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Résumé du cours précédent (19 mai)

*Identification par pièges à enhancers (pré-requis, transgenèse,
élément P, détection par LacZ

*Détection d'enhancers chez le foetus par l'utilisation du gène lacZ

*Extension du piège à enhancers chez les mammifères (souris) par
la voie des cellules souches embryonnaires

*Méthodes actuelles; piège à enhancers ciblé et à haut débit

*Difficulté de lier les enhancers à leurs gènes cibles; régulation à
grande distance (exemple des gènes Ld et Gremlin)



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

Identification des enhancers: approches historiques 

Promoteur El. P Promoteur heat-shock

Enhancer spécifique à la partie postérieure de chaque segment 



Résumé du cours précédent (19 mai)

*Identification par pièges à enhancers (pré-requis, transgenèse,
élément P, détection par LacZ

*Détection d'enhancers chez le foetus mammifère par l'utilisation
du gène lacZ

*Extension du piège à enhancers chez les mammifères (souris) par
la voie des cellules souches embryonnaires

*Méthodes actuelles; piège à enhancers ciblé et à haut débit

*Difficulté de lier les enhancers à leurs gènes cibles; régulation à
grande distance (exemple des gènes Ld et Gremlin)



*En 1988, la Coloration lacZ in embryo (in totto) permet d'observer directement la
spécificité spatio-temporelle du fonctionnement d'un gène/enhancer

Identification des enhancers: approches historiques 

6/14



Résumé du cours précédent (19 mai)

*Identification, pièges à enhancers (pré-requis, transgenèse,
élément P, détection par LacZ

*Détection d'enhancers chez le foetus mammifère par l'utilisation
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grande distance (exemple des gènes Ld et Gremlin)



Identification des enhancers: approches historiques 

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

Coloration lacZ
des cellules ES

Passage en
foetus chimérique

trappe à gènes

Introduction dans des
cellules ES



Résumé du cours précédent (19 mai)
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grande distance (exemple des gènes Ld et Gremlin)



Identification des enhancers: approches actuelles 

Clonage des morceaux contenant
des enhancers potentiels devant un
gène 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 particulier.

Recombinaison
au locus Hprt muté

(2014)
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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)

, 2003



Identification des enhancers: approches actuelles (suite) 

*Comment trouver et identifier des enhancers?

Profilage épigénétique

1) Modifications post-traductionnelles des histones
2) Liaison de protéines indicatrices de séquences enhancers
3) Accessibilité de la chromatine



Identification des enhancers: approches actuelles 

*Approches par profilage épigénétique
*Approche par interaction physique (souvent combinées)

De: Campbell, Biologie, 8ème édition



Fibres 30nm

Chromatide (700nm)

Loops Scaffold

Fibres 300nm

Chromosome

répliqué (1400nm)

Fibres 30nm Looped domains 
(300-nm fiber)

Métaphase

De: Campbell, Biologie, 8ème édition

Identification des enhancers: Chromosomes, chromatine 



ADN double hélice
(2 nm de diamètre)

Nucléosome
(10 nm de diamètre)

Histones
Histone tail (queue)

H1

ADN Nucléosomes

(10nm)

Identification des enhancers: Chromosomes, chromatine 

De: Campbell, Biologie, 8ème édition

*Epaisseur de l’ADN: 2 nanomètres: 2 x 10-9 m ou 2 milliardièmes de mètre 
*Longueur totale dans une cellule: 2 mètres….
*Imporance de l'empaquetage...

Wikipedia



Y

Lowe et al., 2019 Cancers (11) 660

Modifications épigénétiques de la chromatine (histones)

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

H3K27ac
H3K27me1
H3K27me2
H3K27me3

Chromatine active (gènes transcrits, enhancers..)

Chromatine inactive (gènes non-transcrits)

*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)



ChIP-seq (Immuno-précipitation de chromatine suivie de séquençage ADN)

https://en.wikipedia.org/wiki/ChIP-sequencing

*Protéines liées à l'ADN (facteurs de transcription, histones etc..)

