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RESUME

Les enhancers sont des régulateurs cruciaux de I’expression des génes pendant le développement
embryonnaire. L’ascidie Ciona intestinalis est un organisme-modéle qui se préte a 1’étude de ces
séquences cis-régulatrices car ses enhancers sont généralement petits et compacts, et le lignage invariant
des cellules chez I’embryon permet de visualiser leur activité avec une résolution cellulaire.

Deux signatures indépendantes associées a |’activité d’un enhancer avaient été identifiées : la présence
de sites de fixation pour des facteurs de transcription spécifiques, et une signature dinucléotidique
globale a I’échelle des enhancers. (Khoueiry 2010). Cependant, si ces signatures corrélent avec
I’activit¢ des enhancers, elles ne permettent pas d’identifier de nouveaux enhancers grace a leur
séquence.

rrrrr

geéne Otx, comme enhancer-modele. Ce petit enhancer (55pb), est lié par les facteurs de transcription
Gata4/5/6 et Etsl/2 et activé par la voie de signalisation FGF. Afin de mieux comprendre les
déterminants de 1’activité neurale précoce d’un enhancer, j’ai testé I’impact de mutations ponctuelles
affectant 1’affinité de sites de fixation de 1’élément-a pour les facteurs de transcription. J’ai également
randomisé les spacers, séquences situées entre les sites de fixation pour ETS et GATA dans quatre
clusters de ces sites.

Nos résultats suggérent au moins deux niveaux de contréle de la régulation en cis : i) la spécificité
spatiotemporelle de I’activité d’un enhancer est définie par I’identité des sites de fixation des facteurs de
transcription, et ii) son niveau d’activité dépend a la fois de 1’affinité des facteurs de transcription pour
leurs sites de fixation et la composition des spacers. La majorité des variants randomisés de 1’élément-a
sont actifs dans les mémes lignées cellulaires que le sauvage et leurs niveaux d’activité sont trés divers.
Le méme résultat est obtenu en randomisant les séquences intercalantes d’un autre cluster ETS/GATA
actif. La randomisation de ces séquences a méme conféré de 1’activité enhancer a de nombreux variants
de clusters inactifs. En accord avec leur activité neurale précoce et la présence de sites de fixations pour
ETS et GATA, ces variants, comme 1’élément-a, répondent a 1’induction neurale de FGF.

Nous n’avons pas réussi a expliquer I’action des séquences intercalantes sur 1’activité des enhancers par
des caractéristiques simples de leurs séquences (nucléotidique ou dinucléotidique), et I’on ne comprend
pas pourquoi il est si simple de créer un enhancer synthétique quand la majorité des clusters
génomiques de sites de fixations putatifs pour ETS et GATA sont inactifs. En utilisant une approche de
fixation in vitro des facteurs de transcription, nous avons montré que la randomisation des séquences
intercalantes peut affecter la fixation d’un facteur de transcription sur 1’élément a, sans changer la
séquence primaire du site de fixation, mais que la fixation sur 1'élément entier ne peut pas toujours étre
expliquée par la fixation sur les sites isolées. Ces résultats suggérent que la structure physique de
I’hélice d’ADN des enhancers peut jouer un role important dans le contréle de 1’activité d’un géne.



ABSTRACT

Enhancers are crucial elements for the control of gene expression during embryonic development. The
ascidian Ciona intestinalis offers unique experimental features to study these cis-regulatory sequences:
enhancers are generally small and compact and their activity can be tracked at the single cell level
thanks to the invariant cell lineage of ascidian embryos.

Previous work identified two independent signatures associated with enhancer activity: the presence of
specific transcription factors binding sites (TFBS) and a global dinucleotide signature along enhancers
(Khoueiry, 2010). Although they correlate with enhancer activity, these signatures are insufficient to
identify enhancer sequences from their sole sequence.

During my thesis, I used a well-characterized early neural Ciona enhancer, the a-element of the Otx
gene, as a model enhancer. This small (55pb) enhancer, is bound by Gata4/5/6 and Etsl/2 and is
activated by the FGF pathway. To better understand the determinants of early neural enhancer activity, I
tested the impact of point mutations affecting the affinity of the a-element TFBS for their binding TF
and of the randomization of the spacer sequences that separate the TFBS in four ETS and GATA
binding site clusters.

Our results suggest at least two levels of cis-regulatory control: spatiotemporal specificity of enhancer
activity is encoded in the identity of TF-binding sites, while the level of enhancer activity is set both by
the affinity of TFs for their binding sites and by the composition of the spacer sequences. A surprisingly
high number of variants of the a-element with randomized spacers are active, always in the same cell
lineages as the WT. These variants, however, display a wide range of activity levels. This effect is also
observed when the spacers in another active ETS/GATA cluster are randomized. Randomization of the
spacers can even confer enhancer activity to a large fraction of inactive cluster variants. Consistent with
their early neural activity and with the presence of ETS- and GATA-binding sites, these variants are,
like the a-element, responsive to the FGF neural inducer.

We could not link the action of the spacers on enhancer activity to any simple nucleotide or
dinucleotide sequence features and it currently remains unclear why it is so easy to create a synthetic
enhancer while most putative genomic ETS/GATA clusters are inactive. Using in vitro transcription
factor binding assays, we showed that randomization of spacer sequences can affect TF binding to the
a-element without changing the primary sequence of the binding site, and that extended minimal TFBS
do not always recapitulate binding to the whole element. These results suggest that the physical
structure of the DNA helix around the binding sites may play an important role in the control of
enhancer activity.



RESUMES GRAND PUBLIC

Les enhancers sont des séquences d’ADN qui controlent ’expression des geénes. Leur role est trés
important au cours du développement : toutes les cellules d’un embryon contiennent le méme matériel
génétique, mais, selon les génes qui y sont exprimés, elles vont former différents tissus, organes...
Pendant ma thése, j’ai essay¢ de comprendre comment est codée 1’information dans ces séquences, chez
I’ascidie Ciona intestinalis, un petit invertébré marin. Les embryons de cette espéce se développent
rapidement, ont un petit nombre de cellules qui se divisent toujours de la méme fagon, et I’on peut
facilement y introduire de I’ADN contenant la séquence d’intérét et visualiser dans quelle(s) cellule(s)
elle a la capacité d’activer un géne.

On sait que les enhancers sont activés par des protéines qui se fixent sur des séquences qu’elles
reconnaissent dans ceux-ci. J’ai montré que les séquences situées entre ces sites de fixation jouent
également un réle important pour l'activité des enhancers.

k ok ok ok %k

Enhancers are DNA sequences, which control the expression of neighboring genes. They are important
during development, as all the cells of an embryo contain the same genetic information, but, according
to the genes they express, will specialize in different tissues, organs... During my PhD, I aimed at
understanding how is spatio-temporal activity encoded in these sequences, using a small marine
invertebrate, the sea squirt Ciona intestinalis as a model organism. Embryos of this species are very
suitable to study gene regulation, as they develop quickly, have a small number of cells that divide in an
invariant and stereotyped manner, and one can easily introduce DNA inside and visualize in which
cell(s) it is able to activate gene expression.

Enhancers are activated by the fixation of proteins on specific sequences. I showed that sequences
located between these binding sites are also very important for enhancers, as they set their activity
levels.
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INTRODUCTION

Le code génétique qui permet de traduire une séquence d’acide désoxyribonucléique (ADN) en
un enchainement d’acides aminés formant une protéine, a ét¢ décrypté au début des années 60.
Si ce code permet de prédire la protéine produite par un géne codant, il n’explique pas ou,
quand et en quelle quantité cette protéine est produite au sein de l'organisme. La synthése
d’ARN a partir de I’ADN génomique - la transcription - est la premiére étape du processus qui
conduit de I'ADN a la présence de la protéine. Ce processus hautement régulé permet une
interprétation différentielle par chaque type de cellule de la méme information génétique.
L'information contrdlant la transcription est encodée dans des séquences, dites cis-régulatrices,
localisées a plus ou moins grande distance du géne qu'elles contrdlent. Ces séquences restent

mal comprises.

Déchiffrer le fonctionnement des séquences régulatrices aurait d’importantes retombées sur
notre compréhension des processus génétiques de développement et d’évolution, qu'ils soient
normaux ou pathologiques. Toutefois, cette tiche est rendue particuliérement ardue par la
complexité des différents niveaux de contréle de I’expression des genes. Par exemple, la seule
initiation de la transcription implique des interactions de dizaines de protéines entre elles et

avec I’ADN, mais aussi des changements épigénétiques de la structure locale de la chromatine.

La premiére partie de mon introduction traitera de la transcription et de ses mécanismes de
contrdle ainsi que de certaines caractéristiques des séquences cis-régulatrices. Je présenterai
ensuite 1’ascidie Ciona intestinalis, 1’organisme modele sur lequel j’ai travaillé pendant ma

thése et qui se révele étre particulierement adapté aux études transcriptionnelles.
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I. Le controle de la transcription

Comment peut-on produire au sein d'un organisme des cellules différenciées, exprimant des
jeux de protéines tres différents, alors que ces cellules contiennent toutes, a quelques rares
exceptions pres, le méme ADN ? Selon le « dogme central de la biologie moléculaire » (Crick,
1970), les protéines ne sont pas produites directement a partir de ' ADN. L’ADN est d'abord
copi¢ sous forme d'une molécule intermédiaire, I'ARN, dans un processus nommé
transcription. Cet ARN est alors traduit en protéine(s) (Figure I.1A). Des percées majeures en
biologie moléculaire, biochimie et génétique ont montré que la production d'un grand nombre
de types de cellules différentes a partir d'une méme molécule d'ADN résulte principalement du
contrdle du nombre de copies ARN de chaque géne produites au sein de chaque type de cellule,
c'est a dire du contrdle de l'expression des genes (Britten & Davidson, 1969), méme si le
controle de la traduction de 'ARN en protéine, les modifications post-traductionnelles, la
localisation et la dégradation des protéines contribuent également a la construction du
phénotype (Figure 1.1B). De plus, pendant le développement embryonnaire, 1’orchestration
précise de I’expression des geénes dans le temps et dans l'espace est indispensable au bon
déroulement des événements morphogénétiques qui déterminent la forme finale de 1'organisme
en devenir et positionnent chaque cellule différenciée au sein de son organe (Peter & Davidson,
2015). Le controle de I'expression des génes joue enfin un réle majeur au cours de 1'évolution
(Davidson & Erwin, 2006), et la complexification des mécanismes de contrdle de I’expression
des geénes pourrait &tre a l'origine, ou avoir accompagné, 1I’émergence des organismes
pluricellulaires complexes (Michael Levine & Tjian, 2003). Ces travaux placent donc le
contrdle de I’expression des génes au cceur des processus de différentiation, de morphogénése

et d'évolution de I’embryon.

Pendant ma thése, je me suis intéressée a cette étape clef du controle de l'activité des genes.

Seule une toute petite partie d'un génome code pour des protéines. La majorité des génomes
animaux est donc dite non-codante. Pourtant, c'est précisément au sein de ces séquences que se
trouve la majorité¢ de l'information génétique qui contrdle I'expression des genes. Décoder le
mode d'action des séquences cis-régulatrices est donc indispensable pour comprendre le
développement et I’évolution des especes. Pourtant, plus de 35 ans apres l'identification de la
premiere séquence régulatrice active dans des cellules eucaryotes (M. L. Goldberg, PhD thesis,

Stanford University, 1979), les régles qui conférent des propriétés cis-régulatrices a un
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fragment d’ADN restent trés mal comprises. Ainsi, contrairement aux séquences codantes,
personne n’est actuellement capable de prédire I’activité cis-régulatrice d’une région d’ADN
sur la seule base de sa séquence. Il n’existe donc, pour I’instant, aucun logiciel capable de
scanner efficacement un génome a la recherche de séquences régulatrices comme c’est le cas
pour les éléments transposables (par exemple RepeatMasker, (Tempel, 2012)) ou les modeles

de geénes codants (pour revue, voir Sleator, 2010).
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Figure 1.1: Complexification du Dogme central de la biologie moléculaire. A. Le dogme central de
la biologie moléculaire présenté par Crick (Crick, 1970). Les fléches décrivent les connaissances en
1958, les lignes pleines représentent des transferts probables, les pointillés des transferts possibles.
L’absence de fléche représente les transferts impossibles postulés par le dogme central. B. Le dogme

central (1°° ligne) remis au gotit du jour (Figure empruntée au bioWIKI de I"'UC Davis).
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Je présenterai d'abord un état des lieux des connaissances sur la transcription, sur les séquences
régulatrices et les protéines qui en s'y fixant contrélent leur activité. Je détaillerai ensuite les
signatures et régles de grammaire qui peuvent étre extraites des séquences cis-régulatrices, et
qui pourraient un jour, si elles sont mieux définies, servir a prédire 'activité cis-régulatrices de

toute séquence d'ADN.

A. La transcription eucaryote et son controle

1. Le mécanisme de la transcription

La transcription peut étre découpée en trois étapes : I’initiation, 1’élongation et la terminaison.
Chez les eucaryotes, la majorité des geénes incluent des introns et la production d’'un ARN
messager mature (ARNm) nécessite une étape supplémentaire de maturation : 1'épissage des
introns (Shefer, Sperling, & Sperling, 2014; Will & Lithrmann, 2011). Ces processus sont
généralement couplés (Jonkers & Lis, 2015). Je concentrerai ici mon attention sur l'initiation et
I'¢longation de la transcription. La terminaison ne sera pas abordée, mais de nombreux travaux

existent également sur ce sujet (Porrua & Libri, 2015).

L'étape d’initiation de la transcription implique la formation a proximité du site de démarrage
de la transcription (TSS) du complexe de pré-initiation (PIC), qui comprend les facteurs de
transcription généraux TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIF et TFIIH et I’ARN polymérase II
(figure 1.2) (Orphanides, Lagrange, & Reinberg, 1996). Cet assemblage de protéines dans la
région 5’ en amont d’un géne donné définit la position du TSS. L’assemblage progressif du
PIC implique de nombreuses phosphorylations et conduit au recrutement de I’ARN polymérase

IT au TSS (Thomas & Chiang, 2006).

Le complexe d’¢longation se forme lorsque la transcription débute. Pour cela, I’ARN
polymérase II doit d’abord étre libérée du PIC via de multiples modifications post-
traductionnelles au sein des répétitions d'heptapeptides qui constituent le domaine C terminal
de sa grande sous-unit¢ (CTD). L’initiation de la transcription requiert en particulier la
phosphorylation des sérines 5 par CDK7, une sous unit¢ de TFIIH. L’¢longation effective
nécessite ensuite la phosphorylation de la sérine 2 de son CTD par CDK9 (positive

transcription elongation factor-b, P-TEFb), qui permet la transcription au delad des cinquante
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premiéres bases, puis la déphosphorylation progressive de la sérine 5 par plusieurs complexes

de phosphatases (Hsin & Manley, 2012).

ADN
Gene Y
romoteur deY
= X
A
Enhancer distal de » eSS Enhancer de Y
X _\‘ Insulateur
. \ Complexe de
= 4 pre -initiation
Enhancer

r\\\
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Géne X
ARNmM
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29

Figure 1.2 : Les séquences cis-régulatrices en version « cartoon ». Toutes les zones hachurées
correspondent a des régions cis-régulatrices qui contiennent différents TFBS (rectangles colorés).
L’ARN polymérase II (Pol II) et des dizaines de facteurs de transcription dont les facteurs généraux
(TFIIx) sont recrutés au niveau du promoteur pour former le complexe de pré-initiation. Les enhancers
et silenceurs, lorsqu’ils sont fixés par des facteurs de transcription (formes géométriques colorées),
activent et répriment 1’initiation de la transcription respectivement. Le géne Y est régulé par I’enhancer
Y, un insulateur empéchant I’interaction entre 1’enhancer distal de X et le promoteur de Y. Il est

important de noter que le contact entre enhancers/silenceurs et promoteurs est physique.

19



2. Les régions cis-régulatrices

De nombreux travaux montrent que ces étapes d'initiation et d'élongation de la transcription
sont controlées par des séquences d'ADN agissant en cis, c'est a dire localisées sur la méme
molécule d’ADN que le géne dont elles contrélent 1'expression. La grande majorité de ces
séquences cis-régulatrices se situent dans les régions non-codantes du génome, bien que
certaines puissent se situer ¢galement dans des régions codantes (Barthel & Liu, 2008; Lang,
Gombert, & Gould, 2005; Ritter, Dong, Guo, & Chuang, 2012; Tiimpel, Cambronero, Sims,
Krumlauf, & Wiedemann, 2008). Ces séquences agissent via le recrutement d'une classe
spécifique de protéines, les facteurs de transcription qui se fixent sur des séquences spécifiques
d'ADN et assurent une communication avec la machinerie de transcription (Jacob & Monod,

1961) (Figure 1.2).

Il existe plusieurs types de régions cis-régulatrices que je passerai en revue dans les
paragraphes suivants : les promoteurs, si¢ges de la machinerie basale de transcription, les
enhancers et silencers, qui régulent la localisation et le niveau de transcription d’un geéne, et les

insulateurs qui sont des « ¢léments frontieres ».

a) Les promoteurs et I’initiation de la transcription

Le promoteur d'un géne correspond au site ou s'assemble le complexe de pré-initiation (PIC) et
comprend donc le(s) site(s) d'initiation de la transcription (TSS). Ce type d’élément est
généralement trés court, de 1’ordre de 100 paires de bases. Les premiers promoteurs ont été
identifiés dans les années 70 chez les procaryotes (Dhar, Weissman, Zain, Pan, & Lewis, 1974;
Pribnow, 1975; Schaller, Gray, & Herrmann, 1975), sur la base de la présence immédiatement
en amont du TSS d'une séquence conservée riche en AT (Pribnow box) (pour revue, voir
Rosenberg & Court, 1979). De méme, la comparaison des séquences en amont du site
d'initiation de la transcription de plusieurs génes eucaryotes a révélé la présence dun motif
similaire a la boite de Pribnow, la boite TATA, localisée environ 30 paires de bases en amont
du TSS (Gannon et al., 1979), conduisant a 1’identification des premiers promoteurs eucaryotes
a proximité des génes d'histone H2A chez la drosophile et chez plusieurs espéces d’oursins, et
de I’ovalbumine chez le poulet (M. L. Goldberg, PhD thesis, Stanford University, 1979,
Gannon et al., 1979; Kedes, 1979). A la boite TATA, se sont rapidement ajoutées d'autres
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signatures et/ou séquences canoniques qui chacune ne concerne qu’une minorité de promoteurs
et qui peuvent étre spécifiques des especes considérées (Kadonaga, 2012; Ohler & Wassarman,
2010). Chez les vertébrés, par exemple, 70% des promoteurs annotés se situent au sein d’ilots
CpG, des régions riches en dinucléotides CG globalement absentes des génomes d’invertébrés
(Deaton & Bird, 2011). Méme au sein d'un taxon, de nombreux types de promoteurs peuvent
coexister. Ainsi, une analyse plus fine a révélé une grande diversité d'architectures et de
logiques dans les promoteurs vertébrés en fonction des classes fonctionnelles des geénes régulés
et du moment au cours du développement ou ils sont exprimés (Carninci et al., 2006; Forrest et
al., 2014; Haberle et al., 2014). Enfin, les promoteurs sont caractérisés par une structure
chromatinienne particuliere, notamment 1’enrichissement de certaines modifications post-
traductionnelles de 1’histone H3, dont la triméthylation de la lysine 4 (H3K4me3) (Heintzman
etal., 2007).

b) Les enhancers et les silencers activent et répriment l'activité des promoteurs

Les enhancers et les silencers contrdlent le profil spatiotemporel d’expression d’un geéne en
communiquant avec le promoteur du géne pour, respectivement, activer ou réprimer son
activité, c'est a dire le recrutement du PIC, ou le début de I'élongation de la transcription. Ces
séquences cis-régulatrices sont localisées a une distance variable en amont ou en aval du geéne
régulé, généralement dans une région intergénique ou intronique (E. M. Blackwood, 1998; Ong

& Corces, 2011; Spitz & Furlong, 2012).

1) Les enhancers

Le premier enhancer a été découvert dans les séquences du virus SV40 en 1981 (Banerji,
Rusconi, & Schaffner, 1981; Benoist & Chambon, 1981; Moreau et al., 1981). Cette classe
d’¢éléments augmente (« enhance ») la transcription d’un (ou plusieurs) geéne(s) en
communiquant avec le promoteur. Les éléments identifiés font généralement quelques
centaines de paires de bases de long et conservent leur activité hors de leur contexte génomique
et chromatinien endogéne, ce qui permet de tester facilement leur activité dans des
constructions synthétiques ou ils sont placés en amont d’un promoteur et d’un geéne - dit
rapporteur - dont I’activité peut facilement étre mesurée. Néanmoins, ce type d’expérience teste

uniquement la capacité d’une séquence a activer la construction et, dans certains cas, peut étre
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sujet a des artefacts (Marini¢, Aktas, Ruf, & Spitz, 2013; Wai et al., 2001). Arnold et ses
collaborateurs rapportent en particulier qu'un tiers des enhancers identifiés par une méthode a
grande échelle basée sur le méme principe, STARR-seq (Self-Transcribing Active Regulatory
Region Sequencing), sont normalement activement réduits au silence dans les cellules ou ils

ont pourtant été identifiés (Arnold et al., 2013).

La définition initiale des enhancers postulait que leur activité était indépendante de leur
orientation, distance ou position (5' ou 3') par rapport au promoteur qu’ils controlent. Cette
premiére définition est sans doute trop stricte : il existe, par exemple, des enhancers qui ne
fonctionnent que dans une seule direction (Hozumi et al., 2013), et méme le niveau d'activité
du premier enhancer découvert dépendait de sa distance au promoteur (Moreau et al., 1981).
L'expression de la plupart des génes exprimés de manicre restreinte est controlée par des
enhancers, mais il semble également que de nombreux génes de ménage soient, au moins chez
la drosophile, contr6lés par I'action d'enhancers (Arnold et al., 2013). On estime a plusieurs
centaines de milliers le nombre d’enhancers dans un génome de mammifére, soit plus de dix
fois le nombre de génes codants (Bernstein et al., 2012; Shen et al., 2012; Zhu et al., 2013).
Seule une petite minorité¢ (~10000) est active dans chacun des types cellulaires ayant été

étudiés. Je reviendrai plus loin sur cette surprenante abondance.

Les enhancers fonctionnent comme des plateformes de fixation et d'intégration de l'action des
facteurs de transcription (TF), une classe spécifique de protéines qui reconnaissent et se fixent
sur des séquences d'ADN plus ou moins spécifiques (E. M. Blackwood, 1998). Chaque
enhancer contient plusieurs sites de fixation pour les facteurs de transcription (TFBS), et c'est
la combinaison des activités régulatrices des facteurs ainsi recrutés, qui détermine 1’activité de
I’¢lément (Arnone & Davidson, 1997). Les facteurs de transcription peuvent agir soit comme
activateurs de transcription, soit comme répresseurs, certains pouvant avoir les deux types
d’activité en fonction du contexte cellulaire dans lequel ils agissent (Aza-Blanc, Ramirez-
Weber, Laget, Schwartz, & Kornberg, 1997; Roose & Clevers, 1999). Si la fixation
d'activateurs de la transcription est nécessaire a la fonction d'un enhancer, la définition de ses
frontiéres spatio-temporelles d'activité peut faire intervenir des répresseurs agissant a courte
distance. Ainsi I'enhancer "modele" qui controle l'expression d'evenskipped dans sa deuxiéme
bande d'expression au cours du développement précoce de la drosophile fixe a la fois les
activateurs Hunchback et Bicoid et les répresseurs a court rayon d'action Giant et Kriippel, les

seconds restreignant l'activité des premiers (Gray & Levine, 1996).
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Une complication supplémentaire provient du fait que I'ADN des cellules eucaryotes n'est
généralement pas "nu" : de nombreuses protéines de la chromatine le recouvrent, et I'organisent
en structures appelées nucléosomes, dans lesquelles le brin d'ADN est enroulé autour d'un coeur
de 8 histones 2 et histones 3 (Campos & Reinberg, 2009). Les nucléosomes et les facteurs de
transcription sont donc en compétition pour la fixation sur I'ADN. Les modifications post-
traductionnelles des histones ayant un effet important sur l'organisation de la chromatine,
certaines modifications post-traductionnelles sur les histones de la chromatine sont enrichies
autour des enhancers, en particulier la monométhylation de la lysine 4 de I’histone 3
(H3K4mel) et I’acétylation de la lysine 27 de cette méme histone (H3K27ac) (Bulger &
Groudine, 2011). Ces modifications sont associées a une structure de chromatine ouverte et
accessible aux facteurs de transcription, ce qui a été confirmé par des expériences de sensibilité

a la DNAse 1 (Shlyueva, Stampfel, & Stark, 2014).

De nombreux enhancers sont localisés a quelques kilobases de leur géne. Chez les vertébrés et
la drosophile, au moins, certains enhancers, notamment ceux des facteurs de transcription et
signaux extra-cellulaires contrélant le développement embryonnaire, peuvent agir a grande
distance de leur(s) promoteur(s) cible(s). Par exemple, chez la drosophile, 1’enhancer
responsable de 1’expression du locus cut dans les mécanorécepteurs et les soies non innervées,
est situé a 80kb en amont de son promoteur (Jack, Dorsett, Delotto, & Liu, 1991). Plus distant
encore, l’enhancer responsable de I’expression de Shh dans les membres pendant le
développement de la souris est situé a 1 Mb de son géne-cible (Lettice et al., 2003). Lorsque le
couple enhancer-promoteur est distant, plusieurs génes et donc plusieurs promoteurs peuvent
étre localisés entre ces deux éléments. Cet entrelacement entre parties codantes des geénes et
séquences régulatrices agissant a grande distance met a mal la proposition initiale que le
génome est constitué d’unités fonctionnelles juxtaposées, chacune correspondant a un géne.
Elle pose d’autre part la question de la spécificité des interactions entre promoteurs et

enhancers dont je parlerai par la suite.

Si d’autres modeles ont initialement été proposés (E M Blackwood & Kadonaga, 1998), le
modele du looping est actuellement le plus soutenu par 1’évidence expérimentale pour
expliquer I’action a distance des enhancers et les faibles contraintes sur la distance entre
enhancers et promoteurs (Kleinjan & van Heyningen, 2005). 11 a été construit en cartographiant
les contacts entre différentes régions du génome, par des expériences dites de capture de

conformation chromatinienne (CCC ou 3C, et ses adaptations a plus grande échelle (4C, HiC))
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(van Steensel & Dekker, 2010). Ces expériences ont révélé que la structure tridimensionnelle
de la chromatine joue un rdle fondamental dans le controle de 1’expression génétique et
suggerent que les enhancers établissent des contacts spécifiques avec leur(s) promoteur(s)
cible(s), par le biais de la formation de boucles d’ADN (Amano et al., 2009; Bulger &
Groudine, 2011; Deng et al., 2012). L'établissement de boucles entre promoteurs et enhancers
est requis et suffisant pour l'initiation de la transcription du geéne, mais elle ne semble
cependant pas suffire a 1'étape d'élongation de la transcription (Deng et al., 2012). A noter que
la présence de I’enhancer et de son, ou de ses, promoteur(s) cible(s) sur une méme molécule
d’ADN n’est pas strictement requise : dans de rares cas, un enhancer peut méme é&tre localisé
sur un autre chromosome, agissant ainsi en tant que séquence trans-régulatrice (Gohl, Miiller,

Pirrotta, Affolter, & Schedl, 2008).

Enhancer B
Oooo Activating TFs . Repressive TF @ H3K27ac @ H3K4mel Histones modified
mmmmemEm TF motif occurences @ H3KZ7me3 @ H3K4me3 at N-terminal tails

Figure 1.3 : Interaction enhancer-promoteur : le modele du looping. La transcription du géne X est
activée par le contact entre son enhancer B et son promoteur, permis par la formation d’une boucle. La
cohésine semble impliquée dans la formation de cette boucle. Le contexte chromatinien (marques
d’histones associées aux enhancers actifs autour de I’enhancer B), la densité en nucléosomes et/ou
I’implication d’autres protéines fixant I’ADN (le facteur de transcription répressif fixé sur I’enhancer A
par exemple) permettent le contrdle spatiotemporel de 1’établissement de ces boucles (d'aprés Shlyueva

etal., 2014).

Les facteurs de transcription n'interagissent généralement pas eux-mémes directement avec les
¢léments de la machinerie basale de transcription situés sur le promoteur. Ils recrutent des
complexes co-activateurs, comme Mediator (Conaway & Conaway, 2011), ou corépresseurs,
comme groucho/TLE, NurD (Cunliffe, 2008; Jennings & Ish-Horowicz, 2008) ou CtBP
(Chinnadurai, 2007). La formation de boucles implique également un complexe protéique

inattendu, la cohésine, initialement identifiée pour son role dans la cohésion des chromatides
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sceurs et qui a la particularité de pouvoir enserrer plusieurs brins d'ADN (Kagey et al., 2010;
Schmidt, Schwalie, et al., 2010). Certains de ces complexes, comme Mediator, agissent comme
un pont entre les facteurs de transcription et le domaine C terminal de I’ARN-polll (Plaschka et
al., 2015). D'autres modifient la chromatine en acétylant les histones, comme p300/CBP
(Holmqvist & Mannervik, 2013) ou, au contraire, en les désacétylant, comme le complexe
NurD (Cunliffe, 2008). L'ouverture de la chromatine par acétylation de la lysine 27 de 1'histone
H3 peut faciliter la fixation d’autres TFs (Francetic et al., 2012).

a) Enhanceosomes et tableaux d’affichage : deux modeles extrémes de fonctionnement

Si l'activité des enhancers résulte de la fixation de facteurs de transcription, plusieurs modes de
lecture de la présence de ces facteurs ont été décrits. Arnosti et Kulkarni (Arnosti & Kulkarni,
2005) ont ainsi décrit deux classes d’enhancers : I’enhanceosome et le « tableau d’affichage »
(flexible billboard), dont [’organisation et la flexibilit¢ véhiculent différents types

d’information.

Dans les enhanceosomes, 1'agencement précis des TFBS est primordial et la moindre variation
dans D’ordre, ’orientation ou la distance entre sites, annihile activité de I’élément. La
fonctionnalité de ces éléments repose sur la coordination et la coopérativité¢ des facteurs fixés.
Ce type d'enhancer a été décrit pour la premicre fois chez les mammiféres en étudiant
I’activation du geéne de I’interféron-p en réponse a une infection virale (Thanos & Maniatis,
1995). Chacun des huit facteurs de transcription se fixant sur cet enhancer est indispensable a
son activité : ils se fixent de maniére coopérative pour former un complexe protéique qui agit
comme une seule unité de régulation (Panne, 2008). Ainsi, les enhanceosomes « traitent
l’information des facteurs de transcription qui s’y fixent pour donner une réponse unitaire »
(Arnosti & Kulkarni, 2005), et répondent de maniére hautement non linéaire a la présence de

ces facteurs, a la maniére d’un interrupteur (Papatsenko & Levine, 2007).

Des études récentes montrent qu'il existe une hiérarchie temporelle dans le recrutement des
facteurs de transcription sur un enhanceosome (Chen et al., 2014), mais de maniére inattendue,
les différents TFs fixés sur I'enhanceosome de I’interféron-f3 établissent peu de contacts entre

eux malgré leur proximité. Leur coopération implique donc probablement la déformation de

25



I'hélice d'ADN par les premiers facteurs qui faciliteraient la fixation des suivants et/ou le

recrutement coopératif de coactivateurs comme p300/CBP (Panne, 2008).

Plusieurs enhancers développementaux semblent satisfaire a la définition d'un enhanceosome
(Luster & Rizzino, 2003; Ruan et al., 2009). La présence d'éléments ultraconservés non
codants chez les vertébrés, dont la séquence a été conservée a plus de 70% sur plusieurs
centaines de millions d'années, pourrait aussi faire penser a un mode d'action de type
enhanceosome (Harmston, Baresic, Lenhard, & B, 2013). Cette classe d'enhancer est

néanmoins probablement trés minoritaire (Spitz & Furlong, 2012).

Au contraire des enhanceosomes, l'organisation des sites de fixation des facteurs de
transcription dans les enhancers de type « tableau d’affichage » est trés flexible. Ainsi, Hare et
ses collegues ont montré que les enhancers d’even skipped contiennent des blocs conservés de
20 a 30 paires de bases seulement entre différentes espéces de mouches. Ces blocs sont enrichis
en TFBS homologues dont I’organisation n’est pas nécessairement conservée (Figure 1.4 D)
(Hare, Peterson, Iyer, Meier, & Eisen, 2008). L’existence d’éléments régulateurs ayant une
architecture conservée n’est pas 1’apanage des organismes multicellulaires : une étude chez la
levure a montré que le changement d’orientation d’un TFBS dans un promoteur n’affecte son
activité que dans 8% des cas (Sharon et al., 2012). La majorité des enhancers identifiés, et
notamment les enhancers développementaux, semblent étre architecturalement peu contraints

(Borok, Tran, Ho, & Drewell, 2010).

Ces deux classes d’éléments correspondent probablement aux deux extrémes d’un continuum
de types d’enhancers. Dans de nombreux enhancers développementaux, les facteurs de
transcription ne se lient pas tous de facon coopérative, mais 1’organisation de leurs sites de
fixation est en partie contrainte, par exemple pour faciliter leurs interactions (Spitz & Furlong,
2012). Ainsi, Makeev et ses collégues (Makeev, Lifanov, Nazina, & Papatsenko, 2003) ont par
exemple montré que l'arrangement des sites de fixation de certains TFs dans les enhancers de
drosophile était contraint, avec une périodicité de l'ordre d'un tour d'hélice qui placerait les
facteurs en regard I'un de 1’autre. Erceg et ses collégues ont eux montré que, dans des
embryons de drosophile, I’organisation de deux types de TFBS au sein d’un enhancer
synthétique est plus ou moins contrainte en fonction du tissu considéré. Ainsi, changer
I’espacement entre des sites de fixation pour les facteurs Tin et pMad affecte plus 1’activité de

I’enhancer dans les cellules cardiaques que dans le mésoderme viscéral (Erceg et al., 2014).
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Figure 1.4 : Les enhancers d’even-skipped (eve): modularité, conservation des motifs et
redondance fonctionnelle des TFBS. A. Profil d’expression d’eve au stade blastoderme. B. Structure
du locus d’eve. Chaque rectangle représente un enhancer d’eve. Leur couleur correspond au profil
d’expression qu’ils géneérent. C. Le profil d’expression d’eve est la somme des activités de ses
enhancers : chaque bande ou paire de bandes est générée par un enhancer différent (strl a 7). D.
Conservation des TFBS de I’enhancer str2 d’eve dont le profil d’activité est conservé chez les
drosophiles. La séquence de cet enhancer n’est globalement pas conservée entre les différentes especes
de drosophiles, mais elles contiennent les mémes TFBS, dont 1’organisation est plus ou moins ré-
arrangées en fonction de leur distance évolutive, soulignant la flexibilité de cet enhancer de type
« tableau d’affichage ». Les rectangles représentent les sites de fixation pour cing facteurs de

transcription régulant cet enhancer. Leur couleur correspond a I’identité du facteur de transcription
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reconnaissant ce motif (voir légende en bas), et leur hauteur représente leur affinité prédite. Le rectangle
gris contient tous les sites de fixation effectivement fixés in vitro. E. En conditions de développement
normales, 1’enhancer str2 complet ou « minimal » (schématisés a gauche, méme code couleur que D
pour les TFBS) génére un profil d’expression correct pour la seconde bande (schématisé a droite).
Cependant, la version tronquée ne parvient pas a établir correctement ce méme profil. Les TFBS
contenus dans les cadres bleus ne sont pas nécessaires a I’activité de 1’enhancer mais participent a sa
robustesse. (Adapté de Hare et al., 2008; Ludwig, Manu, Kittler, White, & Kreitman, 2011; Wilczynski
& Furlong, 2010).

De nombreux enhancers pourraient donc avoir un niveau de contrainte architecturale
intermédiaire entre les enhanceosomes et les « tableaux d’affichage », et ces contraintes
pourraient dépendre du tissu considéré. Papatsenko et Lévine (Papatsenko & Levine, 2007) ont
proposé que les enhancers les plus contraints répondent a des concentrations de facteurs plus
faibles, pour lesquels la coopération entre facteurs est critique pour I’amplification du signal.
Les enhancers les moins contraints répondraient eux a des facteurs suffisamment exprimés
pour se fixer sans devoir coopérer. Notre compréhension des déterminants de ces contraintes

reste actuellement trés fragmentaire.

J) Intégration de [’activité d’enhancers multiples : une diversité de paysages régulatoires

Les enhancers agissant a distance le font rarement de maniére isolée. Ainsi, I'analyse de
nombreuses lignées, dites "enhancer traps", qui insérent des couples promoteur-géne rapporteur
dans les génomes pour détecter la présence d'enhancers, a révélé que de nombreux enhancers
avec des profils d'activité partiellement redondants sont localisés autour des geénes de
développement (Kikuta et al., 2007). Ces geénes sont donc controlés par de véritables "paysages
régulatoires" (regulatory landscapes) identifiés dans le contexte de I'embryon. L'intégration des

différents éléments de ces paysages a été étudiée dans un petit nombre de cas.

Denis Duboule et ses collégues ont ainsi identifi¢ un "archipel régulatoire" (regulatory
archipelago) dans le désert génique localisé a proximité du complexe HoxD, du coté
centromérique (Montavon et al., 2011; Spitz, Gonzalez, & Duboule, 2003). Cette région
d'environ 600kb contrdle la transcription du complexe HoxD dans les doigts en développement.

Elle contient un nombre important d'ilots de régulation dont les activités, partiellement
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redondantes, sont coordonnées par 1'établissement de nombreuses boucles entre ilots et avec le
promoteur (Montavon et al., 2011). Une situation analogue a été¢ décrite pour le contrdle de la
transcription du géne FGF8 dans les membres (Marini¢ et al., 2013). La encore de nombreux
¢léments sont présents, avec des activités partiellement redondantes mais aussi un
entrelacement entre enhancers actifs dans différents tissus. Schwarzer et Spitz (Schwarzer &
Spitz, 2014) proposent que le contrdle des contacts chromatiniens établis entre ces éléments
permet d'intégrer leur activité, par exemple en multipliant le nombre d'interactions productives
entre enhancers et promoteurs (Perry, Boettiger, & Levine, 2011), ou par les actions
successives de ces éléments, les premiers ouvrant la chromatine pour préparer l'action des

suivants (Andrey et al., 2013).

Une nouvelle classe d'éléments régulateurs, les super enhancers, pourraient constituer un cas
extréme de "paysage régulatoires". Alors que la majorité des enhancers occupent un segment
de chromosome de quelques centaines de bases a quelques kilobases, et que les archipels
peuvent couvrir des distances de prés d'un mégabase, plusieurs études ont identifié dans des
cellules souches embryonnaires murines un petit nombre (~200) de régions génomiques de
taille intermédiaire, allant jusqu’a 50kpb, contenant des regroupements de sites de fixations
pour des facteurs de transcription et un enrichissement inhabituellement élevé pour le co-
activateur de la transcription Mediator et pour les marques chromatiniennes associées aux
enhancers actifs (H3K4mel, H3K27Ac) (Hnisz et al., 2013; Lovén et al., 2013; Whyte et al.,
2013). Les auteurs ont appelé ces régions des « super-enhancers » et avancent que de telles
séquences, dont l'activité serait spécifique d’un type cellulaire, joueraient un role clef le
controle des réseaux géniques de maintien de 1’identité cellulaire. Ces séquences sont
généralement localisées a proximité de geénes de spécification, comme Oct4 ou Sox2 dans les
cellules souches embryonnaires de souris ou d'oncogeénes. Cependant, ces super-enhancers ne
sont pas définis au niveau fonctionnel. Il serait notamment intéressant de savoir s'ils peuvent
étre découpés en sous-unités fonctionnelles comme les archipels et d’identifier les réseaux de
contacts chromatiniens établis au sein de ces régions et avec leur promoteur cible. Les super-
enhancers pourraient simplement correspondre a des archipels particulierement compacts,
pouvant agir comme une méme unité de régulation, ce qui expliquerait l'importance de
I’enrichissement en Mediator (Pott & Lieb, 2015). Si les raisons de cette super organisation des
enhancers restent mystérieuses, elle pourrait faciliter, de manicére pratique, l'identification

d’enhancers impliqués dans le maintien de 1'identité cellulaire.
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iv) Les silencers

Les silencers ont initialement été identifiés chez la levure comme des éléments ayant des
propriétés opposées a celles des enhancers, et pouvant ainsi réprimer 1'expression d'un geéne a
distance et indépendamment de leur orientation (Brand, Breeden, Abraham, Sternglanz, &
Nasmyth, 1985). Ils ont ¢galement été détectés dans les génomes de métazoaires ou ils ont une
action modulaire sur I’activité des enhancers et/ou promoteur du géne qu’ils contrélent (Yuh &
Davidson, 1996). Ils ont également une action de répression a longue distance (Gray & Levine,
1996). Pourtant, ces séquences ont globalement regu moins d’attention et leur nombre au sein
d’un génome animal reste inconnu, peut-&tre parce que leur identification est moins simple

expérimentalement.

