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Résumé du cours précédent (12 mai)

*Contexte général

*Importance des enhancers dans la régulation génétique

*Rôle des enhancers pendant le développement (interrupteurs,
pleïotropie..)

*Rôle des enhancers pendant l'évolution

*Découverte des enhancers

*Identification par comparaisons de séquences ADN



THOMAS HUXLEY, 1893

Importance des enhancers pour modifier les régulations dans des 
cellules différentes du même embryon ('paysage de régulation', 2003)

Séquences enhancers dans le développement 

Modifié de: de Laat and Duboule, 2013 Nature



Multi-fonctionnalité des gènes du développement

Un domaine d’expression ‘ancestral’ et des régulations additionnelles
‘recrutées’ (co-optées) au fil de l’évolution d’innovations structurelles  

Les séquences 'enhancers' portent la spécificité de l'expression des gènes impliqués
dans le développement ou de tout autre gène pléiotropique



Résumé du cours précédent (12 mai)

*Contexte général

*Importance des enhancers dans la régulation génétique

*Rôle des enhancers pendant le développement (interrupteurs,
pleïotropie..)

*Rôle des enhancers pendant l'évolution des espèces

*Découverte des enhancers

*Identification par comparaisons de séquences ADN



THOMAS HUXLEY, 1893
Importance des enhancers pour modifier les régulations au cours 

de la spéciation (évolution par changement de régulation)

Séquences enhancers et évolution (I)

Organisation ancestrale
du gène yellow
bas niveau dans l'aile
haut niveau dans l'abdomen

Gain de régulation
du gène yellow
haut niveau dans l'aile
haut niveau dans l'abdomen

Perte de régulation
du gène yellow
bas niveau dans l'aile
haut niveau dans l'abdomen

Enhancers:    aile       abdomen

Modifié de: Carroll, Prud'homme et Gompel (mai 2008) Scientific American



La modularité des enhancers permet l’évolution de traits spécifiques
sans compromettre la viabilité de l’animal (épinoche à trois épines pectorales)

Shapiro et al… Kingsley, 2004 Nature

Mutation de 
régulationthymus      nageoires      organes     PITX1 fosses

sensoriels                       olfactives   

Gasterosteus aculeatus (variation intra-spécifique)

Séquences enhancers et évolution (II)



Résumé du cours précédent (12 mai)

*Contexte général

*Importance des enhancers dans la régulation génétique

*Rôle des enhancers pendant le développement (interrupteurs,
pleïotropie..)

*Rôle des enhancers pendant l'évolution

*Découverte des séquences enhancers

*Identification par comparaisons de séquences ADN



Découverte des séquences enhancers (1981)

Walter Schaffner (2015) Biol. Chem.

*SV40, un virus ADN utilisé pour introduire un gène (béta-globine) dans des cellules en culture

*Expression (ARN) du gène amplifiée (100X) en présence en cis d'un morceau du virus

*Ce morceau ('72bp repeat') fonctionne indépendamment de l'endroit et de l'orientation



Résumé du cours précédent (12 mai)

*Contexte général

*Importance des enhancers dans la régulation génétique

*Rôle des enhancers pendant le développement (interrupteurs,
pleïotropie..)

*Rôle des enhancers pendant l'évolution

*Découverte des enhancers

*Identification par comparaisons de séquences ADN



Identification des enhancers: approches historiques 
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Identification des enhancers: approches historiques 

*Comment trouver et identifier des enhancers?

Historiquement:

1) Comparaisons de séquences
2) Trappes (pièges) à enhancers



Identification des enhancers: approches historiques 

*Pièges à enhancers

Repêcher des enhancers grâce à leur activité d'activation d'un
gène cible artificiel

*Développement des systèmes de transgenèse animale

*Intégration de l'ADN au hasard et à haute efficacité

*Système de détection rapide et pratique



*Approche par comparaisons de séquence orthologues
*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers), dérivées de travaux chez E. Coli

Identification des enhancers: approches historiques 

*Un système basé sur le développement de la transgenèse chez les mouches

Introduction du gène rosy qui est
normalement localisé en 87D sur le
chromosome 3 de la mouche.
Visualisation directe des copies
surnuméraires grâce aux
chromosomes polytènes des
glandes salivaires.

Piéger des enhancers en utilisant leur fonction comme signal de leur présence..