*Cross-linking (traitement induisant des liens protéines-ADN)
(liaisons chimiques fortes)

*Casser l'ADN en de petits morceaux

*Immuno-précipiter avec un anticorps spécifique sur bille

*Relâcher et isoler les fragments d'ADN

*Séquencer les fragments et aligner sur le génome



H3K27ac

Exemple: gènes du cluster Hoxd, cellules d'organes génitaux d'un foetus de souris à 15.5 jours

Amandio et al. (2020)

ChIP-seq (domaines actifs; domaines inactifs)



H3K27ac

Exemple: gènes du cluster Hoxd, cellules d'organes génitaux d'un foetus de souris à 15.5 jours

La hauteur des pics reflète le nombre de fragments d'ADN séquencés 
correspondant à la séquence génomique de l'intervalle d'ADN 

ChIP-seq (domaines actifs; domaines inactifs)



ChIP-seq (domaines actifs; domaines inactifs)

H3K27ac

Exemple: gènes du cluster Hoxd, cellules d'organes génitaux d'un foetus de souris à 15.5 jours

Domaine de chromatine
'active', les gènes sont 

transcrits et sont
'accessibles'

Domaine de chromatine
'inactive', les gènes ne sont 
pas transcrits et sont peu 

'accessibles'



H3K27ac

Exemple: gènes du cluster Hoxd, cellules d'organes génitaux d'un foetus de souris à 15.5 jours

Domaine de chromatine
'active', les gènes sont 

transcrits et sont
'accessibles'

Domaine de chromatine
'inactive', les gènes ne sont 
pas transcrits et sont peu 

'accessibles'

ChIP-seq (domaines actifs; domaines inactifs)



H3K27ac

Exemple: gènes du cluster Hoxd, cellules d'organes génitaux d'un foetus de souris à 15.5 jours

ChIP-seq (domaines actifs; domaines inactifs)

Les deux modifications sont détectées car mélange de cellules...



ChIP-seq (Marquage des enhancers)

*La modification de l'Histone H3 H3K27ac (acétylation) marque 
également les séquences enhancers

Exemple avec le cluster de gènes Hoxd et des celllules de la partie 
distale du bourgeon de membre 

HoxD

Paysage de régulation du cluster de gènes HoxD (app 2Mb)

(2016)

marquage de 
gènes actifs

marquage des enhancers 'actifs'



*La modification de l'Histone H3 H3K27ac (acétylation) marque 
également les séquences enhancers

Exemple avec le cluster de gènes Hoxd et des celllules de la partie 
distale du bourgeon de membre 

HoxD

Paysage de régulation du cluster de gènes HoxD (app 2Mb)

Séquences enhancers

Les séquences enhancers actives dans les cellules de bourgeons de membre distal sont toutes 
positionnées du coté centromérique du cluster de gènes. Polarisation de la régulation. 

ChIP-seq (Marquage des enhancers)



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..)

Exemple avec l'utilisation de la protéine p300, Visel et al. Nature 2009

CTCF

H3K27ac

CTCF: Protéine se liant directement à l'ADN, impliquée dans l'organisation de la
structure de la chromatine



Nature, 2009

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
et indispensable pendant le
développement embryonnaire

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



Nature, 2009

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

MésencéphaleTélencéphale Membres
*Vérification des pics enhancers

par transgenèse in vivo

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

*Quand on utilise les pics p300
comme critère, app 80% de positifs!



Nature, 2009

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

Mésencéphale

Télencéphale

Membres
Conservation ADN

Enhancer

Foetus transgéniques
enhancer/P-lacZ

Reproductibilité



Nature, 2009

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

Télencéphales de foetus à 11.5 jours.
Analyse de la position des pics p300
autour de 885 gènes surexprimés
dans ce tissus en comparaison de
contrôles (les régions promoteurs
sont exclues). Comparaison entre
2'435 pics p300 et 2'435 sites
aléatoires.