L'activité des silencers résulte de la fixation de répresseurs agissant a longue distance (Courey
& Jia, 2001), via le recrutement de corépresseurs, dont Groucho/TLE ou Sir2. Ces protéines
sont a l'origine de la formation de complexes protéiques incluant des modificateurs de la
chromatine, en particulier des déacétylases. L'analyse de 1'action du répresseur a grand rayon
d'action, Hairy, sur le géne Fuji-tarazu (Ftz) chez la drosophile, indique que ce répresseur est
capable de déacétyler la chromatine sur de longues distances (L. M. Li & Arnosti, 2011), peut-

étre par un mécanisme de "propagation" dirigé par Groucho (Martinez & Arnosti, 2008).

c¢) Vers une vision unifiée des enhancers et des promoteurs?

Les définitions initiales des promoteurs et des enhancers ont conduit a 1'idée que ces éléments
¢taient de natures fondamentalement différentes. Leurs différences conceptuelles s'estompent

actuellement (Andersson, Sandelin, & Danko, 2015).

Premieérement, au promoteur central (core promoter), sur lequel s’assemble la machinerie
basale de transcription, s'est ajouté le promoteur proximal (proximal promoter) situé¢ en amont
du promoteur central, généralement a moins de 200pb du TSS et qui partage avec les enhancers
la capacité a recruter des facteurs de transcription (Ohler & Wassarman, 2010). Ainsi
promoteurs et enhancers semblent pouvoir fixer des protéines similaires. Le promoteur

proximal pourrait jouer un role dans la spécificité de l'interaction entre promoteurs et enhancers

(Gehrig et al., 2009; Zabidi et al., 2014) ou dans la capacité du promoteur a répondre a des
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enhancers distants (Wen, Crawford, & Locker, 1993). Ainsi, d'un élément a l'activité générique
essentiellement positionnelle, on est passé & un concept de promoteur pouvant jouer un role
dans le contréle de l'activité du géne et dans la spécificité d'action des séquences cis-
régulatrices agissant a plus grande distance. Les promoteurs peuvent méme jouer un role

d'enhancer (Leung et al., 2015) et porter des marques d’histones spécifiques de ces ¢léments.

Inversement, certains enhancers sont capables d'agir comme promoteurs (Banerjee, Kim, &
Kim, 2014). 1l existe en particulier une classe d'enhancers transcrits, qui ont la capacité de
recruter I'ARN polymérase II pour produire de courts ARNe (Lai & Shiekhattar, 2014) qui

participent a la fonction de I'enhancer.

d) Limitation du champs de régulation des enhancers

Si certains enhancers peuvent agir a trés grande distance, leur action est restreinte au contrdle
de geénes ou ensembles de génes spécifiques. Ils ne régulent pas nécessairement les génes les
plus proches, et peuvent, comme nous 1’avons vu plus haut, étre entrelacés avec des génes dont
ils ne contrdlent pas la transcription. Cette spécificité d’action est controlée au moins a deux
niveaux, celui de la séquences nucléotidiques des promoteurs et enhancers, et celui du
repliement tridimensionnel des chromosomes dans le noyau (van Arensbergen, van Steensel, &
Bussemaker, 2014). Il est intéressant de noter, néanmoins, que la spécificité ne doit pas
toujours Etre parfaitement contrdlée : ainsi les génes Luna Park et evx sont sous le contrdle de
l'archipel de régulation de l'expression dans les doigts du complexe Hoxd (Spitz et al., 2003)
sans pour autant étre impliqués dans ce processus. Il est probable que I'expression de ces génes
dans ce tissu est simplement neutre, et que la cellule ne subit donc que peu de pression pour

empécher cette expression.

1) Impact de la séquences des enhancers et promoteurs

Un exemple classique de ’interaction spécifique entre enhancer et promoteur, aussi appelée
« compatibilit¢ biochimique », est celui, chez la drosophile, de gsb et gsbn (gooseberry et
gooseberry neuro), deux génes voisins divergents et exprimés de fagons différentes : leurs
enhancers respectifs sont localisés dans la région de 10kb qui sépare les TSS des deux genes et

sont spécifiques de I’'un ou ’autre géne (X Li & Noll, 1994). Chez les mammiféres, au sein du
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groupe de génes B-globine, la région de contrdle cis-régulatrice (Locus Control Region LCR)
n’agit qu’avec un seul geéne B-globine a la fois en fonction du stade de développement de

I’embryon (Tolhuis, Palstra, Splinter, Grosveld, & de Laat, 2002).

Une étude récente chez la drosophile a confirmé que la spécificité enhancer/promoteur est un
phénoméne général qui dépend de leur séquence (Zabidi et al., 2014). Cette étude suggere
notamment que les promoteurs des geénes de ménage et des genes impliqués dans les
programmes développementaux ont des spécificités d'interaction avec des enhancers distinctes.
Cette étude confirme des études antérieures, indiquant que certains enhancers interagissent
préférentiellement avec des promoteurs centraux contenant certains motifs, comme les boites
TATA ou les DPEs (Butler & Kadonaga, 2001; Ohtsuki, Levine, & Cai, 1998). Certaines
séquences du promoteur proximal pourraient également stabiliser les interactions avec des

enhancers spécifiques ou localisés a grande distance (Calhoun, Stathopoulos, & Levine, 2002).

i1) Role de I’architecture 3D des chromosomes

Nous avons vu plus haut que les enhancers peuvent interagir avec leurs promoteurs via la
formation de boucles d'ADN. Le développement des technologies permettant de capturer la
conformation 3D de la chromatine a grande échelle (5C, Hi-C) a permis de cartographier les
interactions a longue distance entre ¢léments régulateurs, et génes. Ce type d'approche a révélé
l'existence de plusieurs niveaux hiérarchiques d'organisation de la chromatine (Phillips-

Cremins, 2014) (Figure L.5).

A T'échelle des chromosomes, les premieres expériences de Hi-C chez 1'homme ont révélé
l'existence de grands territoires chromosomiques de plusieurs dizaines de mégabases
¢tablissant des contacts de maniére préférentielles et des contacts intra-chromosomiques entre
petits chromosomes riches en génes (Lieberman-Aiden et al., 2009). De plus, les régions de
chromatine ouvertes ou fermées ont tendance a ségréger dans des compartiments distincts d'une

taille médiane de 3Mb.
Avec l'augmentation de la résolution des techniques de caractérisation des contacts
chromatiniens, des domaines plus petits (~1Mb), les domaines d'association topologiques

(Topology associating Domains, ou TADs) ont été identifiés. Les TADs couvrent plus de 90%
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du génome, et peuvent chevaucher deux compartiments. Ils sont caractérisés par un
enrichissement en contacts intra-domaines et peu de contacts avec d’autres TADs (Dixon et al.,
2012; Nora et al., 2012). Logiquement, les boucles enhancers-promoteurs sont fréquentes au

sein des TADs (van Arensbergen et al., 2014).

o/
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Current Opinion in Cell Biology

Figure 1.5 : Les différents niveaux d’organisation de la chromatine. (a) Les territoires
chromosomiques. (b) Les compartiments ‘A’ et ‘B’ au sein d’un territoire chromosomique. (¢) Groupes
de TADs au sein des compartiments A et B. (d) Sous-TADs au sein de TADs. (e) interactions intra-
chromosomales pas looping au sein et entre sous-TADs et TADs. Les diagrammes (Heatmaps) illustrent
les données d’interaction de la chromatine, I’intensité des signaux correspondant a I’intensité du rouge
dans chaque case (Phillips-Cremins, 2014).

Cette organisation hiérarchique correspond a des fonctions distinctes.

Les compartiments de chromatine ouverts pourraient rapprocher des génes co-exprimés dans ce
qui a été baptisé des usines de transcription (transcription factories), localisées dans des régions
précises du noyau, et marquées par les formes multiphosphorylées de 'ARN polymérase II
(Gibcus & Dekker, 2013). Inversement, les compartiments réprimés sont associés a la lamine
périnucléaire (Reddy, Zullo, Bertolino, & Singh, 2008). Cette localisation nucléaire apparait
dynamique (Peric-Hupkes et al., 2010). Ainsi, au cours de la différenciation des cellules B, un
domaine entier est réprimé et associé a la lamine dans les cellules pré-pro B, puis activé et

relocalisé a I’intérieur du noyau sans les cellules pro B (Lin et al., 2012).

Les TADs semblent invariants entre types cellulaires. Ils pourraient jouer un role dans la
délimitation des paysages régulatoires mentionnés plus haut et contraindraient ainsi les régions

du génome que chaque enhancer ou promoteur a besoin de scanner pour trouver son ou ses
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partenaires. De fait, les génes au sein d'un TAD ont tendance a étre plus co-exprimés qu'entre
TADs (Nora et al.,, 2012). Certains clusters de geénes exprimés de manicre concertée et
dynamique, comme les genes du complexe HoxD (Andrey et al., 2013; Noordermeer et al.,
2014; Vieux-Rochas, Fabre, Leleu, Duboule, & Noordermeer, 2015), ou les génes Six (Goémez-
Marin et al., 2015), sont situés a la charniére entre deux TADs voisins. Dans le cas des geénes
HoxD, la transition d'expression entre les geénes exprimés précocement, responsables des
structures proximales du membre, et les génes exprimés plus tardivement dans les doigts est
assurée par la transition des marques activatrices (H3K27Ac) d'un TAD a l'autre. Au sein des
TADs, on trouve a la fois des boucles d'ADN stables, ainsi que d'autres qui semblent étre
spécifiques dun processus développemental ou de différentiation. Certaines des boucles
permettant l'interaction entre promoteurs et enhancers existent avant l'activation des génes
concernés, facilitant peut-étre l'activation rapide des geénes en réponse a un stimulus

extracellulaire (DeMare et al., 2013).

i11) Les insulateurs, ¢léments “fronticres”

Comment controler la position des frontieres entre domaines de régulation, et donc l'interaction
entre enhancers et promoteurs ? Plusieurs concepts, issus d'expériences assez anciennes,
notamment celui d'insulateur, coexistent avec des concepts plus récents issus d’analyses de
conformation 3D de la chromatine, comme celui de TAD. Les relations précises entre ces
différents concepts restent a préciser. Les insulateurs ont d’abord été identifiés comme des
¢léments empéchant 1’activation d’un promoteur par un enhancer lorsqu’il est situé entre les
deux (Kellum & Schedl, 1991). Les insulateurs peuvent protéger un geéne de 1’effet de
répression de la transcription produit par la chromatine condensée inactive avoisinante, mais
leur mode d’action principal semble étre 1’établissement de contacts entre deux insulateurs, qui
permettrait la formation de boucles, incompatibles avec les interactions promoteurs-enhancers
non désirées. La fonction des insulateurs ferait donc également appel au concept de boucle

d'ADN.

Une idée émergente est que des combinaisons distinctes de protéines architecturales agissent
pour établir les frontiéres des TADs et des boucles intra TADs (Phillips-Cremins et al., 2013).
Ces protéines incluent en particulier le facteur CTCF, la Cohésine, et le complexe co-activateur

Mediator. Ainsi la combinaison de marques CTCF et Cohésine marquerait les frontiéres entre
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TAD, alors qu'a I'échelle sub-TAD (~100kb), les boucles seraient stabilisées par les
interactions Cohésine/Mediator. Certaines de ces interactions semblent fonctionnellement
importantes. Ainsi, la frontiére entre les deux TADs situés de part et d'autre du complexe des
genes Six est évolutivement conservée a 1'échelle des deutérostomes, et inclue des sites téte-
béche pour le facteur CTCF. La délétion de la région frontiére entre ces deux TADs affecte la
spécificité des interactions entre enhancers et promoteurs (Gémez-Marin et al., 2015). Enfin,
notons que CTCF, 1'unique facteur d’isolation identifi¢ chez les vertébrés est absent des
génomes de nématodes, de levures et de plantes (Ong & Corces, 2011). Chez la drosophile

quatre facteurs d’isolation supplémentaires ont été identifiés (Schoborg & Labrador, 2010).

Le modéle précédent a d'ailleurs été remis en question récemment chez la drosophile, la
présence de sites pour des insulateurs comme CTCF ou Su(W) étant un moins bon indicateur

de la frontiére entre TADs que la présence de marques de chromatine active (Ulianov et al.,

2015).

Globalement, la mise au point de méthodes a trés haut débit, que ce soit pour identifier des
enhancers, comme STARR-seq, des promoteurs, comme le ChIP-seq pour H3K4me3, ou pour
caractériser la structure 3D de la chromatine a révolutionné notre compréhension des
interactions entre promoteurs et enhancers. Les modeles proposés au cours des derniéres
années sont souvent séduisants, mais il ne faut pas oublier que nous n'avons encore que trés
peu de recul sur ces données et ne pas faire de généralisations trop ambitieuses. Il serait
notamment intéressant de savoir quel est l'impact de la taille du génome sur les mécanismes
mis en ceuvre. Les lecons collectées en analysant les grands génomes de mammiferes
s'appliquent-elles également a des organismes ayant de plus petits génomes, comme la

drosophile, le nématode, ou les ascidies ?

e) Les séquences cis-régulatrices et a la robustesse du programme développemental

Nous avons vu précédemment que I’expression de nombreux geénes régulateurs est controlée

par des paysages régulatoires complexes. D'ou vient cette complexité, quelle est son origine ?

L'analyse de I'activité de nombreux enhancers a révélé que lorsqu’un geéne est exprimé de fagon

complexe dans plusieurs territoires ou a différents moments, l'activité de chacune de ses
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séquences régulatrices est généralement restreinte a un petit nombre de territoires et limitée
dans le temps (Arnone & Davidson, 1997). La logique d'action des séquences régulatrices est
donc de nature modulaire. La région régulatrice du géne even-skipped (eve) de la drosophile
constitue un exemple frappant de cette modularité. Le profil d’expression d’eve consiste en
sept bandes perpendiculaires a ’axe antéro-postérieur de 1’embryon au stade blastoderme
(quelques heures aprées fécondation). La plupart des bandes sont générées par des modules cis-
régulateurs indépendants répondants a des combinaisons de facteurs de transcription distincts
(Figure 1.4 A-C) (Fujioka, Emi-Sarker, Yusibova, Goto, & Jaynes, 1999; Sackerson, Fujioka,
& Goto, 1999), ce qui a conduit a proposer que la nature faisait des bandes de manicre
"inélégante" par opposition a des mécanismes basés, par exemple, sur des modeles de
réaction/diffusion, comme les mod¢les de Turing (Akam, 1989).

Cette modularité n'explique pas a elle seule la multiplicité des séquences cis-régulatrices
contrdlant l'activité des geénes régulateurs du développement. L'analyse des séquences
régulatrices au sein des paysages régulatoires a ainsi révélé la présence fréquente de plusieurs
enhancers, d'activité similaire, et agissant de maniére additive ou partiellement redondante
(pour revue voir Barolo, 2012). Cette redondance fonctionnelle partielle des enhancers pourrait
augmenter la robustesse du programme aux variations génétiques présentes dans une
population naturelle, ou a des conditions environnementales extrémes (pour revue, Lagha,

Bothma, & Levine, 2012).

Ainsi, chez la drosophile, l'analyse des profils de fixation des facteurs de transcription
développementaux par immunoprécipitation de la chromatine a révélé l'existence de régions
assez ¢loignées du gene et fixant les méme facteurs de transcription que les enhancers plus
proches déja identifiés. Ces régions ont effectivement des activités trés similaires aux
enhancers proximaux et ont été qualifiées de « shadow enhancers », car elles semblent vivre
dans I'ombre de ces premiers enhancers. En conditions standard de développement, la délétion
de I’un ou l'autre de ces enhancers "redondants" n’affecte pas le profil d’expression du gene
cible. Par contre, en cas de perturbation environnementale ou génétique, la stabilité du profil
d'expression requiert la présence simultanée des deux enhancers. Ainsi, chez la mouche, le
locus shavenbaby est régulé par plusieurs enhancers redondants. Ce locus est important pour la
spécification des trichomes sur la cuticule dorsale de I’embryon et de la larve. A température
optimale pour le développement (25°C), la délétion individuelle de ces enhancers affecte peu la

disposition des trichomes. Mais de nombreux trichomes sont perdus quand les embryons
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portant ces délétions se développent a des températures extrémes, €levées (32°C) ou basses
(17°C), ou avec un niveau réduit de signalisation Wingless requise pour le développement des
trichomes. Les embryons contenant tous les enhancers sont robustes a ces changements
(Frankel et al., 2010). Des conclusions similaires ont été obtenues dans le cas des enhancers du

gene Snail, chez la drosophile également (Perry, Boettiger, Bothma, & Levine, 2010).

La redondance informationnelle se retrouve aussi a I'échelle intra-enhancer. Les enhancers
développementaux mesurent en général quelques centaines de paires de bases et contiennent
souvent plusieurs sites de fixations sur I'ADN pour de multiples facteurs de transcription. S’il
est possible de définir fonctionnellement un enhancer minimal (c’est a dire le plus petit
fragment capable de récapituler qualitativement 1’activit¢ de I’enhancer dans des expériences
de transgénese), les régions avoisinantes contiennent souvent des copies additionnelles de ces
TFBS, et la définition des extrémités d’un enhancer est actuellement assez arbitraire. Certains
de ces TFBS sont fonctionnellement redondants et leur délétion ne semble pas affecter
I’activité de I’enhancer dans des conditions optimales de développement. Encore une fois,
I’exemple de I’enhancer de la deuxiéme bande d’even skipped est un cas d’école. L’enhancer
complet mesure environ 800 paires de bases, dont plus de 300 peuvent étre délétées sans
conséquence majeure sur l’activité qualitative de I’enhancer, bien qu’elles contiennent
plusieurs TFBS fonctionnels. In vivo, néanmoins, l’enhancer minimal ne permet un
développement viable qu’en conditions optimales et les séquences avoisinantes sont

nécessaires pour la robustesse de I’expression du geéne (1.4 E) (Ludwig et al., 2011).

f) Importance des séquences régulatrices au cours de 1'évolution

L'idée que le controle de 1'expression des génes puisse étre soumis a la sélection naturelle est
ancienne (pour revue, voir Wray, 2007). Déja Jacob et Monod (Monod & Jacob, 1961)
suggéraient que des mutations au sein des opérateurs pourraient jouer un role dans I'évolution.
La découverte de King et Wilson montrant que les protéines humaines et de chimpanzé sont
pratiquement identiques malgré la différence phénotypique entre ces deux espéces, a renforcé
l'idée que la différence d'expression des geénes pouvait jouer un réle évolutif majeur (King &

Wilson, 1975).
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L'importance relative pour 1'évolution des especes des mutations dans les séquences codantes et
dans les séquences régulatrices non codantes fait 1'objet d'un vif débat. Certains auteurs comme
Carroll pronent un rodle majoritaire des séquences régulatrices dans I'évolution des
morphologies embryonnaires (Carroll, 2008). D'autres insistent sur la contribution majoritaire
des séquences codantes, que ce soit via des mutations changeant la fonction des protéines ou
via d'autres mécanismes comme la duplication génique et la sous-fonctionnalisation des deux
paralogues (Hoekstra & Coyne, 2007). Une tentative de synthése entre ces deux visions
suggere que I'évolution utilise les mutations codantes ou non codantes dans différentes
proportions dans différents groupes, a différentes échelles de temps et a différents niveaux dans
la hiérarchie de contrdle développemental (D. L. Stern & Orgogozo, 2008). Notons de plus que
les séquences protéiques des facteurs de transcription peuvent eux aussi €évoluer de manicre
adaptative, une autre manicre de produire des changements dans les réseaux de cis-régulation
(Lynch et al., 2008; Sayou et al., 2014). J'illustrerai plus loin la contribution des séquences
régulatrices aux processus évolutifs, sans chercher a la comparer a celle des séquences

codantes (mais voir par exemple Wittkopp, Haerum, & Clark, 2004).

Deux raisons sont souvent invoquées pour expliquer la sélection de mutations dans les
séquences cis-régulatrices : la codominance de leurs effets et la modularité¢ de leur action. La
transcription des deux alléles d'un méme géne est généralement indépendante et additive. Une
mutation dans une région cis-régulatrice aura donc généralement un effet a 1'état hétérozygote,
alors que la majorité des mutations codantes sont elles récessives. Cette propriété rend les
mutations cis-régulatrices plus visibles par le processus de sélection naturelle et facilite donc
leur sélection. La modularité de 1'action des séquences régulatrices permet, elle, de n'affecter la
fonction d'un géne que dans une partie de son domaine d'expression et de limiter ainsi la
pléiotropie de ce type de mutations. De fait, de nombreuses mutations identifiées grace a des
cribles pour des phénotypes développementaux ou des QTLs (Quantitative Trait Loci),
identifiés en lien avec des traits évolutifs, affectent des séquences cis-régulatrices (Maurano et
al., 2012). Ces mutations jouent un role dans la divergence entre especes. Elles peuvent aussi
jouer un role dans la convergence évolutive. La coévolution du mimétisme chez deux espéces
de papillons distantes de plus de 65 millions d’années est ainsi due & un polymorphisme
nucléotidique dans des régions homologues non-codantes situées prés du locus de WntA
(Gallant et al., 2014). Enfin, si la discussion ci-dessous se concentre sur 1'évolution des
séquences régulatrices, les facteurs de transcription peuvent eux aussi évoluer de maniére

adaptative (Lynch et al., 2008; Sayou et al., 2014).
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Les mutations sélectionnées par 1'évolution n'affectent parfois qu'un seul nucléotide. Ainsi, la
mutation d'un site de fixation pour le facteur de transcription Dsx chez Drosophila takahashi,
est suffisante pour rendre monomorphique un trait sexuellement dimorphique (Shirangi,
Dufour, Williams, & Carroll, 2009). Certains types de sites de fixation pour des facteurs de
transcription, pour les protéines Hox notamment, semblent d'ailleurs étre soumis a des
contraintes aussi fortes que les séquences codantes (Vernot et al., 2012). De méme, un petit
nombre de mutations cis-régulatrices dans le geéne ebony, qui controle la pigmentation de
I'abdomen, ont été impliquées dans I'adaptation de populations de Drosophila melanogaster a

l'altitude (Rebeiz, Pool, Kassner, Aquadro, & Carroll, 2009).

Dans d'autres cas, les mutations sélectionnées consistent dans la délétion d'un enhancer
complet. Ainsi, lors de l'adaptation de 1’épinoche a la vie en lac, des macromutations
récurrentes et indépendantes d’un enhancer du facteur de transcription Pitx/ ont entrainé la
réduction trés nette des plaques osseuses sur les flancs et I’absence d’épines pelviennes (Chan
et al.,, 2010). De méme, la comparaison des génomes de I'hnomme et du chimpanzé indique
I’absence chez I'homme de centaines de séquences fortement conservées entre les chimpanzés
et les autres mammiferes, suggérant la perte de nombreuses séquences régulatrices depuis la
divergence avec la lignée conduisant au chimpanzé, dont certaines peuvent étre reliées a

l'acquisition de traits humains (McLean et al., 2011).

Enfin, des insertions de séquences peuvent également contribuer a I'évolution des profils
d'expression et des phénotypes. Ainsi, I'invention du placenta chez les mammiféres pourrait
avoir résult¢ de nombreux événements d'insertion du transposon Mer20. Les copies insérées
portent des signatures chromatiniennes d'enhancers actifs et pourraient avoir conduit a
I'expression de plus de 1000 génes dans cette nouvelle structure (Emera & Wagner, 2012;
Lynch, Leclerc, May, & Wagner, 2011). Plus récemment dans l'histoire des mammiferes, des
insertions de transposons pourraient avoir contribué a la remarquable diversification de ce tissu
entre groupes de mammiferes et a 1'évolution convergente de l'expression du géne de la

prolactine dans I'endométre (Emera et al., 2012).
Notons enfin qu'en plus de leur importance dans I'évolution de la lignée humaine (Siepel &

Arbiza, 2014), les variations des séquences cis-régulatrices sont associées a de nombreuses

maladies génétiques. 80% des variations observées dans les séquences non-codantes se situent
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dans des séquences cis-régulatrices actives au cours du développement (Maurano et al., 2012;

Vernot et al., 2012).

3. Les facteurs de transcription et leur spécificité de fixation sur I'ADN

Nous avons vu plus haut que les séquences cis-régulatrices fonctionnent par le truchement des
protéines qui s’y fixent de fagcon spécifique comme les facteurs de transcription, ou aspécifique
comme les histones. Dans cette nouvelle partie, je présenterai la structure et le mécanisme
d’action des facteurs de transcription. J’introduirai également les méthodes utilisées in vitro et
in vivo pour caractériser la spécificité de reconnaissance de 'ADN par ces protéines, et les

différents modéles de représentation de cette spécificité.

a) Une grande variété de protéines fixant I’ADN

Les facteurs de transcription ont une structure modulaire qui comprend généralement un ou
plusieurs domaines de fixation a I’ADN et un ou plusieurs domaines d’interaction avec
d’autres protéines. Le premier permet a la protéine de se fixer sur ses TFBS (généralement de 5
a 12pb) avec une affinité dépendant de la séquence reconnue. Les seconds ont différents roles,
comme par exemple les interactions entre protéines, la localisation nucléaire ou la réception de
messages hormonaux. Certains facteurs de transcription peuvent étre bi-fonctionnels,
combinant activité enzymatique et activité de facteur de transcription (Kozhevnikova et al.,
2012). Le nombre de facteurs de transcription dans un génome varie d'un facteur 5 entre les
bactéries (E. coli, 314 facteurs, (Pérez-Rueda & Collado-Vides, 2000)) et les mammiféres
(environ 1500 facteurs, (Vaquerizas, Kummerfeld, Teichmann, & Luscombe, 2009)). Cette
diversification des facteurs de transcription contribue a la complexification du controle de

l'expression génétique dans les animaux.

En dépit de leur grand nombre, les facteurs de transcription identifiés appartiennent a un
nombre assez limité (~30) de familles protéiques définies par la présence de domaines
structuraux de reconnaissance de I’ADN similaires (Wingender, Schoeps, & Donitz, 2013).
L’existence de plusieurs classes structurelles de facteurs de transcription illustre la diversité des

solutions permettant 1’interaction protéine-ADN. Dans la plupart des cas, néanmoins, c’est une
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structure secondaire simple, généralement une hélice alpha, qui est responsable de 1’interaction

avec la double hélice d’ADN.

Les facteurs de transcription agissent via le recrutement de cofacteurs et peuvent agir comme
activateurs ou répresseurs. Chacune de ces activités peut €tre associée a un motif peptidique.
Ainsi, les répétitions de glutamines sont souvent trouvées dans des activateurs (Atanesyan,
Glinther, Dichtl, Georgiev, & Schaffner, 2012), alors que les motifs WRPW sont associés a la
répression (A. L. Fisher, Ohsako, & Caudy, 1996). Une étude récente indique que l'activité de
nombreux facteurs de transcription dépend du contexte cis-régulateur et cellulaire dans lequel

ils agissent (Stampfel et al., 2015).

b) Détermination de la spécificité¢ de fixation a ’ADN des facteurs de transcription, et

de leurs sites de fixation dans les génomes.

La connaissance de I’affinité avec laquelle un facteur de transcription va lier telle ou telle
séquence est cruciale pour la compréhension du fonctionnement d’un enhancer. Des méthodes
in vitro et in vivo ont été développées pour identifier les séquences auxquelles se fixent les
facteurs de transcription (Pour revue, voir Levo & Segal, 2014). Le principe général des
méthodes in vitro est de révéler l'interaction en solution entre une protéine et une courte
séquence d'ADN double brin. Les méthodes in vivo font, elles, appel a l'immunoprécipitation
de fragments de chromatine, a partir d'un anticorps spécifique du facteur d'intérét. Ces
méthodes ont permis d'améliorer notre connaissance du répertoire des spécificités et des sites

de fixation sur I'ADN des facteurs de transcription, de leur évolution.

1) Méthodes in vitro
Ces méthodes visent a caractériser les préférences en terme de séquence des facteurs de
transcription. Ils consistent généralement a incuber en solution des protéines recombinantes

avec de courts fragments d'ADN double brin, puis a visualiser I'interaction ou a sélectionner les

fragments d'ADN sur la base de leur affinité.
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Le retard sur gel (Electrophoretic Mobility Shift Assay ou EMSA)

Le retard sur gel est I’approche historique utilisée pour démontrer une interaction directe entre
une protéine et un fragment d’ADN double brin (Fried & Crothers, 1981; Garner & Revzin,
1981; Hellman & Fried, 2007) . Cette méthode repose sur le fait que la mobilité d’un fragment
d’ADN sur un gel de polyacrylamide est réduite s’il est 1i¢ par une ou plusieurs protéines.
Techniquement, il s’agit de faire migrer, en conditions non-dénaturantes, des sondes (courts
fragments d’ADN) marquées (par radioactivité ou fluorescence), seules et en présence d’une ou
plusieurs protéines. Le résultat est d’abord visuel : I’ADN libre forme la bande qui migre le
plus, et les complexes ADN-protéine(s) sont plus ou moins retardés en fonction de la taille et
du nombre de protéines fixées . L’analyse des images obtenues permet une
quantification trés précise. Le retard sur gel peut étre réalisé sur des fragments d’ADN de
différentes tailles, a partir de protéines ou domaines protéiques purifiés a partir d’un extrait

protéique plus complexe tel qu’un extrait nucléaire.

Figure 1.6 : Principe du retard sur gel.
L’EMSA(Electrophoretic Mobility Shift Assay),

Protéine + ++ est la technique la plus simple qui soit pour

ADN + + + ; . . . . .
étudier une interaction entre un acide nucléique et

des protéines. Elle repose sur le fait qu’un

complexe ADN-protéine migrera moins vite dans
un gel non-dénaturant qu’un ADN nu. Ce retard
de migration permet de juger au premier coup

— =
d’ceil si une séquence particuliére d’ADN a été
— — —=p— ., L. ' .
reconnue et liée par une protéine. L'illustration
présente le cas de deux sites portés sur un méme
_— — — w#—, fragment. Si les deux sites fixent la méme

P, protéine, l'apparition du second complexe sera
M.C. derre

fonction de la concentration en protéine dans la
réaction. (M.C. Serre, Université Paris-Sud).

Cette méthode permet de vérifier non seulement I’interaction d’une protéine avec une séquence
d’ADN, mais aussi, par des expériences de mutations ponctuelles de la sonde, de déterminer
I’importance des nucléotides dans cette séquence pour la fixation de la protéine. Elle permet
¢galement d’étudier la compétition ou la coopération entre protéines et de déterminer des
constantes thermodynamiques de fixation (Man & Stormo, 2001). Plus récemment des
méthodes plus quantitatives basées sur la résonnance plasmon de surface ont été développées

(Stockley & Persson, 2009).
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Le SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichments : évolution

systematique des ligands par enrichissement exponentiel)

Les expériences de retard sur gel nécessitent d'avoir une certaine connaissance a priori de la
spécificité de fixation sur 'ADN de la protéine considérée. Le SELEX est une technique
utilisée pour décrire I’affinité relative de liaison a I’ADN d’une protéine dont on ne connait
rien de la spécificité de fixation sur 'ADN (Ellington & Szostak, 1990). Une protéine ou
domaine protéique, recombinant(e) et fusionné(e) avec une étiquette reconnaissable, est
incubé(e) avec un ensemble d’oligonucléotides double brin dégénérés. Les oligonucléotides
fixés par la protéine sont sélectionnés par pull down avec I'étiquette de la protéine et séquencés.
Afin de réduire le nombre de faux positifs, plusieurs cycles d’amplifications par PCR puis de
sélection sont généralement nécessaires pour obtenir un enrichissement suffisant. Des
protocoles de SELEX-seq automatisés pour 1’identification a grande échelle des sites de
fixation de facteurs de transcription ont été mis au point (Jolma et al., 2010). Le séquencage a
haut débit permet de quantifier avec une trés grande précision 1’affinité relative de la protéine
pour les différentes séquences liées. Couplées a des méthodes informatiques, elles permettent
I’identification des spécificités de séquence d’un trés grand nombre de facteurs de
transcription. Ainsi, des données de SELEX-seq ont permis de déterminer les séquences
consensus liées par plusieurs centaines de facteurs de transcription chez I’Homme (Jolma et al.,
2013) ou chez la drosophile (Nitta et al., 2015). Une version séquentielle, permet méme de

caractériser la fixation coopérative de couples de facteurs de transcription (Jolma et al., 2015).

Autres méthodes

Il existe d’autres méthodes comme la technique du simple hybride (yeast one hybrid ou YIH)
(J. J. Li & Herskowitz, 1993) ou les puces a ADN pour les protéines qui lient I’ADN (Protein-
Binding DNA microarray ou PBM) (Berger & Bulyk, 2006). La premiére technique permet de
ne pas avoir a produire de protéine recombinante in vitro, la seconde est une alternative, moins
précise, au SELEX-seq. La combinaison des deux méthodes a notamment permis de réaliser un
atlas de spécificité des facteurs de transcription du nématode Caenorhabditis elegans
(Narasimhan et al., 2015). La combinaison de ces méthodes a aussi permis de montrer la
conservation évolutive générale des spécificités de fixation sur 'ADN de plus de 1000

protéines issues d'especes distantes (Weirauch et al., 2014).

43



Les techniques utilisées pour identifier les spécificités de liaison a ’ADN des facteurs de
transcription générent un trés grand nombre de séquences qui doivent étre analysées. Il existe
plusieurs méthodes plus ou moins informatives de représenter les TFBS en modélisant de fagon
quantitative ’affinité des TFs pour leurs sites de fixation: on peut utiliser une séquence
consensus, une matrice, un logo de séquence, des k-mers, etc... (Figure 1.7). L’enjeu est de
prendre en compte le maximum d’information contenu dans ces résultats, comme par exemple
I’interdépendance de différentes positions, sans pour autant augmenter la complexité des

programmes de prédiction (pour revue Mathelier & Wasserman, 2013).

Résultats obtenus : vers un atlas compréhensif des spécificités de fixation sur I'ADN des
facteurs de transcription

Combien de motifs sont reconnus par des facteurs de transcription au sein d'un génome ? Les
expériences in vitro de caractérisation de la spécificité de reconnaissance des facteurs de
transcription de toutes les familles majeures, et dans plusieurs systémes modeles, ont permis de
dresser un véritable lexique de fixation potentielle de facteurs de transcription, qui couvre
probablement de l'ordre de 50% de l'ensemble des facteurs. De ce travail méthodique,
consultable par exemple via la base de données Jaspar (Mathelier et al., 2015), émergent

certaines reégles.

Premicrement, la diversité¢ des spécificités de reconnaissance de 1'ADN au sein de chaque
famille structurelle est variable. Par exemple, les facteurs de la famille ETS reconnaissent des
séquences tres similaires (Wei et al., 2010), alors que les facteurs ayant des motifs de type
doigts de Zinc C2H2, ont une grande diversité de reconnaissance (Garton et al., 2015;
Najafabadi et al., 2015; Persikov et al., 2015). Ainsi, le nombre de motifs reconnus par les
facteurs de transcription est plus petit que le nombre de facteurs de transcription, méme si
certains facteurs semblent avoir plusieurs modes de fixation sur 'ADN. Deuxiémement,
l'analyse a grande échelle de la spécificité de fixation sur I'ADN d'un grand nombre de facteurs
de transcription, indique que les spécificités de fixation sur 'ADN de différentes familles sont
distinctes, méme si un petit nombre de protéines appartenant a des familles distinctes peuvent
avoir des spécificités de fixation identiques (Jolma et al., 2013). Enfin, la spécificité de fixation
sur I'ADN d'un facteur de transcription est généralement conservée au cours de 1’évolution et
donc partagée avec tous ses paralogues et orthologues. Les données obtenues chez une espece

métazoaire peuvent donc généralement étre utilisées dans toutes les autres (Nitta et al., 2015;
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Weirauch et al.,, 2014). Il y a néanmoins des exceptions intéressantes de facteurs de
transcription dont la spécificité a changé de maniére adaptative, et 1'importance de 1'évolution
de la spécificité de fixation sur I'ADN des facteurs de transcription ne doit pas étre négligée
(Lynch & Wagner, 2008; Lynch et al., 2008; Sayou et al., 2014).

A B Séquences fixées par GATAa
Code _|Représente

Non alignées

A Adénine Alignées Position : 12345678
G Guanine TAACACTTTAACGCTGATAA
C Cytosine TAACACTTTAACGCTGATAR TTATCTACGTTCTAGATAAC
i TTATCTACGTTCTAGATAAC TTATCAGCTATGATAGCGCC
T Thym Iine TTATCAGCTATGATAGCGCC ATGTATGAGATAAGAAGTAC
Y  Pyrimidine (CouT) ATGTATGAGATAAGAAGTAC GTTATCCTTGCTGATAACAG
) GTTATCCTTGCTGATAACAG  CCGTTATCGACAGTAGATAA
R Purine (A ou G) CCGTTATCGACAGTAGATAA ATTATCTACTGCCCGATAAG
wW Weak (A or G) ATTATCTACTGCCCGATAAG
S St GorC GTTATCTCCGCTGATAACAG
rong (G or C) GTTATCTCCGOTGATAACAG GAGATAGCTATCAGCGACAA
K Keto (T or G) GAGATATCTATCAGCGACAA TACTATGATAAACATCTCCA
M Amino (C or A) PACTATGATARACATCTCCA ATAGATAAGCAAAGCCTTAT
ATAGATAAGCAAAGCCTTAT TTATCTACATCCTAGATAAC
D AG,T T TATCTACATCCTAGATAAC ACAGAAGCACTGATAAATCG
v A C,G ACAGARGCACTGATARATCG TTATCAGTTTTGATAACGCC
I TTATCCGTTATGATAACGCC
H ACT I TATCCGTTATGATAACGCC CCCCACAGATAAGAGGCCTC
B C,GT CCCCACAGATAAGAGGCCTC
N (ou X) A e C consensus NHGATARN
- Délétion

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1423 278 708 0 4000 27 3887 3550 799 1432 1487

560 163 31 0 0 29 0 4 681 897 829
3

1242 123 10 4000 0 109 6 383 2296 1360 1099
5

775 424 117 0 0 3835 107 63 224 311 585

7
1
R — e
1 z 3 4 S = 7 =] Q 10 . 11;-

Figure 1.7 : Décrire un site de fixation de facteur de transcription. Le code [IUPAC de nomenclature
des nucléotides (A) permet de résumer 1’information contenue dans ’alignement de séquences fixées
par un facteur de transcription (B) en une séquence consensus (C). Cette information peut apparaitre
dans une matrice de fréquence a chaque position (D), ou de fagon beaucoup plus visuelle dans un logo
de séquence (E). L’exemple concerne la séquence reconnue par les facteurs de transcription GATA. Les
séquences de I’alignement ont été choisies arbitrairement et proviennent de données de SELEX pour
Gata4/5/6 chez Ciona intestinalis (Nitta et al, en préparation). La matrice et le logo correspondent a des

données de ChiP-Seq pour GATA 1 chez la souris provenant de la base de donnée JASPAR.
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Cet atlas de spécificit¢ de fixation sur I'ADN, couplé au développement de logiciel de
modélisation des sites et de recherche a I'échelle du génome (Slattery et al., 2014), constitue un
outil indispensable pour la recherche de sites de fixation dans des enhancers identifiés,
permettant de catégoriser leur activité. Cet atlas permet notamment de relier le "lexique
régulatoire" - 1'ensemble des motifs extraits a 'échelle génomique des sites protégés de 'action
de la DNAsel identifiés par DNase-seq (Neph et al., 2012; Pique-Regi et al., 2011) - a

'ensemble des facteurs de transcription.

Enfin, la connaissance de la spécificité de fixation sur I'ADN d'un jeu de facteurs et de leur
concentration au sein du noyau peut étre utilisée pour construire des modeles
thermodynamiques de réseaux de régulation, comme cela a été montré avec succes par Segal et
collegues, dans le cas du réseau de segmentation chez la drosophile (Segal, Raveh-Sadka,
Schroeder, Unnerstall, & Gaul, 2008). La recherche de regroupements de sites prédits de
fixation pour un set précis de facteurs de transcription peut aussi permettre l'identification
d'enhancers ayant une spécificité d'action précise (Khoueiry et al., 2010; Markstein, Markstein,

Markstein, & Levine, 2002).

11) Approches in vivo : ChIP-on-chip et ChiP-seq

Des techniques permettant d'identifier les séquences génomiques sur lesquelles se fixe un
facteur de transcription in vivo ont donc été développées, basées sur l'immunoprécipitation de
fragments d'ADN fixés in vivo par des facteurs de transcription. Ces fragments contenant les
sites de fixation a I’ADN sont ensuite identifiés a grande échelle, initialement par hybridation
sur puce (ChIP-on-chip), et depuis quelques années, séquencés a haut débit (ChIP-seq). Ces
expériences sont réalisées sur des extraits cellulaires provenant d’un seul ou de plusieurs tissus,
voire d’organismes entiers. IIs peuvent donc étre spécifiques du type cellulaire et de la période
de développement étudiés. Ces techniques ont notamment ét¢ utilisées a grande échelle lors des
projets ENCODE et ModENCODE visant a décoder la syntaxe cis-régulatrice dans les

organismes mod¢les majeurs (J. B. Brown & Celniker, 2015; Sloan et al., 2015).
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Résultats obtenus : émergence d'une syntaxe cis-régulatrice

Ces expériences haut-débit in vivo ont permis de confirmer et de quantifier la prévalence de
mécanismes initialement identifiés par des expériences fonctionnelles a petite échelle de

dissection de séquences régulatrices.