*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers)

Identification des enhancers: approches historiques 

Promoteur El. P Promoteur heat-shock



*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers)

Identification des enhancers: approches historiques 

*Détection d'un enhancer actif dans les parties postérieures des segments



*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers)

Identification des enhancers: approches historiques 

Enhancer (piégé) ayant une spécificité de 'demi-segment postérieur'



*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers) et 'gene trap' (trappe à gènes)

Identification des enhancers: approches historiques 



*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers) et 'gene trap' (trappe à gènes)

Identification des enhancers: approches historiques 

Durik et al., Genome Research, 1999

Trappe à enhancer intra-génique

Trappe à gènes

Un vecteur enhancer-trap peut
également s'intégrer à l'intérieur
d'introns (dans un gène). Dans ce
cas, l'expression du reporter sera
celle du gène et le gène sera
interrompu (mutant hypomorphe?)

Un vecteur enhancer-trap modifié
peut devenir une trappe à gène car
un site accepteur d'épissage
permet de remonter en séquence
vers l'identité du gène en question
grâce à un ARN chimérique.

Pro: Promoteur; pA: site de polyadénylation; SD: site donneur d'épissage; SA: site accepteur d'épissage



Identification des enhancers: approches historiques 

*Visualisation des enhancers chez les mammifères

Développement du gène 'reporter' LacZ



*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers; trappe à gènes)
*Transfert rapide des technologies chez les mammifères, suivant les progrès de la
transgenèse (début des années 1980). Introduction du gène LacZ en 1986 (virus)

Identification des enhancers: approches historiques 



Identification des enhancers: approches historiques 

Sanes et al., EMBO J. 1986

Des clones de cellules infectées par
le virus portant le gène lacZ sont
détectés dans des sections de peau.
Le produit du gène reporter est
transmis, stable et détectable



*En 1988, la Coloration lacZ in embryo permet de voir directement la spécificité
spatio-temporelle du fonctionnement d'un gène/enhancer

Identification des enhancers: approches historiques 

6/14

La coloration est stable, héritable et reflète une accumulation de protéines plus qu'une
activité transcriptionelle. Elle peut être présente dans des cellules qui n'exprime plus le
gène/enhancer en question.

!



Identification des enhancers: approches historiques 

Gène Hox1-3 (Hoxa5)

enhancer promoter lacZ SV40 polyA



Identification des enhancers: approches historiques 

*Adaptation du pièges à enhancers aux mammifères..

Le développement de cet outil chez les mammifères est beaucoup
plus compliqué car:

*Les fréquences d'intégrations de transgènes sont basses

*Le nombre d'animaux par portée est bas

*Difficultés techniques (injections)

*La génétique n'est pas celle de la mouche etc.

DONC: Recours aux cellules ES



Identification des enhancers: approches historiques 

*Fin des années 1980, la validation d'enhancers et leur description pendant le
développement de souris transgénique devient possible. Mais l'utilisation directe de
la transgenèse par injection dans l'oeuf de souris pour la détection de nouveaux
enhancers est compliquée (fréquence, logistique etc)

*Passage aux cellules souches embryonnaires (ES) comme système alternatif,
également pour développer le 'enhancer trap'.

Emergence des cellules souches embryonnaires (début 1980’s), souris: (1981) 
Evans, Kaufman and Martin.

‘Developmental Biology’, Scott Gilbert (Sinauer) Campbell



Cellules souches embryonnaires (ESc) 

Emergence des cellules souches embryonnaires (début 1980’s)

Blastocyste: éclosion in vitro, sortie de la zone pellucide

Masse cellulaire interne (ICM)

Trophoblaste

Cavité du
blastocèle



Cellules souches embryonnaires (ESc) 



Charles Babinet (1992) Médecine/Sciences

Cellules souches embryonnaires et souris chimères 

*Production d'une souris à partir de cellules ES modifiées/ La route des cellules souches 
(d'autres 'routes' par les cellules souches sont possibles aujourd'hui; embryons 4n..)

Blastocyste chimérique

Souris chimériques (issues
des blastocyste chimérique)

Croisements

Souris dérivées des
cellules souches (si les cellules ES

se trouvent dans la lignée germinale.
des souris chimériques

DONC: production d'une souris
modifiée à partir de cellules 

souches ES modifiées

Cellules ES modifiées
(par ex. insertion de lacZ)



Identification des enhancers: approches historiques 

*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers) et 'gene trap' (trappe à gènes)
chez les mammifères par utilisation des cellules ES comme véhicule

Science, avril 1989

A. Trappe à enhancers, avec un
promoteur hsp68 de souris, un
reporteur lacZ, un site de
terminaison polyA, suivit par
une cassette de sélection

B. Trappe à gènes, avec un
morceau de gène murin (en-2)
suivit par un reporteur
lacZ/polyA après un site
accepteur d'épissage. Puis une
cassette de résistance et un
signal polyA.