Fenêtres (bins) de 10 kb



Nature, 2009

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

Conclusions

...nos résultats indiquent que la cartographie in vivo des sites de liaison de p300 est un
moyen précis pour identifier les enhancers et leurs activités. Ces résultats suggèrent que
de tels datasets seront utiles pour étudier le rôle des enhancers tissus-spécifiques dans 
la biologie humaine normale et dans certaines pathologies, à l'échelle du génome entier.



Limitations du ChIP-seq et améliorations (Cut & Run)

*Néanmoins, l'approche en ChIP-seq nécessite l'utilisation d'un nombre de
cellules relativement conséquent (150 embryons pour p300), qui peut rendre
cette approche difficile pour des raisons logistiques.

*Des amélioration récentes peuvent
pallier ces limitations jusqu'à un certain
point, comme par exemple l'approche
Cut & Run qui utilise une protéine A
conjuguée à une activité de nucléase
microccocale (MNase) qui va digérer
l'ADN lié par une protéine et son
anticorps, ce qui permettra de le
séquencer par la suite. Méthode
récente développée par le laboratoire
de S. Henikoff sur la base et le principe
des travaux de U. Laemmli au début
des années 2000 (ChIC and ChEC).

Méthode plus sensible mais ....

https://en.wikipedia.org/wiki/CUT%26RUN_sequencing#/media/File:CUT&RUN_Protocol.tif



Klemm, Shipony and Greenleaf , 2019 Nature Review Genetics

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

La chromatine présente des états d'accessibilité différents

*Chromatine fermée: Les facteurs n'accèdent pas aux séquences d'ADN
*Chromatine permissive: Des facteurs peuvent accéder et réorganiser la chromatine
*Chromatine ouverte: la transcription peut se faire

Ces états peuvent être révélés par l'accessibilité d'un transposon

Fermée                                          Permissive                                   Ouverte



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

Buenrostro et al., (2013) Nature Methods 10: 1213-1218
(Grenleaf and Chang laboratories, Stanford)

Transposase du Tn5 mutante hyperactive

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

La transposase coupe et 'tague' les région accessibles, 
('tagmentation')

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

Pas d'anticorps, pas d'extraction, pas de sonication...
(possible avec une cellule unique) 

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



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

HoxD
ATAC-seq (accessibilité)

Cut & Run (protéine)

La convergence des deux analyses permet d'identifier des sites potentiels de
liaisons de facteurs nécessaires au contrôle de l'expression des gènes cibles

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



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

HoxD
ATAC-seq (accessibilité)

Cut & Run (protéine)

La convergence des deux analyses permet d'identifier des sites potentiels de
liaisons de facteurs nécessaires au contrôle de l'expression des gènes cibles

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

La protéine semble être liée avant que la chromatine 
ne soit accessible (causalité?) 'Effet pionnier' 



ChIP-seq versus ATAC-seq (signaux différents)

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

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

ChIP-seq ATAC-seq

Les enhancers détectés sont
utilisés de façons différentes
dans chaque type cellulaire,
dans chaque organe. Par
conséquent, les profils obtenus
seront différents selon le type
cellulaire, selon la spécificité
de tel ou tel enhancer. Ce sont
des profils de nature
épigénétique, qui ne peuvent
pas être établis une fois pour
toute, comme une séquence
génomique. Ces profils varient,
avec l'activité des gènes.

!



ChIP-seq versus ATAC-seq

ChIP-seq (Hoxa13)

ATAC-seq

ChIP-seq (H3K27ac)

ChIP-seq (Hoxd13)

Comparaison de
séquences

Exemple: Liaison de deux facteurs de transcription (Hoxa13 et Hoxd13) à une
séquence enhancer localisée sur le chromosome 2 murin.

C. Chase Bolt, EPFL, Lausanne



ChIP-seq versus ATAC-seq

ChIP-seq (Hoxa13)

ATAC-seq

ChIP-seq (H3K27ac)

ChIP-seq (Hoxd13)

Comparaison de
séquences

Exemple: Liaison de deux facteurs de transcription (Hoxa13 et Hoxd13) à une
séquence enhancer localisée sur le chromosome 2 murin.