Ces expériences ont révélé que les spécificités de fixation sur 'ADN in vitro et in vivo des
facteurs de transcription sont généralement similaires en terme de séquences (Orenstein &
Shamir, 2014) (nous verrons plus bas que ce constat doit étre mitigé lorsque 1'on prend en
compte la structure tridimensionnelle de I'hélice d'ADN). Deux différences existent néanmoins
entre les deux sets de données. D'une part, la fixation collaborative de plusieurs facteurs in vivo
peut conduire a l'identification de sites correspondants a la fixation d'hétérodimeres. D'autre
part, on observe le recrutement in vivo de certains facteurs a des sites génomiques dont la
séquence ne correspond pas au site reconnu par ce facteur in vitro. Ce phénomeéne peut parfois
constituer jusqu'a 45% des signaux d'une expérience de ChIP-seq. Il a été étudié en détail par
Wassermann et ses collégues : ces sites de fixation inattendus sont généralement localisés dans
des régions de chromatine ouverte, fortement enrichies en sites, dits "zinger", ressemblant a
ceux des protéines CTCF, JUN, ETS et THAP11 (Worsley Hunt & Wasserman, 2014). La
raison de cet enrichissement, qui pourrait refléter un artefact de la technique (notamment du a
I'étape de cross-linking) ou le recrutement indirect préférentiel des facteurs étudiés, est pour le
moment assez mal comprise. Il est intéressant de noter néanmoins que des régions dites HOT
(pour Highly Occupied Target), qui fixent un grand nombre de facteurs de transcription sans
pour autant contenir leur sites de fixation, ont dans leur grande majorité une activité enhancer
endogéne spécifique d’un tissu chez la drosophile (Kvon, Stampfel, Yanez-Cuna, Dickson, &
Stark, 2012). Ces régions disparaissent lorsque 1'étape de crosslinking est omise, suggérant que
l'association d'un grand nombre de facteurs a des séquences régulatrices pour des geénes
fortement exprimés pourrait étre artefactuelle (Kasinathan, Orsi, Zentner, Ahmad, & Henikoff,
2014). Malgré ces limitations, l'analyse et l'intégration informatique des données issues
d'expériences d'immunoprécipitation de chromatine ont aussi eu un fort impact sur notre

compréhension de l'architecture cis-régulatrice au cours du développement.

Si le recrutement de facteurs de transcription a des loci qui ne contiennent pas de sites
canoniques pour ces facteurs est plus fréquent que prévu, le recrutement de facteurs a des sites

contenant des sites de fixation mais ne semblant pas avoir d'activité enhancer a aussi été une
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surprise de ces approches (W. W. Fisher et al., 2012; Xiao-yong Li et al., 2008). Alors que 1'on
s'attendait a ce qu'un facteur de transcription ne contrdle l'expression que de quelques centaines
de gene cibles, le nombre de sites fixés est généralement de 'ordre de plusieurs milliers, voire
de la dizaine de milliers. Un des challenges du domaine est donc a la fois de comprendre les

raisons de la forte densité de fixation et d'identifier la minorité de sites fonctionnels.

Les expériences de cartographie de sites in vivo ont confirmé que la plupart des sites de
fixation de facteurs de transcription sont localisés dans des régions de chromatine ouverte
identifiées par des expériences de protection a la DNAse, FAIRE ou ATAC-seq (Thurman et
al., 2012). L'analyse de la dynamique d'occupation dans le temps a permis de distinguer
plusieurs modes d'interactions entre facteurs de transcription et chromatine. Un petit nombre de
facteurs, dits pionniers, sont capables de se fixer sur des sites normalement occupés par des
nucléosomes, en déplacant ceux-ci (Magnani, Eeckhoute, & Lupien, 2011; Zaret & Carroll,
2011). Un nombre plus important de facteurs sont dits sédentaires, car ils se fixent de maniere
stable sur la chromatine ouverte. Enfin, une troisiéme catégorie, majoritaire, les facteurs
migrants, se fixent de maniére plus sporadique sur leurs sites de fixation lorsque la chromatine
est ouverte, peut-&tre parce qu'ils ont besoin pour se fixer de coopérer/interagir avec d'autres

facteurs dont la disponibilité est limitative (Sherwood et al., 2014).

La cartographie in vivo a également confirmé que la plupart des enhancers sont constitués de
regroupements (clusters) de sites de fixation sur 'ADN pour plusieurs facteurs de transcription
(He et al., 2011; Wunderlich & Leonid, 2009). Dans certains cas, il a été possible d'identifier
des facteurs "partenaires" qui ont tendance a se fixer sur des sites voisins a de nombreux /oci,
ce qui a permis de mieux comprendre la logique combinatoire donnant leur spécificité aux
¢léments. La co-localisation de sites occupés par le facteur de transcription MAD, relai de la
signalisation Bmp, et de facteurs spécifiques de certains lignages a ainsi permis de déchiffrer la
logique de la réponse spécifique tissulaire a un signal inducteur générique (Mullen et al., 2011;
Trompouki et al., 2011). En combinant une approche d'immunoprécipitation de facteurs
agissant dans le méme réseau génétique avec des approches informatiques d'apprentissage,
Zinzen et ses collégues (Zinzen, Girardot, Gagneur, Braun, & Furlong, 2009) ont pu prédire
l'activité spatio-temporelle d'enhancers mésodermiques chez la drosophile sur la base de la
combinatoire d'occupation par 5 facteurs de transcription (Twist, MEF2, Tinman, Bagpipe et
Biniou). La présence d'un regroupement de sites de fixation a un locus donné permet

généralement d'augmenter la confiance dans la fonctionnalité des interactions identifiées (He et
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al., 2011), tout comme la nature temporellement dynamique du profil de fixation (Wilczynski

& Furlong, 2010).

Les approches d'immunoprécipitation de chromatine ont aussi permis de mieux décrire
I'évolution des séquences régulatrices. Ces approches ont permis d'identifier les enhancers
"fantomes" et leur importance pour la robustesse des programmes développementaux (voir plus
haut). Chez la drosophile, le niveau d’affinité des sites de fixation des facteurs Hox est
¢galement conservé et impliqué dans la robustesse des profils d’expression des geénes

développementaux (Crocker et al., 2015).

Au cours de I'évolution, la position des sites de fixation de facteurs de transcription sur I'ADN
peut changer, phénomene tres fréquent appelé "turn-over" (ou rotation). Des modes d'évolution
contrastés de ce phénoméne ont été décrits chez les vertébrés et la drosophile. Chez les
vertébrés, la comparaison des profils d'occupation de 5 facteurs de transcription (dont CTCF)
dans le foie montre une grande divergence, malgré la conservation de la spécificité de fixation
in vitro sur I'ADN de ces facteurs : moins de 10% des sites de fixation du facteur CEBPA sont
conservés entre l'oppossum et 'homme (Schmidt, Wilson, et al., 2010). Cette divergence
extensive des sites occupés par des facteurs de transcription a été confirmée par des
expériences indépendantes de cartographie de la chromatine ouverte par DNase-seq (Stergachis
et al., 2014). Par contraste, la position des sites in vivo de fixation de facteurs de transcription
est beaucoup mieux conservée chez les drosophiles que chez les vertébrés, méme au sein de
groupes contenant des espéces ayant une distance évolutive similaire (He et al., 2011). Les
raisons de cette différence entre especes restent mystérieuses, la non-fonctionnalité de la
plupart des sites de fixation détectés chez I'homme serait une explication possible. On peut
¢galement noter que les expériences chez les vertébrés ont été faites a partir de tissu adulte,
alors que les expériences chez la drosophile sont faites avec des embryons. Mais il est aussi

possible que la divergence des résultats provienne du simple choix des facteurs analysés.

4. Structure de la chromatine, structure locale de I’ADN et transcription
L’ADN est une molécule qui a une structure physique tridimensionnelle, ce que 1’on a

tendance a oublier quand, par exemple, on analyse des résultats de séquencage. Cependant, la

structure locale de la double hélice et I’organisation de la chromatine sont intrinséquement
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liées a la régulation de la transcription car elles peuvent notamment jouer sur I’affinité d’un
facteur de transcription pour son site de fixation et sur I’accessibilité¢ de I’ADN aux facteurs de

transcription.

a) Chromatine et transcription

1) Les nucléosomes

Dans le noyau des cellules eucaryotes, I’ADN est compacté sous forme de chromatine. Le
premier niveau d’organisation est I’enroulement de ’ADN autour d’octameres d’histones
(composés de deux hétérodimeres histone2A-histones2B et de deux autres hétérodimeéres
histone3-histone4 (Richmond & Davey, 2003)). 147 paires de bases sont enroulées autour de
chacune de ces structures globulaires et le produit de 1’association entre un fragment d’ADN et
un oligomere d’histones est un nucléosome, d’un diameétre d’environ 10nm. La chromatine est
ainsi constituée de la succession réguliére de nucléosomes. Deux nucléosomes adjacents sont
reliés par un ADN de liaison (DNA linker) sur lequel peut se fixer 1’histone de liaison H1 ou
son variant H5 qui facilite la condensation de la chromatine (Hergeth, Schneider, Hergeth, &
Schneider, 2015). La fréquence d’apparition des nucléosomes sur I’ADN permet de distinguer
I’euchromatine de 1’hétérochromatine et donne une information de permissivité pour la
transcription des geénes qui leur sont associés. L’euchromatine a une conformation lache due a
des nucléosomes plus dispersés et est associée principalement a des geénes actifs, tandis que
I’hétérochromatine est compactée par un niveau supérieur d’organisation de ses nucléosomes
dans lequel sont impliquées d’autres protéines et est associée principalement a des geénes
réprimés (Bassett, Cooper, Wu, & Travers, 2009). Comme nous I'avons vu plus haut, ces deux
conformations correspondent a des compartiments distincts dans le noyau (Lieberman-Aiden et

al., 2009).

On peut distinguer I’hétérochromatine constitutive de 1’hétérochromatine facultative dont la
dynamique est associée a celle des geénes régulés qui y sont localisés. Différents complexes de
protéines sont impliqués dans leur formation, par exemple HP1 pour la I’hétérochromatine
constitutive et Polycomb pour 1’hétérochromatine facultative pendant la différenciation et le
développement (Saksouk, Simboeck, & Déjardin, 2015). L’ouverture de la chromatine peut

étre initiée par la fixation de facteurs de transcription pionniers, tels que GATAI1 et FoxA,
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capables de se fixer et d’ouvrir localement la chromatine condensée afin de faciliter la fixation

d’autres protéines (Zaret & Carroll, 2011).

A T’échelle du génome, le positionnement des nucléosomes est déterminé de fagon dynamique
par les enzymes de remodelage de la chromatine, les protéines fixant ’ADN (facteurs de
transcription, PIC, ARNpollI) (Struhl & Segal, 2013) et la séquence nucléotidique, qui influe
indirectement sur la formation de nucléosomes, méme si les octameéres d’histones n’ont pas une
spécificité de contact avec I’ADN (Sathyapriya, Vijayabaskar, & Vishveshwara, 2008). Nous
avons déja abordé cette problématique plus haut lors de la discussion sur les facteurs pionniers,

sédentaires ou migrants, par exemple.

En plus des techniques d’analyse de la chromatine in vivo associées au séquengage haut débit
comme la DNase-seq (Kharchenko et al., 2011; Thurman et al., 2012), le FAIRE-Seq (Giresi,
Kim, McDaniell, Iyer, & Lieb, 2007) ou, plus récemment I’ATAC-seq (Buenrostro, Giresi,
Zaba, Chang, & Greenleaf, 2013), il existe également des méthodes in silico pour prédire le
positionnement et 1'occupation des nucléosomes sur un fragment d’ADN a partir de sa
séquence. Ces approches, basées sur l'analyse des propriétés physiques locales de 1’hélice, ne
peuvent pas tenir compte de 1’état dynamique de la cellule et de la régulation de la
transcription. Elles ne fournissent donc qu'une information générique sur les régions les plus
probablement occupées par des nucléosomes, mais permettent d'avoir une vision sur les

séquences régulatrices complémentaires de celles transmises par les expériences in vivo.

Par exemple, Segal et ses collégues ont développé un modele probabiliste basé sur les
séquences de sets de 199 mononucléosomes chez la levure et de 177 nucléosomes naturels chez
le poulet (Segal et al., 2006). Chez la levure et le poulet, les nucléosomes sont
préférentiellement répartis dans des régions contenant des dinucléotides "AA”/”TT”/”AT” avec
une périodicité de 10pb environ. Ce motif refléterait une signature pour la présence de
nucléosomes a la fois in vivo et in vitro. Ce modele estime d’abord la distribution des
dinucléotides a chaque position pour des centaines de séquences nucléosomales obtenues
expérimentalement. Ces probabilités sont converties en énergie libre apparente et un modele
thermodynamique prenant en compte la compétition thermodynamique entre les nucléosomes,
I'encombrement stérique et la concentration en nucléosomes a été développé. Ce modele
"glisse" le long de la séquence d'ADN et estimerait la probabilité que chaque paire de bases

soit occupée par un nucléosome(Segal et al., 2006). D’autres méthodes semblent plus
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performantes pour prédire le positionnement des nucléosomes (Field et al., 2008; Kaplan et al.,
2009) mais leur efficacité varie en fonction de la région du génome considérée : ces trois
méthodes sont par exemple comparables lorsqu’il s’agit de prédire la position des nucléosomes
sur des promoteurs murins (Liu et al., 2013). Toutefois, si elle ne permet pas forcément de
prédire I’emplacement des nucléosomes, la signature dinucléotidique utilisée par Segal et ses
collegues en 2006 correle avec 1’activité d’enhancers chez la drosophile et 1’ascidie (Khoueiry

etal., 2010).

1) Les modifications post-traductionnelles des histones et la compaction de la
chromatine

Les histones portent des marques épigénétiques sous forme de modifications covalentes de leur
queue N-terminale (acétylation, phosphorylation, ubiquitination, méthylation, ADP
ribosylation, glycolysation, sumoylation) associées a différentes fonctions cis-régulatrices
(Zentner & Henikoff, 2013). L'analyse du role fonctionnel des ces modifications a conduit a
proposer l'existence d'un code d'histone qui déterminerait la structure des nucléosomes et ainsi
I'état de compaction chromatinien des séquences considérées (Jenuwein & Allis, 2001). Les
promoteurs sont enrichis en modifications post-traductionnelles de 1’histone H3, notamment la
triméthylation de la lysine 4 (H3K4me3) (Heintzman et al., 2007). Les enhancers sont
¢galement enrichis en histone H3 monométhylée sur la lysine 4 (H3K4mel) et en histone H3
acétylée sur la lysine 27 (H3K27ac) (Bulger & Groudine, 2011). Ces marques sont
dynamiques, apportées et retirées par des enzymes spécifiques qui agissent de concert avec les
facteurs de transcription et leurs protéines associées. Les histones acétylées sont reconnues par
des protéines qui contiennent un bromodomaine, telles que des lysine-acéthyl-transférases et
des re-modeleurs de la chromatine ; elles peuvent donc étre impliquées dans la régulation de la
conformation de la chromatine. La méthylation des lysines est reconnue par des protéines
contenant des domaines protéiques Tudor ou Chromo par exemple. En particulier, la
méthylation de la lysine 27 de I’histone 3, associée a la répression de 1’expression des genes,

est reconnue par le complexe Polycomb (Zentner & Henikoff, 2013).

Il est donc essentiel de prendre en compte dans I’analyse des enhancers ce niveau
supplémentaire de régulation de la transcription que sont le positionnement des nucléosomes et
leurs modifications épigénétiques. Pourtant, notons que nous sommes parfois confrontés au

probléme de la poule et de I'ceuf. Nous ignorons souvent I'enchainement précis des événements
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qui conduisent a un enhancer actif, dont la chromatine est ouverte et sur lequel les facteurs de
transcription sont fixés. Dans certains cas, c'est probablement la fixation de facteurs pionniers
qui conduit a l'ouverture de la chromatine. Dans d'autres cas, I'ouverture de la chromatine via
l'action d'enzymes de modification des histones est peut-étre I'élément initial. Dans d'autres cas,
enfin, il est probable que ce soit la compétition thermodynamique entre facteurs de
transcription et nucléosomes, éventuellement biaisée par les propriétés physiques locales de la

double hélice qui soit déclenchante (Barozzi et al., 2014).

b) Rdle de la structure locale de I’hélice d’ADN dans son interaction avec les facteurs

de transcription

Nous avons jusqu'a maintenant principalement focalisé notre attention sur la séquence primaire
de la molécule d'ADN. Des données récentes suggerent que les propriétés physiques de 1'hélice

d'ADN doivent également Etre prises en compte lors de I'étude des éléments cis-régulateurs.

Des approches basées sur la conservation de la structure 3D de la molécule d’ADN ont montré
que certaines de ses propriétés sont sous pression de sélection (pour revue Parker & Tullius,
2011). L’identification des régions, dont la structure est contrainte évolutivement, a permis de
détecter deux fois plus de régions conservées que les approches traditionnelles de conservation
de séquence nucléotidique ; la méme forme de 1’hélice pouvant étre générée par différentes
séquences d’ADN. Ainsi 12% des bases du génome humain sont évolutivement contraintes du
point de vue de la structure de I’ADN et ces régions sont enrichies en ¢léments fonctionnels,
dont des enhancers (Stephen C. J. Parker, Hansen, Abaan, Tullius, & Margulies, 2009). Cet
enrichissement y est plus important que dans les séquences conservées au niveau de la

séquence uniquement.

Ainsi, la forme locale de I’ADN est importante pour au moins certains aspects des éléments
fonctionnels du génome : dans les séquences codantes, la conservation des triplets de
nucléotides est généralement couplée a la conservation de la forme de I’hélice. En effet, dans la
double hélice d’ADN, les atomes du squelette situés sur les brins complémentaires les plus
proches de part et d’autre du petit sillon, et donc impliqués dans la structure de 1’hélice, sont
séparés par trois nucléotides (Rohs 2009). Mais la plus grande partie des bases sous contraintes

évolutives sont localisées dans des régions non-codantes (ENCODE). Dans le génome humain,
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des SNPs associés a différents phénotypes entrainent des changements importants de la forme
locale de I’ADN (Stephen C. J. Parker et al., 2009). Ces changements de structure, affectant
des fonctions biologiques dans des régions non-codantes évolutivement conservées, suggeérent
que cet effet est local et que la topographie de I’ADN a un locus donne une information de

permissivité pour une fonction régulatrice qui peut étre soumise a des pressions de sélection.

Nous savons depuis longtemps que les facteurs de transcription reconnaissent des séquences
nucléotidiques spécifiques, plus ou moins dégénérées (voir plus haut). Cette reconnaissance se
fait principalement par interaction avec le grand sillon de I'hélice (Seeman, Rosenberg, & Rich,
1976). La cristallisation de complexes protéine-ADN a révélé qu'en plus de ce mode de
reconnaissance, certains facteurs de transcription reconnaissent également la forme locale de la
double hélice via une interaction avec son petit sillon (Joshi et al., 2007). Ce second niveau de
reconnaissance pourrait conférer aux facteurs de transcription une plus grande spécificité¢ de

reconnaissance qu'initialement anticipé (Zhou et al., 2015).

White et ses collégues ont étudié chez la souris des séquences contenant des TFBS potentiels
pour le facteur de transcription & homéodomaine Crx, fixés et non fixés par cette protéine a
I’échelle du génome (White, Myers, Corbo, & Cohen, 2013). Ils ont montré que le potentiel
cis-régulateur des séquences fixées par le facteur de transcription réside dans des
caractéristiques de séquences tres locales et non dans leur contexte génomique : un taux de GC
¢levé correle avec la présence de sites de fixation occupés. Un fort taux de GC peut étre associé
avec plusieurs déterminants de 1’activit¢ d’un enhancer comme la présence de nucléosomes
(Kaplan et al., 2009) ou la profondeur du petit sillon (Bishop et al., 2011). Le calcul de la taille
du petit sillon a permis de montrer que les sites effectivement liés par Crx ont un sillon plus
profond que les sites potentiels non fixés, a affinité théorique de séquence égale. Ainsi, la taille
du petit sillon pourrait étre une signature trés localisée qui permettrait de distinguer les TFBS

fonctionnels et non fonctionnels (White et al., 2013).

La forme et les propriétés physiques de 1’hélice d’ADN dépendent elles-mémes de sa séquence
(Rohs et al., 2010), mais une étude récente combinant biologie structurale et analyse de
spécificité¢ de fixation sur I'ADN a permis d'identifier les résidus de la protéine Hox src
impliqués dans la reconnaissance du petit sillon par I'hétérodimere exd-src. La mutation de ces
résidus affecte la spécificité globale de reconnaissance des sites sans altérer la reconnaissance

de la séquence du site, indiquant que la séquence et la forme sont lues de maniére indépendante
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(Abe et al., 2015). Cette étude révele par ailleurs que l'inclusion de paramétres de forme
améliore les performances des modéles informatiques de reconnaissance de sites cibles par
exd-src. Enfin, la méme équipe a montré que dans de nombreuses familles de facteurs de
transcription, l'environnement immédiat de la séquence reconnue, qui impacte la structure de
I'hélice mais ne contient qu'une faible information de séquence, joue un role important dans la

fixation du facteur (Dror, Golan, Levy, Rohs, & Mandel-Gutfreund, 2015).

Dans l'ensemble, ces données suggeérent que la reconnaissance de leurs sites de fixation par des
facteurs de transcription doit intégrer a la fois la séquence du site et la structure 3D locale de
I'hélice d'ADN. Des modéles thermodynamiques basés sur des données de cristallographie de
courtes séquences d’ADN ont été développés pour prédire la forme et les propriétés physiques
d’une I’hélice d’ADN en fonction de sa séquence (Bishop et al., 2011; Broos et al., 2013;
Duran et al., 2013).

B. Les signatures des enhancers

1. Identification des enhancers

Il existe de nombreuses méthodes pour prédire des séquences cis-régulatrices. Ces dernicres
années, grace au cout décroissant du séquengage haut débit notamment, elles ont été utilisées a
I’échelle de génomes entiers. Mais la seule séquence des régions ainsi identifiées ne permet pas
de prédire leur activité — lorsqu’elles en ont. C’est pourquoi, chacune de ces prédictions doit

étre testée (Hardison & Taylor, 2012).

a) Méthodes de prédictions des séquences cis-régulatrices fonctionnelles

Les propriétés des enhancers et de la chromatine associée listées plus haut sont utilisées pour
tenter de prédire tous les enhancers actifs d’un génome, dans un tissu et/ou a un stade de

développement spécifique (Figure 1.8) ( pour revue, Shlyueva et al., 2014).

L’empreinte phylogénétique est une méthode qui repose sur 1’hypothése que les régions non
codantes fonctionnelles sont évolutivement conservées car elles sont importantes pour
I’organisme et, notamment, impliquées dans la régulation de 1’expression des genes : de telles

séquences pourraient donc étre des enhancers (Tagle et al., 1988). Toutefois, cette méthode ne
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permet pas de distinguer la nature des éléments non codants conservés et potentiellement
fonctionnels et, 1’activité d’enhancers peut étre conservée indépendamment de leur séquence

(Weirauch & Hughes, 2010).
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Figure 1.8 : Méthodes utilisées pour prédire les séquences régulatrices a ’échelle d’un génome. Le
séquencage d’ARNm provenant de différentes sources permet de savoir a quel moment du
développement et/ou dans quel tissu un geéne est actif. Plusieurs stratégies in vivo sont utilisées pour
prédire les éléments cis-régulateurs. Les régions fixées par des facteurs de transcription et du co-
activateur p300 sont mises en évidence par ChIP-séq. Des expériences d’hypersensibilité a la DNAse |
et de FAIRE-séq révélent 1’accessibilité de ’ADN. L étude de la méthylation de I’ADN ou des données
de ChIP-séq de marques d’histones spécifiques permettent de définir différents états chromatiniens.
Enfin, les données de 5C identifient les interactions entre différentes parties du génome. A ces
techniques in vivo s’ajoutent les méthodes de prédiction bioinformatiques. (Crédits : site du projet

ENCODE http://genome.ucsc.edu/ENCODE)

Différentes approches listées plus haut permettent de prédire in silico les sites de fixation
potentiels des facteurs de transcription sur la base de la séquence génomique, ou de localiser
sur le génome la fixation in vivo de facteurs de transcription donnés. Les regroupements
contenant des combinaisons spécifiques de sites de fixations de facteurs de transcription sont

de bons candidats.
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Enfin, des méthodes in vivo d’analyse de I’ADN génomique permettent de localiser les
nucléosomes, les différentes modifications d’histones et les autres protéines fixées a ’ADN

associées a I’activation de la transcription (Hardison & Taylor, 2012).

Ces approches sont généralement combinées et permettent d’annoter les génomes et d’y prédire
des régions fonctionnelles comme le font les consortiums des projets ENCODE (Encyclopedia
of DNA Elements) chez I’homme, modENCODE chez la drosophile et le ver et
mouseENCODE chez la souris. Combiner plusieurs signatures augmente [’efficacité des
prédictions des enhancers dont 1’activité doit toutefois étre validée expérimentalement.

(Dunham et al., 2012; Shen et al., 2012; Zhu et al., 2013)

b) Validation expérimentale de I’activit¢ d’un enhancer

Traditionnellement, 1’activité d’un enhancer est mise en évidence grace a une construction
rapporteur. Le fragment d’ADN testé est cloné dans un plasmide en amont d’un promoteur et
d’un géne rapporteur (LacZ encodant la B-galactosidase par exemple). Ce plasmide est ensuite
introduit in vivo dans un organisme et permet de visualiser 1’activité spatiotemporelle de la
région testée. Il peut également étre transfecté dans des lignées cellulaires, permettant un suivi
plus quantitatif de son activité. Ces expériences permettent de déterminer si la région testée est
suffisante pour générer un profil d’expression donné. Le nombre d’enhancers putatifs validés
par cette méthode est limité par I’étape de clonage et n’exceéde pas quelques douzaines par

projet.

Les approches de type ChIP-seq ou DNase-seq ont permis d’identifier un grand nombre
d’enhancers putatifs (10 000 a 150 000 selon le type cellulaire), mais la majorité de ces
enhancers n’a pas encore pu étre testée fonctionnellement. Ainsi, on ne sait généralement pas
combien d’enhancers sont effectivement actifs dans tel ou tel tissu ou a un stade du

développement donné, ni quel(s) géne(s) est (sont) régulé(s) par ces enhancers potentiels.

Ainsi, des méthodes haut débit ont été développées pour permettre de tester le nombre
croissant de séquences cis-régulatrices prédites ou synthétiques. Elles permettent de tester
simultanément D’activit¢ de milliers de séquences cis-régulatrices produites par la synthése

massive d’oligonucléotides. Les deux principaux types d’approches reposent sur un systéme de
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code barre transcrit et sur l’intensit¢ de la fluorescence associée a I’expression du gene
rapporteur respectivement (Figure 1.9). Un « code-barres » transcrit unique associ¢ a chaque
région testée permet d’extraire leurs niveaux d’activités relatifs par séquencage de I’ARNm
(Farley et al., 2015; Kheradpour et al., 2013; Nam & Davidson, 2012). L’enhancer-FACS-seq
(eFS, Fluorescent Activated Cell Sorter followed by sequencing), repose sur le tri des cellules
transfectées en fonction du niveau de fluorescence produit par le géne rapporteur. Cependant,
aucune de ces méthodes ne permet de connaitre le profil d’activité spatial des séquences testées

(pour revue, Weingarten-Gabbay & Segal, 2014).
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type d’information pouvant étre obtenu en fonction du type de constructions testées. La boite
« méthodes » présente les principales stratégies de construction de banques d’enhancers synthétique et

de mesure de leur activité (Levo & Segal, 2014).
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Le récent développement du STARR-Seq (Self-Transcribing Active Regulatory Region
Sequencing) a permis de tester sans a priori le potentiel cis-régulateur de fragments d’ADN
couvrant tout le génome de la drosophile (Arnold et al., 2013). L’ADN génomique est
fragmenté, chaque fragment est cloné en aval d’un promoteur dans une construction rapporteur
qui est ensuite transfectée dans différentes lignées cellulaires. La mesure du niveau relatif
d’activité des séquences testées se fait par simple séquengage de I’ARNm, chaque enhancer
activant sa propre transcription. Cette méthode permet de s’affranchir du travail de prédiction

en amont et son débit est plus élevé que toutes les méthodes précédemment utilisées.

Ainsi, des milliers d’enhancers ont été identifiés chez différentes espéces-modeles telles que la
drosophile (Arnold et al., 2013; Gisselbrecht et al., 2013), la souris (Patwardhan et al., 2012),
I’Homme (Melnikov et al., 2012) ou I’oursin (Nam & Davidson, 2012). La validation des
différents jeux de données permet d’optimiser les méthodes de prédiction. Toutefois, les
enhancers endogeénes identifiés, méme spécifiques d’un seul tissu ou d’un seul stade
développemental, sont trés différents : les déterminants connus de 1’activité d’un enhancer sont

nombreux, pas toujours compris, et leurs apports respectifs généralement mal compris.

2. Comprendre la logique intrinséque des enhancers

La section précédente a présenté un panorama global de nos connaissances sur les séquences
régulatrices, en particulier les enhancers. Elle a illustré 1'évolution progressive des approches
utilisées, depuis les expériences initiales a petite échelle jusqu'aux approches a grande échelle
de la derniere décennie, qu'elles soient descriptives, comme la cartographie de la chromatine et
de son organisation tridimensionnelle et de la fixation sur 'ADN de facteurs de transcription
individuels, ou fonctionnelles, comme l'identification a grande échelle de séquences

régulatrices actives, via le STARR-seq par exemple.

Les dix derniéres années ont indéniablement conduit & un raffinement quantitatif de notre
compréhension du mode d'action des facteurs de transcription et des enhancers et a une
meilleure estimation de I'importance de ces derniers au cours de I'évolution animale et dans les
pathologies humaines. Elles ont enfin permis d'identifier un petit nombre de concepts nouveaux
comme celui de paysage régulatoire, de domaine topologique, d'enhancer "de I'ombre", ou de

reconnaissance de la forme de I'hélice d'ADN par les facteurs de transcription.
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Malgré ces avancées, notre compréhension des enhancers demeure treés parcellaire. La grande
majorité des "régles" issues de ces études semble, comme c'est souvent le cas en biologie, ne
concerner qu'une fraction des éléments caractérisés. La figure 1.10 illustre ainsi que, parmi
toutes les signatures de 1'identité enhancer ou de l'activité d'un enhancer chez les métazoaires,
les seules qui semblent vraiment nécessaires sont :

1) la présence de regroupement de sites de fixation pour certains facteurs de transcription
(Identité);

2) leur occupation par des facteurs (activité), le recrutement de cofacteurs (activité) et
I'établissement d'une communication avec un promoteur (activité).

Les autres signatures ne sont, elles, présentes que dans des sous-populations, partiellement

chevauchantes, des enhancers.

IDENTITE ACTIVITE

Regroupements de TFBS Fixation combinatoire de TFs

Conservation de forme hélice Interaction promoteur

e \ Recrutement de cofacteurs
Proximité du gene

) , Chromatine ouverte
Conservation de séquence

Séquences non codantes eARN transcrits

Code dinucléotides Marques spécifiques d'histones

Présence de sites de forte Présence dans l'euchromatine

affinité pour TF
Position centrale au sein du
, 12 noyau
Séquence élément transposable y
Nécessaire Suffisant Corrélé

Figure 1.10 : Régles générales permettant de détecter 1'activité d'un enhancer (expérimental) ou

d'inférer son identité (computationnel)
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Ainsi a partir d'un enhancer naturel dont les sites de fixation sur 'ADN des facteurs de
transcription sont parfaitement cartographiés, nous peinons toujours, malgré les progres et les
milliards d'euros investis, a construire un enhancer synthétique ayant un profil d'activité

similaire a celui de 1'élément naturel.

Plusieurs hypothéses pourraient expliquer ces difficultés. Il est premierement possible que ce
que nous appelons enhancer, au sens d'une classe homogene d'éléments, n'existe pas : il y aurait
au sein de chaque espéce des classes multiples d'enhancers, chacune avec une logique propre,
peut-étre enrichie dans les éléments régulateurs de génes impliqués dans une fonction cellulaire
précise. Des éléments commencent a étayer cette hypothése. Ainsi les éléments régulateurs
agissant a grande distance semblent agir préférentiellement sur des geénes de controle du
développement (Kikuta et al., 2007). Aussi, les enhancers développementaux et de geénes de
ménage interagissent avec des promoteurs de différentes classes (Zabidi et al., 2014). Les
enhancers les plus architecturalement contraints pourraient agir comme interrupteurs, alors que
les moins contraints pourraient agir comme des potentiometres précis permettant de répondre
par exemple a des gradients de signalisation (Papatsenko & Levine, 2007). Des différences
entre especes apparaissent également, que ce soit au niveau des types de promoteurs que l'on y
trouve (par exemple les CpG islands chez les vertébrés (Deaton & Bird, 2011) des signatures
dinucléotidiques (Khoueiry et al., 2010), d'éléments transposables recrutés comme séquences
cis-régulatrices (Teng, Firpi, & Tan, 2011), voire méme de structure tridimensionnelle de la

chromatine (Ea et al., 2015).

Le chantier reste donc immense. Il impliquera sans doute la multiplication et le raffinement des
analyses descriptives et fonctionnelles a grande échelle, a 1'échelle de la cellule unique (D.
Wang & Bodovitz, 2010),analysées avec des méthodes statistiques et/ou d'apprentissage de
plus en plus raffinées. Ces analyses a haut débit, néanmoins, établiront surtout des corrélations.
Pour obtenir des relations de causalité, ces analyses devront étre complétées par des analyses
fonctionnelles détaillées sur un petit nombre d'éléments bien choisis. Mon travail de these a
consisté a conduire une telle analyse sur I'un des enhancers les plus simples et les mieux

compris chez les métazoaires, 1'é1ément a chez 1'ascidie Ciona intestinalis.

61



II. Ciona intestinalis, organisme modele pour I’étude des séquences cis-

régulatrices

Les ascidies ont émergé en tant qu’organismes modeles pour I’embryologie expérimentale
grace aux travaux de Laurent Chabry (1887) et Edwin Conklin (1905) (Chabry, 1887; Conklin,
1905), puis a la fin du XXeéme siecle, grace aux brillantes applications des techniques de
biologie moléculaire sur ces animaux par 1’équipe de Nori Satoh, dont les trente années de
recherche sur les ascidies ont été récompensées par la médaille Kovalevski, un prix
international de la Société des Naturalistes de St Petersbourg (Kuratani, Wada, Kusakabe, &

Agata, 20006).

Dans cette partie, je présenterai les différentes caractéristiques qui font de Ciona intestinalis un
organisme modele pour I’étude de la biologie du développement en général et pour la

compréhension de la logique des enhancers pendant le développement en particulier.
A. Ciona intestinalis, une ascidie-modéle

D’abord décrites par Aristote sous le nom de “théthyons”, les ascidies doivent leur nom actuel
a Job Baster, médecin et naturaliste hollandais du XVIIIéme siecle : il est dérivé du mot grec «
aok0g » (askos, outre) car les pécheurs méditerranéens les appelaient « outres de mer »
(Cuvier, 1817). Et pour cause, les ascidies sont des invertébrés marins sessiles qui se
nourrissent en filtrant 1’eau de mer, 1’aspirant par un siphon et la rejetant par un autre.

Les ascidies sont hermaphrodites et le corps des individus adultes est couvert d’une tunique de
cellulose plus ou moins épaisse dont dérive le nom « tunicier » de leur sous-embranchement.
Les tuniciers sont les seuls animaux capables de produire de la cellulose, un polysaccharide
que I’on retrouve dans les matrices extracellulaires des plantes, des algues et des bactéries, et
qui a sans doute été acquis par les tuniciers par un transfert horizontal de gene (Nakashima,
Yamada, Satou, Azuma, & Satoh, 2004). Au sein des tuniciers, on distingue trois classes : les
ascidies (solitaires ou coloniales), les larvacés et les thaliacés, qui se distinguent par
d’importantes disparités de morphologie et de mode de vie, les deux derniéres ayant un mode
de vie pélagique. Les ascidies constituent le groupe le plus grand et le plus diversifié des
tuniciers : prés de 3000 especes d’ascidies sont documentées parmi lesquelles plusieurs
organismes modeles désormais bien établis comme Ciona intestinalis, Halocynthia roretzi et
Botryllus schlosseri et d’autre encore émergents comme Phallusia mammillata ou Molgula

occulta et oculata (Shenkar & Swalla, 2011) (figure I1.1).
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Figure II.1 Histoire et diversité des ascidies. A. Shankouclava shankouense, hypothétique fossile de
tunicier du cambrien inférieur, trouvé en Chine et daté d’environ 543 millions d’années (Chen et
al.,2003) B. aoxodc¢ (askos), outre grecque (2000-1850 B.C) C. Molgula manhattensis, une ascidie
solitaire. D. Botryllus schlosseri, une ascidie coloniale E. Gravures de différentes especes d’ascidies
par le biologiste allemand Ernst Haeckel dans son ouvrage Kunstformen der Natur (L’art des formes de
la nature), 1904. Crédits : Molgula, botryllus : Wilfried Bay-Nouailhat, http://www.mer-littoral.org ;

Askos : musée archéologique de Kalamata, Gréce

Au dix-huitiéme siecle, Linné identifie et nomme 1’espéce Ciona intestinalis, dont voici la
description sommaire : « laevis alba membranacea » (formé d’une membrane lisse et blanche)
(Linné & Salvius, 1758). C’est aujourd’hui ’espéce d’ascidie la plus étudiée en biologie du
développement et celle qui a servi a toutes mes expériences pendant ma thése. Cette espéce a
un cycle de vie de deux a trois mois et se trouve dans toutes les mers tempérées du globe
(Shenkar & Swalla, 2011). Ciona intestinalis est une espece saisonniere dont la période de
reproduction dépend vraisemblablement de la température de la mer : celles sur lesquelles j’ai

travaillé, provenant de Roscoff, en Bretagne, sont généralement fertiles d’avril a novembre.
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1. Phylogénie

Animalia, Eumetazoa, Bilateria, Deuterostomia, Chordata, Olfactores, Tunicata, Ascidiacea,

Enterogona, Phlebobranchia, Cionidae

En 1789, Linné classe les ascidies au sein des mollusques (VERMES, MOLLUSCA) : comme
Job Baster et Peter Simon Pallas, zoologiste et botaniste allemand, il voit une analogie entre
I’huitre et les ascidies. A partir de la dissection d’ascidies conservées dans de « I’esprit de viny,
Georges Cuvier confirma qu’il s’agissait de mollusques, s’apparentant plus particuliérement
aux bivalves car dépourvues « d’organes de locomotion », « renfermées dans un sac a deux
tuyaux » et ayant « une bouche dans le fond du sac a I’opposite du tuyau par lequel I’eau de
mer pénetre, et de manicre a ce que cette eau ne puisse y arriver qu’apreés y avoir arrosé les sacs
branchiaux » (Cuvier, 1817).

Mais les différences de structure au niveau de ces « branchies » les apparentent plus
étroitement aux Salpes qui ont le méme type d’organisation interne. Ainsi, Lamarck définit le
groupe des Tuniciers qui comprend les « tuniciers réunis ou botryllaires » (botrylles et
pyrosomes) et les « tuniciers libres ou ascidiens » (salpes et ascidies), mais doute qu’il soit
apparenté aux mollusques bivalves, car leurs organisations respectives ont trés peu de

similitudes (Lamarck, 1816).

C’est Alexandre Kowalevsky qui remarquera en 1866 des similarités entre les larves d’ascidies
et les embryons de vertébrés (Kowalevsky, 1866). L’observation d’un tube neural dorsal et
d’une notochorde est la preuve que les ascidies, comme les céphalocordés et les vertébrés, sont
des chordés. De par leurs similarités morphologiques avec les vertébrés et leur plus grande
complexité apparente, les céphalochordés sont considérés comme plus proches des vertébrés.
Pendant prés de 150 ans, les tuniciers vont conserver cette position dans la classification, a la

base des chordés.

L’avénement de la génomique permet les études de phylogénie moléculaire et de montrer, en
2006, que les tuniciers sont le groupe-frére des vertébrés, et que tous deux forment le clade des
Olfactores (Delsuc, Brinkmann, Chourrout, & Philippe, 2006) (figure 11.2). Cette classification
moléculaire est renforcée par des observations anatomiques : des cellules comparables aux
cellules de la créte neurale des vertébrés ont été observées dans les larves de tuniciers mais pas

dans celles des céphalocordés (Abitua, Wagner, Navarrete, & Levine, 2012). De par cette
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position stratégique de groupe-frére des vertébrés, les ascidies seraient de bons modéles pour
¢tudier des processus de développement fondamentaux et 1’origine des vertébrés. Cependant,

les tuniciers ne sont pas des “vertébrés simplifiés” car ils sont extrémement dérivés, ce dont je

discuterai dans les paragraphes sur leur génome et leur développement.
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Figure I1.2. Arbre phylogénétique montrant que les tuniciers sont le groupe-frére des vertébrés

(Adapté de Delsuc, Tsagkogeorga, Lartillot, & Philippe, 2008))
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Les relations phylogénétiques au sein des tuniciers ne sont pas encore complétement élucidées
et il semblerait que les ascidies ne soient pas un groupe monophylétique (Tsagkogeorga et al.,
2009). En effet, si les larvacés sont généralement considérés comme les tuniciers les plus

basaux, les thaliacés semblent s’insérer au sein des ascidies (Lemaire, 2011)(Figure I1.3).

| Salpida (Salpa, Thalia)
I'I' Doliolida (Dolioletta) Thaliaces
Isa Pyrosoma
1= = Aplousobranchia (Didemnum)
b= = Phiebobranchia (Ciona, Phallusia) Ascidies

Stolidobranchia (Halocynthia, Molgula, Botryllus)

Tuniciers

Appendicularia (Oikopleura) Larvacés

Vertebrates

Cephalochordates (Amphioxus)

Ambulacraria (urchin, starfish, hemichordates)

Protostomes (molluscs, arthropods, worms, ...)

