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Résumé du cours précédent (26 mai)

*Identification des enhancers par profilage épigénétique,
modifications post-traductionnelles des histones

*Approches technologiques pour déterminer les positions de ces
modifications ou des protéines associées aux enhancers (ChIP-seq,
Cut&Run)

*Mesure de l'accessibilité de la chromatine par ATAC-seq

*Structure de la chromatine et des paysages de régulation,
correspondance fonctionnelle avec les domaines topologiques
(TADs), capture de conformation chromosomique

*Régulation à très grande distance, le cas du gène Shh



Y

Lowe et al., 2019 Cancers (11) 660

Modifications épigénétiques de la chromatine (histones)

H3K27ac Chromatine active (gènes transcrits, enhancers..)

*Il existe des anticorps qui reconnaissent ces modifications de façon spécifique
*L'utilisation de ces anticorps associée au séquençage ADN à haut débit permet 

de localiser les endroits où ces modifications se trouvent (ChIP-seq)
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Résumé du cours précédent (26 mai)

*Identification des enhancers par profilage épigénétique,
modifications post-traductionnelles des histones

*Approches technologiques pour déterminer les positions de ces
modifications ou des protéines particulières associées aux
enhancers (ChIP-seq, Cut&Run)

*Mesure de l'accessibilité de la chromatine par ATAC-seq

*Structure de la chromatine et des paysages de régulation,
correspondance fonctionnelle avec les domaines topologiques
(TADs), capture de conformation chromosomique

*Régulation à très grande distance, le cas du gène Shh



ChIP-seq avec des protéines spécifiques

*L'approche en ChIP-seq permet aussi d'utiliser des anticorps contre
des protéines qui lient les séquences de régulation (signaux mieux
discriminés car le marquage ne touche pas chaque nucléosome..)

CTCF

H3K27ac

Anticorps contre
une protéine
particulière liée à
l'ADN

Anticorps contre
une modification
de la chromatine



Nature, 2009

Exemple: ChIP-seq de p300 (acetyltransférase)

La protéine p300 est une
acétyl-transférase et un co-
activateur transcriptionnel
localisée entre autre sur les
séquences enhancers actives

ChIP-seq p300 de trois tissus foetaux différents

Mésencéphale

Télencéphale

Bourgeons de membres

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

*Alignement sur le génome

*Nombre de pics par tissu (150 embryons..)
MésencéphaleTélencéphaleMembres

2105 2453 561
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*Régulation à très grande distance, le cas du gène Shh



ATAC-seq ('Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing') 

Fermée                                          Permissive                                   Ouverte

Klemm, Shipony and Greenleaf , 2019 Nature Review Genetics

Chromatine fermée Permissive Ouverte 

HoxD
ATAC-seq (accessibilité)

Cut & Run (protéine particulière)
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Chromosome Conformation Capture 
(3C, 4C, 5C, HiC..)

Chromosome Conformation Capture (TAD)

Chase Bolt, 
EPFL Lausanne 

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

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

*Carte globale des interactions de la chromatine
*Topologically Associating Domains (TADs, 2012)
*B. Ren, E. Heard, J. Dekker, G. Cavalli labs
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Enhancers à distance: L'exemple Sonic Hedgehog (Shh) 

intron #5

Comparaison
des séquences

Souris/humain

Souris/poulet

Souris/poisson



Enhancers à distance: L'exemple Sonic Hedgehog (Shh) 

*Un modèle de polymère 3D (basé sur les résultats Hi-C) montre la proximité 
spatiale entre la ZRS et le gène Shh (boucle)



Contenu du cours du 2 juin

*Organisation de paysages d'enhancers intégrés

*Fonctionnement des enhancers, facteurs pionniers et grammaire

*Evolution des séquences enhancers

*Pathologies liées à des séquences enhancers



Contenu du cours du 2 juin

*Organisation de paysages d'enhancers intégrés

*Fonctionnement des enhancers et grammaire

*Evolution des séquences enhancers

*Pathologies liées à des séquences enhancers



Paysages de régulation à 'enhancers intégrés'  