Deux vecteurs différents:

La néomycine induit une résistance des cellules ES transformées au traitement par le G418 (antibio. généticine) 



Identification des enhancers: approches historiques 

*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers) et 'gene trap' (trappe à gènes)
chez les mammifères par utilisation des cellules ES comme véhicule

Coloration lacZ
des cellules ES

Passage en
foetus chimérique

trappe à gènes

Seuls les gènes ou les enhancers actifs dans les cellules ES peuvent être piégés en
utilisant la coloration lacZ. Donc nécessité de repiquer des clones de cellules ES au hasard (mais
résistants à la néomycine) et de tester le lacZ dans des embryons à des âges différents

!



Identification des enhancers: approches historiques 

*Approches par 'enhancer trap' (trappes à enhancers) et 'gene trap' (trappe à gènes)
chez les mammifères par utilisation des cellules ES comme véhicule

Résultats généraux

Trappe à
enhancers

Conclusion: chez les mammifères, l'approche
historique 'trappe à enhancers' in vivo est possible
mais laborieuse et pas très efficace. Approche
remplacée avec l'avènement de la génomique soit
par une version plus ciblée et à haut débit, soit par
du profilage épigénétique conduisant aux
approches actuelles.



Identification des enhancers: approches actuelles 

(2014)

Principe général:

*Identifier un segment d'ADN d'intérêt (par exemple un BAC –Bacterial Artificial
Chromosome- contenant un gène particulier.

*Fragmenter cet ADN et le cloner en amont d'un gène reporter (protéine 
fluorescente), dans un vecteur de recombinaison spécifique au locus Hprt.

*Trier les cellules fluorescentes, dans des conditions de différenciations variables

*Isoler les cellules intéressantes et séquencer l'ADN cloné (enhancer).

Mélange entre le côté aléatoire de la trappe à enhancer et une approche 
plus ciblée dans le choix de l'ADN et plus efficace dans la détection 

Trappe à enhancers
ciblée, fonctionnelle  
et à haut-débit



Identification des enhancers: approches actuelles 

(2014)

Principe général:

*Identifier un segment d'ADN d'intérêt (par exemple un BAC –Bacterial Artificial
Chromosome- contenant un gène particulier.

*Fragmenter cet ADN et le cloner en amont d'un gène reporter (protéine
fluorescente), dans un vecteur de recombinaison spécifique au locus Hprt.

Les cellules ES mâles sont mutantes pour le gène de l'Hypoxanthine-phosphoribosyl
transférase (chromosome X). La recombinaison du transgène reconstitue également le gène
Hprt qui dès lors peut résister au traitement par le milieux de culture HAT. Par conséquent,
seules les cellules ayant intégré le transgène au bon endroit survivront au traitement.

Trappe à enhancers
ciblée, fonctionnelle  
et à haut-débit



Identification des enhancers: approches actuelles 

Modifié de: de Laat and Duboule, 2013 Nature
Librairie de clones
BACs localisés à 

proximité du gène 
en question

Fragmentation en 
morceaux de app 1kb

ca 150kb



Identification des enhancers: approches actuelles 
Dickel et al., (2014) Nature Methods

Clonage des morceaux avec
des enhancers potentiels
devant un reporter fluorescent

Introduction dans cellules ES et
sélection HAT (Hprt). Copie
unique toujours au même
endroit...

Observation de la fluorescence
avant et après différenciation
des cellules ES

Triage par FACS des cellules
fluorescentes et PCR de l'ADN

Identification de séquences
enhancers spécifiques à un type
cellulaire.

Recombinaison
au locus Hprt muté



Identification des enhancers: approches actuelles 
Dickel et al., (2014) Nature Methods

Trieur de cellules (cell sorter; FACS)

contrôle 
négatif

contrôle 
positif

Expérience
(gène Nanog)

Taille des cellules
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Expérience de validation du système en utilisant de l'ADN provenant du locus Nanog,
un gène exprimé dans les cellules ES non-différenciées. Quelques cellules dans la
culture ont recombiné au locus Hprt un plamide contenant un enhancer de Nanog.