Figure II.3 Cladogramme illustrant les relations phylogénétiques au sein des tuniciers. Les
rectangle grisé correspond a 1I’embranchement des chordés. Le sous-embranchement des tuniciers
comprend les thaliacés (vert), les ascidies (rouge) et les larvacés (bleu). Le nom des principaux genres
représentant chaque classe est entre parenthéses. Les relations phylogénétiques entre thaliacés et
ascidies n’étant pas complétement résolues, elles sont représentées en pointillés. (Adapté de Lemaire,
2011)

Récemment, la subdivision de Ciona intestinalis en deux especes a ét¢ proposée (Pennati et al.,
2015) : Ciona intestinalis « anciennement de type B », sur laquelle j’ai travaillé demeure Ciona
intestinalis (Linné & Salvius, 1758). Ciona intestinalis « anciennement de type A » devient
Ciona robusta, décrite par Hoshinoa et Tokioka en 1967 (Hoshino & Tokioka, 1967). Par
simplicité, et notamment pour pouvoir référer aux articles sur les génomes, je conserverai

I’appellation « type A / type B » dans le reste de ma these.

2. Génomique

Le premier génome de tunicier, celui de Ciona intestinalis a été séquencé en 2002. C’est un
génome de petite taille (160Mb environ), riche en AT (65%) et trés compact qui comporte
quatorze chromosomes. Sa densité en genes (1 geéne/7,5kb) pourrait étre due a la faible
présence d’éléments transposables, avec pour conséquence des séquences intergéniques et

introniques compactes (Denoeud et al., 2010). Les ascidies n’ayant pas subi les deux phases de
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duplication génomique typiques des vertébrés, elles possédent donc moins de paralogues.

(Dehal et al., 2002).

Comparés a I’hypothétique génome ancestral des chordés, les génomes des tuniciers sont petits
et simplifiés par la perte de génes et d’introns : ainsi plus de 200 génes présents chez

I’amphioxus et les vertébrés sont absents du génome de Ciona intestinalis (Putnam et al.,

2008).

Drosophila Ciona Homo

melanogaster intestinalis sapiens
Taille du génome 120Mb 160Mb 3Gb
Nombre de paires de 4 14 23
chromosomes
Duplication totale de génome 0 0 2
Nombre de génes codants 14000 16000 30000
Nombre de facteurs de 500 500 1300
transcription
Densité en génes # 1 géne / 9kb 1géne/7,5kb | 1 géne/ 100kb
Nombre d'exons par genes # 5 6,8 8,8
Diversité nucléotidique 1 1a4 0,1
autosomale (% par site) *
GC% 55% 35% ° 42%

Tableau I1.1 Comparaison des caractéristiques principales du génome de Ciona intestinalis avec

celles des génomes de drosophile et d’Homme (°Dehal 2002, #Irvine 2013, * Leffler 2012)

Le génome de Ciona intestinalis est trés dynamique et 1’ordre de ses génes a connu de
nombreux réarrangements, non seulement par rapport aux vertébrés, mais aussi par rapport a
d’autres espéces du genre Ciona : la synténie entre Ciona intestinalis et Ciona savignyi est
limitée a des blocs de moins d’un méga-base (Hill et al., 2008). Une forte diversité génétique
se retrouve également au sein de I’espece ou 1’on observe 1,2% et 4,6% de polymorphisme
entre les deux alleles de I’individu séquencé chez Ciona intestinalis et Ciona savignyi

respectivement (Dehal et al., 2002; Vinson et al., 2005). La diversité génétique entre individus

est trés importante : 1 a 2% et 3 a 5 % de polymorphisme chez Ciona intestinalis et Ciona
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savignyi respectivement (Abdul-Wajid, Veeman, Chiba, Turner, & Smith, 2014). Ainsi, les
ciones, et plus particulierement Ciona savigny et Ciona intestinalis sont parmi les eucaryotes
ayant le plus haut niveau de diversité nucléotidique autosomale, ce qui ne peut s’expliquer par

la seule taille de leurs populations (Leffler et al., 2012).

Aujourd’hui, plusieurs consortiums que notre équipe coordonne ont permis d’obtenir les
génomes de plusieurs espéces d’ascidies solitaires (Ciona intestinalis types A et B,
Halocynthia aurantium, Halocynthia roretzi, Phallusia mammillata et Phallusia fumigata), et
des études de génétique des populations voient le jour grace au séquencage des génomes de
plusieurs individus d’une méme espéce, fournissant un atlas précieux du polymorphisme de

Ciona intestinalis (Abdul-Wajid et al., 2014).

3. Embryologie

Les ascidies ont une reproduction panmictique synchronisée entre les individus par le lever du
jour : elles rejettent quasi-simultanément leurs gametes dans la mer ou la fécondation et le
développement ont lieu. Chez la cione, l’autofécondation est rendue impossible par
histoincompatibilité (Morgan, 1944). Son développement embryonnaire dure 18h a 18°C
(Hotta et al., 2007), puis la larve éclot pour nager librement avant de se fixer sur un corps
marin et de subir une métamorphose drastique au cours de laquelle I’essentiel de ses tissus

larvaires disparaissent (Karaiskou, Swalla, Sasakura, & Chambon, 2015).

a) Grandes étapes du développement embryonnaire

Avant méme I’entrée du spermatozoide dans I’ceuf, ce dernier a déja une polarité
animale/végétative établie. Apres la fécondation, qui a le plus souvent lieu dans I’hémisphére
animal, le cytoplasme est réorganisé pendant les deux phases de ségrégation ooplasmique qui
assurent la localisation des déterminants maternels au cours du premier cycle mitotique
(Sardet, Paix, Prodon, Dru, & Chenevert, 2007). L’ceuf subit ensuite une série de divisions
cellulaires stéréotypées trés conservées entre différentes espéces d’ascidies, méme distantes
phylogénétiquement. Par exemple, Ciona intestinalis et Halocynthia roretzi, distantes
d’environ 400 millions d’années ont des plans de clivage quasiment identiques. Le plan

sagittal, qui est le seul plan de symétrie de I’embryon est déterminé dés la premicre division
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cellulaire. Le second clivage détermine 1’axe antéro-postérieur. Enfin, la troisiéme division

sépare les poles animal et végétatif.

Ainsi, dés le stage 8-cellules, quatre grands lignages, a, b, A et B sont distingués,
correspondant respectivement aux lignages antérieur-animal, postérieur-animal, antérieur-

végétatif et postérieur-végétatif.

L’embryon subit ensuite une succession de divisions cellulaires et forme une blastula de 32 a
76 cellules. La gastrulation commence au stade 112 cellules chez Ciona (110 chez
Hallocynthia) et se fait par invagination au pole végétatif des cellules mésendodermiques qui
produiront les organes internes. Puis la plaque neurale dorsale se referme sur elle-méme au
cours de la neurulation pour former le tube neural. Enfin, la queue s’allonge progressivement
du stade bourgeon caudal jusqu’a 1’éclosion de la larve qui ne comprend que 2600 cellules

environ (Figure 11.4).

b) Le développement stéréotypé de Ciona intestinalis

Les embryons d’ascidies se développent selon des plans de clivages invariants, au moins
jusqu’a la gastrulation. Le faible nombre et les divisions stéréotypées des cellules des
embryons d’ascidies ont permis de reconstruire le lignage cellulaire au cours des premiers
stades développementaux (Chabry, 1887; Conklin, 1905) puis jusqu’au stade de la jeune
gastrula ou la grande majorité des cellules voit leur potentiel de différentiation restreint a un
seul tissu (Nishida, 1987). Une fois les trois grands axes de I’embryons établis, au stade 8-
cellules, chaque cellule est identifiée par une formule unique du type Xm.n(*), X étant la lettre
correspondant au lignage dont elle est issue (A, a, B ou b) . Le premier nombre,
«my, désigne le rang du cycle cellulaire aprés la fécondation. Le second nombre, « n »,
identifie chaque cellule par rapport a sa position a 1’issue de la division cellulaire de sa mere.
La cellule Xm.n produira ainsi en se divisant les cellules X(m+1).(2n-1) et X(m+1).(2n), la
surface externe de X(m+1).(2n-1) étant plus proche en coordonnées polaires du pdle végétatif.

Enfin, I’astérisque permet de différencier les cellules symétriques de I’embryon.
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Figure I1.4. Le développement des embryons de Ciona intestinalis. Images reconstituées en 3D des
embryons de la cellule-ceuf a la larve. Les trois axes de symétrie sont représentés en couleur jusqu’au
stade huit cellules : axe sagittal en rouge, axe antério-postérieur en bleu, axe animal-végétatif en jaune.
(Adapté de Hotta et al., 2007)
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c¢) Spécification des destins cellulaires

Les résultats de Chabry et Conklin ont d’abord laissé penser que le développement des ascidies
est mosaique, controlé localement par 1’héritage au cours des divisions successives de
déterminants maternels localisés. C’est en effet le cas, par exemple, de la majorité des cellules
musculaires de la queue pour lesquelles un réseau de génes autonome a la cellule (cell-
autonomous) a été reconstruit (Imai, Levine, Satoh, & Satou, 2006). Mais, a partir du stade 16
cellules la majorité des cellules n’ont pas un programme de division autonome et répondent a
des signaux a courte distance secrétés par leurs voisines (Lemaire, 2009).

Certaines cellules sont restreintes des le stade 32 cellules a ne former qu’un seul type cellulaire,
c’est le cas des blastoméres A6.1 et a6.6 par exemple, qui ne formeront respectivement que de
I’endoderme et de 1’épiderme. Au stade de la jeune gastrula, la plupart des cellules (102 sur
112) sont restreintes a ne former qu’un seul type de tissu, la larve comprenant moins de vingt
tissus majeurs. Cette analyse a permis d’établir une carte des destins cellulaires présomptifs

(Nishida, 1987) (Figure IL5).

Chez la cione, la larve est également trés simple : elle comprend environ 2600 cellules. Ainsi,
K. Hotta a pu reconstruire manuellement un embryon au stade bourgeon caudal (Hotta et al.,

2007).

Plusieurs processus développementaux ont été étudiés au niveau transcriptionnel, comme la
formation de la notochorde (Kawai, Takahashi, Nishida, & Yokosawa, 2005), de I’endoderme
(Satou, Imai, & Satoh, 2001), du cceur (Christiaen, Stolfi, Davidson, & Levine, 2009;
Christiaen et al., 2008) ou de I’induction neurale (Bertrand, Hudson, Caillol, Popovici, &

Lemaire, 2003; Hudson & Lemaire, 2001), que je décrirai en détail dans la seconde partie.

4. Intéréts pratiques du modéle :

La collecte des gamétes de Ciona intestinalis est rapide et simple, et la fécondation in vitro
permet d’obtenir plusieurs milliers d’embryons se développant de mani¢re synchrone et
stéréotypée. Le développement rapide des embryons de Ciona intestinalis (a2 18°C, la

gastrulation commence moins de Sh apres la fécondation) et le petit nombre de cellules qui
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constituent I'embryon (environ 2600 pour le tétard) permettent d'obtenir des résultats rapides,

précis et un niveau de résolution cellulaire.
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Figure IL.5 : Arbre représentant le lignage cellulaire et les territoires embryonnaires présomptifs
jusqu’au stade gastrula chez Ciona intestinalis (Lemaire, 2009).
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Ces embryons peuvent étre microinjectés avec des morpholinos, des ARNs messagers, mais
aussi des TALENS ou des constructions CRISPR-Cas9, ou soumis a des inhibiteurs
pharmacologiques de voies de transductions de signaux (Christiaen, Wagner, Shi, & Levine,

2009b; Stolfi, Gandhi, Salek, & Christiaen, 2014; Treen et al., 2014).

Mais c’est grace a I’¢électroporation des zygotes que les ciones sont devenues des organismes
modeles (Christiaen, Wagner, Shi, & Levine, 2009a; Corbo, Levine, & Zeller, 1997). Cette
technique permet de générer des centaines d’embryons transgéniques en routine, et est
particulierement appropriée a I’étude des séquences cis-régulatrices : 1’électroporation d’un
gene rapporteur couplé a celles-ci permet en effet de visualiser I’activité d’un enhancer, et ce

avec une résolution cellulaire grace au lignage invariant.

Les embryons d’ascidies sont également adaptés pour des études moléculaires a moyenne
¢chelle, grace aux technique d’hybridation in sifu (Imai, Hino, Yagi, Satoh, & Satou, 2004;
Miwata et al., 2006; Satou, Takatori, et al., 2001) qui permettent de visualiser la localisation
des ARNSs, ou de microinjection de morpholinos antisens qui permettent d’étudier le role d’un
geéne par perte de fonction (Yamada et al., 2003). La combinaison de ces deux techniques a
permis de déterminer les relations épistatiques entre plus d’une cinquantaine de génes
régulateurs précoces et la reconstruction d’un premier brouillon du réseau de régulation des
geénes exprimés au cours des premiers stades embryonnaires de Ciona intestinalis (Imai et al.,

2006).

Ainsi Ciona intestinalis est un mod¢le efficace pour étudier non seulement les liens entre les

réseaux de genes et la morphogéneése, mais aussi la logique cis-régulatrice elle-méme.
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B. Les régions cis-régulatrices chez les ascidies

Au milieu des années 90 parut la premicre étude d’un élément régulateur chez 1’ascidie :
I’équipe de Nori Satoh utilisa la technique de microinjection pour étudier la régulation du géne
HrMA4 exprimé spécifiquement dans les cellules du muscle dés le stade gastrula chez
Halocynthia roretzi (Hikosaka Akira, Takehiro Kusakabe, 1994). Puis, en 1997, J. Corbo
identifia un enhancer minimal dirigeant ’expression de Brachyury dans la notochorde en
utilisant 1’électroporation de constructions rapporteurs (Corbo et al., 1997). Grace a cette
technique, plusieurs centaines de régions cis-régulatrices ont été identifiées et caractérisées
chez les ascidies, en majorité chez Ciona intestinalis (Irvine, 2013; Wang & Christiaen, 2012),

ce qui a permis de dégager certaines propriétés de la cis-régulation chez les ascidies.

1. Méthodes d’identification des enhancers chez les ascidies

a) 3kb en amont du site d’initiation de la transcription

La majorité des enhancers identifiés chez la cione sont situés a moins de 1,5kb en amont du
TSS (Satoh, Satou, Davidson, & Levine, 2003). Ainsi la méthode adoptée par Corbo en 1997 a
constitué une référence pour 1’identification des enhancers (Corbo et al., 1997). Il s’agit de
cloner en amont d’un geéne rapporteur les 3kb situés en amont du TSS, puis de raffiner la
compréhension de la logique régulatrice sous-jacente par des délétions successives (Figure
I1.6). Cette méthode a certes permis d’identifier un grand nombre d’enhancers trés proches du
TSS, mais a peut-€tre introduit un biais dans I’identification de régions régulatrices plus
proches du TSS chez les ascidies que chez les autres métazoaires. Des expériences de type
ChIP-seq, ATAC-seq, ou 3C et dérivés permettraient d’identifier d’éventuels enhancers plus

distaux.
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Figure IL.6 : Les 3,5kb en amont du site d’initiation de la transcription de Brachyury contiennent
plusieurs éléments cis-régulateurs. La dissection de cette région en testant 1’activité des régions
schématisées ci-dessus par électroporation a permis d’identifier une région importante pour réprimer
I’expression de Brachiury hors de la notochorde (région autour du rectangle hachuré), une région
importante pour son expression dans la notochorde (rectangle blanc) et trois TFBS qui semblent
importants pour son expression dans le muscle et le mésenchyme (carrés noirs). Cette approche
expérimentale a permis d’identifier et de caractériser un trés grand nombre d’enhancers. (Corbo et al.,

1997).

b) Clonage aléatoire

Avant 2002, en I’absence de génome annoté, une des seules possibilités pour tester I’activité
cis-régulatrice de fragments génomiques était le clonage aléatoire. Cette technique “a
I’aveugle” consiste a cloner en amont d’un promoteur basal et d’un géne rapporteur un
fragment d’ADN génomique de 1 a 3kb choisi au hasard. De cette fagon, sur 138 fragments de
1,7kb en moyenne, 11 enhancers actifs au cours du développement embryonnaire ont pu étre
identifiés par Harafuji et al., suggérant une fréquence moyenne d’un enhancer actif pendant
cette période tous les 20-40kb chez Ciona intestinalis (Harafuji, Keys, & Levine, 2002). Dans

une étude similaire, centrée sur les génes Hox, Keys et ses collégues identifiérent 22 enhancers

sur les 222 fragments testés (Keys et al., 2005).
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Ces approches non biaisées ont un faible taux de réussite : 10% ou moins des séquences testées

sont des enhancers.

¢) Empreinte phylogénétique

De facon fortuite, le génome de la seconde espéce d’ascidie s€quencée, Ciona savignyi (Small,
Brudno, Hill, & Sidow, 2007) est a une distance évolutive de celui de Ciona intestinalis qui
permet d’utiliser la conservation de séquence pour identifier des enhancers. En effet, le signal
de conservation dans le non-codant est existant et non-saturé, ce qui permet de distinguer des
régions non-codantes faiblement conservées (et probablement non fonctionnelles) et des
régions non-codantes fortement conservées (et probablement fonctionnelles). Plusieurs
enhancers ont pu étre identifiés de cette maniere dans plusieurs laboratoires, par exemple ceux
des geénes Pitx (Figure 11.7) (Christiaen, Bourrat, & Joly, 2005), sFRP1/5 (Lamy, Rothbécher,
Caillol, & Lemaire, 2006), FoxF (Beh, Shi, Levine, Davidson, & Christiaen, 2007), ROR
(Auger et al., 2009) ou encore Lef/Tcf (Squarzoni, Parveen, Zanetti, Ristoratore, & Spagnuolo,
2011) (Pour review, Wang & Christiaen, 2012). Les enhancers identifiés ainsi ont
généralement une taille de quelques centaines de paires de bases et il existe une relation
quantitative significative entre la fonctionnalité et le degré de conservation des éléments non-
codants (Johnson, Davidson, Brown, Smith, & Sidow, 2004). Il existe toutefois des cas

particuliers qui échappent a cette régle.
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Figure I1.7 : Les séquences des éléments cis-régulateurs de Pitx sont conservées entre Ciona
intestinalis et Ciona savignyi. En haut apparait le taux de conservation de séquences entre les deux
especes. En bas est schématisée la région autour de Pitx : les rectangles noirs et blancs représentent les
exons (dont la conservation apparait en bleu), les rectangles mauves représentent les éléments conservés
non codants (CNS, conservation en mauve). D1 et P2 sont des enhancers qui activent I’expression de
Pitx dans le stomodéum, P3 est un module co-activateur, et les régions 11-5 pourraient &tre

responsables de I’expression asymétrique de Pitx. (Christiaen et al., 2005).
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En effet, I’identification d’enhancers par empreinte phylogénétique entre les deux ciones n’est
pas possible pour tous les geénes. En effet, pour certains genes, le niveau de conservation des
régions non codantes avoisinantes n’est pas suffisant pour identifier clairement des séquences
ayant potentiellement une activité enhancer. C’est le cas de certains enhancers de FoxA-a
(Irvine, 2013). Le récent séquencage du génome de Ciona intestinalis type B (résultats non
publiés du laboratoire), plus proche du type A que celui de Ciona savignyi pourrait permettre
d’identifier des enhancers dans de telles régions. De plus, toutes les régions non-codantes
conservées ne sont pas des enhancers embryonnaires. Des régions conservées n’ayant pas
d’activité enhancer a un certain stade peuvent étre actives plus tard pendant le développement
ou méme pendant ou aprés la métamorphose. Ces régions pourraient également étre des
¢léments cis-régulateurs fonctionnels tels que des silencers ou des insulateurs dont la validation
expérimentale est moins évidente. Enfin, certaines de ces régions pourraient constituer d’autres

types d’éléments, comme des génes non-codants.

d) Clusters de sites de fixation pour des facteurs de transcription

Une autre méthode utilisée chez les ascidies pour identifier des enhancers est la recherche de
clusters de sites de fixation pour des facteurs de transcription dans les régions non-codantes de
geénes co-exprimés. La logique sous-jacente est que des geénes exprimés dans les mémes
cellules ou tissus seraient régulés par les mémes facteurs de transcription, et leurs enhancers
contiendraient donc les mémes sites de fixation pour ces facteurs de transcription (Haeussler,
Jaszczyszyn, Christiaen, & Joly, 2010).

Kusakabe et ses collégues ont recherché les motifs sur-représentés dans les régions non-
codantes d’une cinquantaine de génes exprimés dans le muscle des larves de Ciona intestinalis.
Ils ont ainsi identifié¢ dans ces régions un enrichissement en sites de fixation pour les facteurs
de transcription CREB et MRF (Kusakabe, Yoshida, Ikeda, & Tsuda, 2004).

Il est intéressant de noter que la majorité des clusters de sites de fixation potentiels de facteurs
de transcription ne confére pas d’activité enhancer a la région du génome ou ils se trouvent.
S’ils sont nécessaires, leur seule présence n’est pas suffisante pour 1’activité d’un enhancer, ce

que je discuterai plus tard.
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e) Analyse de la structure chromatinienne

De part le faible nombre de cellules présentes dans les embryons d’ascidies et 1’absence de
culture cellulaire pour les invertébrés marins, les approches analysant la structure
chromatinienne n’ont pas été autant exploitées que chez d’autres organismes mode¢les.

Une approche de ChIP-seq comparative chez Ciona intestinalis et Phallusia mammillata au
stade de la jeune gastrula a été menée au sein de 1’équipe. Les combinaisons de modifications
d’histones ont permis une annotation fonctionnelle des éléments régulateurs a 1’échelle du
génome chez la jeune gastrula (Gineste en préparation). Toutefois, 1I’obtention de données de
ChIP-Seq requiert pour ’instant une trés grande quantité d’embryons et cette méthode n’a pas
encore ¢été utilisée de fagon systématique chez les ascidies.

Le récent développement de techniques haut débit de caractérisation de la structure
chromatinienne nécessitant moins de matériel biologique, telles que le ChIP-seq sur une cellule
(Rotem et al., 2015) ou ’ATAC-seq, devrait permettre de caractériser de nouveaux enhancers

potentiels.

f) Combinaison de ces méthodes

Plusieurs études ont combiné certaines des méthodes listées ci-dessus.

Par exemple, Johnson et ses collégues ont cherché dans le génome de Ciona intestinalis des
regroupements de sites de fixation potentiels de facteurs de fixation pour MyoD, CRE et Tbx6
caractéristiques des enhancers actifs dans les précurseurs musculaires précédemment identifiés.
Ils ont sélectionné 269 enhancers candidats contenant au moins un segment de séquence
conservé avec Ciona savignyi (plus de 75% d’identité sur plus de 20pb). Environ 30% de ces
enhancers sont actifs dans des précurseurs des cellules musculaires (Johnson et al., 2005).
Khoueiry et ses collégues ont associé¢ la conservation de séquence a la présence d’une
combinaison de TFBS. Sur 20 séquences testées, 4 nouveaux enhancers neuraux ont pu étre
caractérisés (Khoueiry et al., 2010).

Haeussler et ses collégues ont testé des séquences enrichies en motifs dupliqués, conservées
entre Ciona savignyi et Ciona intestinalis et situées aux alentours de génes exprimés dans le
systéme nerveux central antérieur. Sur les 23 séquences testées, 10 sont actives dans le systeme
nerveux central antérieur et leurs différences de profils d’expression s’expliquent par la
présence de TFBS additionnels, les seuls pentameéres GATTA n’étant pas suffisants pour

activer la transcription dans le neuroectoderme antérieur (Haeussler et al., 2010).
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Ces approches combinées ont permis d’améliorer I’efficacité de la recherche d’enhancers chez
I’ascidie, mais leur “rendement” n’a pour I’instant jamais dépassé les 45% (Tableau 11.2). Le
nombre croissant d’enhancers validés expérimentalement a permis de dégager certaines
caractéristiques des enhancers d’ascidies, qui peuvent évoluer avec 1’utilisation de nouvelles

méthodes pour les identifier.

Méthodes et filtres | Fragments | Taille | Positifs | Enhancers | Références
testés (kpb) identifiés

Clonage aléatoire 138 1,7 11 5 (Harafuji et
(8,0%) (3,6%) al., 2002)

Clonage aléatoire + | 222 ~3 29 21 (Keys et al.,

genes Hox (13,1%) | (9,5%) 2005)

Coexpression de 23 <2 7 6 (Johnson et

génes + Clusters de (30,4%) | (26,1%) al., 2005)

TFBS +

conservation

Geénes co-exprimés | 23 <1 10 10 (Haeussler et

+ Clusters de TFBS (43,5%) | (43,5%) al., 2010)

+ conservation

Clusters de TFBS + | 20 <0,2 7 4 (Khoueiry et

conservation (35%) (25%) al., 2010)

Tableau I1.2 : Projets d’identification d’enhancers a I’échelle du génome. Combiner différentes
méthodes pour identifier des enhancers augmente ’efficacité des prédictions (d’aprés Wang &
Christiaen, 2012).

2. Caractéristiques des enhancers chez les ascidies

Les ascidies ont de petits enhancers (au moins pour ce qui est des enhancers minimaux) de
I’ordre de quelques centaines de paires de bases, ce qui est généralement observé chez d’autres
métazoaires (Levine, 2010). La dissection plus précise de certains enhancers par délétions
successives a permis d’identifier des enhancers dits “minimaux” de 50 a 200pb contenant
généralement des sites de fixation pour deux a quatre facteurs de transcription différents, actifs
dans un seul ou quelques lignages cellulaires. Ces enhancers sont donc petits et relativement

simples, comparés a la complexité combinatoire de la région cis-régulatrice d’Endol6 chez
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I’oursin qui implique au moins 30 sites pour 13 facteurs de transcription ayant des roles

activateurs ou répresseurs (Yuh & Davidson, 1996).

Les séquences cis-régulatrices des ascidies semblent plus proches des geénes qu’elles régulent
que chez d’autres especes : les enhancers sont généralement présents dans les régions inter-
géniques adjacentes et/ou dans le premier intron lorsque ce dernier est de grande taille. Ainsi,
la majorité des enhancers connus sont localisés a moins de 3kb en amont du site d’initiation de
la transcription (TSS), (Tableau II.3), mais seul un petit nombre d’enhancers a été pris en
compte dans cette étude. Actuellement, on ne sait pas si des enhancers agissant a longue
distance existent dans les génomes d’ascidies, les types d’expériences ayant permis de les
identifier chez d’autres espéces n’ayant pas encore été réalisés chez les ascidies. La compacité
du génome n’explique pas cette proximité geéne-enhancer, car chez la drosophile qui a un
génome de taille similaire, des enhancers ont été trouvés a 40kb du TSS (Kvon et al., 2014).
Ainsi, les contraintes expliquant cette proximité seraient spécifiques aux ascidies : leurs
génomes ayant été beaucoup réarrangés, il y a sans doute un avantage sélectif a avoir un
enhancer localisé prés du TSS (Irvine, 2013). Mais on peut également imaginer que c’est
I’inverse : le génome a pu étre extensivement réarrangé en 1’absence d’éléments cis-régulateurs

a distance, la probabilité de séparer un géne de ses régions régulatrices étant limitée.

Drosophila Ciona Mus
melanogaster * intestinalis ° musculus®
Enhancers les plus 28% > 20kb, 12kb en amont 123kb en amont
distants du TSS Jusqu’a plus de 100kb | 7,5kb en aval 93kb en aval
Distance médianes 10kb 630pb en amont | >4,1kb en amont
des enhancers au TSS 2,4kb en aval >6,3kb en aval

Tableau I1.3 Les enhancers des ascidies sont plus proches des génes qu’ils régulent que ceux des
vertébrés et des drosophiles. Comparaison entre la Drosophila melanogaster, Ciona intestinalis et

Mus musculus. (* Kvon 2014, ° Irvine 2013)

Les enhancers d’ascidies semblent avoir une architecture flexible et peu contrainte au sein et
entre especes, rendant difficile I’extraction des régles de la logique cis-régulatrice sous-jacente.
Ainsi, au sein d’une espece, des enhancers ayant le méme profil d’activité, sont trés variables

en termes de composition, organisation et contribution a 1’activité de 1I’enhancer de leurs TFBS
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: la présence de sites de fixations pour au moins un des facteurs de transcription CRE, MyoD
ou Tbx6 étant leur seul point commun (Figure I1.8) (Brown, Johnson, & Sidow, 2007). Dans ce

cas, I’organisation des enhancers orthologues est trés similaire entre Ciona intestinalis et Ciona

savignyi.
Nom Région en amont du TSS ou se
du géne situent les enhancers . CRE
AT1Cs : ___*99) . @ vyoD
@ ox6
AT1.Ci T T ‘...) |
-400 -300 -200 -100 0
Figure 1.8 : Les enhancers
.’ contrdlant I'activité de génes dans
CKCs T ' ' ' ' le muscle chez Ciona intestinalis
(Ci) et Ciona savignyi (Cs)
] ., présentent une grande variabilité
CKei o 300 e o o structurale, mais la structure
d’enhancers homologues est
‘.‘” conservée entre les deux espéces.
AT2Cs I ' ' ' " Les cercles représentent les sites de
fixation pour CRE (rouge), MyoD
, Ole- (vert) et Tbx6 (bleu). La taille des
AT2.Ci ' T ' T !
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(1] , ;
MBPCs . . . . l'enhancer. (Adapté de Brown 2007)
N 1
MBPCi o0 a0 20 100 0
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Distance au TSS

S’ils ne présentent aucune conservation de séquence, les enhancer responsables de 1’expression
de Msxb dans le lignage de b6.5 chez Ciona intestinalis et Phallusia mammillata, conservent

leur activité lorsqu’ils sont testés chez ’autre espéce (Roure, Lemaire, & Darras, 2014).
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Les mémes observations ont été faites chez Ciona intestinalis et Halocynthia roretzi pour les
enhancers responsables de 1’expression conservée d’Otx dans les lignages neuraux a et b (Oda-
Ishii, Bertrand, Matsuo, Lemaire, & Saiga, 2005). Tous deux possédent des sites de fixation
pour Ets1/2 et GATA4/5/6, nécessaires pour 1’induction d’Otx par FGF (Bertrand et al., 2003),
mais le nombre, la distance et 1’orientation relative de ces TFBS différent entre les deux

enhancers orthologues (Figure 11.9) (Oda-Ishii et al., 2005).

ab B abB
ab A A

0t - - —— e — —— - —— —_—

00004 — - 0——0—0—0- — ¢—

ab bB ATG
Q00=0=0: : 00 A - (o -
Jokk k kkdkk * % %
—_—
* %k % Sk
500bp
® Lhx (TTAATT) 0 Lhx (T/CTAATT/G) ® Tbox (GTGNNA)
Fox (TGTTTAC) Fox (TA/GTTTNT/C) 0 GATA (GATA)

Ets (GGAA)

Figure I1.9 : Les enhancers d’O#x de Ciona intestinalis (Ci) et Halocynthia roretzi (Hr) ont une
activité conservée en dépit de leur grande diversité structurale. Les lignes grises représentent les
régions 5° d’Otx. Les rectangles représentent les exons traduits (gris foncé) et non-traduits (gris clair).
Les lignes bleues représentent les enhancers identifiées dans chaque espéce. Les lettres (A, a, B, b)
représentent les lignages cellulaires ou ces enhancers sont actifs. Les différents TFBS sont représentés
par des ovales dont I’identité est définie par le code couleur en bas de la figure. Les astérisques

indiquent les TFBS conservés entre Ci et Cs (Oda-Ishii et al., 2005).

De plus, dans le cas de I’enhancer neural d’Otx chez Ciona intestinalis, I’ordre, 1’orientation et
la distance entre les TFBS ne semblent pas contraints tant qu’au moins deux sites ETS et GATA
sont présents et que deux TFBS sont séparés par au moins 5pb pour éviter 1'encombrement

stérique (Figure I1.10) (Khoueiry et al., 2010).
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Figure I1.10 : L’enhancer neural d’O#x semble avoir une architecture flexible : I’orientation d’un
site de fixation pour un facteur de transcription (TFBS) (A) ou la distance entre deux TFBS (B) ne
semble pas avoir d’incidence majeure sur 1’activité¢ de I’enhancer tant que deux TFBS sont séparés par
au moins 5pb. A gauche sont schématisées les versions de I’enhancer testées dans une construction
rapporteur. A droite, les histogrammes représentent le pourcentage d’embryons oul I’enhancer est actif

dans les précurseurs neuraux (Khoueiry et al., 2010).

Ces résultats suggerent une flexibilité structurale de type “panneau d’affichage” (billboard)
(Arnosti & Kulkarni, 2005; Spitz & Furlong, 2012). De tels enhancers serait donc plus

difficiles a prédire sur la base de régles syntaxiques précises.

Mais ce n’est pas le cas pour tous les enhancers de Ciona intestinalis : une approche similaire a
¢t¢ menée par Passamaneck et ses collégues pour comprendre 1’organisation des sites de
fixation de Brachyury et FoxA-a dans I’enhancer activant 1’expression de 7Tume dans la
notochorde. La trés grande majorité des modifications de 1’organisation intrinseque des TFBS

diminuent ou annihilent I’activité de I’enhancer (Passamaneck et al., 2009) (Figure II.11).
Si plusieurs signatures de 1’activité enhancer ont été identifiées, la compréhension de leur
logique n’est pas suffisante pour prédire la présence d’enhancers a partir de la seule séquence

de ’ADN génomique.

Dans la prochaine partie, je présenterai I’élément a, que j’ai utilisé pendant ma thése comme

enhancer-modéle pour mieux comprendre la logique de 1’architecture d’un enhancer.
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3. L’élément a, I’enhancer neural d’Orx

Chez I’ascidie, au stade du bourgeon caudal, le systéme nerveux central (CNS) contient la
vésicule sensorielle, le cou, le ganglion viscéral et le tube nerveux caudal. Ces trois tissus
seraient respectivement équivalents aux pro- et mésencéphales, au rhombencéphale et a la
moelle épiniére chez les vertébrés (Ikuta & Saiga, 2007). Chez Ciona intestinalis, le CNS, est
formé par des cellules issues de trois paires de blastoméres au stade 8 cellules (a4.2, b4.2 et
A4.1) (Figure I1.12) Les cellules végétatives issues du lignage A forment la partie postérieure
de la vésicule sensorielle et les parties ventrales et latérales du ganglion viscéral et du tube
nerveux caudal. Les cellules ectodermiques issues du lignages a forment la partie antérieure de

la vésicule sensorielle et celles issues du lignage b forment la partie dorsale du ganglion

viscéral et du tube nerveux caudal (Figure 11.12).
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Figure II.11 : L’orientation (B) et
la distance (C) entre les TFBS
jouent un réle dans Pactivité de
I’enhancer de Tune dans Ila
notochorde (A).

Tous les embryons sont au stade du
bourgeon caudal tardif et colorés par
la  B-galactosidase. Sous les
photographies sont schématisées les
constructions rapporteurs qui ont été
testées. Les sites de fixation de
Brachyury et FoxA-a apparaissent
respectivement en rouge et en bleu.
Les  fleches noires  indiquent
I’orientation naturelle des TFBS et
les fleches rouges un changement de
cette orientation. Enfin, les
« coupures » correspondent a des
délétions de Spb et les traits rouges
entre deux TFBS a des insertions de
10pb. Chaque embryon  est
représentatif de la majorité des
embryons obtenus en électroporant
chaque construction : dans la
majorité des cas, lactivité dans la
notochorde est altérée ou perdue.
(D’aprés Passamaneck et al.,2009).
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8-cell 32-cell early gastrula tailbud

Figure I1.12 Lignages cellulaires du systéme nerveux central (CNS) chez les ascidies. A chaque
stade développemental, les cellules contribuant au CNS sont colorées suivant leur origine au stade 8
cellules. La coupe transversale montre 1’organisation de la moelle épiniére formée de cellules issues de

lignages distincts : A et b.(Roure et al., 2014)

Si le systéme nerveux central issu des blastoméres végétatifs est spécifié de fagon autonome
(Minokawa, Yagi, Makabe, & Nishida, 2001; Yasuo & Hudson, 2007), les précurseurs neuraux
issus de cellules animales sont induits avant la gastrulation (Hudson & Lemaire, 2001;

Reverberi & Minganti, 1946; Rose, 1939).

Dans cette partie, je m’intéresserai a 1’induction neurale des blastomeéres du pole animal et a la
logique cis-régulatrice de 1’enhancer neural précoce du géne Otx, le premier marqueur neural

exprimé dans ces lignages.

a) Induction neurale

L’induction neurale est le phénoméne de spécification de I’ectoderme en neuroectoderme
pendant le développement embryonnaire animal (Wilson & Edlund, 2001). Chez les vertébrés,
plusieurs voies de signalisation sont impliquées dans I’induction neurale, dont les voies FGF et

BMP (Stern, 2005).
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Chez les ascidies, l'induction neurale a lieu du stade 32-cellules au début de la gastrulation
(Hudson & Lemaire, 2001). Des expériences menées sur Halocynthya roretzi ont montré que la
voie BMP et ses antagonistes ne semblent pas impliqués dans 1’induction neurale chez les
ascidies (Darras et Nishida 2001). Par contre, chez Ciona (Bertrand et al., 2003), et peut-étre
Halocynthia (Tokuoka, Kumano, & Nishida, 2007), FGF9/16/20 induit un destin neural dans

certaines cellules ectodermiques.

Dés le stade 32 cellules, le destin de la paire de blastoméres a6.5 est restreint a la plaque
neurale antérieure, alors que la paire b6.5 contribue a la fois des destins neuraux et
épidermiques dorsaux (Figure II.12). Pour comprendre les mécanismes moléculaires
définissant un destin neural, C. Hudson et P. Lemaire montrérent, par une série d'ablations et
de recombinaisons de blastomeres, que lorsque les lignages a et b sont explantés au stade 8-
cellules, ils ne forment que de 1'épiderme (Hudson & Lemaire, 2001). Le contact cellulaire
entre les blastomeres végétatifs des lignages A et B et les précurseurs neuraux animaux est
requis a partir du stade 32 cellules pour l'activation des marqueurs neuraux animaux dans les
blastomeéres a6.5 et b6.5, dont le plus précoce d'entre eux, Otx (Figure I1.13 A). Les
blastomeres végétatifs A4.1 et B4.1 n’ont pas la méme capacité a induire un destin neural :
I’induction provient principalement de la descendance de la paire de blastoméres végétatifs
antérieurs A4.1 (Figure 11.13 B) (Hudson & Lemaire, 2001). La réponse des cellules issues des
lignages a et b a cette induction est aussi différente : les premicres formeront la vésicule
sensorielle antérieure et les secondes la partie dorsale du tube neural (Hudson & Lemaire,

2001; Rothbécher, Bertrand, Lamy, & Lemaire, 2007).

A la suite de ce travail, Bertrand et ses collégues montrérent que FGF9/16/20, exprimé dans les
cellules végétatives inductrices des le stade 16 cellules, est I'inducteur neural endogene chez
Ciona intestinalis (Bertrand et al., 2003). Lorsque FGF9/16/20 est inhibé par injection d'un
morpholino antisens dirigé contre FGF9/16/20, les progéniteurs neuraux adoptent un destin
épidermique. Par des expériences d'inhibition de la synthése protéique, ces auteurs montrérent
¢galement qu'Otx, dont 'action de spécification du tissu neural antérieur est conservée chez les
bilatériens (Hirth, 2003), est une cible directe de la voie de signalisation FGF9/16/20. Otx est
régulé directement par FGF9/16/20 via les facteurs de transcription maternels Etsl/2 et
Gata4/5/6 (homologue aux GATA 4, 5 et 6 chez les vertébrés) (Bertrand et al., 2003). Gata4/5
/6 est le facteur maternel déterminant I'identité animale dans l'embryon. Issu d'un ARN maternel

ubiquitaire, son l'activité est restreinte a I'hémisphére animal par l'action antagoniste du
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complexe B -catenin-TCF dans I'hémisphere végétatif (Rothbédcher, Bertrand, Lamy, &
Lemaire, 2007). Ets1/2 est un facteur de transcription maternel ubiquitaire qui médie 'action de
FGF a la fois dans les cellules animales et végétatives (Bertrand et al., 2003; Miya & Nishida,
2003). Otx est donc induit a l'intersection des cellules ou Gata4/5/6 est actif, et ou Ets1/2 est
activé en réponse a la voie de signalisation FGF (Rothbicher, Bertrand, Lamy, & Lemaire,

2007).