Modifié de: de Laat and Duboule, 2013 Nature
Enhancers avec des

spécificités différentes

Enhancers avec des
spécificités similaires

Archipels de régulations
(Montavon et al. Cell, 2011)

Enhancers avec des
spécificités identiques

Holo-enhancers
(Marinic et al. Dev. Cell, 2013)

Enhancers avec une
fonction additive

Super-enhancers
(Hnisz et al. Cell, 2013)



Groupement d'enhancers

Très souvent, les  paysages de régulation contiennent de nombreux enhancers
qui contribuent à une (ou plusieurs) fonction(s) commune(s)

A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers
C. Les archipels de régulation 

Le gène Fgf8 et sa régulation complexe.. 

séquences conservées



Le gène Fgf8 et sa régulation

Fgf8 mRNAs

Comment intégrer ces 
différentes spécificités 

pour réguler la 
transcription aux 

promoteurs différents?

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

séquences conservées en transgènes...



Un 'enhancer sensor' (trappe à enhancer avec 'homing')

Prm: Promoteur actif dans la lignée germinale (transposase hyperactive
seulement en contexte germinale -inactive dans le soma)
Sensor: Beta-globin/lacZ reporter, dans un transposon

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

Ségrégation des copies

HOMING

Approche dérivée d'une trappe à enhancers mais
en définissant l'intervalle d'ADN à piéger par la
capacité du transposon à se relocaliser à
proximité... (homing)



Un 'enhancer sensor' (trappe à enhancer avec 'homing')

Fréquence de remobilisation des transposons à copie unique

'Homing' (2 Mb)



Le gène Fgf8 et sa régulation ('homing' ciblé)

Fgf8 mRNAs

Comment intégrer ces 
différentes spécificités 

pour réguler la 
transcription aux 

promoteurs différents?

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

Marinic et al., Developmental Cell, 2013



Le gène Fgf8 et sa régulation ('homing' ciblé)

Marinic et al., Developmental Cell, 2013

*Le transposon sensor intègre différentes influences de régulations
selon son site d'insertion, sans présenter de logique particulière 

qui serait 'calculable' ou prévisible'



Le gène Fgf8 et sa régulation par 'holo-enhancer'

Potentiel de régulation basé
sur les qualités intrinsèques
des enhancers

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

Addition des
patterns Tg

Pattern final
du gène Fgf8



A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers
C. Les archipels de régulation 

Les 'super-enhancers'

Les super-enhancers sont
des clusters d'enhancers
qui ensemble assemblent
une haute densité de
l'appareil transcriptionnel
afin de produire une
expression robuste de
gènes cibles qui ont des
rôles essentiels dans
l'identité cellulaire.

Enhancer
'classique'

Super-
enhancer

ChIP en cellules ES



Les 'super-enhancers'
Enhancer
'classique'

Super-
enhancer

*Les composants de l'appareil transcriptionnel
sont présents sur les super-enhancers, ainsi que
les complexes cohésines et les modificateurs de
la chromatine



Les 'super-enhancers'

Cellules ES (feedback)

Les super-enhancers stimulent 
un haut niveau de transcription

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

Des variations dans des super-
enhancers peuvent être associées
à des pathologies (cancer)



Les 'archipels de régulation'

Le cluster de gènes HoxD: Plusieurs gènes cibles au milieu de deux 
grands déserts de gènes 

A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers
C. Les archipels de régulation 



Les 'archipels de régulation' (identification)

Une combinaison de critères pour définir des ilots de régulation

Séquence
d'ADN



Les 'archipels de régulation' (approche génétique)

*Les délétions singulières de séquences enhancers ont généralement peu 
d'effet sur la transcription du(des) gène(s) cible(s). Résilience fonctionnelle 

Amandio et al. (2020)



Contenu du cours du 2 juin

*Organisation de paysages d'enhancers intégrés

*Fonctionnement des enhancers, facteurs pionniers et grammaire

*Evolution des séquences enhancers

*Pathologies liées à des séquences enhancers



Mobilisation des enhancers, facteurs pionniers 

Copyright © 2011 by Cold Spring Harbor Laboratory Press

Facteurs de transcription
classiques

Facteurs de transcription
pionniers

*Liaison coopérative
seulement

*Liaison simultanée avec 
d'autres facteurs

*Liaison indépendante 
avec la chromatine, qui 

précède la liaison d'autres facteurs



Mobilisation des enhancers, facteurs pionniers 

Reconnaissance par 
un facteur pionnier

Modifications locales de la
chromatine, réorganisation..