Application à un locus contenant deux gènes important pour le développement du coeur

1mb
MYH6       MYH7 

Séquences d'ADN
enrichies dans les
fractions de celulles
fluorescentes

Promoteurs

Enhancers

Validation in embryo
par transgenèse/lacZ

Identification des enhancers: approches actuelles 

Dans ce cas précis, les deux enhancers se trouvent à proximité des 
gènes cibles, mais souvent la distance est bien plus grande...



Application à un locus contenant deux gènes important pour le développement du coeur

1mb
MYH6       MYH7 

Identification des enhancers: approches actuelles 

Dans ce cas précis, les deux enhancers se trouvent à proximité des 
gènes cibles, mais souvent la distance est bien plus grande...

..d'où l'importance d'une localisation des enhancers dans les génomes qui
permet également leur association avec un (des) gène(s) cible(s). Donc,
nécessité d'approches permettant une 'localisation fonctionnelle'. En effet,
les enhancers peuvent se trouver à de longues distances de leurs gènes
cibles, parfois même avec des gènes non-cibles entre les deux.

*Risque de se trouver avec une séquence enhancer orpheline de son gène cible



Identification des enhancers

Importance de la localisation des enhancers dans les génomes, mais
également de leur association avec un (des) gène(s) cible(s). Donc, nécessité
d'approches permettant une 'localisation fonctionnelle'. En effet, les
enhancers peuvent se trouver à de longues distances de leurs gènes cibles,
parfois même avec des gènes non-cibles entre les deux.

*Approches combinées par profilage épigénétique et interaction physique

Exemple historique de la nécessité d'une 'localisation fonctionnelle'

Le cas de la mutation limb deformity (ld) et des gènes formin et gremlin

Nature, 1990; 'back to back'



Identification des enhancers: localisation...

Le cas de la mutation limb deformity (ld) et des gènes formin et gremlin

Nature, 1990; 'back to back'

*Mutagenèse par insertion de transgène au locus limb deformity, créant un allèle ldHd

*Cet allèle est similaire à deux autres allèles décrits à ce locus: ldJ (1960) et ldOR (1962)
*Des allèles multiples isolés à ce locus car le phénotype anormal touche les membres 

ldHd/Hd

ldHd/Hd

ld+/+

ld+/+

Av

Ar

ld+/+ ldHd/Hd

Zeller et al., Genes Dev. 1989



Identification des enhancers: localisation...

http://jbrowse.informatics.jax.org

25 Kb

Limb deformity (formin)

*Insertion dans le gène 'limb deformity', dont les protéines sont appelées 'Formins' 



, 2003

Identification des enhancers: localisation...

*Pour des raisons différentes
et indépendantes du gène Ld,
le groupe de R. Harland fait
une inactivation fonctionnelle
d'un autre gène appelé
'Gremlin'

*Ces auteurs notent une
grande similarité dans les
altérations morphologiques
des membres entre le mutant
Gremlin et les mutant Ld...

patte avant patte arrière



, 2003

Identification des enhancers: localisation...

http://jbrowse.informatics.jax.org

25 Kb

Gremlin
Limb deformity (formin)

Les deux gènes
sont des voisins
très proches sur
le génome!

Pour vérifier cette hypothèse, Khoka et al. font un 'test de complémentation', en croisant des souris :
Gremlin+/- avec des souris LdJ/+ Parmi les petits, des animaux trans-hétérozygotes Gremlin-/LdJ

Conclusion:
Les deux mutations 
sont alléliques (ce 
sont deux mutants 

du même gène)



Identification des enhancers: localisation...

Nouvelle série de délétions et de 
souris transgéniques au locus Ld/Gremlin

*Transgène BAC (Bacterial Artificial Chromosome)

BAC avec un reporteur lacZ dans Gremlin
Conc: La partie 3' de Ld contient le(s)
enhancer(s) (LdHd?)

Le même avec déletion des exons 19-22
Conc: Le(s) enhancer(s) sont localisés dans
cet intervalle d'ADN

Région des enhancers avec un reporter
artificiel, sans le gène Gremlin.
Conc: vérification de la présence des
enhancers dans cette région



Identification des enhancers: localisation...

Conclusions générales 
(14 ans après les premières publications..)

Quid du gène Ld et de la protéine Formin?



Identification des enhancers: localisation...

...mais la région d'ADN concernée
reste très grande...

Souris

Homme

Singe

Chien

Opossum

Oiseaux

Amphibiens

Poissons



Identification des enhancers: localisation...