Induction
d’'Otx

Figure I1.13 : Dissection et recombinaisons de blastomeéres. A. Le contact avec les blastomeres
végétatifs (A4.1 et B4.1) est nécessaire pour induire Otx dans les blastoméres animaux (a4.1 et b4.1). B.
Les blastomeéres végétatifs n’ont pas la méme capacité a induire Otx, les blastoméres animaux n’ont pas
la méme aptitude a répondre a cette induction. L’induction d’Otx correspond au pourcentage
d’embryons ou I’expression d’Otx a pu étre visualisée par hybridation in sifu au stade du bourgeon

caudal. (Adapté de Hudson 2001)

Il est intéressant de noter que les cellules a6.5 et b6.5 sont les blastomeres animaux ayant les
plus grandes surfaces de contact avec les blastomeres végétatifs inducteurs, ce qui explique
pourquoi seules ces deux paires de cellules ont un destin neural induit, alors que toutes les
cellules animales sont également compétentes a répondre au FGF et exposées a FGF par leur

contact avec les cellules végétatives inductrices (Hudson & Lemaire, 2001; Tassy, Daian,
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Hudson, Bertrand, & Lemaire, 2006). De plus, Otx est parfois exprimé dans le blastomére
animal a6.7 (Ohta & Satou, 2013). Cette cellule animale contribue également a la plaque

neurale et a la troisiéme plus grande surface de contact avec I’hémisphére végétatif.

b) L’¢élément a, enhancer neural d’Otx

L'enhancer activant l'expression d'Otx dans les précurseurs neuraux au stade 32 cellules a été
caractérisé par Vincent Bertrand, un ancien doctorant de 1’équipe. L'isolement et le clonage de
3,5kb en amont d'Otx dans une construction rapporteur suivis de délétions successives ont
permis d'identifier une petite région cis-régulatrice capable de récapituler qualitativement
l'expression endogeéne d'Otx dans les blastomeres a6.5 et b6.5 (Figure I11.14). Cette région de
55pb, appelée "1'élément a", contient trois sites de fixation pour Gata4/5/6 et deux pour Ets1/2
(Bertrand et al., 2003). L analyse des sites de fixation et des expériences de perte de fonction
ont permis de montrer qu’une synergie entre les déterminants maternels Ets1/2 et GATA4/5/6 est
requise pour une réponse neurale spécifique des territoires animaux a la voie de signalisation

FGF (Figure I1.15A, B).

Rothbécher et ses collégues ont, eux, montré que les sites de fixation pour ETS ont deux rdles
opposés : 1) en l'absence de I'inducteur neural FGF9/16/20, ces sites répriment 1'élément a. i1) A
la suite de l'induction par FGF9/16/20, les sites de fixation pour Ets1/2 acquierent un role
activateur, et, en synergie avec les sites de fixation pour Gata4/5/6, activent I'expression d'Otx
dans les précurseurs neuraux a6.5 et b6.5 (Rothbédcher, Bertrand, Lamy, & Lemaire, 2007).
Bertrand et ses collaborateurs proposérent donc un modele plus raffiné (Figure 11.15 B) pour
I’induction neurale chez Ciona intestinalis (Bertrand et al., 2003). A noter que la présence du
second site de fixation pour GATA n'est pas nécessaire a l'activité de 1'élément a (Figure

I1.8.b) (Khoueiry et al., 2010).

L'¢lément a semble étre un enhancer de type “panneau d’affichage”, car l'orientation et
I'arrangement des sites de fixation pour ETS et GATA ne semble pas avoir d'effet sur son
activité, tant qu'au moins Spb séparent deux sites successifs (Figure I1.10) (Khoueiry et al.,
2010). 11 est toutefois important de noter que cette flexibilité n'a pas été testée de fagon
systématique : seules les distances entre les trois premiers sites de fixation ont été

individuellement modifiées. Il a été montré récemment que la distance entre les sites peut
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influencer le niveau d’activité de I’enhancer (Farley et al., 2015). Cependant, certains résultats
de ces deux études sur l'effet de la modulation des distances entre sites ETS paraissent

contradictoires.

R
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Figure I11.14 L’élément a est ’enhancer neural précoce d’Otx A. L’élément a se situe dans le premier
intron d’Otx. B. L’¢élément a est conservé entre Ciona intestinalis (Ci) et Ciona savigniy (C.s). Les sites
de fixation de Etsl/2 et Gata4/5/6 apparaissent en bleu et en vert respectivement. Les astérisques
indiquent les nucléotides conservés entre les deux espeéces. C. Au stade 32 cellules, Otx est exprimé
dans les cellules neurales a6.5 et b6.5 (hybridation in situ) D. L’électroporation de I’élément a cloné
dans une construction rapporteur (schématisée a gauche) permet de visualiser la présence de beta-
galactosidase au stade 112 cellules dans les lignages des blastoméres a6.5 et b6.5. Si I’ARN est
détectable au stade 32 cellules tardif, la protéine dont la synthése prend plus de temps et qui est stable,
n’est détectée que plus tardivement. E. L’inhibition de la voie FGF au stade 16 cellules bloque ’activité

de I’élément a. (D’aprés Bertrand 2003).
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Figure I1.15 : Modéle pour ’induction neurale chez Ciona intestinalis. A. Voie de signalisation pour
I’activation de I’expression d’Otx dans les précurseurs neuraux par la voie de signalisation FGF. B.
Activité des FGF16/9/20, Ets1/2 et Gata4/5/6 dans I’embryon. Les régions ou Ets1/2 et Gata4/5/6 sont
capables de répondre a la signalisation FGF sont représentées en bleu et en vert respectivement. Les
régions ou FGF16/20 est présent sont en rouge. L expression d’Otx est la plus forte dans les cellules ou

Ets1/2 et Gata4/5/6 regoivent de la signalisation FGF (adapté de Betrand, 2003)

c¢) A la recherche d’enhancers similaires a I’¢lément a

Dans le but de trouver des enhancers fonctionnellement similaires a I’élément a dans le
génomes de Ciona intestinalis, Khoueiry et ses collégues (Khoueiry et al., 2010) congurent un
programme appelé SECOMOD (SEarch for Evolutionary COnserved MODules ; Recherche de
modules conservés évolutivement), visant a identifier des séquences non codantes ayant une
logique cis-régulatrice similaire a celle de 1’élément a (Figure 11.16). La structure de I'¢lément a
n'étant apparemment pas contrainte, cet algorithme scanne les régions non codantes
orthologues des génomes de Ciona intestinalis et Ciona savignyi a la recherche de séquences
de 80 a 130pb contenant au moins deux sites de fixation pour ETS et GATA dans les deux
especes. Les sites de fixation pour GATA et ETS ont été prédits en utilisant des séquences
consensus trés permissives. Afin d'éviter un risque d'encombrement stérique entre protéines
fixées sur des sites voisins, un filtre supplémentaire impose une distance d'au moins Spb entre
deux sites de fixation. Ce programme tolére un décalage entre les positions des sites de fixation

dans des clusters orthologues chez Ciona intestinalis et Ciona savigny.
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Figure I1.16 : Stratégie utilisée par le programme SECOMOD. A droite, le logigramme (flow chart)
du processus dans le cas de la recherche de clusters contenant deux sites de fixation pour ETS et deux
pour GATA, dans une fenétre de 80pb. A droite, la représentation schématique du type de cluster
sélectionné a chaque étape (numérotées de 1 a 5). Pour chaque étape, seuls les clusters qui en satisferont
les critéres (en rouge) seront analysés a 1’étape suivante. Les clusters éliminés sont hachurés en noir

(Khoueiry, 2010).

Cette recherche in silico a permis d'identifier 55 regroupements de sites ETS et GATA
conservés entre Ciona intestinalis et Ciona savignyi. L’activité de 19 d’entre eux a été testée in
vivo ce qui a permis d’identifier quatre nouveaux enhancers actifs dans les précurseurs neuraux
des lignages a et b et trois enhancers actifs dans d’autres lignages cellulaires. L’analyse des
profils d’expression des genes les plus proches des quatre nouveaux enhancers neuraux a
montré qu’ils controlent 1’expression d’ELK, Prickle, ERF-a et Nodal dans les progéniteurs

neuraux (Figure I1.17) (Khoueiry et al., 2010).

Le fait que seule une minorité de regroupements de sites aient une activité enhancer méme
lorsqu'ils sont isolés de leur contexte chromatinien endogene, et que les regroupements actifs
soient localisés a proximité de genes exprimés dans les cellules a6.5 et/ou b6.5, suggere que
I’information cis-régulatrice réside dans leur courte séquence, et que la lecture de cette

information est peu impactée par 1'état chromatinien endogene.
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Figure 11.17 Cinq clusters de sites pour les facteurs ETS et GATA sont des enhancers neuraux
précoces. A. En haut : embryons au stade 112 cellules électroporés avec les différents clusters. En bas :
hybridation in situ des génes les plus proches de ces clusters. B. A gauche sont représentés les
architectures des différents clusters contenant des sites de fixation d’ETS (en bleu) et de GATA (en
vert) Les histogrammes représentent le pourcentage d’embryons ou le cluster est actif dans les

précurseurs neuraux. (Khoueiry 2010).

Du fait de la définition trés permissive des sites des facteurs de transcription dans cette étude,
une faible affinité pour leurs facteurs de transcription pourrait expliquer l'inactivité de certaines
séquences testées. Pour tester cette hypothése, les séquences des sites de 4 regroupements
furent remplacés par celles, de forte affinité, du premier site GATA (AgataA) et du premier site
ETS (ACggaAGQG) de 1'¢lément a. Dans le cas de l'enhancer neural de Prickle, ces mutations ont
effectivement permis d'augmenter significativement son activité. Mais ces modifications n'ont
permis d'activer qu'un seul des trois regroupements inactifs . Ainsi, l'affinité
prédite des sites de fixation est un déterminant important mais insuffisant de l'activité d’un

enhancer (Khoueiry et al., 2010).

Un autre déterminant crucial de l'activité d'un enhancer serait la structure locale de la

chromatine, via la compétition thermodynamique entre la fixation des facteurs de transcription
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et la présence de nucléosomes, les TFBSs fonctionnels étant souvent trouvés dans des régions
dépourvues de nucléosomes (Segal & Widom, 2009) (voir partie [-A-1-c). L'élément a n'étant
actif que dans 4 des 32 blastoméres de l'embryon, il n'y a pas assez de matériel pour
caractériser la position des nucléosomes et les marques épigénétiques in vivo dans ces cellules.
Segal et ses collegues (2006) proposérent que 'affinité des nucléosomes soit controlée par une
signature dinucléotidique intrinséque a la séquence d'ADN, et développérent un modele
probabiliste pour prédire la position des nucléosomes a partir de la séquence d'ADN. Khoueiry
et ses collegues utiliseérent cette approche pour tester I'hypothése qu'une faible affinité pour les

nucléosomes soit requise pour l'activité des regroupements de sites GATA et ETS.

— ¢ —<—— I (n=382)

e« (- 309)

———>—>— 1 (n=161)
0 (n=154)
> <44—<—>——> | (n=186)
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Cc53 »>—<4<¢—<—"— | (n=204)
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I Percent embryos with staining in a6.5 or b6.5 neural lineages

Figure 11.18 : La modification de la séquence des TFBS affecte I’activité cis-régulatrice d’un
cluster de TFBS. A gauche sont représentés les architectures de C1, ’enhancer neural de Prickle, et de
trois clusters inactifs (C49, C52 et C53) avant (en haut) et aprés (en bas) le remplacement des sites de
fixation d’ETS (en bleu) et GATA (en vert). Les TFBS modifiés ont un liseré orange. Les histogrammes

représentent le pourcentage d’embryons ou le cluster est actif dans les précurseurs neuraux. (Khoueiry
2010).

Les 20 regroupements cités précédemment et 79 enhancers actifs précédemment caractérisés
chez Ciona intestinalis ont été analysés avec le programme de Segal, entrainé sur un jeu de
données de poulet. Dans I'ensemble, les enhancers actifs présentent une signature
dinucléotidique différente de celle des clusters inactifs et auraient peu de chance d'étre occupés

par un nucléosome, alors que les clusters inactifs ont de grandes chances de 1'étre.
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Toutefois, de tels résultats n'ont pu étre obtenus quand le programme était entrainé sur un jeu
de données de levure (Khoueiry et al., 2010; Segal et al., 2006) ou en utilisant d'autres
programmes de prédiction de positionnement de nucléosomes (Kaplan et al., 2009; Peckham et
al., 2007). 1l demeure donc incertain si la signature dinucléotidique associée a l'activité
enhancer identifiée par Khoueiry et al, refléte effectivement la probabilité de fixation de
nucléosomes, ou d'autres propriétés physiques de I'hélice d'ADN affectées par leur séquence,
comme par exemple la largeur du petit sillon (Bishop et al., 2011; White, Myers, Corbo, &
Cohen, 2013) ou la flexibilité de ' ADN (Geggier & Vologodskii, 2010).

La conservation évolutive de cette signature dinucléotidique entre Ciona intestinalis et Ciona
savignyi, indépendamment du niveau de conservation des séquences nucléotidiques, suggere
que les propriétés physiques de la molécule d’ADN sont aussi sous pression de sélection.
Enfin, la corrélation entre activité cis-régulatrice et cette signature dinucléotidique est

¢galement observée chez la drosophile, mais pas chez 'Homme.
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III. Buts de mon projet

Globalement, les découvertes présentées en introduction, pour encourageantes qu'elles soient,
laissent encore de nombreuses zones d'ombres sur les déterminants des enhancers. Elles nous

ont encouragés a continuer a rechercher les régles qui régissent l'activité des séquences

régulatrices.

Au cours de ma thése, j’ai utilisé le systéme ascidie et I’élément a comme modeles d'étude des
déterminants de l'activité des enhancers développementaux. J’ai d’abord analysé 1’effet de
I’affinité¢ des sites de fixation des facteurs de transcription ETS et GATA sur I’activité de
I’enhancer in vivo et sur la fixation des facteurs de transcription in vitro. Je me suis ensuite
intéressée aux séquences situées entre les sites de fixation, et montré qu'elles ont un effet

majeur sur le niveau d’activité de 1’élément.
De plus, dans le cadre d’une collaboration avec plusieurs laboratoires européens, j’ai testé chez

Ciona intestinalis la conservation fonctionnelle de séquences non-codantes ultraconservées

entre les vertébrés et les tuniciers.
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Article 1 : Spacer sequences set enhancer activity levels

Cet article — ou futur article — présente ma contribution a 1’effort général de déchiffrage des
séquences cis-régulatrices.

Nous avons choisi de simplifier la séquence d’un enhancer en distinguant les séquences
reconnues et fixées par les facteurs de transcription des autres, les spacers, peu considérés en
tant qu’acteurs potentiels. Nous avons étudi¢ de facon indépendante leur réle dans I’activité
d’un enhancer, en utilisant Ciona intestinalis comme organisme modé¢le.

Nous avons d’abord testé in vivo I’'impact sur I’activité de I’élément-a, I'enhancer neural du
gene Otx, de mutations ponctuelles dans les sites de fixation d’ETS ou de GATA, et confirmé
que I’affinité d’un facteur de transcription pour son site de fixation affecte quantitativement le
niveau d’activité d’un enhancer. Nous avons ¢galement montré que des données d’affinité de
fixation in vitro (SELEX-seq), ne permettent pas systématiquement de prédire le niveau
d’activité des différents variants en fonction des séquences de leurs sites de fixation.

Peu d’¢tudes ayant cherché a caractériser les spacers, nous n’avions pas d’hypothése a
confirmer/infirmer. Pour que nos résultats soient le moins biaisés possible, nous avons
randomisé dans 1’¢lément-a les séquences situées entre les TFBS et n’affectant a priori pas
I’affinité¢ des facteurs de transcription. Un trés faible nombre de regroupements génomiques
de sites ETS et GATA étant actifs, nous avions supposé que la séquence des spacer était tres
contrainte, et nous attendions donc a ce que cette approche « a I’aveugle » générerait un tres
faible ratio d’éléments actifs. Pour cette raison, nous avions développé un systéme de codes
barres transcrits uniques associés a chaque enhancer dégénéré, nous permettant de multiplier
par 100 au moins le nombre de séquences dont 1’activité pouvant étre testée in vivo par les
approches traditionnelles d’électroporation de constructions rapporteurs chez I’ascidie. L’idée
¢tait d’utiliser ensuite des approches informatiques de type apprentissage automatique pour
essayer d’extraire des séquences testées une signature corrélant avec leur niveau d’activité.

D’abords testés in vivo individuellement, ces éléments synthétiques ont des niveaux d’activité
trés variés et, lorsqu’ils sont actifs, ils le sont dans les mémes territoires que 1’é¢lément a. Et
surtout, a notre grande surprise, la majorité de ces éléments sont actifs. Nous avons donc
changé I’échelle de cette étude, perdant en résolution statistique, mais gagnant la résolution
spatiale de D’activit¢é de chaque élément testé. Nous avons reproduit ces résultats en

randomisant les spacers d’un autre enhancer neural précoce, et deux regroupements de sites
ETS et GATA inactifs.

Les avons montré que les spacers sont des acteurs a part entiére de I’activité d’un enhancer, et
qu’ils peuvent influencer la fixation des facteurs de transcription.
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Enhancers are crucial regulators of gene expression during development. In spite of extensive
research over the past decades, what confers enhancer properties to a stretch of genomic DNA
remains poorly understood. The small (55pb) early neural enhancer of the Ciona intestinalis
Otx gene is one of the best-studied animal enhancers. This module is activated in response to
FGF signaling and its activity results from the binding of Gata4/5/6 and Etsl/2. Here, we
independently mutated the bases contacted by the transcription factors or randomized the
spacers separating binding sites. These experiments uncover an unexpected role for the
spacers in setting the level of activity of the a-element, a finding which we extended to other
active or inactive genomic clusters of ETS and GATA motifs. We show that randomization of
the spacers sequences of the a-element can increase enhancer activity as a result of increased
sensitivity to FGF signaling. These enhancers, however, become active in cells in which the
wild-type a-element is normally only weakly active, suggesting that in ascidian embryos,
enhancers are optimized for maximum specificity rather than for maximum activity. Previous
work established that the interaction of transcription factors and DNA involves both the
sequence of their binding site and structural features of the double helix. Using in vitro
transcription factor binding assays, we show that randomization of spacer sequences can
affect transcription factor binding to the a-element. In particular, base pairs located outside
the binding motif set the affinity of Ets1/2 for the enhancer, most likely by modifying the
shape of the DNA helix. Our results point to the critical role of spacer sequences in setting

enhancer activity levels.
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INTRODUCTION

Enhancers play a fundamental role in development, homeostasis, evolution and disease [1],
[2]. They act as scaffolding platforms for transcription factors (TF) and are generally
composed of clusters of several binding sites for at least 2 transcription factors. The degree of
constraints on the spacing, order and orientation of transcription factor binding site (TFBS) is
variable, with a majority of enhancers active during animal development showing little
constraints [3]. In spite of this apparent flexibility, we do not understand the determinants of
enhancer activity and it remains very difficult to rationally engineer synthetic enhancers from

the knowledge of TF binding sites only [4].

The a-element of the ascidian Ciona intestinalis is one of the best-characterized chordate
enhancers [5]-[8]. This short (55bp) enhancer drives the embryonic expression of the Otx
gene from the late 32-cell stage in two animal neural lineages, a6.5 and b6.5 (Figure 1A), in
response to the FGF9/16/20 neural inducer [S5]. This element is also weakly active in the
posterior muscle lineage (B6.4) and in the neural progeny of the a6.7 cell pair, the a7.13
lineage, two territories that also express Otx (Figure 1A). The cis-regulatory logic driving the
activity of this element in neural lineages has been characterized in detail (Figure 1B). Two
maternal transcription factors, Ets1/2 and Gata4/5/6, cooperate to achieve FGF inducibility
and tissue specificity, respectively [5], [6]. FGF-induced binding of the ubiquitous Ets1/2 to
two sites, E1 and E2, drives expression in FGF-responding cells across all germ layers, while
binding of the animal determinant Gata4/5/6 to three sites, G1, 2 & 3, restricts the activation
to the animal territories (Figure 1C). G2 only weakly binds Gata4/5/6 and is not required for
enhancer activity. By contrast, mutational inactivation of G3 or E2 leads to a complete loss
(G3) or a strong decrease (E2) of enhancer activity, respectively, indicating that binding of

Gata4/5/6 and Ets1/2 to these two sites is crucial for a-element activity [7].

The spacing and orientation of ETS and GATA binding sites does not seem to play a major
role in the element activity [7]. In spite of this apparent flexibility, only a minority of Ciona
genomic clusters containing at least 2 ETS and 2 GATA binding motifs have enhancer
activity [7]. Recent studies suggested that enhancer activity is, in part, determined by residues
outside of the DNA sequence directly contacted by the transcription factors [7], [9]-[12]. A
recent study of the a-element proposed that the major determinants of enhancer activity are
included in an octamer composed of the core recognition tetramer for ETS and GATA and

the adjacent nucleotides [8]. Here, we present the results of an independent analysis of the
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sequence determinants of the activity of this enhancer, the a-element, and of other Ciona early

neural enhancers responding to the same cis-regulatory logic.
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Figure 1. Influence of point mutations in the E2 and G3 sites on in silico TF binding scores and
in vivo enhancer activity. A. Left: 32-cell stage embryo with coloured cells in which the a-element is
strongly (blue) or weakly active (light blue and rose). Right: early gastrula with cells stained in blue
for LacZ expression under the control of the a-element. B. Neural induction of the a-element by the
combined activity of Gata4/5/6 and Ets1/2. C. a-element sequence describing ETS (green) and GATA
(blue) site mutations tested in vivo. The inactivated G2 site is in grey. D. Comparison of in vivo
enhancer activity and in silico predicted binding of ETS calculated for E2 (MOTIF score). E.

Comparison of in vivo enhancer activity and in silico predicted binding of Gata4/5/6 calculated for G3.
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RESULTS

Contribution of the bases contacted by Transcription Factors to enhancer activity

We first analyzed the influence of the sequence of the stretch of DNA directly contacted by
Ets1/2 and Gata4/5/6 on the in vivo enhancer activity of the a-element. Published crystal
structures for mammalian homologs bound to DNA (Supplementary Figure 1) suggest that
Gata4/5/6 directly contacts 6 bases: a central “GATA” core flanked on either side by one
nucleotide, in agreement with its recognition motif [13], [14]. The contacts established by
Ets1/2 span 7 bases including a minor groove contact between positions 7 and 8 [15]. We
therefore mutated combinations of bases flanking the “GGAA” core of E2 and the “GATA”
core of G3 (Figure 1C) and compared the activity of mutant enhancers by scoring LacZ
staining in the a6.5 and b6.5 lineages in 112-cell stage embryos electroporated with reporter

constructs introduced by electroporation (Figure 1D, E).

As expected, changes in the sequences of E2 and G3 quantitatively affected the activity of the
a-element in a6.5 and/or b6.5 lineages, while preserving the qualitative spatial pattern of
activity (Not shown). In response to alteration of either binding site, the activity levels of
variant enhancers ranged from a complete loss to stronger levels than WT (Supplementary
Figure 2) (Figure 1D,E). For both factors, the base located in the most 3' position had the

largest effect on enhancer activity.

Surprisingly, in silico-predicted affinities of E2 and G3 variant sites for their cognate protein
(Supplementary Figure 3) does not necessarily reflect the in vivo activity of the variant
enhancer (Figure 1D, E). For example, irrespective of the in silico affinity of E2 for Ets1/2,
enhancers possessing a “G” in position 7 of E2 are more active than the WT, while those
possessing a "T" are less active (Figure 1D and Supp. Figure 4). Correlation between G3 in
silico affinity for Gata4/5/6 and in vivo activity was overall higher (R” of 0.68165, Supp.
Figure 4). Yet, a strong divergence between the two measures was also observed in enhancers
possessing a "T" in position 6 of G3, which lacked in vivo enhancer activity in spite of similar
Gata4/5/6 predicted in silico binding as WT G3 (Figure 1E). Thus, a-element in vivo enhancer
activity cannot be easily explained by the in silico affinity of the TFBS sequences.

Consistently, out of 14 genomic clusters of 2 ETS and 2 GATA sites with in silico affinity

scores for their cognate factor at least as good as the a-element, only two, N83 and N26,
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behaved as enhancers (Supplementary Table 1). The activity of these two elements was
restricted to the early neural lineages. Conversely, out of 19 clusters tested by Khoueiry and
colleagues [7], inactive cluster C39 has higher in silico scores for all its TFBS than those of
the a-element, while active C35 has 3 weaker TFBS. Thus, high in silico TFBS affinity is
neither sufficient nor required for neural enhancer activity of genomic clusters of ETS and

GATA sites.

Role of spacer sequences in enhancer activity

As neither the arrangement [7] nor the sequences of TF recognition sites fully explain
enhancer activity, we next tested whether the stretches of nucleotides located between TFBS,

subsequently called spacers, affect enhancer activity.

We constructed a library of synthetic enhancers, which were cloned upstream of the Fog basal
promoter and the LacZ reporter gene. Each randomized variant shared with the a-element the
six bases centered on the central “GATA” and “GGAA” core sequences of each of the 4
GATA- and ETS-binding site, respectively, as well as the orientation and spacing of these
sites. All spacer sequences were, however, fully randomized. The in vivo enhancer activity of
34 randomized a-elements (Supplementary Figure 5; Supplementary Table 2) was determined

by electroporation as above.

While a large majority of genomic clusters of putative ETS and GATA sites are inactive, 25
out of 34 (74%) randomized a-element variants had an activity higher or equal to 10% of the
wild-type activity, and were thus considered active (Figure 2A). These enhancers displayed a
wide range of activity levels ; half of the variants are at least as active as the original a-
element. The activity of these variants was mostly restricted to a6.5 and b6.5 lineages, but we
note an increased activity in other cells for most variants with higher activity than the WT

enhancer, but also in some with lower activity (Supplementary Figure 7A).

Farley and coworkers [8] independently quantified the in vivo activity of 163000 randomized
a-element variants. Reanalysis of this dataset supports our conclusions. Out of 325 variants
with 2 ETS and 2 GATA sites with similar or higher in silico scores than the original a-
element, 217 (67%) have an activity level greater than 10% of the a-element. Out of 51
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variants with near-optimal sites according to their analysis, only 37 (73%) are considered

active.
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Figure 2: Randomizing the spacer sequences have
major effects on the enhancer activity of ETS and
GATA clusters. Bars represent the mean of the
normalized in vivo enhancer activity levels of the a-
element (A), the active cluster N26 (B), and inactive
clusters N61 (C) and C53opt (D). Cluster organization
is sketched on top, blue and green arrow heads represent
ETS and GATA sites respectively and their orientation.
Red frames correspond to non-WT optimised sites.
Their non-randomized sequences appear bellow. Blue
bars correspond to parental clusters, burgundy’s ones to
their randomized variants. Error bars correspond to
standard variations on 2 experiments at least. Peach
highlights shows clusters where new putative ETS and/
or GATA sites where created in spacer sequences.

To test whether this major effect of spacers sequences on enhancer activity levels was a

specific feature of the very compact a-element, we randomized the spacer sequences of

another active genomic ETS and GATA cluster, N26 (Supplementary Table 3), which sites
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spacing and orientation differ from the a-element (Supplementary Figure 5B). Similar results
(8/12 active variants in the same lineages) were obtained with N26, suggesting that the

specific organization of the a-element is not involved (Figure 2B).

In some clusters, spacer sequence randomization created additional ETS and GATA binding
sites (Figure 2A, B, highlighted in salmon, see also Supplementary Figure 8A). These novel
sites cannot, however, provide a simple explanation for increased enhancer activity levels. For
example, an additional putative recognition sequence for ETS was created in the spacers of
both strongly active (aR_12, aR_43) and inactive (aR_87) a-element variants (Supplementary
Figure 8A, B). Similarly, an additional GATA site appeared in the spacer of both active
(aR 18, aR 73) and inactive (aR 30, aR 69) randomized variants (Supplementary Figure
8A,B). Potential high affinity recognition motifs for additional transcription factors present in
the embryo before the onset of Otx activation were also detected in some of the variants
Supplementary Figure 9)[16]. Yet, the spatial activity patterns of the variants were not

consistent with the activity profiles of these additional factors.

We next tested the effect of randomizing the spacers of genomic inactive clusters of high-
scoring in silico recognition sequences for ETS and GATA. Surprisingly, spacer
randomization in two such clusters, N61, and a TFBS-optimized version of C53 [7] conferred
early neural enhancer activity to some of their variants (5 out of 10 and all 9 variants
respectively) (Figure 2C,D). Here also, creation of new ETS and GATA binding sites in the
spacers is not sufficient to explain higher activity levels of variants compared to the original
cluster (Figure 2C,D). Consistent with the proposed architectural flexibility of the a-element,

all 4 randomized clusters have different TFBS organization.

Taken together, these experiments point to an unexpected and crucial role of spacer sequences
in enhancer activity: depending on their sequences, they can not only modulate enhancer
activity levels, but also inactivate active enhancers or activate inactive genomic clusters of

ETS and GATA binding sites.
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Randomized enhancers responding to lower levels of FGF signaling are more active in

muscle and a-neural plate than the WT

Farley et al. showed that GATA and ETS BS were not optimal, and that optimization of the
sites led to ectopic expression [8]. Nevertheless, we noted ectopic expression also in some
variants with lower activity than the WT. This suggests that ectopic expression is not directly
correlated to overall activity levels, but could be more specifically linked to one of the
regulators of the a-element. Therefore, we decided to analyze in more detail the pattern of

ectopic expression and the response of the variants to FGF signaling.

In addition to its main a6.5/b6.5 activity, the wild-type a-element also drives expression in
muscle and a6.7-derived a-neural plate cells in a small percentage of embryos, reflecting
endogenous expression of Otx [17]. Increasing the affinity of the four ETS and GATA
binding sites by point mutations in the a-element (a_Opt construct) led to an overall increase
in LacZ-expressing cells in particular the progeny of a6.5/b6.5 (dark blue), a6.7 (red) and
muscle cells (orange) (Figure 3A). The activity pattern of four randomized variants was
similar to that of the optimized a-element with activity in territories not expressing Otx in less
than 5% of the stained embryos (Figure 3A). We note, however, that the fraction of embryos
showing additional LacZ staining in muscle and/or a7.13 neural lineages, is higher in
randomized variants than in the WT a-element. This broader spatial activity pattern is not
entirely correlated to the activity levels of the variants as already noted. For instance aR 73
is more active in muscle and a7.13 neural lineages than the WT, although its overall activity

levels are similar (Supplementary Figure 7A).

The activity of the a-element is induced by FGF signaling between the 16- and 32-cell stages
[5] and increased FGF signaling leads to broader expression in animal territories including
a7.13 lineages [17]. An increased sensibility of randomized variants to FGF signaling could
thus explain their higher activity in territories where the parental enhancer is weakly active.

To compare the sensitivity to FGF signaling of variants, this pathway was partially or
completely inhibited by treatment of electroporated embryos with the MEK inhibitor U0126.
All variants were inactive upon complete FGF signaling inhibition when the drug was added
at the 16-cell stage (Figure 3B). Most randomized variants were however less sensitive to a
partial inhibition of FGF signaling than the a-element when the drug was added at the 32-cell

stage. This ability to respond to lower levels of FGF may explain the reduced selectivity of
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the variants. As strong non-a6.5-b6.5 expression does not always correlate with high enhancer
activity levels, the spatial specificity of the enhancers may be — at least partially- encoded by

its spacers.
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Figure 3. Ectopic expression and response to FGF. A. % of electroporated embryos with enhancer
activity in the indicated territories. B. Relative enhancer activity of indicated variants with respect to
the a-element in control conditions (DMSO) and in cases of complete and partial FGF signaling

inhibition by the addition of the chemical inhibitor UO126 added at the 16- or 32 cell stage.
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a-element randomized variants with weaker in vivo activity have decreased in vitro

affinity for Ets and GATA

Transcription factors recognize their target sequences by reading both the DNA sequence and
structural features of the double helix [12]. The failure of in silico prediction of TF binding
affinity to reliably account for enhancer activity suggests that the spacers may affect

transcription factor binding through a change in structural features of the helix.

We selected 9 randomized variants with equal or higher activity levels than the a-element and
9 variants with undetectable or very low activity (Figure 4A), and very similar in silico scores
for ETS and GATA binding sites (Supplementary Figure 11). Using the quantitative multiple
fluorescence relative affinity assay (QuUMFRA) [18], we determined the relative in vitro
binding affinities of the transcription factors for the whole enhancer (Supplementary Figure
12). Active variants showed significantly higher in vitro binding for a combination of Ets1/2
and Gata4/5/6 proteins than low activity variants (paired t-test, p=0.001) (Figure 3B). Both
Ets1/2 and Gata4/5/6 proteins individually contributed to the binding selectivity to active
enhancers, with a significantly higher contribution for Ets1/2 (Supplementary Figure 11B).

We conclude that spacer sequences affect the in vitro binding of Etsl/2 and Gata4/5/6
transcription factors on the enhancers. This could partly explain the wide range of enhancer
activity levels obtained with the variants. The activity of the enhancers cannot, however,
always be inferred from their in vitro affinity for the two transcription factors, as examplified
by the comparison between in vitro binding to active aR 19 or aR 46 and inactive aR 24
(Figure 4B). One possibility is that spacer sequences of these variants may affect binding of

nucleosomes or other transcriptional regulators.

Spacer sequences set the affinity of Ets1/2 to their binding sites

Next, we analyzed the contribution of the individual sites to the observed binding of Ets1/2
and Gata4/5/6 to the a-element. Farley and colleagues proposed that the activity of the
enhancers is primarily determined by the two bases flanking either the “GGAA” or “GATA”
core motif sequences [8]. We note, however, that in our experiments active variant aR 30 and
inactive variant aR 70 share very similar 8 bp-extended ETS and GATA sites, suggesting that

additional bases of the spacers contribute to the spacer effect (Supplementary Figure 13).
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Figure 4. Active randomized enhancer variants have a higher in vitro affinity for Ets1/2 and
Gatad4/5/6. A. Relative in vivo enhancer activity compared to the WT a_element of inactive (red) and
active variants (blue). The two populations are different (paired t-test, p=2.825e-09). B. Relative in
vitro binding of Ets1/2 and Gata4/5/6 compared to the WT a_element of the same revertants as in (A).

The two populations are different (paired t-test, p=0.001).

We first decided to keep 10 bp of the randomized variants centered on the 6bp unmodified
binding sites and to complete the fragment used for the gel shift experiments with wild type
neighboring sequences to obtain a 30mer (Figure 5C). These fragments were analyzed in
gelshift experiments using the corresponding a WT fragment as internal control. There is a
slight, yet significantly better binding of Gata4/5/6 to their BS in the tested active enhancers
(Figure 5B). Surprisingly, very different affinities were observed for Ets1/2 (Figure 5A).
Importantly, sites with similar core octamers may have different affinities, for instance the
core octamer “TAGGAAAT?” is present in the active aR9 E2 and the inactive aR30 E2 sites,
and the core “GCGGAAGG” is present in the active aR19 El and the inactive aR5_EI and
aR43 El sites. Interestingly, the identity of the base pairs at both ends of the decamer can
influence the structure of the central octamer as suggested by modeling of the DNA helix
shape (Supplementary Figure 14). Thus, immediate flanking sequences can affect binding of

Ets1/2 to the octamer core, most likely by modifying the secondary structure of DNA double

111



helix. Further addition of spacer sequences at both sites of this decamer further modify the

affinity of the ETS binding site (Supplementary Figure 15).
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Figure 5 Sequences flanking the core octamer set the affinity for Ets1/2. A. Relative affinities of
Ets1/2 for the BS represented in (C) compared to WT E2. The new created BS is striped. BS with a
similar octamer core are indicated with blue or green arrows. B. Relative affinities of Gata4/5/6 for the
indicated BS compared to WT G3. C. Upper part: fragments used in the gel shift experiments.
Sequences from the WT a-element and randomized variants are in black and blue respectively. Lower
part : 30bp windows centered on ETS BS. Variants with a similar octamer core are indicated with blue
or green arrows. The octamer core is boxed. Color code used throughout the figure: Green, blue and

red bars correspond to WT a-element, active and inactive variants respectively.
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It is difficult to compare the affinity of individual sites to that of the whole enhancer fragment
since the same internal control cannot be used. Nevertheless, when only one of the 2 isolated
ETS sites is functional, only one band is shifted with the complete enhancer suggesting that
the inactive site is not bound in the context of the whole enhancer neither (Supplementary
Figure 12). Consistently, for aR18, where the two ETS sites are functional, two bands are
observed in the context of the whole enhancer. Also, in aR43, E1 and E2 sites are not
functional and a new ETS site E3 is created in the randomized spacer (Supplementary Figure

9) : only one band is observed in the gel shift with the complete enhancer (Figure 5A).

We conclude that although the two flanking base pairs can modify substantially the affinity of
Ets1/2 for its core octamer BS, in most tested cases they cannot explain the observed affinity
for the whole enhancer. Addition of more flanking sequences of the variants can further
modify the affinity, demonstrating that even distant spacer sequences can affect binding of the

TF to their binding site.
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DISCUSSION

The low information content of eukaryotic TFBS leads to their overrepresentation in the
genome. Clustering has been proposed as a solution for the resulting specificity issue [19].
Nevertheless, all clusters are not active [7], implicating additional constraints. These could be
an inappropriate chromosomal environment [20] or highly local sequence features
independent of the binding motifs [21]. Indeed, the affinity of TF for specific sites in DNA is
controlled both by sequence readout and shape readout, the latter being less dependent on a
very specific nucleotide sequence [22]. Since most predictive algorithms are based on
sequence specificity, improvements in prediction have been reported when the local DNA
structure is taken into consideration [23]. Here, we bring experimental evidence for the
crucial role of spacer sequences in setting the activity of TFBS clusters, and suggest that this

could involve optimal shaping of the DNA helix.

Using TFBS prediction from SELEX-seq data, we could confirm the findings of Khoueiry et
al. that most clusters of predicted ETS and GATA binding sites have no early neural enhancer
activity. It is unlikely that this is due to the chromatin environment since the short 55bp
sequences were inserted in the same reporter constructs. Inappropriate spacing or orientation
of the TFBS in the inactive clusters is also unlikely, since the organization of TFBS in the a-
element of the Otx gene was shown to be flexible [7]. Two other not mutually exclusive
possibilities remain to be considered: the TFBS were not optimal and/or are influenced by

surrounding, so-called spacer sequences.

We analyzed the role of spacer sequences of the a-element of the Otx gene by keeping the 6
bp-core nucleotides of ETS and GATA BS and randomizing the spacer sequences.
Surprisingly, we obtained a large range of enhancer activity levels. This could be reproduced
on N26, one of the rare active clusters. The fact that the genomic cluster C53 remained
inactive even when its binding site sequences were optimized was a strong argument to
incriminate either the architecture of the TFBS or the spacer sequences. Strikingly, we could
activate to variable extent not only the optimized C53 cluster but also another inactive cluster

we attempted to.

There are a few reports in the literature of systematic large-scale analysis of enhancer
variants, although in most cases single point mutations were tested, and the resulting effects

are expected to be less severe. Nevertheless, the study of Kwasnieski et al. [24] on the 52 bp
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rhodopsin enhancer is particularly interesting, since they noticed dramatic effects of base pair
substitutions, even when occurring in spacer sequences. Less important effects of mutations
were reported in the studies of Melnikov et al. [25] and Patwardhan et al. [26], mostly
affecting the TFBS. The enhancers tested in the latter studies are larger than the a element and
the rhodopsin enhancer, what could attenuate the impact of the point mutations on their

activity.

Very similar to our work is the recent report of Farley et al. of the activity of randomized bar
coded variants of the same Otx neural enhancer that we analyzed in Ciona [8]. The main
difference in their approach being that only a four base pair core was maintained fixed for the
2 ETS and 3 GATA sites. They conclude that the essential information for enhancer activity is
included in the octamer centered on the four bp core. Nevertheless, a closer analysis of their
data indicates that sub-selections of their synthetic enhancers containing binding sites whose
predicted in vitro activity is above a certain threshold, always contain inactive clusters and a
wide range of activity levels. Thus, their data do not infirm our claim that spacer sequences

set enhancer activity levels, even if they did not consider this option.

The most interesting conclusion of Farley et al. is that the TFBS are not optimized in order to
assure cell specific expression. Accordingly, most of our tested randomized variants are more
expressed in cell lineages were the WT a-element is only weakly expressed, and are also
expressed in other lineages of the ectoderm. However, this extended activity pattern cannot
only be explained by the global activity levels of the randomized variants in our experiments.
One hint to a possible mechanism is suggested by the higher responsiveness of the spacer
variants to FGF signaling: these enhancers could thus be activated by lower levels of active
Ets1/2 in cells expressing Gata4/5/6. Noteworthy, most variants display one ETS BS with
increased affinity, which should bind lower levels of Ets1/2.

One of the most surprising results of our work is the ease with which we can activate ETS and
GATA clusters, which seems in apparent contradiction with the small proportion of active
clusters in the Ciona genome. This raises the very intriguing possibility that negative selection
is operating to avoid inappropriate activation of nearby genes, which should be detectable by

micro-evolutionary analysis.

Spurious TFBS have been proposed to be non-functional decoy sites in eukaryotic cells [19].
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Nevertheless, White et al. (2013) could show that binding of Crx to clustered motifs was
dependent on highly local sequence features such as high GC content. Similarly, Parker et al.
[27] provided evidence that the molecular shape of DNA is under selection in regulatory
regions.

Our gel shift experiments further provide experimental evidence suggesting that neighboring
base pairs can modify the shape of the DNA helix in the core octamer of ETS BS and thus
influence their specific interaction with ETS protein. A similar observation was done for two
yeast TF by Levo et al. [28]. GATA binding in contrast, seems to be less sensitive to local
variations, which could indicate a greater flexibility of its zinc fingers with respect to the

alpha-helices present in the helix-turn-helix motif of ETS.

Altered in vitro binding of Ets1/2 and Gata4/5/6 to their binding sites cannot provide an
exclusive explanation for the variability in enhancer activity of the randomized variants. In at
least one case we could show that a newly created ETS site is functional. Also, some inactive
variants are still binding Ets1/2 and Gata4/5/6 as well as active ones. Binding sites for other
factors could also be created in the randomized spacer sequences, including factors competing

for Ets1/2 or Gata4/5/6 binding or repressors of transcription.