Liaisons d'autres facteurs
enhancer 'actif'

Contact avec le promoteur
activation de la transcription

Walter Schaffner (2015) Biol. Chem.

*Principe général du recrutement et du fonctionnement d'un enhancer



Contact enhancer-promoteur et transcription

*Facteur pionnier, éviction de nucléosome

*Promoteur (Pol II) en mode pause

*Looping et contact (cohesin, CTCF..)

*Recrutement modificateurs histones (p300)

*Recrutement du complex Mediateur

*Démarrage de la Pol II, élongation

NELF: Negative elongation complex
SEC: Super elongation complex
TF: Transcription factors



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

Grammaire des enhancers (spécificité)

Panneau
d’affichage

Collectif 
de facteurs‘Enhanceosome’

*Liaisons coopératives
*Les sites sont tous 

nécessaires
*Activité requiert

l’ensemble des facteurs 

*Liaisons additives
*Les sites sont flexibles

*Activité requiert un sous-
ensemble des facteurs 

*’Grammaire flexible’
*Une même série de

facteurs interagit avec
différents enhancers

! Les différents types de liaisons de facteurs correspondent à des niveaux
différents de conservation des séquences cibles... 



Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

Mécanismes 
d'activation

Conservation des
séquences ADN

inter-espèces

Panneau
d’affichage

Collectif 
de facteurs‘Enhanceosome’

Séquences ADN
très conservées

Séquences ADN
moins conservées

Séquences ADN
moins conservées

Grammaire des enhancers (spécificité)
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Evolution des séquences enhancers

*Approche par cas particuliers:

S. Carroll, B. Prud'Homme et N. Gompel labs David Kingsley lab

*2 Enhancers en amont du gène Yellow

*Modulations quantitatives de ces 
enhancers donnent des pigmentations 
différentes des ailes et de l'abdomen

*Paysage de régulation autour du gène 
PITX1, dont un enhancer 'nageoire'

*l'absence de cet enhancer modifie 
l'expression du gène et supprime les 

épines ventrales

Drosophile Epinoche



Evolution des séquences enhancers

*Approche au niveau des génomes entiers

*Sélection de 20 espèces de mammifères (bonne couverture du taxon)
*Sélection du foie comme tissu test 

*Sélection de deux marques épigénétiques: H3K27ac pour le repérage 
des séquences enhancers et H3K4me3 pour le marquage des 

séquences  promoteurs

H3K27ac (22'500)

H3K4me3+H3K27ac
(12'500)

H3K4me3 (1'000)



Evolution des séquences enhancers

Signaux spécifiques aux 
primates

Signaux spécifiques aux 
carnivores

180 100 5025

Mio an.

H3K4me3 H3K27ac H3K4me3 H3K27ac



Evolution des séquences enhancers

*Les séquences et activité promoteurs sont très conservées
*Les activités enhancers évoluent rapidement

Séquences promoteurs
alignables

Activités promoteurs
conservées

Activités enhancer
conservées

Séquences enhancer
conservées

Chr 1
humain



Evolution des séquences enhancers

*Les séquences et activités promoteurs sont très conservées
*Les activités enhancers évoluent rapidement

Activité promoteur 
conservée (nb espèces)
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Clé: La plupart des séquences
promoteurs conservées
(alignables) ont une activité
promoteur dans la plupart des
espèces.

Clé: La plupart des séquences
'enhancers' conservées
(alignables) n'ont pas d' activité
enhancers dans la plupart des
espèces.



