richard S. Mann et al., Figure 3.2 Plesse refer to the logend in the text.

Double hélice ADN liée & une homéoprotéine

Exrémins
Wistmnat

Sillon mineut

Sillon majeur.

https://fr.wikipedia.org/wiki/Boite_homéotique

X \ ,,‘AIIAATéé

protéine a
'homéodomaine’ X

TCATTTAZ2G

protéine a
'homéodomaine’ Y
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'Orthographe’ des enhancers

Liaison a I'ADN par des
motifs 'doigts de zinc'

*La protéine CTCF lie I'ADN grace a 11 'doigts' de zinc. On estime entre
20K et 50K le nombre de sites de liaison a I'ADN dans le génome
humain. Le site 'consensus' est: CCGCGNGGNGGCAG. Plusieurs doigts
de zinc différents peuvent étre engagés dans des contextes différents.

Q? OXFORD
UNIVERSITY PRESS
Nucleic Acids Res, Volume 51, Issue 16, 8 September 2023, Pages 84478462

TFIIIA (9 'doigts’, evetopsy)
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Composition (contenu) des enhancers

*Niveau de I'orthographe'
(des lettres pour faire des mots, des nucléotides pour faire des motifs)

*Niveau de la syntaxe
(des mots pour faire des phrases, des motifs ADN pour donner un 'sens' spécifique

*Niveau de la grammaire
(intégration dans une dimension fonctionnelle de la phrase/texte, de I'enhancer dans
son contexte génomique et cellulaire)

COLLEGE
E FRANCE

1530-

Syntaxe des enhancers

Enh , Panneau Collectif
Enhanceosome d'affichage de facteurs
Enhancer 1 Enhancer 1
— D\ Q y E/\
\m T“Q\g

Enhancer 1 Enhancer 2

D
Enhancer 1 /B
099

*Liaisons coopératives
*Les sites sont tous *Liaisons additives *'Grammaire flexible’
nécessaires *Les sites sont flexibles *Une méme série de
*Activité requiert *Activité requiert un sous- facteurs interagit avec
I'ensemble des facteurs ensemble des facteurs différents enhancers

i j Les différents types de liaisons de facteurs correspondent a des niveaux

différents de conservation des séquences cibles...

Modifié de: Spitz and Furlong, Nat. Rev. Genet. 2012
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Syntaxe des enhancers

Mécanismes
d'activation

Conservation des

séquences ADN
inter-especes

‘Enhanceosome’

Direct cooperativity
Direct DNA binding

e OO°
S~ B
R

i

e MR,

Deep sequence conservation

Séquences ADN
tres conservées

Panneau
d’affichage

Collectif
de facteurs

Indirect

ivity or
Direct DNA binding

Fixed motif type and number
Flexible motif organization

G " PO T R

Less sequence conservation

Séquences ADN
moins conservées

Indirect ivity or ity
Direct and indirect DNA binding

Motifs not always present
Flexible motif organization

Less sequence conservation

Séquences ADN
moins conservées

Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016
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Composition (contenu) des enhancers

*Niveau de I'orthographe'
(des lettres pour faire des mots, des nucléotides pour faire des motifs)

*Niveau de la syntaxe
(des mots pour faire des phrases, des motifs ADN pour donner un 'sens' spécifique

*Niveau de la grammaire
(intégration dans une dimension fonctionnelle de la phrase/texte, de I'enhancer dans
son contexte génomique et cellulaire)
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Composition (contenu) des enhancers

*Y a-t-il un statut général d'enhancer, par exemple des propriétés que I'on retrouverait
dans 'ensemble des séquences ADN ayant cette capacité d'activé la transcription?

*Trouve-t-on des enhancers pour différents types de promoteurs, et si oui, ont-ils des
caractéristiques différentes? Par exemple entre des promoteurs associés a des 'génes de
ménage' (housekeeping) et des promoteurs associés a des 'génes de développement'
(spécifiques, pleiotropiques etc)?

L

Mise en place de |'approche STARR-seq en utilisant des promoteurs représentant ces
deux catégories afin de voir si des enhancers différents sont sélectionnés

13
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Composition (contenu) des enhancers

STARR-seq library
cloning protocol

F_ Sehualy STARR-seq, UMI STARR-se
9 q

STARR-seq plasmid

| Tramstecionorstasseq brary

Principle of STARR-seq: active enhancers transcribe themselves,
by its RNA abunds

ST UMI: {dentlﬁant Molgcu/gr.re Umque
(rajouté pour les librairies moins
Isolation of MANA  ——— [ ORF | AAAAAA complexes...) Marquage unique pour
. l chaque cDNA préparé (par
Reporter-speci )
reverss transeription  —— [ ORF — AnnaAA construction). Une sorte de code-barre
STARR seq protocol UMISTARR seq protocol mais moléculaire plutot que cellulaire.
B Pt Aemats Pratocod
=_[ORF.
l 2 strand synthesis (1 cycle)
— (o
=
l UMl introduction (1 cycle)
BN D = [orF ™
1 Junction PCR l Junction PCR
l Sequencing-ready PCR l Sequencing-ready PCR
. VI TEEE— .
s esddensy
[, W ) e
Enhancer peaks
CP Molecular Biology, Volume: 128, Issue: 1, First i 09 2019, DOLI: (10. 105) © Wiley
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Candidate Libraries