Surprisingly, most of the active enhancers we tested have only one ETS site bound in vitro
and one variant binds Ets1/2 only very weakly. Although we did not find good evidence for
cooperativity in vitro, it cannot be excluded that the pioneer factor Gata4/5/6 facilitates
binding of Ets1/2 and/or binding of one Etsl/2 facilitates binding of the second molecule.
This should be tested by appropriate mutagenesis experiments. An intriguing way spacer
sequences could also influence enhancer activity is by facilitating allostery through DNA,

whereby fixation of one TF can facilitate binding of a TF at distance [29].

To conclude, the presence of a minimal cluster of TFBS is not sufficient to make an active
enhancer, the nature of the spacer sequences also has to be considered. One way through
which these could act is by setting the affinity of TF for their cognate sites by optimizing
DNA-protein contacts through shaping the DNA helix. Progress in modeling DNA shape

should greatly help in enhancer prediction.

MATERIALS AND METHODS
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Embryo experiments and scoring

Mature Ciona intestinalis (type B) were provided by the Roscoff Marine Biological station
and maintained in natural sea water at 16°C under constant illumination. Eggs were collected,
fertilized and dechorionated as previously described [5].

Electroporation was performed as previously described [5] using the following parameters:
50ug DNA in 50pul H20 + 200u] D-Mannitol 0,96M ; 50V-16ms pulse, using a Electro Square
Porator machine (BTX T820; Harvard Apparatus). Embryos were grown in 0.1% gentamycin
ASWH (Artificial Sea Water with Hepes) until their harvest at the 112-cell stage collection.
Fixation and LacZ staining were performed as described in [5].

Where indicated, embryos were treated with a final concentration of 10uM U0126 from the
early 16-cell stage or the early 32-cell stage [30]. Control embryos were treated with the same
amount of DMSO, added at the same time point (3pul DMSO in 15ml ASWH per plate). All
experiments presented were at least repeated once.

At least 100 electroporated embryos where scored for each experiment by counting the % of
embryos stained with LacZ in each territory, as the level of activity in a given cell lineage is
considered to be a function of the % of embryos in which X-gal staining is detected in this
cell lineage [31]. For each embryo, the following information was retrieved: staining in a6.5
and/or b6.5 lineages, staining in other Otx expressing lineages (muscle, a6.7 cell lineage),
activity in territories not expressing Otx was only detailed in experiments shown in Figure 3.
Enhancer variants driving detectable LacZ expression in less than 5% of stained embryos in
all experiments was considered inactive. all values were normalized to the WT a-element
activity electroporated in each experiment.

To simplify the system, these experiments were carried out using a modified version of the
minimal wild-type element, in which the G2 binding site (Khoueiry et al., 2010) is
innactivated (X-->X). This mutation has neither qualitative nor quantitative impact on the

activity of the element.

Gene IDs

Ciona intestinalis Otx : Gene model ID KH.C4.84 (Unique gene ID: Ciinte.g00006940)
Ciona intestinalis Ets1/2: Gene model ID KH.C10.113 (Unique gene ID: Ciinte.g00001309)
Ciona intestinalis Gata4/5/6: Gene model ID KH.L20.1 (Unique gene ID: Ciinte.g00012060)

Construct design and molecular cloning
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All these experiments were carried out using a modified version of the minimal wild-type
element, in which a weak GATA binding site (G2, Khoueiry et al., 2010) is mutated without

quantitative or qualitative impact on the activity of the element.

Point mutations in ETS and GATA binding sites motifs

The family of GATA TFs preferentially binds the consensus “HGATAR” (H= A, C or T)
(Merika M and Orkin SH, 1993; SELEX data from the lab). Therefore, 12 variants of the a-
element harboring all variants of HGATAN at the third GATA position were designed to test
both consensus (HGATAR) and non-consensus (HGATAY, Y = C or T) binding site motifs.
The ETS family of TFs preferentially binds the consensus site “MMGGAWR” (M = A or C;
W=AorT; R =G or A), though with a higher affinity for “CCGGAWR” (Boros et al.; 2009;
Macleod et al., 1992; Wasylyk et al., 1992), which is consistent with Ciona SELEX data
(Nitta et al., in preparation). “T” at the seventh position was tested as negative control. 21
variants of the a-element were tested harboring the different combinations MMggaWD (D =
A, G or T) at the second ETS site, with the exception of the MMggaTA combinations as they
create an additional overlapping GATA site that could interfere with the E2 activity and make
the interpretation of the results not straightforward.

Oligos were synthesized containing part of Gateway attB1 and attB2 recombination sites in 5’
and 3’ respectively of the different elements we tested. These oligos were amplified by PCR
using attB1F and attB2R primers, then inserted by successive BP and LR reactions in

pDONOR221 P1-P2 and pDEST-L1-RFA-L2-bpFOG-LacZ (Roure 2007).

Randomized variants

Only six bases per TFBS were kept from the WT sequences, centered on “GGAA” and
“GATA” for ETS and GATA binding sites respectively for the a-element variants. 7 bases
were kept in randomized N26, N61 and C53, as it appeared the 1% base of ETS site is
important for in vitro binding.

A unique transcribed barcode was added to the other studied constructs between bpFOG and
LacZ in order to be able to do a large scale screening if needed. We showed that the sequence
of this barcode has no effect on LacZ reporter activity (data not shown). Two nested PCRs
were done to amplify the 5° end of the insert containing an attB1 site, the sequence studied for
its enhancer activity and the 5’ end of bpFOG using primers attB1F and P5 R first, then attB1
and P4 R. Three nested PCRs were performed to amplify the 3’ end of the insert containing
the other half of bpFOG, the barcode and an attB2 site, using primers P1 F and attB2 R first,
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then P2 F and attB2 R then P3 F and attB2 R. Both fragments were assembled in a last PCR
using attB1 F and attB2 R. They were then inserted in pDEST-L1-RFB-L2-LacZ thanks to a
one step BP-LR reaction (Roure 2007).

in silico TFBS prediction using MOTIF
6-mer enrichment measures form SELEX-seq data
In a random set of oligos, k-mer frequencies will be distributed uniformly. If the oligos are
not random, as with the HT-SELEX method, the k-mer frequency distribution will become
skewed. The enriched k-mers with frequencies greater than expected can be used to determine
the efficacy of the SELEX process. K-mer frequencies are determined by counting the
occurrences of each k-mer in the set of unique oligos. 6-mers are used for quality control
since 4,096 k-mers provides a sufficient number of k-mers without becoming sparse and
unwieldy. The observed count of k-mers in the sequenced oligos, obs, are normalized using
the expected count, exp, of each k-mer based on the number of sequenced oligos, n, with a
random base size of d, as shown in equation 1.
n (d - k)

4 (1)

exp =

The enrichment score, e, was calculated as shown in equation 2.

(obs)
e=log,|—
exp

2).

The synthesis method used to produce the original random pool of oligos is often biased,
enriching certain k-mers over others. To correct for this bias, the enrichments are adjusted by

the enrichment in the background set, shown in equation 3.

eadj = eraw - ehackground (3)

Calculation of TFBS scores by MOTIF

For any transcription factor whose SELEX-seq data is available, MOTIF can associate to each
base of the analyzed DNA sequence a score reflecting the in vitro binding of this TF on the
sequence. This score is calculated for all consecutive 8-mers, and allocated to their first base
(Supp. Figure 3). It corresponds to the sum of the 6-mer enrichments measures of the three 6-

mers contained in each 8-mers.

14 tested ETS/GATA genomic clusters
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101 clusters containing at least 2 sites ETS and 2 sites GATA were identified in Ciona
intestinalis genome, using SECOMOD, and a very relaxed consensus for the TFBS sequences
(as described in Khoueiry 2010). We looked for clusters of maximum 140pb, non-conserved
in Ciona savignyi genome, with at least Sbp between 2 TFBS .55 conserved such clusters
were identified by Khoueiry et al.. . We tested the activit of 8 non conserved and 6 conserved
clusters

The 14 tested clusters contain 2 ETS and GATA sites predicted to be “good” according to
their high MOTIF scores. Their sequences are in Supp. Table 1.

2-colour Fluorescent EMSA

The DNA binding domains of Ets1/2 (Ensembl ID: ENSCINT00000011848), i.e. aa 581-708,
and Gata4/5/6 (Ensembl ID: ENSCINP00000009159), i.e. aa 291-415, were determined by
homology to domains of orthologous human proteins used in the cristalographic 3D structure
determination (Etsl, MMDB ID: 62790 and GATAl, MMDB ID: 106606). The
corresponding DNA sequences were amplified by PCR from the cDNAs and cloned in the
expression vector pETG20A (EMBL Protein Expression and Purification Facility) by
Gateway technology (Life Sciences). N-terminally poly-His-thioredoxin tagged recombinant
proteins were produced in Rosetta-pLys-R strain and purified on Nickel Agarose columns as
described in [32].

Enhancer DNA fragments were produced by PCR from the plasmids used for the B-
galactosidase reporter assays using Cy5 or Alexia 488-5' labeled 19 nt primers (MWG
Eurofins) flanking the enhancer sequences, i.e. TTGTACAAAAAAGCAGGCT for the
forward and GGTACAATACACGAAGCTT for the reverse primer. DNA fragments
containing unique TFBS were synthesized directly (MWG Eurofins) and 5'-terminally labeled
with Cy5 or Cy3 for the internal control on one strand.

The reaction conditions for the GS experiments were adapted from [33]. Labeled DNA was
incubated at 0.015 uM with recombinant Ets1/2 at 0.2 uM or GATAa at 0.1 uM during 15
minutes at room temperature in 25mM Hepes pH7.9, S0mM KCl, 0.5 mM EDTA, 10%
glycerol, 0.5mM di-thiothreitol and 100 pg/ml poly(dl-dC) and loaded on a 6%
polyacrylamide gel in 0.5 % TAE, which was run at 10V/cm. The fluorescence was registered
with an Amersham Imager 600 (General Electric) and quantified with the software provided

by the supplier.
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To have a better control over the experimental conditions we included an internal control: the
randomized DNA fragments are fluorescently labeled with Cy5 and mixed with an equimolar
amount of control DNA fragment labeled with Alexia 488 or Cy3. Relative affinities Y are
quantified by reporting the fraction of shifted randomized DNA fragments to that of control
fragment [18] (suppl Figure 12).
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Supplementary Figure 1: DNA residues contacted by Ets and Gata4/5/6. The PWM is

deduced from the SELEX-seq data. Contacts are deduced from the crystal structure-data

compiled by Wei et al. on mammalian Ets1 and the crystalstructure of human GATA3-DNA

complex [13]. Conserved amino-acids in contact with DNA are in bold, contacts with the base

pairs are in black, with water molecules in blue and with the sugar-phosphate backbone in

green.

125



G1 E1 E2 G3
TCGrI‘TATC‘I1CTA|ACGGAAGrI‘TTTCG A TGTTCAATATTTAAGATAGGA
MMGGAWD HGATAN
1234567 123456
B. > 3
3
§ 25 1 HgataA B Expl
§2, D Exp2
©
E Hgata
'gl,s— HgataC
>
c
- 1
N
S HgataT
z [ Ll il [
< < <O O |V O Uk E =
S 8 888 28 B8 &3 828
558 555555
< O |+ O < O H|O F <
Cz *] M Expl
':‘%18‘ MMggaW Xp
2 B Exp2
3-1,6‘
£ - n B Exp3
£ 14 n MMggaWA
212_ O Exp4
g~ : 1 MMggaWT|
2 17
]
208
2
S04 -
‘_go,z—
gO,L 1 1 Ll Ly LI Ll L] L)
[ (R =
2R 2SI REESSTSEEELSK
@ ®© ®© © @© @©  ® @© @© © © ®© @© ®© @© © © @©
bp b0 b0 b0 bp bo| D bh bo W ODODDD%DDbnnouo
&Ly LFLPITLEY Y
< O < € O |« €« U O O 0O U VL < < <«

Supplementary Figure 2: Individual experiments of binding sites point mutations effect
on in vivo enhancer activity. A. a-element sequence describing ETS and GATA site
mutations tested in vivo. B. All GATA site variants were tested in two individual experiments.
C. All ETS site variants were tested at least twice in four individual experiments. Each
individual experiment was normalized to the activity level of the WT. The order of the tested
constructs according to their activity levels slightly varies between individual experiments,
but the last base of the sites globally appears to be a good indicator of the activity range

(coloured boxes).
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Supplementary Figure 3: In silico binding affinity calculations with MOTIF and

exemples of scoring profiles. A. MOTIF scans a DNA sequence, and associates to each 8-

mers the sum of the three 6-mers enrichment scores it contains. This score is associated to the

first base of each 8-mer.

C. Exemples of MOTIF scoring profiles and in vivo enhancer

activity of ETS and GATA sites in the WT a-element and variants with mutated E2 or G3

(described in B.). Interestingly, enhancer activity levels cannot be predicted from their in vitro

predicted binding.
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Supplementary Figure 4: Poor correlation between in silico binding and in vivo activity.
A. a-element sequence describing ETS (blue) and GATA (green) site mutations tested in vivo.
B. Comparison of in vivo enhancer activity and in silico predicted binding calculated for E2
(MOTIF score). Each point corresponds to an ETS site variant individual in vivo experiment.
C. Comparison of in vivo enhancer activity and in silico predicted binding calculated for G3.
Each point corresponds to a GATA site variant individual in vivo experiment (triangles and
circles respectively correspond to experiments 1 and 2 from Supp. Figure 2). Colours

correspond to the last base and yellow circles correspond to the WT a element.

128



a-element

N26_Short GCG c CCCGG
N26_R28 Ci BG| GG GG GBAGGCCGG!
N26_R27 fic G| CGCG CGG!
N26_R24 G GGGCCCGGLCC GBCCGG!
N26_R6 GC| CGG
N26_R21 CCHCGCCGG
N26_R26 G | & GGGHGCCGG
N26_R22 cc GC CG| CGG|
N26_R12 CGGC BACCCGCG CGG|
N26_R29 GGHliC GGEBAG! GCGGCCLGG
N26_R3 CG GEGGEEGG GHGHBACCGG!
N26_R11 BG GGl GGGGECCGGG CC CCGG;
N26_R19 GCCHGCHAGG CEACCEAGHC GGGICCGG
N26

Supplementary Figure 5: DNA sequence alignment of randomized variants for the a-
element and the active N26 cluster. ETS and GATA binding sites are represented by blue,

respectively green, arrowheads.
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Supplementary Figure 7: Some randomized variants have a broader activity pattern
than the a-element. Normalized in vivo enhancer activity in indicated cells for WT and
randomized variants of (A) the a-element, (B) N26, (C) N61 et (D) C53 Opt. The proportion
of embryos where LacZ staining was only detected in a6.5 and b6.5 progeny is shown in
green. Embryos where activity was detected in other cells appear in light green. Interestingly,

this “ectopic” activity is always associated with specific activity in a6.5 and/or b6.5 progeny.
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Supplementary Figure 8: Creation of new ETS and GATA sites in randomized spacers
cannot explain in vivo activity levels of randomized variants. A. ETS and GATA binding
sites predicted in the WT a-element and a few randomized variants. For both ETS (Blue) and
GATA (red), the predicted affinity binding score calculated by MOTIF on each 8-mer is
plotted (X axis). B. In vivo enhancer activity levels of the variants, normalized to the activity

of the WT.
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Supplementary Figure 9: New transcription factor binding sites can be created in

randomized spacers. A. MOTIF scores for ETS and GATA binding sites (blue and purple),

and sites for FoxD (red), SoxB1 (green) and AP2 (yellow), transcription factors present in the

embryo at the 16 and 32-cell stages, calculated for the WT a element and a few randomized

variants. B. In vivo enhancer activity levels of the variants, normalized to the activity of the

WT.
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Supplementary Figure 10 : Non-a6.5/b6.5 enhancer activity is not necessarily cannot be
explained by enhancer activity level only. Y axis : for each a-element variant, percentage of
embryos harboring LacZ staining. X axis : for each a-element variant, percentage of embryos
with staining in a6.5, b6.5 lineages and other cells divided by the percentage of stained
embryos. A few elements are identified, as described in the right pannel.
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Supplementary Figure 11: Comparison of in vitro and in silico binding affinities of active vs.
inactive a-element randomized variants. A. Upper=Relative sum of the MOTIF scores for the ETS
BS compared to WT of the variants of Figure 3 (paired t-test for the inactive versus active variants,
p=0.06651). Lower=Relative sum of the MOTIF score for the GATA BS compared to WT of the
variants of Figure 3 (paired t-test for the inactive versus active variants, p=0.3789). B. Upper=
Relative in vitro binding of Ets1/2 compared to the WT a-element of the same revertants as in (A)
(paired t-test, p=0.01737). Lower=Relative in vitro binding of Ets1/2 compared to the WT a-element

of the same revertants as in (A). (paired t-test, p=0.05347)
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Supplementary Figure 12: Relative affinities are quantified by QuMFRA.

A. Tllustration of gel shift results for in vivo binding of Ets1/2 (blue circles) and/or Gata4/5/6
(red circles) DNA binding domains on the a-element. Equimolar amounts of Att488 labeled
aWT (B) and Cy5 labeled randomized variants (C) were incubated with recombinant Ets1/2
and Gata4/5/6 DNA binding domains and loaded on a 6% PAGE as explained in materials
and methods. The fluorescence of the shifted bands S and the total fluorescence T was
quantified with a Amersham imager 600 and the relative affinity Y was calculated as

(Sw/Ta)/(SJ/To).
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#@@# aR30, 70,
aR_30 _ATTATCTTTGGCGGAAGTGCAAGATTAGGAAATTGGGGTGAACTTTAGATAGAT
aR_70 CATTATCTTGGACGGAAGTGGCCGGCGAGGAAATTTTGATGCCCCAGAGATAGAG  *

SAGATAAS SCGGAAGT

Supplementary Figure 13: Inactive and strongly active randomized variants share
similar “good” binding sites. The randomized variants aR30 and aR70 have similar 8bp-
binding sites matching the logo sequences for ETS and GATA binding sites extracted by

Farley et al. from their experiments [8].
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Supplementary Figure 15: Extension of flanking sequences further modifies the binding
affinity of Ets1/2
A. Invitro relative binding of Ets1/2 to the whole randomized elements compared to the
WT enhancer. Dark blue represents the ratio of the upper shifted band to the lower.
B. In vitro relative affinities of Ets1/2 for their indicated binding sites compared to E2 of
the WT. BS of active enhancers are in blue, BS of inactive enhancers are in red. The

a_R-s fragments are in plain colors, the a R-L fragments in patched colors.
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TATTGTACGGTATCTTCGTAAGGCAATATCGTTCGTCACGCAGTTTCAG

C 1 O GAAACAACTTGTTACAGTATTCCAGTCAAGACGCATAGTTGCTGCTATT Scaffold_l 45 42 3 6,45 43 7 3
CTCACGGCTTAACCATCCAAGGGGCTTCCGCTTTAGTCTA
IAAATACAACAGATAGCAGATCGACGCAAACGATAAATCAATCAGCGTTT

C13 CCTTTGGCGTGGGAAGATGAATTCTGATGTACTGCTTCCTGTTAGCTTG Scaff()ld_l 10:215425 ’2 15571
GTTGCCACAGTAAGGATACAGTCTGTCAGAATCAGGAAGCTGAGCATGG
ACAGTCGCGCAGGAAAGGCAAAGCGGACGCCGCAGATTTATCATAGAAA

C20  |pcARATATCTTTTTCGTGGCCAATTTATCCGGTTACCTCGAAGAC Scaffold 178:21070,21201
AGGAGGCTCTTATCTGCCAAGTTTAAACACGGAAATCTCCGTGAAGTCT

C24  |ACATTTTAAAACGCGTTTTGCGCAGATGCGCTCATGCGGAAATTT Scaffold _23:188334,188457
GTCTCGTCGCTATCTTATAACGTATTTTTAGTTTTTCTTGTGAACATCC

C32  |cCrrATATAACCCCTACTTCGCGTCGTTGTACTTTTCCTAAAGTA Scaffold_40:408605,408753
TGCGTATTTGCGGAAGTAGCTTTCGATAAAATGTGTTATAAAGTCACGA

C39  |JAACCTATGTTTTAAACTTTTTATGATTTTTATCGTTGCCTAATTC Scaffold 93:252247,252360
TTGTTATCTCGCGATTATGAAAAAAATAACCCATGAGATAATTTTCCTT

N26  |AATTGCCCGGARACGGAGTATCAGATAAGCG caffold_225:76559..76680
CTATTGTCTCTTTAGAATTCCAATCAGGAAATGAGAGGAAATCAAAGCA

N36  |crGCCATATGGGGTTATCTCCACACTCCGTCGTATCTGCGTTTAG Scaffold 111:103345..103473
CCAAGATTACAGGCAATGACATCATTATCTTTTCCAATGCACTCTGTGA

N39  |CATCATAATTACTTTTCCTGCATTCACGGTATCTTGCAATGACAC Scaffold 353:16201..16327
CCGCTATCTAGGCCGACCCCGCTCTCCCAAGGAAATGTCCACCTTCCAG

N6 |rcGeGAARAGATAACCGCTCGCCAGTGCGACGCTTTCCGGCTG Scaffold _1:462124..462257
GCTGCATATCCTGTATTAGAATAACAGGAAATCAATATTGTGAGTTACG

N76  |rAGAAATTTCCGTTCCCATGTGTATTGTTATCTTTGACATTACTG Scaffold_38:209989..210112
TTCAGATAAGAAATTTAGAGGAAGCCGAAACCCTAAGGAAAAAAATATA

IN&3  |ppparcrcce Scaffold 356:28870..28972
GGGGTTGGTATTCTATGGAATGCACAGATATTTAATCATTATCTTTTTA

N88  lrAGCGGGEGCTATTTCCTGTCGACATTGCCAGCGTCAGCGGGGACT Scaffold_213:73074..73202
GTAGCTAAAGCTACGTCCTTGTCTAAGATATAGCTAGGAGTTGTCGTTT

N96 Scaffold 231:78191..78309

CCTGTTTCCTAGTCTGGGTTATCTAGGGTTTTGACTTGCAGGAAA

Supplementary Table 1: Sequences and genome coordinates of genomic ETS and GATA

clusters conserved (C) and non-conserved (N) in Ciona savignyi genome

140



a WT CGTTATCTCTAACGGAAGTTTTCGAAAAGGAAATTGTTCAATATTTAAGATAGGA
aR NNTTATCTNNNNNGGAAGNNNNNNNNNAGGAAANNNNNNNNNNNNNAAGATAGNN
aR 01 TGTTATCTTGTCCGGAAGGGGGATTTGAGGAAAGTAGGGATTCACTTAGATAGTA
aR 02 GTTTATCTGATTCGGAAGCGGTATACTAGGAAAGTGATTGGTGGGCGAGATAGGG
aR 03 TCTTATCTGGGGCGGAAGGGGGAGGCGAGGAAAGGCCCAGTTGGGGAAGATAGTT
aR 04 GGTTATCTTGCGCGGAAGGTGGACCGTAGGAAACTTTTCGTACGTGAAGATAGTA
aR 05 CGTTATCTGCCGCGGAAGGTTGGGGGAAGGAAAGAAACGGCGCGGCCAGATAGGT
aR 09 CATTATCTGACGCGGAAGATTCAAGCTAGGAAATGCGTATGGGGTTCAGATAGGA
aR 10 ACTTATCTCGGTCGGAAGCGGTTGTTGAGGAAAGTACAACGTCGCTTAGATAGTT
aR 11 GATTATCTATTGCGGAAGGATATAGTCAGGAAAGTGCATGAGCTAGCAGATAGTT
aR 12 CGTTATCTGCCTCGGAAGGACGTTGGGAGGAAATGGTCGGAAGCGTTAGATAGTG
aR 18 GGTTATCTAGGGCGGAAGTGATTAAGAAGGAAAGACACAAGGTTTGTAGATAGGG
aR 19 GCTTATCTAGGGCGGAAGGAGCTCTGGAGGAAAATTGCAGTGGTGGGAGATAGTA
aR 24 GGTTATCTAGTGCGGAAGCGAAGGTGTAGGAAACGGTGAGGGTTCGGAGATAGCT
aR 26 GCTTATCTCGTGCGGAAGGGGTTTGATAGGAAAGAGGCTCCGGGCGGAGATAGCT
aR 28 TGTTATCTGGGGCGGAAGCTTGTATGCAGGAAACGGTCATGTTCTTGAGATAGGC
aR 29 TGTTATCTTTCCCGGAAGGTATACGGAAGGAAATCAAGTGTCGTGGTAGATAGGA
aR 30 ATTATCTTTGGCGGAAGTGCAAGATTAGGAAATTGGGGTGAACTTTAGATAGAT
aR 34 CATTATCTGGCCCGGAAGGGTCGCGCCAGGAAACGTTGGTATGAGTGAGATAGGG
aR 36 GGTTATCTGTCTCGGAAGGGTCATAAGAGGAAAGTAATAGACGCAGGAGATAGGG
aR 41 TTTTATCTGCGTCGGAAGTAGTGGATTAGGAAACCGCTCGGGAAGGGAGATAGCG
aR 42 GGTTATCTGGGTCGGAAGTGTGGG-ATAGGAAAGGTGGTTATAGGCGAGATAGGA
aR 43 GTTTATCTGGCGCGGAAGGGGAAGAATAGGAAAGTGCGACGGAAGTAAGATAGGG
aR 46 CGTTATCTCGCGCGGAAGGCAGAGAACAGGAAAGTGCACGGAGTGGGAGATAGTG
aR 47 ACTTATCTTCTGCGGAAGCACCACCGTAGGAAAGCTATGGCGGTGTGAGATAGCA
aR 54 GGTTATCTGTGGCGGAAGAAGAGGTTTAGGAAATTGGAGCGTGGTGGAGATAGTG
aR 62 ATTTATCTGTCGCGGAAGCCATTGGGGAGGAAATTCGTTGACAGTGGAGATAGGC
aR 65 CGTTATCTAGGTCGGAAGGGTTGGGGTAGGAAAGGATCGTCCGACTAAGATAGTC
aR 69 ATTTATCTTCATCGGAAGATTTTATCCAGGAAAGCGTAGGTGATGGCAGATAGCC
aR 70 CATTATCTTGGACGGAAGTGGCCGGCGAGGAAATTTTGATGCCCCAGAGATAGAG
aR 73 GTTTATCTCAGGCGGAAGATAGCGGTTAGGAAATAGGTGGTATTCCCAGATAGCA
aR 77 TGTTATCTGGGGCGGAAGGCTGCGTATAGGAAACCTTGTACATTCAGAGATAGAG
aR 83 GTTTATCTTGAGCGGAAGTGTATGGCCAGGAAACGTAGGTCAGCTCTAGATAGAG
aR 87 GATTATCTCGATCGGAAGGTCCTTGGGAGGAAAATAGTCCATACGGAAGATAGGG
aR 92 AGTTATCTGGTACGGAAGGCGTGGATCAGGAAATGTTGACAGGTATTAGATAGGC
aR 96 GATTATCTCTTTCGGAAGTGGGAGGCGAGGAAAAGCGAGCATGAGCAAGATAGTT

Supplementary Table 2: Sequences of the a-element and its randomized variants
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N2 6 TTGTTATCTCGCGATTATGAAAAAAATAACCCATGAGATAATTTTCCTTAATTGCCCGGAAACGGAGTATCAGATAAGCG

N26_R NNNTTATCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTCCTTNNNNNNCCGGAAANNNNNNNNNAGATAANNN

N26_R3 [ ATGTTATCTAAGTAG-GGGGGGCTCATCCGGTGGTTGGTTGTTTTCCTTTGAGAACCGGAAAGTCTGCACTAGATAATTT

N26_R6 [AATTTATCTCCGGCGAAGGTATTTGTAGCGTCGCATTAACTCTTTCCTTCGCTCACCGGAAACGATTAGGAAGATAAGGG

N26_R11l |TGATTATCTCAGTGCTGTGGCAGCATGGGTGGGGACCGGGCCTTTCCTTGATGAGCCGGAAATCACTGGGAAGATAATTA

N26_R12 [ AGTTTATCTGCTGACTAAGGCTCAGCTGGCAACCCGCGTCATTTTCCTTTAGTTTCCGGAAATGCAAAGAAAGATAAGTG

N26_R19 |CGCTTATCTCTCACTCCAGGGCCTGCAAGGCTACCAAGTCGTTTTCCTTAGGGTTCCGGAAACACCTTGGTAGATAATAT

N26_R21 |ATCTTATCTCTTCTAATAATAGTACCTTGGTTGTGTTGGTGGTTTCCTTGCCTCGCCGGAAAGAGTGTTGGAGATAAGTT

N26_R22 |AGTTTATCTGCTCCGGAGGGTTAATCCGAACCCTCGTCGCCGTTTCCTTCCACATCCGGAAAATCCGGCACAGATAAGGC

N26_R24 |GCATTATCTTGGGCCCGGCCGCAATGGTATTCAATGGTGTCTTTTCCTTGTTGGACCGGAAAGGGCCGGTTAGATAAGTT

N26_R26 |AGCTTATCTCGTCACGAATTGCCATAACTTGGTGTTTTATTGTTTCCTTCGGGAGCCGGAAAGACAAGCGGAGATAACCT

N26_R27 TCGTTATCTGGTATAGCGCGTTCAACTTCTTGATCGTAATCATTTCCTTTTCAGTCCGGAAAGATGGAATGAGATAAGTG

N26_R28 [CCTTTATCTAAGAACACATCCGGGGGTCGGGGGTATCTGTAGTTTCCTTGGAAGGCCGGAAAGACTGGACGAGATAACAC

N26_R29 |GTGTTATCTAGTGTGTCAGGGGAAGGGATCGGTTAGCTTCGGTTTCCTTGGCGGCCCGGAAAACCTGCATCAGATAATTG

N61 CCGCTATCTAGGCCGACCCCGCTCTCCCAAGGAAATGTCCACCTTCCAGTCGGGAAARAGATAACCGCTCGCCAGTGCGACGCTTTCCGGCTG
NGl_R NNNCTATCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAAGGAAANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGATAACNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTTCCGGNNN
NGl_R3 | ACACTATCTTTCATCCAACCAAGGTAGTAAGGAAAGCGCTAGTCAGGCTAGTGAGTTAGATAATCTGGGTTAAATTAGATCTTTTCCGGTTG
N61_R5 [AAGCTATCTTTAAACTGTAATAATAGGTAAGGAAAGTGGGTCCGGGGCAGAGTTTACAGATAAGTCACTATCTGGTGTGAGTTTTCCGGGCC
N61_R7 CGGCTATCTGTGGCGGGGGGGAGGGTCAAAGGAAAGGTTGGGGCGGGGGTGGATCAGAGATAAGAACTTTTGCTATGTTGTATTTCCGGTTG
NGl_R8 TATCTATCTGATGCAGTGACTCTGCCGAAAGGAAACTCGCTCAAAGGCTGCATTCATAGATAAATTCAGGGCGACTATTTATTTTCCGGATT
N61 R14 |ATGCTATCTTGGTCTCCCACCCGGTCGGAAGGAAAGGCGAGATTGTAATGTGTGTGCAGATAATTCGGTTCTGTACAATCGGTTTCCGGTGA
N61 R15 [CTCCTATCTCAAGTGACGCGCCGTATAGAAGGAAATATAGCTGTCTGGGTCAGCTTGAGATAAGTGCCACGTGTTATCGGAATTTCCGGTCC
N61 R105 [TCACTATCTCGGAGTGGCACTTTCTGCCAAGGAAAGGTTGCTAGGCAGCAAGTAAGGAGATAAATGGGCAAGTTGGGAACTTTTTCCGGGCA
N61 R111 [CAGCTATCTGCGTCGGGAGTCTATGACGAAGGAAACGGTGTGGGAGGGAGTACGCAGAGATAATGGGCTTCGGAGGGTGTAATTTCCGGGGG
N61 R112 [AGGCTATCTGCGTCGATGGGGAGATTGGAAGGAAAACGAGTGCGGAGTTTGCCGTTGAGATAAGATATGAGCGCGTCAGCGGTTTCCGGACG
C53_0Pt TACCTTCCGTAGGCATCTTCCGTCATACAGGTATATATACCATTATCTTCTTTTGACACAGAGGCTAGATAAAAC

C53_R INNNCTTCCGNNNNNNNCTTCCGTCNNNNNNNNNNNNNNNNNNTTATCTNNNNNNNNNNNNNNNNNNAGATAANNN

C53_R1 [AGTCTTCCGTTACCTACTTCCGTTCTCGGGCTACGGGGCTTGTTATCTCGCGCAATCCGGACTGATAGATAAGTA

C53_R2 GCTCTTCCGTTTTTACCTTCCGTCGCGTTCCGCATTGCGTGGTTATCTAATGTGATTGGTTTAGGAAGATAATCT

C53_R14 |PTGCTTCCGTTGTAGACTTCCGTCTGTCTCTTAGCGCAGGGTTTATCTTTCTTTATATCTTCAGAAAGATAATAG

C53_R15 [GCCCTTCCGTCTTTTTCTTCCGTGCCTCTCATGCCTGTGCTGTTATCTTTTATTTGTGATCTTTGCAGATAATCA

C53_R18 |CAGCTTCCGTAGTTTTCTTCCGTCAGGCACTGAGTGCGTTGATTATCTATATAGTAATGACGTACTAGATAACCA

C53_R19 TCGCTTCCGTTTTTCACTTCCGTAATAGTAAATCCATTCTCCTTATCTTGTATTTTTATTACATTCAGATAAGTG

C53_R20 |TCGCTTCCGTGGCTGACTTCCGTCGATGAAGGAAGACTGAGCTTATCTGTACGTCATATAGTGGCAAGATAATTA

C53_R21 |TCCCTTCCGTATTTGGCTTCCGTAGATTGTTGGGCGGGGGGGTTATCTTTGGACGGGGCCGTGAGGAGATAATGG

C53_R23 CTACTTCCGTTGAGAACTTCCGTTTTTGTGCGCAATAATTGTTTATCTAGCGTCCACATACGCTTGAGATAAGCT

Supplementary Table 3: Sequences of N26, N62, C53 Opt and their randomized

variants
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Article 2 : Highly conserved elements discovered in vertebrates are present in
non-syntenic loci of tunicates, act as enhancers and can be transcribed during
development

Au sein de différents taxons de métazoaires et de plantes (ex: Vertébrés ou Drosophilidae),
des séquences non-codantes d'espéces, distantes parfois de plusieurs centaines de millions
d’années (ex: mammiferes-poissons téléostéens), sont autant -voire plus- conservées que des
séquences codantes : il s’agit de séquences non-codantes treés- et ultra- conservées, suivant le
% d’identité qu ‘elles partagent ( (H/U)CNE : (Higly/Ultra) Conserved Non-coding
Elements). Selon une premicre définition, on qualifie de CNE tout fragment de plus de 350
paires de bases conservé a plus de 70% (Ovcharenko 2004). Pour Bejerano et ses collégues,
des éléments ultra conservés correspondent a des séquences d’au moins 200 paires de bases
parfaitement conservées entre ’Homme et la souris ou a des fragments d’au moins 50 paires
de bases ayant plus de 95% d’identité entre des espéces plus distantes (Bejerano 2004,
Lee&Venkatesh 2013).

Comme nous I’avons vu dans D’introduction, cette conservation de séquence refléte
généralement la présence d’¢léments fonctionnels sous pression de sélection
purificatrice/négative, et sont souvent associés a la transcription de génes du développement

(Vavouri 2009, Nelson&Wardle 2013).

Le séquengage des premiers génomes de mammiferes a permis d’identifier 481 UCEs dans les
génomes de la souris, du rat et de ’homme (Bejerano et al., 2004). Ces éléments sont
¢galement présents (avec 95% d’identité) dans les génomes de mammiféres et d’oiseaux, et de
poissons téléostéens. Les trois quarts d’entre eux ont été identifiés dans le génome du requin-
baleine (Venkatesh et al., 2007), et un petit nombre dans le génome de la lamproie (Ishibashi
et al., 2012). Trés peu (5%) de ces éléments peuvent étre partiellement identifiés dans les
génomes d’invertébrés (Bejerano et al., 2004), suggérant leur origine évolutive a la base des

vertébrés (Lee & Venkatesh, 2013).

Alors que les ascidies sont les invertébrés les plus proches phylogénétiquement des vertébrés
(Delsuc et al., 2006), la premiere étude cherchant des séquences non-codantes communes a
tous les génomes de chordés n’a pu identifier des CNEs communes que chez 1’amphioxus

(céphalochordé) et les vertébrés (Hufton et al., 2009).
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L’article ci-dessous présente une nouvelle analyse des génomes d’olfactores (vertébrés et
tuniciers) qui a permis d’identifier 183 UCEs. Ces ¢léments sont situés dans des régions
homologues et synthéniques chez les vertébrés, mais pas chez les tuniciers. J’ai caractérisé
I’activité in vivo de trois de ces régions issues des génomes de la cione et du poisson-zébre
chez Ciona intestinalis et montré qu’elles activent la transcription pendant le développement
embryonnaire. Les éléments des deux espéces agissent également en tant qu’enhancers
lorsqu’ils sont testés chez I’autre espéce, mais leurs profils d’activité divergent, suggérant que
I’activité enhancer de ses séquences a €té conservée, en dépit d’une divergence de la logique
régulatrice, possiblement en frans. J’ai également analysée une large région située de part et
d’autre le désert génique ou se situent ces trois UCEs dans le génome de Ciona, cherchant -
en vain - a identifier des génes dont le profil d’expression peut étre associé¢ au profil d’activité

d’un de ces éléments.
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ABSTRACT

Co-option of cis-regulatory modules has been sug-
gested as a mechanism for the evolution of expres-
sion sites during development. However, the extent
and mechanisms involved in mobilization of cis-
regulatory modules remains elusive. To trace the
history of non-coding elements, which may repre-
sent candidate ancestral cis-regulatory modules
affirmed during chordate evolution, we have
searched for conserved elements in tunicate and
vertebrate (Olfactores) genomes. We identified, for
the first time, 183 non-coding sequences that are
highly conserved between the two groups. Our
results show that all but one element are conserved
in non-syntenic regions between vertebrate and
tunicate genomes, while being syntenic among

vertebrates. Nevertheless, in all the groups, they
are significantly associated with transcription
factors showing specific functions fundamental to
animal development, such as multicellular
organism development and sequence-specific DNA
binding. The majority of these regions map onto
ultraconserved elements and we demonstrate that
they can act as functional enhancers within the
organism of origin, as well as in cross-transgenesis
experiments, and that they are transcribed in extant
species of Olfactores. We refer to the elements as
‘Olfactores conserved non-coding elements’.

INTRODUCTION

The sequencing of a large number of vertebrate genomes
has enabled the identification of conserved non-coding
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elements (CNEs) that are constrained during evolution.
They were shown to act as tissue-specific enhancers
mostly associated with transcription factors that are
active during development (1-4). Owing to this role,
CNEs are thought to play an important role in gene regu-
latory networks that specify body plans (5). Genes
associated with CNEs require complex spatial and
temporal cis-regulation, and indeed key developmental
genes contain arrays of CNEs in their intergenic and
intronic regions (3,4,6). While CNEs are present in
several groups of metazoans such as vertebrates, flies and
nematodes and are the most conserved sequences within
these groups, they have diverged beyond recognition (if
they were originally related) among these groups (6).
Such enhancers can work in a modular and autonomous
way. They can be active and maintain their specificities re-
gardless of the genetic background, such as associated pro-
moters or genes, and can work in combination with other
enhancers from different genomic contexts (7-9). Finally,
they can also be functional when transfected from one
species to another even if their specificity is not always
retained (10-12). Limited evidence also supports the poten-
tial activity of enhancers across organisms belonging to
different groups. This was shown in the Hox locus for
some amphioxus enhancers tested in chicken, mouse and
Ciona experiments, as well as Ciona enhancers tested in
chicken (13,14).

Most comparative studies to date have focused on
mammalian and vertebrate genomes. Two studies (10,15)
have been able to find functional CNEs between verte-
brates and lancelets (amphioxus), which has been sug-
gested to be the most basal chordate group (16).
Recently, an interesting article showed the conservation
of both sequence and function of a neural-specific
enhancer conserved among human, zebrafish, amphioxus,
Saccoglossus, sea urchin and Nematostella (12). However,
the sequence of the enhancer is not conserved in tunicate
genomes (data not shown; Salvatore D’Aniello, personal
communication). Therefore, no CNEs between vertebrates
and tunicates have been reported so far, and several
studies propose that no such regions exist (2,15). The
CNEs discovered in amphioxus act as developmental
enhancers and are conserved in syntenic vertebrate
regions, which makes the lack of CNEs in tunicates an
interesting subject for further studies, given that they are
the proposed sister group of vertebrates (17). Regulatory
elements may have diversified too much to be recognizable
using common comparative genomic strategies, which
mainly rely on the identification of collinearly conserved
elements found within orthologous loci. It is important to
point out that tunicate larvae present the classical
chordate body plan but they have greatly diverged at the
molecular level leading to the paradox that divergent gene
expression programs can lead to similar body plans (18).
In addition, in tunicates, many developmental genes
and signaling pathways are co-opted differentially as
compared with vertebrates [reviewed in (19)], making it
difficult to understand where this divergence is embedded.