Evolution des séquences enhancers

Séquences 
ADN jeune

Séquences 
ADN jeunes

Séquences 
ADN ancestral

Séquences 
ADN ancestral

N
om

br
e 

de
 

ré
gi

on
s 

(m
ill

ie
rs

)

N
om

br
e 

de
 

ré
gi

on
s 

(m
ill

ie
rs

)

Enhancers ayant évolué 
récemment

Promoteurs ayant évolué 
récemment

*Les 'nouvelles' séquences promoteurs dérivent en majorité d'ADN 'jeune' (non conservé, repeats etc) 
*Les 'nouvelles' séquences enhancers dérivent en majorité d'ADN 'ancestral' (co-optation)
(séquences présentes partout mais utilisées différemment)
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Pathologies/syndromes associés aux enhancers

Plusieurs cas de figure

*Mutations dans des protéines qui lient les enhancers et qui les
font fonctionner (par ex. syndromes de Kabuki (MLL4 or UTX) ou
de Rubinstein-Taybi (CBP, p300)

*Mutations dans la séquence des enhancers eux-mêmes (ex. la
séquence ZRS du gène Shh, association de polymorphismes dans
plusieurs pathologies)

*Délétion d'une séquence enhancer (par exemple un enhancer
des gènes humains Dlx5 et Dlx6)

*Remaniement chromosomique conduisant au mauvais usage
(réallocation) d'une séquence enhancer (exemple du TAD EPHA4)
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Mutations dans une séquence enhancer (Shh) 

intron #5

Polydactylie pré-axiale



Mutations dans une séquence enhancer (Shh) 

intron #5

Polydactylie pré-axiale

Des mutations qui sont aussi
responsables de la polydactylie des
chats (les chats de Hemingway)

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



Pathologies/syndromes associés aux enhancers

Plusieurs cas de figure
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Délétion d'une séquence enhancer (les gènes Dlx5-6)



Délétion d'une séquence enhancer (les gènes Dlx5-6)

Dérégulation des gènes Dlx5 et 
Dlx6 pendant le développement 
de la face et du système auditif 
suite à l'absence d'un enhancer



Pathologies/syndromes associés aux enhancers

Plusieurs cas de figure

*Mutations dans des protéines qui lient les enhancers et qui les
font fonctionner (par ex. syndromes de Kabuki (MLL4 or UTX) ou
de Rubinstein-Taybi (CBP, p300)

*Mutations dans la séquence de enhancers eux-mêmes (ex. la
séquence ZRS du gène Shh, association de polymorphismes dans
plusieurs pathologies)

*Délétion d'une séquence enhancer (par exemple un enhancer
des gènes humains Dlx5 et Dlx6)

*Remaniement chromosomique conduisant au mauvais usage
(réallocation) d'une séquence enhancer (exemples du TAD EPHA4)



Remaniements chromosomiques

Patients brachydactyles (avec les
doigts courts) qui présentent
des délétion au locus EPHA4

EPHA4: Récepteur 4 des ephrins de type A (RTKinase). Guidage axonal, migration cellulaire..



Remaniements chromosomiques

Patients brachydactyles (avec les
doigts courts) qui présentent
des délétion au locus EPHA4

Les paysages de régulations des
gènes EPHA4 et Pax3 sont
clairement séparés (TADs
différents) et ne présentent pas
de régulations communes



Remaniements chromosomiques

Patients brachydactyles (avec les
doigts courts) qui présentent
des délétion au locus EPHA4

Locus normal

Délétion
reconstituée

Délétion
reconstituée

Locus normal

Locus normal
EPHA4 RNA

Locus normal
Pax3 RNA

Délétion
Pax3 RNA

Conclusion: La délétion 'casse' les TADs et rapproche le gène Pax3 des séquences
enhancers du gène EPHA4. Dès lors, le gène Pax3 est transcrit de façon ectopique
pendant le développement des doigts, conduisant à une brachydactylie



Remaniements chromosomiques

Patients brachydactyles (avec les
doigts courts) qui présentent
des délétion au locus EPHA4

Conclusion: La délétion 'casse' les TADs et rapproche le gène Pax3 des séquences
enhancers du gène EPHA4. Dès lors, le gène Pax3 est transcrit de façon ectopique
pendant le développement des doigts, conduisant à une brachydactylie



Fin du cours 2019-2020
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