Syntaxe (régles grammaticales) des enhancers

STARR-seq and UMI-STARR-seq: Assessing Enhancer Activities for Genome-Wide-, High-, and Low-Complexity

Library insert

STARR-seq library

STARR-seq plasmid cloning protocol
(Basic rotocol 1)

| Tramstecionorstasseq brary

by its RNA abund

+/—\
A enhancer
ic O —/\{ ORF } PR | —

———[ORF e ARARAA
—ARAAAA

UMI-STARR-seq protocol
(Alternate Protocol)

Isolation of MRNA

Reporter-specific
reverse transcription

STARR-seq protocol
(Basic Protocol 2)
=[O

| 2 sana symuness @ et

ORF =
iy

Utiliser ce protocole avec deux 'core-
promoteurs différents. L'un typique des
génes de 'ménage’ (housekeeping, hk,
ribosomal protein gene RpS12), I'autre
typique des génes du développement
(eve).

L'idée étant de voir si I'on repéche des
enhancers  différents  dans  leurs
séquences, positions etc.. donc de voir
si la structure des promoteurs est en
partie responsable des spécificités des

1 UM introduction 1 cycle h
e _ o P contacts enhancers-promoteurs.
|uncrion pe | sncrion pes
S — = i Dans des cellules de Drosophile (S2) en
1sequm..g;ady pCR lsequencmg«eauy pch culture
it .

\ Deep sequencing and analysis /

Nesiasddarity

ey

Enhancer peaks
CP Molecular Biology, Volume: 128, Issue: 1, First publi 09 2019, DOI: (10. 105) © Wiley
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Enhancer—core-promoter specificity separates
developmental and housekeeping gene regulation

Muhamenad A, 73, Cosmas . Arnold®, Katharina Schernhuber, Michack Pagant, Martina Rah, Ol Frank!
& Abxander Stark!

5561 NATURE | VOL 518 | 26 FEBRUARY 2015

Chevauchement des enhancers isolés
par leurs activités sur des core-
promoteurs hk ou d (développement)..
Seuls 32% activent les deux CP

‘Enrichissement’ des types de core-
promoteurs activés par les enhancers
repéchés L'enhancer E active X fois
plus (2-4X) le promoteur d que le hk...

Fold change
<2x hkCP and dCP
8 2x—4x hkCP »2x-4x dCP
v>4x dCP

#>4x hkCP

dCP S2 STARR-seq
enrichment (log,)
n

hkCP S2 STARR-seq
enrichment (log,)

0
-2
hkCP S2 dCP S2
STARR-seq STARR-seq
hkcP P = —‘—
TCT
or

dcpP P =
TATAbox MTE DPE

Inr

Ces deux types de promoteurs sont
reconnaissables par la présence de petites
séquences d'ADN différentes (depuis les

années 2000...)

16
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LETTER

Enhancer—core-promoter specificity separates *59% des 'enhancers hk' soit incluent, soit sont
developmental and housekeeping gene regulation proches (moins de 200bp) des sites de

bt 2, e, Ak, b S’ Mt ot i, O démarrage de la transcription (TSS). Donc des
556 | NATURE | VOL 518 | 26 FEBRUARY 2015 régions promotrices peuvent agir comme
enhancers.

*A l'inverse, 56% des 'enhancers d' sont dans
des introns de génes et 27% dans des régions
intergéniques.

Distribution dans le génome, proche des |:> Quels sont les types de génes impliqués (a
' R
geénes, loin des génes, et de quels génes?? ELoIIte] [
T T Analyse par 'gene ontology' GO terms

Nucleic acid metabolic process
Spliceosomal complex
Intracellular transport

4,134 3,586 Cell cycle ; ; ;
o Cellular component organization or biogenesis
6] Sequence-specific DNA binding RNA pol Il TF activity

Regulation of signalling
Pattern specification process
Morphogenesis of an epithelium

hkCP S2 dCP S2 Anatomical structure morphogenesis
STARR-seq STARR-seq

Cette étude est ensuite étendue a d'autres core-promoteurs des deux catégories et a d'autres types cellulaires avec
des résultats comparables. Peut-on prédire I'activité enhancer en ne considérant QUE la séquence d'ADN?