According to this reasoning, the existence of evolution-
ary phenomena termed ‘cis-regulatory rewiring’ and ‘en-
hancer shuffling’ were proposed to account for such
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differences several times (5,9,20-22). Limited evidence so
far relies on individual instances, which have been verified
in yeast, insects, sea urchins and tunicates (23-27). Such
evidence mostly involve the shift of individual binding
sites, a variation that could arise by non-conservation—
based mechanisms such as mutations followed by
stabilizing selection. Another mechanism for the spreading
and shuffling of regulatory regions relies on these regions
evolving from transposable eclements, which has been
observed in mammalian genomes (28). Several studies
have previously shown that cis-regulatory elements can
shuffle during evolution within the same gene context,
i.e. changing location with respect to the gene structure,
but maintaining the association to the same gene
(26,29.,30). A study in plants has also reported an event
of promoter shuffling generated by inter-chromosome and
subsequent intra-chromosome recombination (31). Kent
et al. (32) noticed an unexpected number of small frag-
ments conserved between non-syntenic regions analyzing
mammalian genomes, and similarly, in the ENCODE
pilot project, the presence of small non-syntenic conserved
regions were reported (33). Therefore, non-syntenic re-
arrangements of conserved (hence potentially functional)
sequences did happen during evolution, and they are
unlikely to be the mere result of assembly errors, but no
further elucidation of their evolution and function has
been undertaken so far.

By using an approach that allows the identification of
shuffled elements, we have previously demonstrated that
the number of functional vertebrate CNEs is significantly
higher than reported by using BLAST-like approaches. We
identified syntenic rearrangements of regulatory sequences
that occurred in vertebrate conserved non-coding regions
(29). Our approach has also been successfully adopted in
the discovery of elements conserved between vertebrates
and the basal chordate amphioxus (10). Now, to evaluate
the existence of conserved non-coding sequences between
vertebrates and tunicates, we improved and extended our
methodology, using progressive alignments, randomiza-
tions and a strict false discovery rate (FDR) filtering. We
were able to explore the conservation of putative regulatory
regions with unprecedented sensitivity and developed a
pipeline that led, for the first time, to the discovery of 183
non-coding sequences conserved within Olfactores.

MATERIALS AND METHODS
Data selection

Local installations of the MySQL Ensembl databases
version 49 and the relative API (34) were used to extract
sequences and annotations from the next Olfactores
genomes: Mus musculus, Homo sapiens, Canis familiaris,
Danio rerio, Takifugu rubripes, Gasterosteus aculeatus,
Oryzias latipes, Ciona intestinalis, Ciona savignyi (see
Supplementary Table S1 for information about the used
Ensembl core databases and the relative genome builds).
Species were divided into three groups according to their
phylogenetic classification: mammals, fishes and tunicates.
For each group, a representative organism was chosen
and its sequences used as the reference genome in
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VISTA analysis as well as in inter-group analysis.
The representative organisms are M. musculus, T.
rubripes and C. intestinalis for mammals, fishes and tuni-
cates, respectively. The selection of genes was conducted
in each group independently. Basically, using the annota-
tion from Ensembl Compara (35) we selected all the genes
containing an homolog classified as ortholog_one2one
inside all the species of the group, which led us to collect
14201, 12896, 5786 groups of orthologous genes loci for
mammals, fishes and tunicates, respectively. For each
gene, we extracted the whole genomic repeat-masked
sequence containing the transcriptional unit and the
flanking sequences up to the preceding and following
gene. If there were nested genes present in the locus,
they were not taken into consideration to determine the
extent of sequence to analyze. The regions were extracted
from Ensembl and the 5-3" sequence of the locus was
stored in a custom database having always the
determining gene on the positive strand. The pipeline
makes use of custom perl scripts and the Bioperl API (36).

Identification of rCNEs

To define regionally conserved non-coding eclements
(rCNEs), analyses were conducted independently in each
collection of orthologous genes for each group. Global
multiple alignments in each group were performed on
each collection of homologous genes using MLAGAN
(37) with default parameters. The multiple alignments
thus obtained were parsed using VISTA (38) and perl
scripts with the next parameters according to the following
groups:

Mammals and fishes: sliding 20 bp; minimum length
100 bp; minimum identity 80%; minimum length after
three species overlap 100 bp.

Tunicate: sliding 20 bp;
minimum identity 60%.

Resulting conserved regions were then filtered strin-
gently to distinguish ‘known genic’ (having evidence of
transcription) from ‘non-genic’ (not having evidence of
transcription) into Ensembl and to discard redundant se-
quences. Basically, all the conserved sequences were
screened against the annotations of overlapping comple-
mentary DNAs (cDNAs), proteins, ESTs and predictions
from the Ensembl core, other features and eventually
cDNAs databases of the reference organisms. In the case
of overlap, the elements were considered ‘genic’ and
excluded from the remaining analysis. Finally, in cases
in which the upstream region of an analyzed gene
coincided with the downstream region of another
analyzed gene, rCNEs were counted only once and
associated to the locus showing the highest score or the
longest transcript in case of equal scores.

minimum length 100 bp;

Identification of vCNEs

To identify vertebrate conserved non-coding elements
(VCNEs), a combined local and multiple alignment
strategy was used. This procedure does not look necessar-
ily for collinear elements as the previous one. In the first
step, we selected conserved elements between mammals
and fish. Each representative mammalian rCNE was

aligned against the entire set of representative fish
rCNEs by using CHAOS (39) with the next parameters:
b=1, ext=1, v=1, co=10, rsc= 1500, wl= 10,
nd =1 and selecting for segments conserved at least
S0bp sharing an identity of at least 70%. Resulting
pairwise alignments were used to extract the correspond-
ing slice from the original rCNE multiple alignments that
subsequently were aligned between them using
PROLAGAN (37) with default parameters. The cutoff
to define the significance of these alignments was
determined by randomization analysis. The alignment
columns in each rCNE were shuffled so that we main-
tained the same base composition and identity scores
inside the elements but creating not-biologically meaning-
ful sequences. The CHAOS anchoring and PROLAGAN
alignment steps were then performed on the randomized
rCNEs as reported above and the results used as false
positives in the determination of the cutoff for the selec-
tion of true vCNESs. The cutoff was calculated on the basis
of the overall percentage identity of the multiple align-
ments to consider significant a percentage of false positives
<0.5% (FDR < 0.005) when the same filter is applied to
the randomized data.

Identification of 0CNEs

The same CHAOS, PROLAGAN, randomization and
FDR filtering procedures were used as reported above,
aligning the vCNEs with the tunicate rCNEs. The
CHAOS analysis was executed between the T. rubripes
and C. intestinalis sequences with the next parameters:
b=1, ext=1, v=1, co=10, rsc= 1500, wl= 10,
nd =2 and selecting for segments conserved at least
40 bp sharing an identity of 60% minimum. Finally, the
fugu sequences of the resulting 204 mammal/fish/tunicate
conserved elements were searched against the
repeat-masked sequences of the zebrafish genome by
using WU-BLAST with the following parameters: E = 1,
W=5 B=100, M=1, N=-1, Q=2, R=1, fi-
ter = none, hspsepSmax = 10 hspsepQmax = 10,
hspmax = 0. All the resulting hits were filtered to
present: percentage identity >80% and query coverage
>80%. For each fugu sequence, the top hit was
manually chosen, curated and classified as Olfactores
conserved non-coding element (0CNE) according to the
following criteria in the given order: smaller e-value,
presence of the hit on a chromosome, bigger length,
higher identity, fugu/zebrafish collinearity, longer contig
containing the sequence. We were able to retain 183 of the
204 conserved elements and we focused on this set of
conserved regions. It is important to mention that
zebrafish was excluded from the initial analysis because
it retained many more duplicated loci in respect to other
teleosts, and this made the initial 1-to-1 homologous
group definition poorly efficient.

Homology analysis

We collected all the Ensembl genes mapped in intervals up
to 2Mb (1 Mb upstream and downstream) around each
element in every representative genome per group. For
each gene, we collected the evolutionary relationship from



Ensembl Compara. We took into consideration the follow-
ing relationship from the database: ortholog_one2one,
ortholog_one2many, ortholog many2many, between_spe-
cies_paralog and apparent_ortholog_one2one. For each
gene in the interval, we also calculated the number of by-
stander genes as the number of genes intervening between
the gene and the conserved element. We verified within the
1 Mb intervals upstream and downstream of each element,
in each pair of species, the presence of evolutionarily related
genes as opposed to unrelated genes, taking into account as
syntenic conserved oCNEs only those showing a maximum
of four bystander genes between the conserved fragment
and the closest pair of orthologous genes. For each
element, we also measured the number of evolutionarily
related pair of genes in the analyzed genomic interval. We
also searched for duplicated oCNEs in the genome of M.
musculus, D. rerio and C. intestinalis using Blastn with
default parameters and selecting only hits showing at
least 95% coverage at 95% identity. Results have been
manually checked on the Ensembl genome browser in the
searched species and in H. sapiens, T. rubripes and C.
savignyi.

Aniseed annotation integrations

The next transcript models and annotations were down-
loaded from the ANISEED database (40): JGI version 1,
KYOTOGRAIL2005, KH and ENSEMBL. Data were
downloaded from the webpage http://bit.ly/12001NL
that redirects to the respective archives. Transcript
models and annotations were parsed and joined together
to form a unique collection, and a MySQL database con-
taining all the information downloaded and generated was
used to collect and manage the data using custom perl
scripts. Annotations were attached to the data in the
pipeline by using the Ensembl transcript ID that repre-
sented the ID common to the two sets of data (Ensembl
and Aniseed).

oCNEs search in Oikopleura and amphioxus

Oikopleura genome assembly version 3 was downloaded at
JGI from http://bit.ly/VPjaD7 with relative annotations
from http://bit.ly/TYKrTY and proteome from http://
bit.ly/V5Q8yC. Amphioxus genome version 2 was down-
loaded at JGI from http://bit.ly/120NxXJ with relative
annotations from http://bit.ly/UcbKOg and proteome
from http://bit.ly/ZievBL. oCNE multiple alignments con-
taining the sequences of all the analyzed organisms were
used to build Hidden Markov Models (HMMs) using the
program HMMB from the HMMER tool version 1.8.5
(41). The program HMMFS was then used to search the
HMMs against the entire Oikopleura and the amphioxus
genomes on both strands. A cutoff score of 20 bits was
used to determine whether an oCNE was conserved. This
score indicates that a selected match is 2*°-fold more likely
to represent an authentic match than to occur by chance.
Putative target genes were considered the genes flanking
and overlapping (if any) the regions where HMMs
matched the analyzed genomes.

Nucleic Acids Research, 2013, Vol. 41, No.6 3603

Blast2GO annotation

Protein sequences of the putative target genes in amphi-
oxus and Oikopleura were functionally annotated using
the Blast2GO (42) tool with default parameters. We
executed the following analysis step: Blastp against NR
proteins, Gene Ontology (GO)-mapping, annotation, an-
notation augmentation, InterProScan. Finally we run the
analysis ‘make combined graph’ to count the frequencies
and evaluate the scores of the GO classes occurrences in
the annotated sequences. We took into consideration the
top 10 scoring GO classes with a score higher than 5 at a
level higher than 2.

Amphioxus gene pair analysis

We used the proteomes of mouse and sea squirt from
Ensembl 49 and the amphioxus proteome version 1 down-
loaded at JGI from http://bit.ly/ZievBL. We classified all
the putative homology relationships between Ciona/
amphioxus and mouse/amphioxus proteomes by executing
Blastp searches with default parameters but a maximum
e-value of 0.001. We took only the best hit (or the best
ones in case of equal e-values) showing a minimal
coverage of 50% to build a table of putative homologies.
We then analyzed the locations of the genes flanking or
overlapping oCNEs in mammals and tunicates in the
amphioxus genome. The same analysis was repeated
1000 times randomizing the homology associations
between  Ciona/amphioxus and mouse/amphioxus.
Positive elements were considered only those showing at
least one pair of associated genes on the same amphioxus
scaffold.

Ciona enhancer validations

The Ciona oCNE test fragments were designed cloning
the corresponding entire C. intestinalis/C. savignyi
conserved block as taken manually from the Ensembl
browser (34). Genomic fragments containing the Ciona
sequences of the three selected oCNEs were cloned in
Gateway constructs (43) upstream of the pFOG basal
promoter and the LacZ reporter gene. Each construct
has been tested twice and two constructs have been
prepared for each element. Ciona electroporated
embryos were developed until the early tailbud stage and
fixed for Xgal staining. About 100 embryos were inspected
for each fragment. The sequences of the primers used are
listed in Supplementary Table S2. Each clone was verified
by Sanger sequencing.

Zebrafish enhancer validations

The zebrafish oCNE test fragments were designed cloning
the corresponding entire zebrafish/mammals conserved
block as taken manually from the Vista browser (44).
The fragments were amplified from zebrafish genomic
DNA and cloned in reporter construct containing
zebrafish Asp70 minimal promoter and venus reporter
gene (mCherry in transgenesis experiments), using
Gateway system (43.,45). The Gateway destination vector
has been previously modified by introducing medaka Tol2
transposase recognition sequences flanking both sites of
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the reporter cassette to allow more efficient integration of
the transgene into the genome (46). A 570bp fugu
genomic fragment named EK, previously reported (45)
to lack enhancer activity, was used as enhancer control.
The reporter construct for each element was injected into
fertilized zebrafish eggs. The composition of the injection
solution was as follows: 15ng/pl plasmid DNA (reporter
construct), 10ng/ul tol2 in vitro synthesized transposase
messenger RNA supplemented with 0.1% Phenol red.
Approximately 150-200 (100 in transgenesis experiments)
embryos were injected for each reporter construct. The
injected zebrafish embryos were analyzed for reporter
gene activity between 24 and 28 hpf using Nikon
SMZ1500 fluorescent microscope (Olympus ScanR auto-
mated microscope in transgenesis experiments). The ex-
pression was quantified as percentage of the embryos
showing a specific pattern of reporter expression from
the total number of normal developing embryos. Oligo
sequences used to amplify the zebrafish oCNEs are listed
in Supplementary Table S2.

Ultraconserved elements and enhancer browser
data overlap

The genomic coordinates of the set of extended
ultraconserved elements (UCEs) by Stephen et al. (47)
were kindly provided by John S. Mattick. Overlap
analyses were performed between the human coordinates
of oCNEs and the coordinates of the 5404 vertebrate
UCEs. oCNEs overlapping a UCE for at least 50% of
their length were considered to be derived from this
family of conserved elements. To analyze the overlap of
oCNEs with validated UCEs, we downloaded all the
elements found in the enhancer browser database (48),
together with the functional validation results on 14
November 2012 from http://enhancer.lbl.gov/. The
database was composed of 1756 elements. Mouse
oCNEs sequences were searched in the downloaded se-
quences by using Blastn. Fisher exact test was used to
test significance for the positive/negative ratio of the
complete set of validated conserved sequences and the
oCNE overlapping set.

eRNAs overlap

The genomic coordinates related to intergenic transcribed
enhancers (eRNAs) were extracted by the supplementary
material associated to the article by Kim et al. (49). The
dataset contained 5117 single nucleotide positions related
to intergenic enhancers of which 2052 were classified as
transcribed and 3065 as non-transcribed. oCNEs and
VCNEs were considered to overlap eRNAs if their
genomic coordinates were overlapping within a 1.5-Kb
interval upstream/downstream of the eRNA single-nu-
cleotide position.

Expression analysis

Reverse  transcriptase-polymerase  chain  reaction
(RT-PCR) were executed on cDNAs and RNAs extracted
by different developmental stages of M. musculus
(embryonic day 8.5, 12.5 and adults), D. rerio (dome,
shield, 24 hpf and 5 dpf) and C. intestinalis (10 hph).

Primers were designed to amplify a fragment of ~100 bp
around each element using Primer3 (50). As positive
control, we used primers designed to show the transcrip-
tion of the following coding transcripts: bActin (D. rerio
and M. musculus), otx2 (M. musculus), Ci-ATBF (C.
intestinalis). We used the following non-coding tran-
scripts:  Ci-Pans (C. intestinalis) (51) and Pans
(Mm.221244, the murine homolog of Ci-Pans) (52). All
the used controls are known to be expressed at the time of
the sampling. As negative control, we used DNAsel-di-
gested RNA that was also used as template for cDNA
synthesis. In addition, in C. intestinalis, we also used dif-
ferent combinations of the validated oCNEs forward/
reverse primers. The primers used and schemas with the
protocols for the reactions can be found in Supplementary
Tables S3 and S4.

ENCODE/CSHL Long and Short RNA-seq
overlap analysis

Human oCNEs sequences were mapped on the hgl9
version of the human genome by using the liftOver tool.
A custom perl script was then used to query the public
instance of the UCSC MySQL database of the human
genome version hgl9 at the host genome-mysql
.cse.ucsc.edu (53). The script queried all the tables pertain-
ing to the ENCODE/CSHL Long and Short RNA-seq
data (54,55) publicly available at the moment of the
analysis to test for the overlap of the 183 oCNEs human
sequences in every sample. The tables analyzed corres-
pond to 182 samples.

Domain analysis

We collected all the Ensembl genes mapped in intervals up
to 2Mb upstream and downstream around each element
in every representative genome per group. For each gene,
we collected the domains composition from the Ensembl
core annotations and looked for domains common to all
the three groups. The same analysis was executed on a set
of randomly sampled genomic regions from the three
groups of the same dimension as the oCNEs dataset. To
avoid methodological biases, the randomly sampled
genomic regions were selected in the next way: vVCNEs
conserved between mammals and fishes were randomly
selected and associated to randomly selected Tunicate
rCNEs. We considered three different intervals around
the conserved elements (500, 1000 and 2000 Kb) and per-
formed the Fisher exact text comparing the proportion of
common domains between the real oCNEs set and the
random VCNEs/rCNEs associations for each interval
and for each domain. P-values were corrected using the
Benjamini and Hochberg method.

TFBS analysis

oCNEs sequences from M. musculus, T. rubripes and
C. intestinalis were analyzed for their composition in tran-
scription factor binding sites. We used the FAMILY col-
lection of matrices from the 2008 version of the Jaspar4
database (56) together with the TFBS perl API (57).
A threshold of 80% was used to map binding sites on
sequences. To avoid methodological biases, the same



TFBS scanning procedure was performed, for each
species, on a set of randomly seclected regions of the
same length and number of oCNEs extracted from the
set of vVCNEs (mouse ad fugu) or rCNEs (Ciona) and
the results compared using the Fisher exact text.
P-values were corrected using the Benjamini and
Hochberg method. Only binding sites significantly
enriched in all the three organisms tested were kept into
consideration.

GO analysis

We considered the association of the conserved elements to
the genes determining the genomic regions selected in the
data-selection phase. GO functional enrichment analyses
were performed on the set of mouse and Ciona genes
associated to oCNEs. For the mouse set, we compared
the following: (i) functional annotation of the vCNEs
with the mammalian rCNEs; and (i1) functional annotation
of the vCNEs with the oCNEs by using DAVID (58) and
FATIGO (59). The Ciona GO annotations are not present
in the above tools nor in the official GO release; therefore,
we extracted them from the Aniseed database (40). We
then compared the set of genes retaining tunicate rCNEs
with the set of genes retaining oCNEs. For each class,
we used the Fisher exact text and the P-values were
corrected using the Benjamini and Hochberg method.

RESULTS

Discovery of mammalian, fish and tunicate conserved
non-coding elements (Olfactores CNEs)

CNEs between vertebrates and tunicates have never been
reported so far (15). Therefore, we developed a novel
highly sensitive, highly stringent, progressive pipeline to
be able to identify the presence of vertebrate CNEs in
Ciona (see ‘Material and Methods’ section and
Figure 1A). The pipeline used the following combinations
of three groups of genomes: (i) Mammals: M. musculus,
H. sapiens, C. familiaris; (i) Fishes: T. rubripes, G.
aculeatus, O. latipes; and (iii) Tunicates: C. intestinalis,
C. savignyi. We took into consideration all genes for
which there were predicted 1-to-1 orthologs within the
Ensembl database (34) in all the genomes within each
group, which led to the analysis of 14201, 12896 and
5786 groups of orthologous loci for mammals, fishes and
tunicates, respectively. We began by selecting elements
conserved in a collinear manner within each single group
using MLAGAN and VISTA (38,60). The results were
filtered stringently to discard ‘known genic’ regions (po-
tentially transcribed regions overlapping annotated genes,
proteins, EST and predictions) and eliminating redun-
dancies from ‘non-genic’ regions. The analysis produced
92435, 27145 and 4525 non-redundant, non-genic,
collinearly conserved elements in mammals, fish and tuni-
cates, respectively. We will refer to these initial dataset as
rCNEs because they are conserved collinearly within each
group. We then proceeded to use these data in a multi-step
local and multiple alignment strategy to progressively
search for conserved elements among groups, allowing
non-collinear conservation and using randomization
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steps to exclusively select significantly conserved regions
with a FDR <0.5% (see ‘Material and Methods’ section)
(61). To get sequences conserved in vertebrates, we aligned
mammalian rCNEs against fish rCNEs, generating what
we will refer to as vertebrate CNEs (vVCNEs). We obtained
900 vCNEs, the majority of which overlap the set of CNEs
by Woolfe et al. (3). Then, to select sequences significantly
conserved across Olfactores, we aligned tunicate rCNEs
against the 900 vCNEs, performing a further step of ran-
domizations and FDR filtering (see ‘Material and
Methods’ section). The analysis resulted in a final set of
183 oCNEs associated to 91, 93 and 121 genes in
mammals, fishes and tunicates, respectively. Table 1 can
be used to get a clearer understanding of all the abbrevi-
ations most commonly used to refer to conserved elements
in this and other articles.

The pipeline herein presented progressively joins
together groups of species to extract group-specific
conserved elements. We focused on the 183 elements
conserved among all the Olfactores species considered
(see Figure 1B-E for an exemplar element and descriptive
charts). Their overall percentage identity (number of iden-
tical columns divided by the length of the alignment) spans
from 52 to 67% (average 55%). The average length of
the elements is 45bp, and the majority of them are
found in intergenic regions in all the analyzed species.
Supplementary Table S5 contains all the information
about the elements discovered and their sequences.

oCNEs are non-syntenic between vertebrates and tunicates

The 183 oCNEs identified in this study are syntenic among
vertebrate loci, but are found in non-syntenic locations in
tunicates (i.e. surrounding genes for which the
orthologous genes are not found in the corresponding ver-
tebrate locus). It is well known that conserved enhancers
can be functional over long distances and that bystander
genes can be found between enhancers and their target
genes (62,63). To check if oCNEs could be located far
from their target genes, we searched for orthologous
and/or paralogous genes in regions up to 2Mb in
mouse/fugu for vertebrates and mouse/sea squirt for
Olfactores. We verified within 1 Mb intervals upstream
and downstream of species, the presence of evolutionarily
related genes as opposed to unrelated genes, taking into
account as syntenic conserved oCNEs only those showing
a maximum of four unrelated genes between the conserved
fragment and the orthologous genes. In vertebrates, the
majority of the oCNEs are found directly flanking or
overlapping orthologous genes and they are also found
in prevalence in large syntenic blocks. Only seven
elements in mouse show the presence of one unrelated
gene and three are separated by two unrelated genes
from their putative target gene. In fugu, three elements
show one unrelated gene. Overall, >85% of the elements
analyzed contain >1 pair of evolutionarily related genes in
the analyzed interval, >50% of the elements contain >5
pairs and ~20% contain >10 pairs. We performed the
same check comparing the mouse and the Ciona
genomes, and no element could be classified as
syntenically conserved. To further verify this finding, we
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Figure 1. Description of oCNEs workflow and data: Panel A shows the schema representing the workflow of the pipeline herein presented. In the
boxes are indicated the different steps of the procedure, out of the boxes the input and/or output of each step. MSA: multiple sequences alignment.
PSA: pairwise sequences alignment. In B is shown an example of the conserved element (0CNE) discovered. Panel C indicates the number of oCNEs
classified accordingly to their genomic locations relatively to the associated gene structure in tunicates and vertebrates. The majority of elements are
conserved in intergenic regions in both organism groups. Finally, D and E plot the distributions of the length and of the overall percentage identity
of the 183 oCNEs.



Table 1. Abbreviations commonly used for conserved elements
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Abbreviation  Full name Organismal group Reference

CNG Conserved non-genic elements Mammals Dermitzakis er al., Nature 2002

UCE Ultra conserved elements Mammals, vertebrates Bejerano et al., Science 2004

CNE Conserved non-coding elements vertebrates Woolfe et al., Plos Biology 2005

SCE Shuffled conserved elements Vertebrates Sanges et al., Genome Biology 2006
PCNE Phylogenetically conserved non-coding elements ~ Vertebrates, vertebrates+amphioxus  Hufton er a/., Genome Research 2009
rCNE Regionally conserved non-coding elements Mammals, fishes, tunicates This work

vCNE Vertebrate conserved non-coding elements Vertebrates This work

oCNE Olfactores conserved non-coding elements Vertebrates + tunicates This work

The table indicates the abbreviations most commonly used to refer to conserved elements in this and other articles. For each acronym, we reported
the full text, the group of organisms to which the elements are referring and the first article using it.

manually screened the genes flanking and overlapping
(if any) oCNEs after having integrated the automatically
verified Ensembl Ciona annotations with the ones down-
loaded from the Aniseed database (40). The curated an-
notations can be found in Supplementary Table S6. We
noticed that, using the integrated annotations, a single
oCNEs from the whole dataset can be considered as
syntenic between vertebrates and ascidians. The element
is found in an intron of the FoxP1 gene in both groups.
The homology relationship between the two genes was not
present in the version of the Ensembl database used in the
analyses; therefore, it was classified as non-syntenic. We
could not find any other missing relationship.

We also looked for specific duplication of oCNEs
elements to check if duplicated elements could be found
close to missing orthologous genes. This analysis allowed
us to identify 14 duplicated elements of which three are
present in all the vertebrate genomes analyzed, two are
only found in mammals, two only in fishes, four exclu-
sively in zebrafish (due to additional duplications of
loci containing them) and three only in tunicates
(see Supplementary Table S7). Elements specifically
duplicated in vertebrates, mammals or fishes are
associated to paralogous genes, which demonstrate that
they were retained after local or whole genomic duplica-
tions. In C. intestinalis, on the other hand, the three
duplicated elements are found in multiple copies within
the same genomic region associated to the same genes.
The result in Ciona could be due in some cases to
assembly problems, and in fact in two cases the
C. savignyi genome contains only a single copy of the
same element. One element, however, is present in
multiple copies in both genomes.

These results suggest either that oCNEs were eventually
shuffled in tunicate genomes or that they were retained
after genomic rearrangements and co-opted by different
genes. Given the asymmetric design of the starting gene
set, for which we used different numbers of genes from
each group, we analyzed the number of genes with
annotated orthologs, to verify whether the results
obtained and the lack of synteny between oCNE contain-
ing loci could be due to a lack of inter-group ortholog
annotation. Among the total set of 5786 analyzed Ciona
gene loci, 3957 (68%) have an annotated ortholog in the
set of fish analyzed loci (4107 in mammals), while of the
121 loci containing oCNEs, 61 (50%) have an annotated

ortholog in fish (63 in mammals), but no conservation
outside the coding exons could be detected between
syntenic vertebrate and tunicate orthologous loci. The
difference between the proportions is significant
(P = 2.1e-05, Fisher exact test) suggesting that our
results are not a random sampling of the starting
dataset. These results indicate that oCNEs are found in
regions showing significantly less annotated orthologous
genes.

oCNEs can act as tissue-specific enhancers

CNEs have the ability to act as tissue-specific enhancers.
Therefore, to test if oCNEs may carry enhancer activity,
we have tested them in sea squirt and in zebrafish. Three
genomic DNA fragment containing oCNEs (see
Supplementary Table S5 for corresponding id) were
chosen to be tested for specific enhancer activity within
developing sea squirt and zebrafish embryos. We selected
the genomic locus in Ciona containing the highest number
of oCNEs. This region is a long intergenic region contain-
ing 10 oCNEs, which is found between the ci0100140718
gene (a gene with no annotated homologs in vertebrates,
which appears to be a reductase based on protein domain
annotation) and a gene named Ci-ATBF. Ci-ATBF is a
homeobox transcription factor representing the Ciona
homolog of the mammalian ATBFI gene. It is involved
in neuronal differentiation in vertebrates as well as
invertebrates (64,65). In Ciona, Ci-ATBF is expressed in
mesenchyme, tail epidermis, endoderm, visceral gan-
glion and nerve cord during development (66). ATBFI
was previously shown to be associated with a cluster
of group-specific conserved elements both in vertebrates
and in worms (6). The top three most conserved
oCNEs from this cluster of 10 were chosen to be validated
(Figure 2A).

The first element (E1, id 1351907, 64% overall percent-
age identity), in mammals, is contained within a known
UCE (enhancer browser id 189). This UCE was tested in
transgenic mice by Pennacchio et al. (48) and the results in
the enhancer browser indicate strong and restricted
enhancer function in the neural tube at day 11.5. In
mammals and fishes the element is localized in a gene
desert upstream of the Sox2/ gene known to promote
the progression of vertebrate neurogenesis (Figure 2B)
(67). The second tested element (E2, id 1353058, 66%
overall percentage identity) shows the highest
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conservation score in vertebrates and is found down-
stream of the Pax7 gene, which plays a role in neural
crest development (Figure 2C) (68). The third element
(E3, id 1352705, 60% overall percentage identity) maps
upstream of Prrx/l (Drgx) a transcription factor
involved in neuron migration, axonogenesis and nervous
system development in vertebrates (Figure 2D). This
element is associated with a UCE, which has been tested
in mouse and resulted negative at 11.5 days (enhancer
browser id 318) (48). Therefore, while these three
elements are found inside the same gene desert in Ciona,
they are present in three different regions among verte-
brates. On the other hand, their genomic organization
and the functions of the flanking genes are highly
similar, as all elements are localized in intergenic regions
flanking a transcription factor gene expressed in the de-
veloping neural system. These genes are Sox2/, Pax7 and
PrrxlI in vertebrates and Ci-ATBF in tunicates.

Genomic fragments containing the Ciona sequences of
the three selected oCNEs were cloned in Gateway con-
structs (43) upstream of the pFOG basal promoter and
the LacZ reporter gene and electroporated in sea squirt
embryos (see Figure 2E-G, ‘Material and Methods’
section and Supplementary Table S2). To verify if the
elements could be categorized as positive enhancers, we
calculated the total percentage of embryos expressing the
reporter and used a minimum cutoff of 25% positive
embryos as done in similar studies (69). From this
analysis, the 600-bp fragment containing the El element
showed strong enhancer activity exclusively in the mesen-
chyme (Figure 2E; 61% positive embryos). The 900-bp
fragment containing the E2 element also resulted to be a
functional enhancer, albeit weaker and in variable
tissues (epidermis, muscle, mesenchyme and notochord),
where the most representative and specific staining was in
two cells at the tip of the tail (Figure 2F; 28% positive
embryos). Finally, the 300-bp fragment containing
the E3 gave weak mesenchyme staining in a lower
number of embryos (20%) and was considered negative.
Interestingly, the patterns of expression driven by the
El and E2 constructs are in good agreement with
the expression pattern of Ci-ATBF at the tailbud
stage (66).

To evaluate the regulatory potential of these sequences
in a vertebrate context, genomic fragments containing the
zebrafish sequences of the same oCNEs were inserted in a
construct containing a zebrafish /sp70 minimal promoter
and the venus reporter gene and microinjected into
zebrafish embryos (see ‘Material and Methods’ section
and Supplementary Table S2). Subsequently, fluorescence
reporter activity was detected to assess their enhancer
function (Figure 2H-L). Results from the 500-bp
fragment containing E1 showed expression (44% of the
embryos) of the reporter mainly in the telencephalic
region but also extending posteriorly to the hindbrain in
agreement with the expression pattern of sox2/ in
zebrafish (Figure 2H). The 500-bp fragment containing
the E2 element drives broad expression (67%) in the
anterior neural tube, more specifically in whole forebrain
and hindbrain regions. Additionally, ~20% of the injected
embryos showed enhanced reporter expression in the

skeletal muscle, which was not observed with the
enhancer control or E1 construct injected embryos, sug-
gesting that in addition to neuronal enhancer activity, the
E2-containing fragment possesses a skeletal muscle—en-
hancer activity in this transient transgenic reporter assay
(Figure 2I). The observed expression pattern was similar
to that of the pax7a gene, upstream of which E2 is located.
The 1100-bp genomic fragment containing E3, on the
other hand, showed weak activity similar to the
enhancer control construct with no emerging
tissue-specific pattern (Supplementary Figure S1 for a
complete outcome of the zebrafish experiments), and
thus this element was not considered to act as an
enhancer, similarly to the case for the corresponding
Ciona element (Figure 2L and Supplementary Figure
S1). These results show that two out of three genomic
fragments containing the selected oCNEs have the
ability to work as enhancers both in vertebrates and in
tunicates, and their patterns of expression is in agreement
with that of neighboring genes. The third element was
consistently found not to act as an enhancer in both
organisms tested and in mouse via the enhancer
browser, suggesting it might require testing in different
developmental stages, or that it might have other func-
tions which were not tested. Interestingly, according to
the Broad HMM classification based on chromatin
states in several cell lines, the corresponding human
genomic region is classified in the UCSC genome
browser as a poised promoter in ES cells, i.e. presents
bivalent histone marks, H3K27me3 and H3K4mel/2
(data not shown).

oCNEs can act as enhancers in cross-transgenesis
experiments

We also performed cross-transgenesis experiment to
evaluate if the fragments were capable to work in a differ-
ent background. Ciona fragments were injected in
zebrafish, and similarly, zebrafish elements were tested in
Ciona. All Ciona elements enhanced the activity of a
minimal promoter when tested in zebrafish embryos
(Figure 2P-R and Supplementary Figure S2).
Conversely, all zebrafish elements showed activity in
Ciona embryos (Figure 2M-O and Supplementary
Figure S3). The EI fragments showed the strongest
activity in  these cross-transgenesis experiments.
Interestingly, both Ciona and zebrafish E1 fragment dis-
played highest activity in fish anterior neural tissue. Ciona
and fish E1 also showed overlapping activity in Ciona
mesenchyme. Likewise, the Ciona fragment containing
E2 showed neuronal and muscle activity in zebrafish ex-
periments, similar to what is observed with zebrafish E2.
Thus it seems that the two strongest oCNE enhancer we
tested, the EI and E2 elements, have conserved at least
some of their cis-regulatory specificity between the two
species. This cis-regulatory activity is, however, differently
interpreted in the two organisms, brain in zebrafish versus
mesenchyme or muscle in Ciona, possibly as a result of
changes in the expression profiles of trans regulators
between these two species (18).
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Figure 2. Functional validation of oCNEs enhancer function: three oCNEs were selected to be validated (E1, E2 and E3). Schemas represent the
genomic intervals containing the selected oCNEs and the reciprocal positions of the elements and the associated genes. For clarity purposes the
schemas are not respecting a specific scale. Panel A indicates that the three chosen elements are present in the same intergenic region in tunicates
associated to the Ci-ATBF gene. In B-D are reported the three distinct vertebrate intervals containing the selected conserved sequences El, E2, E3
and the respective oCNE alignments in all the analyzed species. Pictures E-G report the most representative expression pattern driven by the
elements E1, E2 and E3, respectively, in C. intestinalis. Pictures H, I, L report the most representative expression pattern driven by the elements
El, E2 and E3, respectively, in D. rerio. M—O report the most representative expression pattern driven by the zebrafish elements El, E2 and E3,
respectively, injected in C. intestinalis. Finally P-R report the most representative expression pattern driven by the Ciona elements El, E2
and E3, respectively, injected in zebrafish embryos.
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0oCNEs overlap ultraconserved elements and are enriched
in transcribed enhancers

UCEs are extremely conserved non-coding sequences,
whose function is not yet completely understood. They
were shown to regulate transcription in mammal
embryos as well as to be transcribed (48,70). UCEs are
mostly associated with developmentally regulated genes
and are enriched in gene deserts (2). The observation
that two out of three validated genomic fragments con-
taining oCNEs overlap UCEs in vertebrates led us to
verify the overall proportion of oCNEs overlapping
UCEs. Therefore, we calculated the overlap of the
oCNEs with the extended set of 5404 vertebrate UCEs
reported by Stephen er al. (47) discovering that the
majority of oCNEs overlap known vertebrate UCEs
(145 out of 183, ~80%). The overlap is significantly
higher than the overlap between VCNEs and UCEs (499
out of 900, 55%, P = 3.8e-09) pointing out that this is an
oCNEs-specific enrichment. It is important to point out
that such overlap could also be partially explained by our
multi-steps procedure, which progressively selects for the
highest conserved segments within each group. However,
the usage of stringent parameters in the randomization
steps rejects the hypothesis that these elements are
conserved merely by chance. Extensive information
about the functional validation of UCEs can be found in
the enhancer browser (48). The database is composed of
1756 elements of which 50% (887) resulted to be positive
as enhancers at the developmental stage tested. We
calculated the overlap of these elements with the set of
oCNESs. The results show that 85 out of 183 oCNEs
overlap a conserved element tested in the enhancer
browser. Of these, 66% (56) resulted to be functional en-
hancers in mouse. The difference between the two propor-
tions is significant (P = 3.9E-03) indicating that oCNEs
are enriched for elements found to be functional enhancers
in mouse at developmental stage 11.5E. Several studies
indicate that enhancers and UCEs can also be transcribed
(49,70,71). To verify the possibility that oCNEs could act
also at the transcript level, we tested the overlap between
them and the published set of transcribed enhancers by
Kim et al. (49). They showed that a subset of
stimulus-dependent enhancers from mouse cortical
neurons also show activity-regulated RNAPII binding,
and therefore they are transcribed (49). The total set of
intergenic functional enhancers contains 5117 genomic
positions; of these, 2052 are also transcribed and are
named eRNAs, while 3065 are not transcribed. The
overlap between these two sets of enhancers and oCNEs
shows that 15 oCNEs overlap eRNAs and only three
overlap non-transcribed enhancers (Figure 3A). The dif-
ferences between the overlaps in the two classes suggest
that oCNE:s are enriched for eRNAs (P = 0.0078). This is
not a bias given by a priori enrichment in the vCNEs
group, and indeed the same analysis in VCNEs group
yield a similar proportion of conserved elements
overlapping eRNAs and non-transcribed enhancers
(P =0.57). This result suggests that oCNEs could be
enriched for a specific class of enhancers also able to be
transcribed.

oCNEs can be transcribed

To validate if the identified elements are transcribed, we
carried out RT-PCR from RNAs collected at four differ-
ent stages of zebrafish development. Experiments were
executed on the three elements for which we tested
already the enhancer function. All the elements were
found to be transcribed in a dynamic manner during de-
velopment. While E1 and E2 appear to be expressed after
shield stage, E3 starts to be transcribed at gastrula stage
(Figure 3B). All three elements show a peak of transcrip-
tion at 24 hpf, hinting at a potential role for transcription
during the late gastrulation stages. Similar analyses were
carried out in mouse as well as in sea squirt. In mouse, we
tested expression at 8.5, 12.5 and adult stages. Expression
was not detected at 12.5 and adult stages (data not
shown), and conversely, expression of E1 and E2 but
not E3 was detected at 8.5 (Figure 3C). Transcription of
the three elements in C. intestinalis at the tail-bud stage
showed expression of elements E2 and E3 (Figure 3D).
These findings suggest that the identified oCNEs can be
expressed during development in Olfactores and that the
transcripts are produced at low levels as already shown for
eRNA and more generally non-coding RNAs (49,72).
Overlap analyses of zebrafish oCNEs against recently
published dataset of RNA-seq data (73,74) did not give
significant results, suggesting that their weak expression
levels could need higher depth of sequencing to be
detected.

To better understand if oCNEs transcripts could be
associated to short or long RNAs, we analyzed the
overlap of oCNEs with the UCSC human genome
browser tracks collecting transcribed contigs from the
ENCODE/CHSL RNA-seq data on Long (98 samples,
117388194 transcribed contigs) and Short (84 samples,
5452981 transcribed contigs) RNAs (53-55). The
number of contigs overlapping each element indicates
the number of samples in which an oCNEs overlap a
transcribed region supporting the putative transcription
of the element. Mapping of the oCNEs was compared
with the mapping of a similar number of randomly
selected elements. The results obtained indicate that 158
oCNEs overlap 4866 RNA contigs from the Long
RNA-seq dataset, while 147 random elements overlap
3191 contigs. The difference between the two dataset is
significant (P = 2.5E-77). The average number of
samples in which each oCNEs result expressed in the
Long RNA-seq dataset is ~30, while it is ~20 in the
random set (Supplementary Figure S4). In the same
analysis, using the Short RNA-seq data the oCNEs
resulted to map on 18 contigs, while random regions
overlap with seven; this difference is not significant
(P =0.08). We thus hypothesize, in the light of these
results, that oCNEs are unlikely to be transcribed as
short RNAs.

Functional enrichment analyses suggest oCNEs as hubs of
homeobox gene regulatory networks

Genes and sequences associated with oCNEs were
analyzed to define functional enrichments that could
shed light on their specific cellular functions and origins.
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Figure 3. Potential transcription of oCNEs: The oCNEs result to be enriched for eRNAs. Pie-charts in (A) show how vCNEs and oCNEs
overlapping enhancers from Kim e al. (49) segregate between the classes of eRNAs and non-transcribed enhancers. Twenty-eight vCNEs overlap
enhancers from Kim ez al. and ~40% of them overlap eRNAs. Conversely, 18 oCNEs overlap enhancers from Kim ez al. and >80% of them overlap
eRNAs. The three oCNEs used for the validation of the enhancer function were also validated for transcriptional activity in D. rerio (B), M.
musculus (C) and C. intestinalis (D). Primers were designed to amplify a fragment of ~100 bp around each element. As positive control, we used the
following coding transcripts: bActin (D. rerio and M. musculus), Otx2 (M. musculus), Ci-atbf (C. intestinalis). Non-coding transcripts used were as
follows: Ci-Pans (C. intestinalis) (51) and Pans (Mm.221244, the murine homolog of Ci-Pans) (52). All the used controls are known to be expressed at
the time of the sampling. As negative control, we used DNAsel-digested RNA (indicated as RNA in B and C and as *-” in D). In C. intestinalis, we
also used different combinations of the forward/reverse primers. The absence of signal in the cDNA template PCR is indicative of the absence of
genomic DNA contamination in the cDNA preparation demonstrating that the amplicons are real RNA products.