17
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'What | cannot create, | do not understand'
(R. Feynman)

® e

DeepSTARR predicts enhancer activity from
DNA sequence and enables the de novo design of
synthetic enhancers

Bernardo P. de Almeida®', Franziska Reiter'?, Michaela Pagani and Alexander Stark '35

NATURE GENETICS | VOL 54 | MAY 2022 | 613-624 | ww\w.nature.com/naturegenetics

Enhancer sequences control gene expresslon and comprise bmdmg sltes (motifs) for different transcription factors (TFs).

Despite extensive genetic and | studies, the rel DNA and I; y activity is poorly
understood, and de novo enhancer design has been :hallengmg Here, we bullt a deep-learning model, DeepSTARR, to quan-
titatively predict the activities of tt of d I and h I s directly from DNA sequence in

Drosophila melanogaster S2 cells. The model learned relevant TF motifs and higher-order syntax rules, including functionally
nonequivalent instances of the same TF motif that are determined by motif-flanking sequence and intermotif distances. We
li d these rules experi lly and d d that they :an be generallzed to humans by testmg more than 40 000
and mutant Dr hila and human ent s. Finally, we designed and fi i y s

with desired activities de novo.

Dans cette étude, nous construisons un modéle d'apprentissage
profond (DeepSTARR) afin de prédire de fagon quantitative les
activités enhancers de milliers de séquences a partir des
séquences ADN seules (cellules S2 de Drosophile).

Basé sur ce modéle, nous produisons et validons de nouveaux
enhancers synthétiques avec les spécificités souhaitées.

18



L'apprentissage profond
Cours 2018-2019 du Professeur Stéphane Mallat (CdF; Sciences des données)
Le deep Learning s'appuie sur un réseau de neurones artificiels s'inspirant du cerveau
humain. Ce réseau est composé de dizaines voire de centaines de «couches>» de neurones,
chacune recevant et interprétant les informations de la couche précédente. Le systeme
apprendra par exemple & reconnaitre les lettres avant de s'attaquer aux mots dans un
texte, ou détermine s'il y a un visage sur une photo avant de découvrir de quelle personne il

s'agit.

PHOTO. A CHAQUE COUCHE DU RESEAU NEURONAL CORRESPOND UN ASPECT PARTICULIER DE LIMAGE. © MAPR, €.,
FUTURA

19
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L'apprentissage profond

Un réseau neuronal convolutif se compose de deux types de neurones artificiels, agencés en « couches » traitant successivement
l'information :
« les neurones de traitement, qui traitent une portion limitée de limage (appelée « champ réceptif ») au travers d'une fonction de
convolution ;
« les neurones de mise en commun des sorties dits de pooling (totale ou partielle).

Un traitement correctif non linéaire et ponctuel peut étre appliqué entre chaque couche pour améliorer la pertinence du résultat’.

L'ensemble des sorties d'une couche de trai permet de i une image il édiaire, qui servira de base a la couche
suivante.

wikipedia

[
PAY

A TRAVERS UN PROCESSUS D’AUTOAPPRENTISSAGE, LE DEEP LEARNING EST CAPABLE D'IDENTIFIER UN CHAT SUR UNE
PHOTO. A CHAQUE COUCHE DU RESEAU NEURONAL CORRESPOND UN ASPECT PARTICULIER DE LIMAGE. © MAPR, C.D,
FUTURA

20
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L'apprentissage profond

Traitement convolutif [moifier | modifier le code |

de p! 1 et sans il la pré i [ modifier | modifier le code |

Dans le cadre de la reconnaissance d'image, cette derniére est « pavée », c'est-a-dire découpée en petites zones (appelées tuiles).
Chagque tuile sera traitée individuellement par un neurone artificiel (qui effectue une opération de filtrage classique en associant un
poids & chaque pixel de la tuile). Tous les neurones ont les mémes paramétres de réglage. Le fait d'avoir le méme traitement (mémes
parametres), sur une petite surface de I'image, légérement décalé pour chaque champ récepteur, s'appelle une convolution 78 Cette
strate de neurones avec les mémes paramétres est appelée « noyau de convolution ».

wikipedia

Erreurs

A TRAVERS UN PROCESSUS D’AUTOAPPRENTISSAGE, LE DEEP LEARNING EST CAPABLE D'IDENTIFIER UN CHAT SUR UNE
PHOTO. A CHAQUE COUCHE DU RESEAU NEURONAL CORRESPOND UN ASPECT PARTICULIER DE LIMAGE. © MAPR, C.D,
FUTURA
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(R. Feynman)

DeepSTARR predicts enhancer activity from
DNA sequence and enables the de novo design of
synthetic enhancers

Bernardo P. de Almeida ', Franziska Reiter'%, Michaela Pagani' and Alexander Stark 135

NATURE GENETICS | VOL 54 | MAY 2022 | 613-624 | ww\w.nature.com/naturegenetics

Enhancer sequences control gene expresslon and comprise bmdmg sltes (motifs) for different transcription factors (TFs).