All the functional associations were analyzed considering
as reference ‘universe’ the groups of genes (or sequences)
containing at least one rCNE in sea squirt or one vCNE in
mouse. Such a strategy is necessary to avoid false enrich-
ments resulting from the fact that these elements are
primarily conserved inside each group. First of all, we
decided to verify whether genomic regions containing a
specific oCNE were enriched for genes containing the
same specific protein domains both in vertebrates and
tunicates. Therefore, domain enrichment analyses were
performed by (i) identifying if and which length interval

in mouse and sea squirt showed significantly enriched fre-
quency of common domains; and (ii) checking for the
specific significantly enriched domains. The protein
domains identified from genes transcribed in genomic
intervals containing each oCNE were compared with
those identified in randomly paired vCNE/rCNE
regions. We performed the analysis over three length inter-
vals around oCNEs, and the significance of the associ-
ations decreases proportionally with respect to the
extension of the window, disappearing at ~1Mb
(Supplementary Figure S5), in line with previous
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observations for the range of action of long-distance en-
hancers (62). Focusing on a window of 500 kb (adjusted
P =0.03), the common domains resulting significantly
enriched in oCNE regions as opposed to random
vCNEs/rCNEs pairs are the homeobox (adjusted
P =0.02) and the helix-turn-helix (HTH) lambdare-
pressor (adjusted P = 0.02), as shown in Figure 4A. The
homeobox gene superfamily encodes transcription factors
that act as master regulators of development through their
ability to activate or repress a diverse range of down-
stream target genes (75). The HTH domain is a common
denominator in basal and specific transcription factors
from the three superkingdoms of life and is frequently
present in homeobox genes (76).

Then, to check if oCNEs may indicate a common
conserved regulatory mechanism, we performed a similar
analysis focused on transcription factor binding site
enrichments taking into account as significant only
binding sites significantly enriched in all the groups of
organisms. To this aim we used the transcription factor
binding matrices from the Jaspar Family database (56),
which provides generic matrixes for major families of tran-
scription factors. We found common significant enrich-
ments for binding sites recognized by the homeobox
(Ciona adjusted P = 1.0E-13), the high mobility group
(HMG:; Ciona adjusted P = 4.3E-05) and the forkhead
(Ciona adjusted P = 1.0E-03) transcription factors
classes within oCNEs sequences (see Figure 4B for
results in Ciona and Supplementary Table S8 for results
in all the tested species). Interestingly, the HMG proteins
are a superfamily of nuclear proteins that bind to DNA
and nucleosomes and induce structural changes in the
chromatin. They are important in chromatin domains
dynamics and in regulating the expression of specific
genes during development (77). Forkhead box (Fox)
proteins are a superfamily of evolutionarily conserved
transcriptional  regulators, which control a wide
spectrum of biological processes and are heavily used in
developmental processes (78). Finally, GO enrichment
analysis was performed on the set of genes associated
with oCNEs and compared with the genes associated
with rCNEs found in C. intestinalis. GO classifications
for C. intestinalis were extracted from the Aniseed anno-
tation database (see ‘Material and Methods’ section).
Figure 4C shows the GO classes resulting specifically
enriched in Ciona oCNEs: multicellular organismal devel-
opment (adjusted P = 6.58E-006), sequence-specific DNA
binding (adjusted P = 1.17E-05), transcription (adjusted
P =0.0007), cell differentiation (adjusted P = 0.0008),
transcription factor activity (adjusted P = 0.008) and
calcium ion binding (adjusted P = 0.017). Taken
together, these results clearly indicate that the genes sur-
rounding oCNEs as well as the transcription factors po-
tentially binding oCNEs are significantly associated with
genes involved in development and, more specifically, to
morphogenesis and differentiation and these enrichments
are significantly more specific than the ones related to
rCNEs. GO enrichment analyses performed in mouse
using either DAVID (58) or FATIGO (59) gave similar
results when we compared oCNEs or vCNEs with rCNEs,
but no enrichment was found comparing mouse oCNEs

with vCNEs, suggesting that, in vertebrates, oCNEs and
vCNEs belong to similar functional classes (data not
shown).

Conservation in the Oikopleura and amphioxus genomes

To understand if oCNEs are retained in other sequenced
model chordates, we searched for their presence in the
Oikopleura  dioica and amphioxus (Branchiostoma

floridae) genomes. The pipeline we presented needs at

least two sequenced and well annotated genomes belong-
ing to the same class to analyze that specific class of or-
ganisms, and therefore we could not analyze them using
our pipeline. Moreover, as we did not detect Ciona
oCNEs sequences in the Oikopleura and amphioxus
genomes by using Blastn, we decided to use information
from all the organisms in oCNE blocks to build HMM
(41) matrices from each oCNE multiple alignment based
on the sequences conserved in all the analyzed species. We
then scanned the Oikopleura and amphioxus genomes with
the HMMs thus generated. This search yielded nine
conserved elements in the Oikopleura and 13 in the amphi-
oxus. Genes flanking and overlapping the elements thus
discovered were annotated using Blast2GO (42) and con-
sidered as putative target genes. Annotations were
manually checked against Ciona and mouse overlapping
and flanking genes for each respective element (see
Supplementary Table S6). Again, these elements resulted
not to be located in the vicinity of evolutionarily related
genes, although they appear to be associated to genes
functionally related. Indeed, according to the Blast2GO
classification, the top scoring biological processes repre-
sented in the associated genes are related to development
and regulation (Supplementary Table S9). The number of
conserved elements is small, and therefore, we cannot test
for significance; however, the biological functions
annotated by Blast2GO are remarkably similar to those
enriched in the 183 original oCNE dataset. It is particu-
larly interesting the presence of oCNEs in Oikopleura
genomic loci containing putative orthologous for the
Bmp and Lim homeobox genes. Indeed, these genes are
also associated to oCNEs in vertebrates and ascidians. In
the amphioxus, interesting genes associated to oCNEs are
the putative homologs of Jumonji, Argonaute and Znf729.
We conclude that only a small number of oCNEs is rep-
resented in the Oikopleura and amphioxus genomes, and
these elements are not syntenic with ascidians or verte-
brates but, again, their genomic loci result to be associated
to functionally similar regions.

Finally, we checked if oCNE neighborhoods lacking
synteny between Ciona and vertebrates could show evi-
dences for common origin when taking into account the
genome of amphioxus (i.e. are close together on the
amphioxus genome). The results indicated that only
three oCNEs could be associated to pairs of putative
target Ciona/mouse genes localized on the same scaffold
in the amphioxus genome (with a distance between them
of 263617, 2448029 and 898799 bp). Randomizations
showed that this result is not significant (1000 randomiza-
tion produced an average of 6.4 associations with a
standard deviation of 2.8). Interestingly, Hufton et al.
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reported the discovery of >1000 CNEs [defined as phylo-
genetically conserved non-coding elements (PCNEs)]
among vertebrates or between vertebrates and amphioxus.
Out of 183 oCNEs, 122 overlap the published set of ver-
tebrate PCNEs, and 42 of them overlap the set conserved
between vertebrates and amphioxus (data not shown).
These PCNEs are conserved collinearly between verte-
brates and amphioxus as a result of the methodology
adopted. Our HMM approach could only map 4 out of
these 42 oCNEs in Amphioxus, despite identifying some
non-syntenic well-conserved oCNEs in this organism. This
is probably because of the fact that the alignments by
Hufton et al. were produced in a locus-specific way and
with an estimated false-positive rate between 2 and 10%
(based on two randomizations) as compared with our
oCNE analysis, which was performed genome-wide at
an FDR of 0.05%, and our HMM search, which was
calibrated at high stringency, i.e. to yield only the
original oCNE and close paralogs within the genome of
origin, and thus only similar conserved elements in other
genomes.

DISCUSSION

In this study, we developed a pipeline capable to identify,
for the first time, CNEs spanning Olfactores genomes. Our
analysis resulted in a set of 183 conserved non-coding
blocks (0CNEs). We showed that oCNEs mainly overlap
previously published UCEs and, although they are
syntenic among vertebrates, they are found in
non-syntenic loci in tunicates. Nevertheless, oCNEs are
significantly associated with homeobox containing genes
and genes involved in organismal development; also, they
are significantly enriched for binding sites recognized by
homeobox transcription factors. Such preponderance of
homeobox genes associated to oCNEs, in the genomic
context as well as in binding site predictions, could
indicate a complex network of interactions which,
during development, involve reciprocal regulatory rela-
tionship within this family of genes. The players of this
network (usually defined as the ‘input’) appear to be the
same genes in all the animal groups studied, but the regu-
latory interactions and the domains of expression encoded
within these networks (often seen as the ‘output’), appears
to be different in distant groups [see Cameron and
Davidson (26) for a first proposal of the input/output
theory]. Genomic fragments containing oCNEs act as
domain-specific enhancers in developing embryos of sea
squirt, mouse and zebrafish without retaining the same
domain specificity between the groups. The cross-
transgenesis experiments indicate that despite the long
evolutionary distance separating the species under investi-
gation, conserved oCNEs can retain enhancer effect in
cross-species analysis and support the functional signifi-
cance of these conserved sequences. While the specificity
of enhancer effects is not fully retained, at least in the case
of Ciona El, anterior telencephalic activity is enriched in
zebrafish, which is reminiscent to the zebrafish
orthologous eclement resulting mostly specific to the
anterior telencephalon. It is noteworthy that all elements

tested appear to enhance the activity of a minimal
promoter in fish as well as in Ciona. We chose to
amplify larger fragments because the conservation
between vertebrates and ascidians is limited to short se-
quences of ~50bps, which is unlikely to reflect the
minimal functional unit. Consistent with this expectation
oCNEs are anchored in longer regions conserved within
each respective group. Thus oCNEs might represent a part
of a specific regulatory element which, to work, would
need support from sequence eclements found in the
flanking regions.

With constant refinements in the technologies capable
to detect non-abundant transcripts, the observations that
a large number of enhancers are also transcribed are
tangibly increasing (49,54,70,71), suggesting that, at least
in mammals, thousands of enhancers are transcribed.
Interestingly, the oCNE dataset also shows significant
overlap with the eRNA dataset. This enrichment is not a
bias determined by the composition of VCNEs, indicating
that oCNEs probably belong to a specific class of enhan-
cers, which can also be transcribed. Furthermore, we
indicate, by analyzing a large number of publicly available
ENCODE datasets, that they are unlikely to transcribe
short RNAs. It should be noted that for most eRNAs
and UCEs analyzed, the full length and nature of the
RNA molecules transcribed by these regions remains a
largely unresolved question. Indeed, in this work, we
demonstrated that oCNEs can effectively be transcribed
even if we have not directly addressed the functional as-
sociation between the transcription and the enhancer
function. Further and more in-depth validations would
need to be conducted to verify the extent, nature and spe-
cificity of oCNE expression.

It is important to specify that our results depend heavily
on the methodology we used to identify oCNEs and that
some homology relationships might be missing from
current annotations. This raises the question whether
oCNEs might be identified by mere chance. Our
randomization-based filtering approach, which makes
use of stringent FDR criteria indicating that <l oCNE
could be false, is pointing against this idea. On the
contrary, given that other approaches were performed
with more lenient statistical stringency, it is possible that
we have missed some bona fide oCNEs, which might
warrant future investigation. Similarly, our HMM
search of oCNEs in other species such as amphioxus
was performed stringently and might thus miss related
and relevant CNEs, which could have diverged beyond
the stringency of our approach. Manual curations of
results and the significant overlaps with other relevant
datasets such as eRNAs, UCEs, ENCODE data and the
experimental evidence we produced are further proof of
oCNEs’ biological relevance. A different and altogether
more complex issue is to what extent oCNE-like
elements could arise by convergent evolution. We do not
have sufficient data to tackle appropriately this issue but
we speculate that it could be unlikely if we consider a
parsimonious scenario for the evolution of such
elements. Finally, assembly errors could have generated
some of the extensive non-orthologous shuffling we have
observed. This is an important concern to address because



many of these elements are found in gene deserts in which
the lack of gene annotations can cause a higher proportion
of assembly errors. However, in our pipeline this is
unlikely because oCNEs originate from regionally
conserved collinear regions in each group of organisms.
Thus, to make an assembly error responsible for the gen-
eration of an oCNE, the same error should have occurred
twice in the same collinear manner in at least two different
organisms, which we believe to be highly improbable. It is
possible, though, that assembly errors could cause some
artificial duplication within the same genomic region of
similar oCNEs, as seen in the duplication analysis within
Ciona.

So, how can we explain the fact that such conserved
regions are not conserved in a collinear fashion? The
sequencing of new genomes could help us in shedding
light on this point. Classically, CNEs are considered col-
linear regulatory regions conserved among lineages in
terms of their position as well as in terms of their associ-
ation to target genes whose sequences are conserved in
their respective lineage but not among different lineages
(6). oCNE elements do not appear to belong to this class,
because they are well conserved among different linecages
in terms of sequence while not being collinear. This is
supported by the observation that, genes associated to
oCNEs are significantly enriched for groups of genes in
ascidians lacking clear vertebrate orthologs. Although
they are not associated to the same potential target gene,
they appear to maintain a clear preference for certain
functional classes of genes. Despite a longer divergence
time between amphioxus and vertebrates compared with
Ciona and vertebrates, the conservation of synteny with
vertebrates is greater for amphioxus than for Ciona (16).
About 74% of amphioxus scaffolds show a significant
presence of orthologs from the same human chromosome,
while in Ciona, this proportion is ~9%. The Oikopleura is
the only known chordate genome to show no significant
conservation of gene neighborhood with other chordates
(79). Our sensitive pipeline has been able to find a single
collinear element conserved between vertebrates and as-
cidians, and analysis in the amphioxus and Oikopleura
genomes show the presence of a minority of non-collinear
oCNEs. Such observations lead to speculation that these
elements could have been present in a chordate ancestor
and have been differentially lost or co-opted by different
genes during the dramatic changes that brought to the
differentiation of the chordate lineages. Particularly
intriguing are the findings that early vertebrate whole
genome duplications were predated by a period of
intense genome rearrangement (80) and that, in addition
to whole genome duplications, segmental and single-gene
duplications shaped the genomes of extant vertebrates
(81). A mechanism that can be taken into account
for the generation of non-syntenic conserved elements
in such a scenario can be accounted by partial
rediploidization following local- or whole-genome dupli-
cations, which, in vertebrates, have been demonstrated to
be at the basis of the retention of regulatory regions
deriving by exons of lost duplicated genes (82). We
screened oCNEs for specific overlap to c¢cDNAs and
single whole genomes to understand if they could result
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from rediploidization events but no such results were
found. A different scenario to justify the unexpected vari-
ability observed in oCNEs, in terms of their location as
well as of their expression domains, could be addressed to
several peculiarities of the tunicate genomes. First,
tunicate genomes are highly re-arranged and experienced
extensive gene losses as compared with the non-duplicated
early chordate karyotype. Putnam et al. (16) have
identified 8437 gene families with members in amphioxus
and other chordates that represent the descendants of
genes found in the last common chordate ancestor. They
also estimate that subsequent family expansions have
generated ~13000 genes in amphioxus and vertebrates
and ~7000 in C. intestinalis. The lower number of
tunicate genes is believed to be due to an extensive gene
loss, which caused ~2000 genes to be lost (83). The
families of transcription factors that have lost
the highest proportion of orthologs in tunicates are the
homeobox, high-mobility group (HMG) and helix-loop-
helix (HLH) [see (84) and its supplementary for a complete
list of references and genes]. Intriguingly, these are the
same gene families, which appear to be enriched in
oCNEs. Hence, another mechanism that could justify
the shuffling of oCNEs is that it could be associated
with tunicate-specific gene losses and subsequent
genomic rearrangements. If oCNEs were present in the
chordate ancestor, they were probably co-opted by
non-homologous but functionally similar genes, in tuni-
cates, after the loss or the extreme derivation of the ori-
ginally associated ones. A recent study shows that the
roles of some Hox genes are not homologous to their ver-
tebrate counterparts during Ciona larval development,
further supporting the evidence that functional
homology between tunicate and vertebrate genes is not
always observed (85). In addition, gene expression
dynamics of orthologous genes between developing
C. intestinalis and D. rerio embryos were shown to be
broadly divergent (18). Further support along this line is
given by the fact that Hox and ParaHox genes in
C. intestinalis are not organized in clusters, do not retain
spatial and temporal developmental gene expression col-
linearity and contain transposable elements in their
genomic loci (86,87). To us, this level of genomic and
proteomic variability, unique to tunicates, could have
occurred in concomitance with a peculiar rewiring of regu-
latory modules aimed at maintaining the chordate body
plan. A final mechanism, which could be used to justify
the shuffling of such elements, derives by the observation
that they can be actively transcribed. Indeed, given that
any type of RNA can serve as template for reverse tran-
scription (88), the fact that oCNEs are transcribed
suggests that they could have also been retrotransposed
in new locations by the same mechanism involved, for
example, in the creation of pseudogenes.

We thus propose that these conserved elements were
shuffled either in an active (retroposition) or passive
(rearrangements, rediploidization, derivation) fashion
and co-opted by similar genes. The necessity for them to
be shuffled is likely to have arisen during evolution of
chordates to accommodate the coding variability, exten-
sive gene gains and losses, genomic re-arrangements and
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the establishment of different developmental times to
maintain a similar body plan for all the chordates.

Unfortunately, the impossibility to find genomic relics
of shuffling events related to oCNEs makes it extremely
difficult to demonstrate which mechanism took the
leading part in their evolution. We searched for any
such relics, but did not find any enrichment for specific
k-mers, repeats, pseudogenes, chromatin interaction
features in the genomic intervals overlapping or surround-
ing oCNEs, nor did oCNEs result to be derived by lost
coding or non-coding exons (data not shown). When more
chordate genomes and transcriptomes will be sequenced, it
will be possible to answer more in-depth questions related
to the evolutionary history of chordate regulatory
elements. Nevertheless, the analysis herein presented is
the first report of a sensitive and stringent pipeline that
could be adopted to look for conservation of non-coding
elements in distant and derivate groups of genomes as
soon as new genomes are published. Moreover, the data
provided constitute the first collection of non-coding
elements conserved among Olfactores and represent an
extremely valuable resource for future comparative, evo-
lutionary and developmental studies. Finally we provide
initial evidence that oCNEs can act as enhancers (also in
cross-transgenesis) and are transcribed in different
organisms.
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DISCUSSION

Mon travail de thése a permis de mettre en lumi¢re un nouvel acteur de 1’activité¢ des
enhancers : la séquence des spacers, situés entre les sites de fixation des facteurs de
transcription. Nos résultats indiquent que ces séquences peuvent avoir un effet global sur la
fixation des TFs, indépendant de I’affinité de la séquence de leur site de fixation telle que
décrite par les données de SELEX-seq. Mais la fixation in vitro des TFs sur les différents
enhancers ne correle pas toujours avec leur niveau d’activité, et comprendre le mode d’action

des spacers est loin d’étre trivial.

Dans cette derniére partie, je commenterai les questions suivantes, qui restent largement sans

réponses et suggerent un nouvel angle d’approche pour la compréhension des enhancers.

Comment les spacers modifient-ils le niveau d’activité des enhancers ?

Les spacers sont-ils des acteurs de la robustesse des enhancers ?

« Finalement, ¢ca a l’air facile de faire des enhancers ...»
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Comment les spacers modifient-ils le niveau d’activité des enhancers ?

En regardant les séquences des spacers des enhancers randomisés testés pendant ma thése,
aucune base a aucune position ne parait corréler avec leur niveau d’activité. Mais le petit
nombre d’¢éléments testés ne permet ni de conclure, ni de faire des statistiques. L’analyse des
spacers des plus de 150 000 éléments testés par Emma Farley n’a pas non plus permis
d’identifier des séquences communes aux ¢éléments actifs, allant dans le sens de mes
observations (Farley et al., 2015). IIs ont conclu que toute 1’information réside dans les sites de
fixation des facteurs de transcription et n’ont donc pas considéré que la séquence des spacers

puisse influencer le niveau d’activité d’un enhancer.

Ce n’est pas une surprise, la simple comparaison des séquences nucléotidiques des spacers des
¢léments randomisés est insuffisante pour comprendre leur activité. Mais I’ADN peut encoder
de facon complexe et enchevétrée une grande diversité des messages qui se lisent sur la base de
triplets dans le cas des génes codants par exemple, et des répétitions de dinucléotides (Yafez-
Cuna et al., 2014) ou des fréquences d’apparition de dinucléotides (Khoueiry et al., 2010)
correlent avec la présence d’enhancers. La fixation des facteurs de transcription est influencée
par la forme de I’hélice qui dépend elle-méme de sa séquence, et de facon non triviale,
similitudes de formes et de séquences (et vice versa) ne corrélent pas nécessairement (Stephen

C J Parker & Tullius, 2011).

Nous avons donc cherché¢ a comprendre quelle est 1’action des spacers et quel type

d’information ils contiennent.

Les expériences de retard sur gel ont montré dans certains cas que la fixation d’Ets1/2 sur un
fragment de I’enhancer contenant son site de fixation dépend de la taille du fragment considéreé,
et que plus la fenétre est grande, plus sa fixation refléte sa fixation sur I’enhancer entier,
suggérant un effet global des spacers sur la fixation. Dans d’autres cas, les 10pb centrées sur

son site de fixation semblent suffisantes pour expliquer sa fixation.

Nous avons montré que la séquence de spacers peut influencer la fixation d’Etsl/2 sur
I’enhancer, alors que 1’affinité prédite pour son site de fixation semble inchangée. De méme,
dans les données d’Emma Farley, des enhancers synthétiques ayant des sites de fixation prédits

pour étre au moins aussi bons que ceux de I’élément a, présentent des niveaux d’activités trés
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variés (plus d’un 1/7 sont inactifs et la méme proportion seulement est plus active que le WT

(<0,01RPM et >4RPM respectivement)).

Cette apparente indépendance entre I’action des séquences des TFBS et des spacers sur le
niveau d’activité des enhancers peut étre testée: il suffit de prendre une petite dizaine
d’éléments randomisés ayant des niveaux d’activités variés, et de créer deux versions de
chacun d’entre eux, ou un des sites ETS porte une mutation sensée accroitre et diminuer son
affinité respectivement. Une totale indépendance serait mise en évidence par une augmentation
(resp. diminution) linéaire du niveau d’activité des variants « améliorés » (resp. affaiblis).
Néanmoins, cette hypothése est peu probable et chaque séquence randomisée pourrait agir

différemment.

Les spacers peuvent agir sur la fixation des facteurs de transcription a différents niveaux
(Figure III.1). Nos résultats de retards sur gel suggerent une possible implication de la forme de

I’hélice (Figure III.1 C).

Nous avons débuté une collaboration avec une équipe de I’IRB a Barcelone pour modéliser les
propriétés physiques de 1’hélice d’ADN pour chacune des séquences testées. Les premiers
résultats, obtenus sur les séquences de 6 éléments-a randomisés et du sauvage, n’ont pas permis
d’associer certaines propriétés de 1’hélice d’ADN au niveau d’activité de leur séquence et nous

attendons les résultats sur I’ensemble des séquences des éléments testés avec impatience.

La création de nouveaux sites de fixation pour des facteurs de transcription me semble étre un
phénoméne anecdotique et ne permet pas d’expliquer le niveau d’activité des éléments
randomisés. Toutefois, il est & prendre en compte dans I’interprétation des résultats, dont ils
complexifient ’interprétation. Par exemple, la forte activit¢ de 1’élément aR43 est due a la
fixation d’Ets1/2 sur un nouveau site crée dans les spacers, alors que les sites E1 et E2 ne sont
pas fixés. Les séquences randomisées empécheraient donc la fixation d’Ets1/2 sur les deux
sites originaux, mais pas sur ce nouveau site ? La création de ce nouveau motif fonctionnel
permet donc d’expliquer 1’activité de I’enhancer, mais n’apporte aucun indice pour comprendre

comment les spacers jouent sur la fixation des facteurs de transcription.
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Figure II1.1 Les séquences intercalantes sont impliquées dans différents mécanismes affectant la

fixation des facteurs de transcription. (Levo & Ségal 2014)

Les spacers sont-ils des acteurs de la robustesse des enhancers ?

Le comptage des embryons électroporés donnait I’impression que, d’une expérience a 1’autre,
I’activité des éléments randomisés est plus variable que celle de 1’élément naturel, en termes de

niveau et de profil spatial d’activité.
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Si le pourcentage d’embryons ou LacZ est exprimé reflete de facon quantitative le niveau
d’activité des enhancers (C. D. Brown et al.,, 2007), je n’ai pas réussi a quantifier cette
variabilité. La normalisation des résultats est efficace, mais limitée pour les éléments tres actifs
ou trés faibles, a cause des effets de seuil. L’utilisation d’un contréle interne, linéaire, pourrait

permettre d’obtenir des mesures du niveau d’activité plus faciles a comparer.

Plusieurs études ont montré que la sous-optimisation d’une entité fonctionnelle est une
stratégie utilisée par 1’évolution pour gagner en spécificité et/ou en robustesse (par exemple
Crocker et al., 2015; Farley et al., 2015). Une sous-optimisation des spacers dans les enhancers
naturels, au sens ou ils ne confeérent pas un niveau d’activit¢ maximal a 1’enhancer, pourrait
donc étre impliquée dans la spécificité de son profil spatial d’activité. Cette hypothése
permettrait d’expliquer pourquoi I’élément-a n’est pas capable de répondre a de faibles niveaux
de signalisation FGF, contrairement a certains ¢léments randomisés actifs dans un plus grand

nombre de cellules.

« Finalement, ¢ca a l’air facile de faire des enhancers ...»

Cette phrase résume notre surprise au vu des résultats des expériences de randomisation des

Spacers.

La difficulté a «créer » un enhancer synthétique, provient peut-&tre plus de limitations
techniques que théoriques : ce type d’expérience n’a jamais été mené chez les principaux
organismes modeles. Ciona intestinalis est une espéce ou la transgénése est facile et rapide, et
I’é1ément a est un petit enhancer. Ce n’est sans doute pas anodin si cette approche a été réalisée

au méme moment et indépendamment par deux équipes.

Mais la difficulté a trouver dans le génome de Ciona des regroupements de sites de fixation
pour Ets et GATA ayant une activité enhancer laissait également penser qu’il fallait un
contexte trés particulier dans les spacers pour que 1’enhancer fonctionne. Au contraire, au vu de
mes résultats, il semblerait que ce soit I’identité « non-enhancer » qui est codée par certaines
séquences des spacers. Et il ne semble méme pas nécessaire d’essayer d’homogénéiser la

composition en base d’un enhancer synthétique avec celle du génome cible : les éléments
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randomisés ont un GC moyen de 50%, alors que le génome de Ciona est riche en AT. Ce qui
pose de nombreuses questions et force a considérer la « question enhancer » sous un autre

angle, moins intuitif.

Se fourvoie-t-on en cherchant uniquement des signatures des enhancers, faut-il également
s’intéresser a ce qui empéche un regroupement de TFBS d’agir en tant qu’enhancer ? Doit-on
procéder par élimination des séquences inactives plutét que par sélection de celles qui
cumulent le maximum de signatures cis-régulatrices lorsque qu’on cherche a identifier des

enhancers a grande échelle ? Comment combiner ces deux logiques ?

L’inactivité de certains de ces regroupements de TFBS génomiques inactifs est-elle sous
pression de sélection, afin d’empécher 1’apparition d’enhancers inopportuns ? Cette stratégie,
s’il en est, semble peu logique et trés coliteuse : pourquoi maintenir un trés grand nombre de
regroupements de sites Ets et GATA inactifs, alors qu’il suffirait de garder I’activité d’une
minorité sous pressions de sélection. Mais de nombreux exemples ont déja montré que
I’évolution, ni élégante ni logique, reléve du bricolage (Jacob 1977 Orgogozo review). Ainsi il
ne serait pas totalement absurde que les séquences des spacers des enhancers fonctionnels
soient peu contraintes, ce qui permettrait une plus grande dynamique d’apparition de nouveaux
enhancers (réservoirs de séquences régulatrices), une plus grande robustesse des enhancers aux
mutations (moins « fragiles », donc moindre « colt» de pressions de sélection sur eux),
contrebalancée par des pressions de sélections maintenant les autres regroupements de TFBS

inactifs.

D’autre part, nous avons montré que deux regroupements génomiques de sites de fixation pour
Ets et pour GATA, N83 et N26, ont une activité enhancer, mais nous n’avons pas pu lier cette
activité a celle d’un geéne voisin, exprimé dans les lignages neuraux précoces. Les enhancers
identifiés par Khoueiry et ses collégues étaient en effet tous les 4 a proximité de marqueurs
neuraux précoces, Nodal, Elk, Prickle et Erf-a (Khoueiry et al., 2010). La principale différence
entre ces enhancers neuraux « avérés » et N26/N83 est que les premiers sont situés dans des

régions conservées avec Ciona savignyi.

N83 est situé¢ dans une région treés conservée entre les génomes de ciones type A et B. Le geéne
le plus proche est a plus de 13kb, et les suivants a 30kb minimum. Aucune donnée

d’expression n’est disponible pour ces génes, et seul le géne le plus proche,
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(KH2012:KH.L128.7) a une annotation de domaine protéique (interpro) : “C-type lectin fold”
et “C-type lectin like”. N26 est situ¢ dans une région partiellement conservée entre type A et
type B (0 a 95% de conservation). Le SUTR’ du geéne le plus proche est situ¢ a 1kb:
KH2012:KH.C10.118 ne semble pas exprimé au stade 32 cellules. De 1’autre coté, a 2,2kb, se
situe la région 3’ du géne KH2012:KH.C10.161, pour lequel nous ne disposons d’aucune

donnée d’expression.

Une explication séduisante serait de penser qu’il s’agit de shadow enhancers, les premiers
enhancers agissant a longue distance identifiés chez les ascidies ! Des expériences de capture
de la conformation de la chromatine permettraient de tester cette hypothése. Mais des données
d’ARN-seq et d’ATAC-seq obtenues par 1’équipe (Jacques Piette, Marta Magri et Alicia
Madgwick, non publi¢) semblent montrer que ces deux éléments ne sont pas des enhancers
neuraux précoces dans leur contexte génomique : en effet, ils ne semblent pas transcrits
(contrairement a la majorité des enhancers de Ciona identifiés), et sont localisés dans de la

chromatine inactive.

Ces résultats pourraient suggérer qu’il y a deux poids deux mesures dans la gestion des
regroupements de TFBS dans un génome au cours de I’évolution :

a) Les regroupements localisés dans de la chromatine inactive seraient systématiquement
inactivés par cette derniere et donc moins soumis a des pressions de sélection sur 1’activité
enhancer. Ce qui expliquerait qu’ils puissent, ou non, sortis de leur contexte chromatinien
activer la transcription d’un geéne rapporteur. Toutefois, GATA étant un facteur pionnier,
capable d’ouvrir la chromatine, il est nécessaire de bien définir le niveau de compaction
minimum de I’ADN garantissant I’inactivation de 1I’enhancer.

b) Les regroupements localisés dans de la chromatine ouverte seraient sous fortes pression de
sélections pour le maintien de leur activité ou inactivité, comme nous 1’avons proposé plus

haut.

Il est probable que ces deux logiques de limitation du nombre d’enhancers actifs dans le
génome coexistent, associées a des pressions de sélections dans les enhancers actifs agissant
sur I’identité, I’organisation, 1’affinité de leurs TF un nouveau site BSs, la forme de 1’hélice
d’ADN, déja identifiés comme cibles de I’évolution pour le maintient de 1’identité enhancer

(Crocker et al., 2015; Stephen C J Parker & Tullius, 2011).
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Il me semble donc fondamental de considérer le role des spacers d’un point de vue évolutif.
Sans ¢a, nous ne saurons pas si la compréhension mécanistique, méme poussée, de leur mode
d’action refleéte leur logique in vivo ou en est une interprétation élégante (comme dirait

Dobianszki).

Pendant ma thése, j’ai voulu éclairer mon approche en aveugle d’une lumiere évolutive, en
tirant parti de I’important polymorphisme des génomes de ciones. J’ai donc collecté des
¢chantillons de sperme de Ciona intestinalis de types A et B venant de différents horizons
(Japon, Nouvelle Z¢élande, Naples, Angleterre, Roscoff, Californie, Quebec) afin de créer une
banque d’ADN génomique de diverses populations de ciones. La stratégie était simple :
séquencer pour chaque individu les enhancers les mieux caractérisés chez la cione : ceux de
Bra, Elk, Otx, FoxF, SFRP1/5 et les analyser par des approches de microévolution pour
détecter quelles pressions de sélections agissent sur quels éléments des enhancers (test
McDonald Kreitman, ref droso). Des résultats préliminaires trés prometteurs sur un petit
nombre de séquences ont été obtenus par Andrés Garcia de la Filia Molina et montrent que ces
enhancers sont sous pression de sélection (négatives dans la plupart des cas), et que les
séquences des sites de fixation des facteurs de transcription ne sont pas plus contraintes que
celles des spacers. Nous n’avons pas pu poursuivre ce projet, mais je suis convaincue que cette

approche serait complémentaire et informative.

Elle permettrait notamment de répondre a une des questions existentielles de ma thése : Est-ce
pertinent de travailler avec un enhancer minimal ? Quel est le sens biologique de mes
résultats ?

En effet, pour pouvoir tester 1’activité et analyser des enhancers, il est nécessaire d’en définir
arbitrairement les limites. Si un enhancer minimal est bien défini au niveau fonctionnel, il ne
I’est pas au sens biologique. Par exemple, I’enhancer neural d’O#x fait plus de 55 paires de
bases et contient donc plus de sites ETS et GATA que I’élément a. Il est évident que mes
expériences de randomisation étaient limitées techniquement par la taille maximale des
oligonucléotides pouvant étre synthétisés, mais on ne sait pas comment les variants se seraient
comportés si j’avais inclus des régions voisines. L’analyse de microévolution pourrait
permettre d’identifier les fenétres les plus opportunes a considérer pour étudier un enhancer,
voire des phénomeénes d’interdépendance entre différentes positions, de compensation de
certaines mutations a priori délétéres qui ajoutent a la complexité de I’information codée par

les enhancers
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Perspectives

Je ne pense pas vraiment qu'un « code cis-régulateur » universel puisse étre un jour découvert,
mais I’information cis-régulatrice étant portée intrins€équement par la séquence d’ADN,
comprendre comment elle encode ses différents niveaux d’information me semble un enjeu

fondamental pour I’identification d’enhancers a I’échelle génomique.

L’amélioration, I’automatisation des techniques, le prix décroissant du séquencage haut débit
permettent de multiplier les approches de ChIP-seq, ATAC-seq, etc, mais leur pouvoir
d’identification est limité a des corrélations et aux types cellulaires, stades de développement et
conditions environnementales étudiés, et peuvent étre difficiles a mettre en ceuvre dans

certaines especes.

Ciona intestinalis est un organisme modeéle qui a un « petit » génome, ou il est facile de tester
I’activité d’un grand nombre d’enhancers, et dont le niveau de polymorphisme permet des
approches de micro-évolution méme dans les séquences non-codantes. C’est le modele
« parfait » pour essayer de comprendre d’un point de vue évolutif les régles définissant

I’identité enhancer, et de les tester in vivo.
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Title Sequence determinants of enhancer activity during Ciona intestinalis development
Abstract

Enhancers are crucial elements for the control of gene expression during embryonic
development. The ascidian Ciona intestinalis offers unique experimental features to study
these cis-regulatory sequences: enhancers are generally small and compact and their activity
can be tracked at the single cell level thanks to the invariant cell lineage of ascidian embryos.

Previous work identified two independent signatures associated with enhancer activity: the
presence of specific transcription factors binding sites (TFBS) and a global dinucleotide
signature along enhancers (Khoueiry, 2010). Although they correlate with enhancer activity,
these signatures are insufficient to identify enhancer sequences from their sole sequence.

During my thesis, I used a well-characterized early neural Ciona enhancer, the a-element of
the Otx gene, as a model enhancer. This small (55pb) enhancer, is bound by GATA-a and
ETS1/2 and is activated by the FGF pathway. To better understand the determinants of early
neural enhancer activity, I tested the impact of point mutations affecting the affinity of the a-
element TFBS for their binding TF and of the randomization of the spacer sequences that
separate the TFBS in four ETS and GATA binding site clusters.

Our results suggest at least two levels of cis-regulatory control: spatiotemporal specificity of
enhancer activity is encoded in the identity of TF-binding sites, while the level of enhancer
activity is set both by the affinity of TFs for their binding sites and by the composition of the
spacer sequences. A surprisingly high number of variants of the a-element with randomized
spacers are active, always in the same cell lineages as the WT. These variants, however,
display a wide range of activity levels. This effect is also observed when the spacers in
another active ETS/GATA cluster are randomized. Randomization of the spacers can even
confer enhancer activity to a large fraction of inactive cluster variants. Consistent with their
early neural activity and with the presence of ETS- and GATA-binding sites, these variants
are, like the a-element, responsive to the FGF neural inducer.

We could not link the action of the spacers on enhancer activity to any simple nucleotide or
dinucleotide sequence features and it currently remains unclear why it is so easy to create a
synthetic enhancer while most putative genomic ETS/GATA clusters are inactive. Using in
vitro transcription factor binding assays, we showed that randomization of spacer sequences
can affect TF binding to the a-element without changing the primary sequence of the binding
site, and that extended minimal TFBS do not always recapitulate binding to the whole
element. These results suggest that the physical structure of the DNA helix around the binding
sites may play an important role in the control of enhancer activity.

Keywords  Enhancers ; transcription ; transcription factors



Titre Signatures nucléotidiques de I'activité des enhancers développementaux chez l'ascidie
Ciona intestinalis

Résumé

Les enhancers sont des régulateurs cruciaux de D’expression des génes pendant le
développement embryonnaire. L’ascidie Ciona intestinalis est un organisme-modéle qui se
préte a I’étude de ces séquences cis-régulatrices car ses enhancers sont généralement petits et
compacts, et le lignage invariant des cellules chez I’embryon permet de visualiser leur activité
avec une résolution cellulaire.

Deux signatures indépendantes associées a 1’activité d’un enhancer avaient été identifiées :
la présence de sites de fixation pour des facteurs de transcription spécifiques, et une signature
dinucléotidique globale a I’échelle des enhancers (Khoueiry 2010). Cependant, si ces
signatures corrélent avec 1’activité des enhancers, elles ne permettent pas d’identifier de
nouveaux enhancers grace a leur séquence.

Pendant ma thése, j’ai utilisé un enhancer neural précoce de Ciona, le trés bien caractérisé
¢lément-a du géne Otx, comme enhancer-modele. Ce petit enhancer (55pb), est lié par les
facteurs de transcription GATA-a et ETS1/2 et activé par la voie de signalisation FGF. Afin
de mieux comprendre les déterminants de 1’activité neurale précoce d’un enhancer, j’ai testé
I’impact de mutations ponctuelles affectant I’affinité de sites de fixation de 1’élément-a pour
les facteurs de transcription. J’ai également randomisé les spacers, séquences situées entre les
sites de fixation pour ETS et GATA dans quatre clusters de ces sites.

Nos résultats suggerent au moins deux niveaux de contrdle de la régulation en cis : i) la
spécificité spatiotemporelle de 1’activité d’un enhancer est définie par I’identité des sites de
fixation des facteurs de transcription, et ii) son niveau d’activité dépend a la fois de 1’affinité
des facteurs de transcription pour leurs sites de fixation et la composition des spacers. La
majorité des variants randomisés de 1’¢lément-a sont actifs dans les mémes lignées cellulaires
que le sauvage et leurs niveaux d’activité sont trés divers. Le méme résultat est obtenu en
randomisant les spacers d’un autre cluster ETS/GATA actif. La randomisation de ces
séquences a méme conféré de I’activité enhancer a de nombreux variants de clusters inactifs.
En accord avec leur activité neurale précoce et la présence de sites de fixations pour ETS et
GATA, ces variants, comme 1’élément-a, répondent a 1’induction neurale de FGF.

Nous n’avons pas réussi a expliquer 1’action des spacers sur I’activité¢ des enhancers par des
caractéristiques simples de leurs séquences (nucléotidique ou dinucléotidique), et I’on ne
comprend pas pourquoi il est si simple de créer un enhancer synthétique quand la majorité des
clusters génomiques de sites de fixations putatifs pour ETS et GATA sont inactifs. En
utilisant une approche de fixation in vitro des facteurs de transcription, nous avons montré
que la randomisation des spacers peut affecter la fixation d’un facteur de transcription sur
I’élément a, sans changer la séquence primaire du site de fixation, mais que la fixation sur
I'élément entier ne peut pas toujours €tre expliquée par la fixation sur les sites isolées. Ces
résultats suggerent que la structure physique de I’hélice d’ADN des enhancers peut jouer un
role important dans le contrdle de 1’activité d’un gene.

Mots-clefs ~ Enhancers ; transcription ; facteurs de transcription