Despite extensive genetic and | studies, the rel DNA and I; y activity is poorly
understood, and de novo enhancer design has been :hallengmg Here, we bullt a deep-learning model, DeepSTARR, to quan-
titatively predict the activities of tt of d | and h s directly from DNA sequence in

Drosophila melanogaster S2 cells. The model learned relevant TF motifs and higher-order syntax rules, including functionally
nonequivalent instances of the same TF motif that are determined by motif-flanking sequence and intermotif distances. We

li d these rules experi lly and d d that they :an be generallzed to humans by testmg more than 40 000
and mutant Dr hila and human ent s. Finally, we designed and fi i s

with desired activities de novo. -

Dans cette étude, nous construisons un modéle d'apprentissage
profond (DeepSTARR) afin de prédire de fagon quantitative les
activités enhancers de milliers de séquences a partir des
séquences ADN seules (cellules S2 de Drosophile).

Basé sur ce modéle, nous produisons et validons de nouveaux
enhancers synthétiques avec les spécificités souhaitées.

22
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DeepSTARR predicts enhancer activity from
DNA sequence and enables the de novo design of
synthetic enhancers

Bernardo . de Almeida®™, Franziska Reiter'?, Michaela Pagani' and Alexander Stark 01

NATURE GENETICS | VOL 54 | MAY 2022 | 613-624 | ww\w.nature.com/naturegenetics

We
identitied 11,658 developmental and 7,062 housekeeping enhanc-
ers (Fig. 1b and Supplementary Fig. 1ab). These enhancers are
largely nonoverlapping, confirming the specificity of the different
transcriptional programs. These genome-wide enhancer activity
maps provide a high-quality dataset to build predictive models of
enhancer activity and characterize the sequence determinants of
two main enhancer types.

Webuilt the multitask convolutional neural network DeepSTARR
to map 249-bp-long DNA sequences tiled across the genome to
both their developmental and their housekeeping enhancer activi-
ties (Fig. 1c). We adapted the Basset convolutional neural network
architecture’ and designed DeepSTARR with four convolution
layers, each followed by a max-pooling layer, and two fully con-
nected layers (Fig. 1c and Supplementary Fig. 2; Methods). The
convolution layers identify local sequence features (for example, TF
motifs) and increasingly complex patterns (for example, TF motif
sPntax), whereas the fully connected layers combine these fea-
tures and patterns to predict enhancer activity separately for each
enhancer type.

Input  Four (convolution + max pooling) ~ Two fully connected ~ Output
layers layers
o
8 o—Q
feian:
S
17N
>n
sz o 0} D
B x4 \ ev
- kil .

3 - 8 8 2 Predicted
3. enhancer activit
Sem s Hk
= o
| eii e
|4 mmmf
E o0
&
a

Local sequence features  Motif syntax Decision of ~ Task-specific

(for example, motif instances) ~detection importance prediction

11'660 'd-enhancers' et 7'060 'hk-enhancers' sont isolés et utilisés
pour entrainer le réseau (apprentissage..).

Cela représente une database de haute qualité pour construire un
modele prédictif et caractériser les séquences qui déterminent ces
deux qualités d'enhancers.

possibles activités 'd-' ou 'hk-enhancers'

4 couches de convolution, suivies de couches de pooling maximum et
de deux couches de connections

Les couches convolution identifient des caractéristiques locales (par ex.
les motifs des facteurs liant) puis de plus en plus complexes (syntaxe),
alors que les couches connectées vont combiner ces parametres
multiples pour prédire |'activité enhancer pour chaque séquence...

E> Utilisation de ‘tuiles' de 249pb pour 'tiler' le génome et prédire les

23

DeepSTARR predicts enhancer activity from
DNA sequence and enables the de novo design of
synthetic enhancers

Bernardo . de Almeida®™, Franziska Reiter'?, Michaela Pagani' and Alexander Stark 01

NATURE GENETICS | VOL 54 | MAY 2022 | 613-624 | ww\w.nature.com/naturegenetics

Les profils prédits et observés sont presque
identiques, aussi comparables que le sont deux <:|
réplicats des profils observés (sur un chromosome

entier).

v

Thus, DeepSTARR learned generalizable features
and rules de novo directly from the DNA sequence that allow the
prediction of enhancer activities for unseen sequences.

COLLEGE
DE FRANCE
530
Validation des résultats
STARR-seq réel versus
Prédictions de DeepSTARR
—= | —
3 324 -
é Dev l .
S 324
Hk
. el |
399
g Dev l i
g 0 i . Loladi
8 479 1
o
- [ o

chr2R:13,522,605-13,575,354

Dev ‘

B
, 2
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2
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Prédi B Doy
redit g
8
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DeepSTARR predicts enhancer activity from
DNA sequence and enables the de novo design of
synthetic enhancers

Bernardo . de Almeida®™, Franziska Reiter'?, Michaela Pagani' and Alexander Stark 01

NATURE GENETICS | VOL 54 | MAY 2022 | 613-624 | ww\w.nature.com/naturegenetics

DeepSTARR reveals TF motifs required for enhancer activity. ﬁ>

Nonequivalent instances of the same TF motif. [:>

Flanking sequence influences the importance of TF motifs. g>
In silico analysis reveals modes of motif cooperativity. [:>
Motif syntax rules can be generalized to human enhancers. [:>

Designing synthetic enhancers with desired activities.[>

This proof-of-concept experiment shows that the
rules learned by DeepSTARR enable the a priori design of synthetic
enhancers with desired activity levels.

Points importants

DeepSTARR révele quels sont les motifs ADN
nécessaires pour induire une activité enhancer.

Il existe des cas de non-équivalence du méme site de
liaison pour un facteur de transcription.

Les séquences ADN adjacentes a un site participent a
I'importance de I'activité de ce site.

Ces analyses in silico renseignent sur les fagons dont
des sites voisins peuvent coopérer.

Les régles de syntaxe extraites de cette approche
peuvent étre généralisées (aussi chez les humains).

Cela ouvre la voie a la fabrication d'enhancers
spécifiques entierement synthétiques

25
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A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers

(non exclusifs...)

Comment les enhancers fonctionnent & grandes distances?

Topologie des paysages d'enhancers

C. Les archipels de régulation
D. Les paysages de régulations pleiotropiques

26
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Trés souvent, les paysages de régulation contiennent de nombreux enhancers qui
contribuent & une (ou plusieurs) fonction(s) commune(s)

An Integrated Holo-Enhancer Unit
Defines Tissue and Gene Specificity
of the Fgf8 Regulatory Landscape

A. Les holo-enhancers I o
Mirna Marinié,’ Tugce Aktas,’ Sandra Ruf,’ and Frangois Spitz'*

"Developmental Biology Unit, EMBL, Meyerhofstrasse 1, Heidelberg 69117, Germany

530 Developmental Cell 24, 530-542, March 11, 2013 ©2013 Elsevier Inc.

Developmental Cell

Le géne Fgf8 et sa régulation complexe..
TLX1 LBX1 BTRC POLL DPCD  FBXW4 FGF8 NPM3
[ L 11 .
Ccen | - ' el
100 kb
49 51 5354 55 57 59 6162 63 64 66 7071 7273 84 7576 778 7 80 83 81
0"\
5;0 52 56 58 60 69 67
COLLEGE
E FRANCE

1530-

Le géne Fgf8 et sa régulation

Figure 1. Structure and Expression of the TLX7-NPM3 Interval
(A) Expression patterns detected by in situ hybridization in E10.5 mouse embryos. Arrows indicate specific expression domains of Lbx1 and Fgf8. AER, apical

ectodermal ridge; BA, first branchial arch ectoderm; CP, forebrain commissural plate; MHB, midbrain-hindbrain boundary; MY, myoblasts; NE, nasal pit
epithelium; SO, somites; TB, tail bud. See Figure S1 for gPCR data.

AER: Créte apicale du bourgeon de membre

- 4
W a mm w5 @ @ W% wn nnownm nm
c m
Al
0 = @ % we

224kb

Comment intégrer ces
différentes spécificités pour
réguler la transcription aux

promoteurs différents?

Scan de l'intervalle ADN
par un 'enhancer 'sensor’

28
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Large-scale analysis of the regulatory architecture of the

nature
. . genetlcs
mouse genome with a transposon-associated sensor

NATURE GENETICS VOLUME 43 | NUMBER 4 | APRIL 2011

Sandra Ruf!, Orsolya Symmons', Veli Vural Uslu!, Dirk Dolle2, Chloé Hot, Laurence Ettwiller? &

Frangois Spitz!
a <<= BT SSae

Sleeping Beauty transposon Transposase transgene
with JoxP and regulatory sensor reporter

Mobilisation dans la lignée
germinale et intégration
de une ou X copie(s)

Ségrégation des copies

HOMING

Prm: Promoteur actif dans la lignée germinale (transposase hyperactive
seulement en contexte germinale -inactive dans le soma)
Sensor: Beta-globin/lacZ reporter, dans un transposon.
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Large-scale analysis of the regulatory architecture of the

nature
. . genetlcs
mouse genome with a transposon-associated sensor

NATURE GENETICS VOLUME 43 | NUMBER 4 | APRIL 2011

Sandra Ruf!, Orsolya Symmons', Veli Vural Uslu!, Dirk Dolle2, Chloé Hot, Laurence Ettwiller? &
Frangois Spitz!

Fréquence de remobilisation des transposons a copie unique

Donor
Insertion Type Chr. F1 SBlac Remob®  Mapped Intrachrom®  Locald
177184c Het 5 71 25 9 9 2 1
183038 Het 7 52 33 7 4 0 0
183036 Het 1 237 90 44 37 12 5 !
176599b Het 2 104 46 11 10 4 3
176599bc? Het 1,2 53 41 19 17 7 2
176599b Hom 2 61 57 12 11 2 1 '
176148b Hom 16 24 22 7 3 0 0
178235 Hom 16 15 15 3 3 0 0 |
183041a Het 3 261 106 41 24 5 4
178137a Het 11 145 60 11 8 2 2 1
Total 1,023 495 164 (33%) 126 34 (27%) 18 (14%)
Chr., chra ; het, hom, F 1s; remob, r ilized; intrachrom, intrachromosomal.

3Male with two unlinked insertions (176599b and 176599c). The number of remobilizations is an underestimate as only JF1
individuals, which were negative for both 176599b and 176599c, were considered as ‘remobilized’. °Number of animals| i
with a SBlac transposon in the genome but not at the starting position. °New insertions on the same chromosome than thj |
donor site. INew insertions within 2 Mb of the position of the donor site.

‘Homing'
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*Le transposon sensor intégre différentes influences de régulations
selon son site d'insertion, sans présenter de logique particuliere
qui serait 'calculable’ ou prévisible' (avec les moyens actuels...)

Marinic et al., Developmental Cell, 2013
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An Integrated Holo-Enhancer Unit
Defines Tissue and Gene Specificity
of the Fgf8 Regulatory Landscape

Mirna Marini¢,’ Tugce Aktas,’ Sandra Ruf,’ and Frangois Spitz'*
Developmental Biology Unit, EMBL, Meyerhofstrasse 1, Heidelberg 69117, Germany

530 Developmental Cell 24, 530-542, March 11, 2013 ©2013 Elsevier Inc.

AN

Polarisation des effets,
filtration, intégration et
pattern final....

Fgf8

Figure 7. A Holo-Enhancer Region

The Fgf8 gene-dense region comprises multiple
enhancers (ovals) distributed within introns of the
bystander genes (gray rectangles). Enhancers are
color-coded to match the expression domains
depicted on the mouse embryo outlines.

(A) Although individual enhancers possess large
and diverse intrinsic autonomous activities (upper
embryo), their collective output is not equal to their
superposition: only a subset of these activities is
displayed over distance to endogenous genes and
polarized to the genomic position normally occu-
pied by Fgf8 (lower-right embryo).

Potentiel de régulation basé
sur les qualités intrinseques
des enhancers

32

16



. E
RANCE

1530-

Comment les enhancers fonctionnent & grandes distances?

*Au niveau moléculaire?

*Au niveau du 'choix' des génes cibles et de I'organisation
chromosomique?

A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers
C. Les archipels de régulation
D. Les paysages de régulations pleiotropiques
(non exclusifs...)
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Les 'super-enhancers'

Cellules ES

Enhancer Super-
B. Les super-enhancers | 'classique’ enhancer
10kb
i — -
9 9
Super-Enhancers in the Control ml L R 01 Ly, o
of Cell Identity and Disease 1 ! 1 Luld sox2
Denes Hnisz,"- Brian J. Abraham, ' Tong Ihn Lee,"* Ashley Lau,’* Violaine Saint-André,’ Alla A. Sigova,’ 14 = l 14 Jl L
Heather A. Hoke,'-? and Richard A. Young'-**
2Department of Biology, Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA 02139, USA i al . ALl g
Cell 155, 934-947, November 7, 2013 ©2013 Elsevier Inc 1 i \ 1 o el K
“ 41
Esrrb
gl J gl L Al Al
b
3 Nrsa2
Les super-enhancers sont des E 1 N 1 Ll LL =
. 37
clusters  d'enhancers  qui 1 371 l Prdm14
ensemble assemblent une o - ” e
haute densité¢ de I'appareil 1 1 l ) Tclop211
transcriptionnel afin de 2 20
produire  une  expression 1 | 1 L u‘ il Smass
robuste de génes cibles qui ”1 "1 l | Stat3
ont des roles essentiels dans LI s e
I'identité cellulaire. 1 1 mn Tef3
L A L
POLE4 Pt miR-290-295 &
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Super-Enhancers in the Control
of Cell Identity and Disease

Denos Hnisz,': Brian J. Abraham, ' Tong Inn Loe,' Ashley Lau, ' Violaine Saint-André," Alla A. Sigova,'
Heather A. Hoke, 2 and Richard A. Young'*

Cambidge, MA 02142, USA
“Department of Bilogy, Massachusefts Instiute of Technology, Cambridge, MA 02139, USA

Cell 155, 934-947, November 7, 2013 ©2013 Elsevier Inc
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Super-Enhancers in the Control Supet:

of Cell Identity and Disease

Denos Hnisz,': Brian J. Abraham, ' Tong Inn Loe,' Ashley Lau, ' Violaine Saint-André," Alla A. Sigova,'
Heather A. Hoke, ' and Richard A. Young'-

Cambidge, MA 02142, USA
“Department of Bilogy, Massachusefts Instiute of Technology, Cambridge, MA 02139, USA

Cell 155, 934-947, November 7, 2013 ©2013 Elsevier Inc

SUMMARY

Super-enhancers are large clusters of transcriptional
enhancers that drive expression of genes that define
cell identity. Improved understanding of the roles
that super-enhancers play in biology would be
afforded by knowing the constellation of factors
that constitute these domains and by identifying
super-enhancers across the spectrum of human
cell types. We describe here the population of tran-

and transcription apparatus occupying super-en-
hancers in embryonic stem cells and evidence that
super-enhancers are highly transcribed. We produce
a catalog of super-enhancers in a broad range of hu-

ciate with genes that control and define the biology
of these cells. Interestingly, disease-associated vari-
ation is especially enriched in the super-enhancers of
disease-relevant cell types. Furthermore, we find that

genes and other genes important in tumor pathogen-
esis. Thus, super-enhancers play key roles in human
cell identity in health and in disease.

scription factors, cofactors, chromatin regulators, E>
man cell types and find that super-enhancers asso- E>

cancer cells generate super-enhancers at onco- E>

enhancer Gene

Protein

Cellules ES (feedback)

Les super-enhancers stimulent
un haut niveau de transcription

Les super-enhancers sont associés
a des génes impliqués dans la
différenciation cellulaire (linéage..)

Des variations dans des super-
enhancers peuvent étre associées
a des pathologies (cancer)
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B. Les super-enhancers ||

Un exemple (d'importance historique) d'une situation dans laquelle une protéine
unique doit étre produite en quantité suffisante pour assurer une fonction
différenciée précise, en fin de parcours de différenciation (albumine, crystalline...).
Pas de pléiotropie, mais une nécessité d'une activité soutenue et de longue durée.

37
COLLEGE
E FRANCE
1530
App 1Mio de globules rouges produites a chaque seconde chez I'adulte,
contenant de I'hémoglobine
The globin gene (blue) family (pseudo-genes
are shown in green). The alpha and beta-globin gene clusters are on 2 different chromosomes
(Héme: ion Fe complexé a une porphyrine- un par chaine de globine-)
Heme B-Globin
Hemoglobin
a-Globin
a-Globin gene family p-Globin gene family
Chromosome 16 Chromosome 11
il Il EEEEE N
[ A SR T € Sy Ay y, & B
Fetus
Embryo and adult Embryo Fetus Adult
(b) The human a-globin and B-globin gene families
e Campbell 8t ch 21
38
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Human alpha and beta-globin gene clusters on 2 different chromosomes
Evolution of these families, common ancestor. Pourquoi? Quel avantage sélectif ?

Evolve various affinities for O2 (embryonic or fetal forms)

Duplication of
ancestral gene

Mutation in
both copies

Transposition to
different chromosomes

Further duplications
and mutations

Evolutionary time

S

o o Q a‘l
«-Globin gene famil

Gopyriont© 2008 Pearson Edcation. nc., publiening a3 Pearecn BINAGUD Cummings,

on chromosome 16

Ancestral globin gene

¥ € Sy My oy, 8 B

y B-Globin gene family
on chromosome 11

Campbell 8t ch 21
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Understanding fundamental principles of enhancer biology at a
model locus

Analysing the structure and function of an enhancer cluster at the a-globin locus

MiraKassouf | SerenFord | JosephBlayney | DougHiggs

*Matériel homogéne et en quantité

*Bonne orthologie chez la souris

*Aspect médical (Thalassémies...-anémie-)

*Donc, position historique pour les enhancers..(beta-globine...)
*Régulation a distance, LCR..
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L'érythropoiése dans les cellules de foie feetales

Erythropoiése

L'érythropoiése est, chez les étres humains,
I'ensemble des processus de production des
globules rouges dans la moelle osseuse. Les
globules rouges assurent le transport de
I'oxygéne des poumons vers les organes et du
dioxyde de carbone des organes vers les
poumons.

Source: Wikipédia >

onset of a-globin

)
2% | BioEssays
S0-low S0-medium S1 s2 s3 sS4 S5
HSC BFUe early late Proerythroblast Early Intermediate Late .
FUe CFUe (early)

-® -@ ‘.;

bothin the varying size and hemoglobinisation states of the cells.

expression
erythroid terminal differentiation

FIGURE 1  Schematic repr f S0-low to 55 mark defined cellular stages of

i i d purificati 171 that allows the isolation of the desired population from mouse fetallivers. The stages of

erythroid he ting with Cells (HSC) committing, amongst other lineages, to the erythroid

progenitors (burst colony forming unit and colony forming unit erythroid, BFUe and CFUe respectively). a-globin expression s first detected and

progressively increases as ce from proerythr to mature red blood cells, as indicated by the gradually increasing red colour in

the red triangle. The schematic fon of the progressively maturing i i istingui:
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*Petit 'TAD' de 65kb, inclut dans un 'TAD' de 165kb
(taille réduite due & la 'stratégie'?)
*Délimité par des sites CTCF

*Un géne embryonnaire (epsilon, Hba-x)
*Une paire de génes alpha similaires (Hba-1 et Hba-2)

*Deux autres génes globines de fonction inconnue

*5 éléments de régulation (R1, R2, R3, Rm et R4)
localisés entre -8 et -40kb, avec R1, R2, R3 et Rm

localisés dans les introns du géne Npri3
(housekeeping..).

*Les enhancers contiennent des sites de liaison aux
facteurs GATA1, TAL1, NFE2, KLF1, tous impliqués dans
I"érythropoiése...

*Structure en 'Super-enhancer'

RIR2ZR3RMR4 T a @

B S oo

we | lwad

H3K4Mel

H3K4Me3

CTCF

Rad21

RIR2R3 RMR4 T a  a
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Dynamique de la transcription: Le systéme in vitro

permet de suivre les étapes de préparation et de
démarrage de la transcription

S0-low So-medium $1 2 s s4 5

e CFUe (early) -
o000 @ ®*00°
: )

onset of aglobin
pression

erythrold terminal diferentiation

— E

PIC: Pre-initiation complex

P\ £ te
. S 1 promoter
afe o o,
RN | — ianecotin
.\o(m‘ o)
y A "n: cohesin (mediating loop extrusion)
- ey transcriptional pre-initiation complex
erythroid
onsetofagobin | Sod
. essio gt
GATA2 pionnier GATA1 replaces GATA? echiimen
Noisy o~ Continuous Noby
o S
L bursting bursting N )PS9

B < convergent CTCF

= enhancer

o =

Recruitment of PIC, Pol Il
and KLFT
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e Des modéles d'interactions différents

Understanding fundamental principles of enhancer biology at a

model locus

Analysing the structure and function of an enhancer cluster at the a-globin locus

)

Enhancer-promoter bridging model Transcriptional hub model
201

MiraKassouf | SerenFord | JosephBlayney | DougHiggs

*Modele de 'bridging' (loop extrusion assure la
proximité, créant un micro-domaine chromatinien, le
médiateur fait le bridging).

Mediator complex
i

prenitiation
complex

enhancer——»
promoter of
target gene

*Modeéle du ‘transcription hub', dans lequel la T
proximité est aussi assurée par loop extrusion mais tateameclel
une haute concentration de facteurs est observée,

créant peut-&tre une séparation de phase et donc un
environnement 'enrichi'. C'est donc un modéle

«——cohesin

o eicr

T
200400 nm

moins déterministe, plus 'stochastique', qui peut

expliquer certains résultats obtenus avec des

délétions ponctuelles d'enhancers. Ce modéle est

plus compatible avec des paysage d'holo-enhancers joum -

(par ex. Fgf8 dans les membres) qu'avec des . ] ,/_\

el 7
paysages additifs du genre Shox2). e V4 -
R
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.
BioEssays N . . s
e Des modeéles d'interactions différents, une
Understanding fundamental principles of enhancer biology at a Structur,e geqerale visualisée par microscopie a
windel lneas super-résolution (nanometer scale..PN 2014).
Analysing the structure and function of an enhancer cluster at the a-globin locus
MiraKassouf | SerenFord | JosephBlayney | DougHiggs
Enhancer-promoter bridging model ‘Transcriptional hub model
o
e /) «g
(el R e
& |
prentaton =
compi

enhancer—»
promoter of
target gene

| J+—promoter
chromatine =
" S tissue-specific

décondensée wranscription

«——cohesin
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erythroid cell m
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Approches fonctionnelles du super-enhancer

*Délétions variées
*Rajouts sur une délétion totale

Nprl3
— — Ieesssssssssm——  Hba-a1 gHba-a2y
- = Hba-x ® B Hbqlal
Enhancer cluster b
*Les enhancers n'ont pas la méme Rl R2R3  RmR4
impon;ance, WT Hemizygous
ez | I
oo 4 . L hal
*Différence dans le résultat selon que = L L
les enhancers sont enlevés ou —
rajoutés... en particulier  sur (A) Reduction inalpha-globin ;.10 7 m olo 9o 100 expected
I'importance de R3, Rm et R4. expression upon deletion of , | total alpha
individual elements m 90 globin

. " expression
*En effet, peu importants lorsqu'ils (B) Alpha-globin expression 3 m 00 0
sont enlevés par unité, ils se révélent upon addition of enhancer _
critiques lorsque rajoutés a R1 et R2 ngﬁglﬂ(l?s?bz’;kgmun : ‘ IEN 40
I('compaar)er les lignes 2 et 3 avec la 5 0 75 P —
igne 8..). 6 m 0 80 L to;Lili;;ha
*Importance de la topologie des 7 0 0 90 expression
enhancers au sein dul SE, Eour induire 8 00 0 100
une architecture de régulation 4

Fonction compléte méme si R3, Rm et R4 sont inactifs seul
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