C. Chase Bolt, EPFL, Lausanne Validation fonctionnelle



Validation par transgenèse (souris)

Beccari, Yakushiji-Kaminatsui, Woltering et al. (2016) Genes & Dev.

Analyse d’une
modification 

épigénétique de
la chromatine:

H3K27ac
(acétylation de la
lysine #27 des 
histones H3)

Chase Bolt, EPFL Lausanne

enhancer GFP (fluorescence)promoteur

Construction 
d’un transgène
‘reporter’ avec
un promoteur

hétérogène et une
protéine 

fluorescente

enhancer gène cible



Contacts enhancers-promoteurs à grande distance?

*Comment trouver et identifier les gènes cibles?
*Comment fonctionner à grande distance?

Contacts (interactions) dans l'espace par
formation de boucles (loops)

?
500-600 kb



Mais comment fonctionne un enhancer à une telle distance du gène cible?

Par un rapprochement non-stochastique dans l'espace (formation de 'loops')

P: Promoteur
En1: Enhancer 1
En2: Enhancer 2

P

En1En2

Interactions alternatives Interactions coopératives

Adapté de Spitz and Furlong, Nature Rev. Genetics, 2012 

En1 et En2 peuvent avoir des spécificités cellulaires différentes ou similaires, selon les 
cas (pleïotropie ou redondance fonctionnelle..)

Mais comment visualiser ces interactions spatiales de façon expérimentale?  

Contacts entre enhancers-promoteurs par looping



Mais comment fonctionne un enhancer à une telle distance du gène cible?

Par un rapprochement non-stochastique dans l'espace (formation de 'loops')

P: Promoteur
En1: Enhancer 1
En2: Enhancer 2

P

En1En2

Interactions alternatives Interactions coopératives

Adapté de Spitz and Furlong, Nature Rev. Genetics, 2012 

Approches par Captures de Conformations Chromosomiques
(3C, 4C, 5C...HiC...et leurs dérivés)

Contacts entre enhancers-promoteurs par looping



La proximité des fragments d'ADN après cross-linkage va augmenter leur 
probabilité de se recoller après ligation. Si l'on connait les fragments d'ADN 
en question, on pourra amplifier le fragment 'recollé' et voir si sa fréquence 

est supérieure à une fréquence de ligation aléatoire (3C) 

Chromosome Conformation Capture



Mais comment fonctionne un enhancer à une telle distance du gène cible?

*Approches par profilage épigénétique
*Approche par interaction physique
(souvent combinée aux premières)

Chromosome Conformation Capture

'Cross-linking' 
ADN-protéines

Couper avec une enzyme 
de restriction 'fréquente'

Ligation de l'ADN
(qui sera donc favorisée 

par la proximité) 

Enlever le
'cross-linking'

(relâche l'ADN)

Production d'une 
librairie de boucles d'ADN et 

séquençage
massif (amorces etc..)

Le nombre de 'reads' mixtes 
reflète la proximité entre les deux
segments d'ADN dans l'espace

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



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



TADs et paysages de régulation

Chase Bolt, 
EPFL Lausanne 

*Profile épigénétique de H3K27ac

*Profile d'interactions de chromatine



Chromosome Conformation Capture 
(3C, 4C, 5C, HiC..)

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

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

TADs: Topologically-associating
domains (cours de la Prof. E. Heard)

TADs: Domaines (paysages) d'action des enhancers pour une cible précise
(mais quid de la causalité..?)

TADs et paysages de régulation



TADs et paysages de régulation

HoxD
H3K27ac

*Les paysages de régulations/TADs se comportent de façon cohérente et sont
actifs ou inactifs alternativement, dans des champs cellulaires différents au sein
de la même structure en développement (le bourgeon des membres)



TADs et paysages de régulation

HoxD
H3K27ac

*Les paysages de régulations/TADs se comportent de façon cohérente et sont
actifs ou inactifs alternativement, dans des champs cellulaires différents au sein
de la même structure en développement (le bourgeon des membres)



*Les TADs pourraient agir comme des structures chromatiniennes permettant
de 'maximiser', d'augmenter la fréquence de contacts entre des enhancers et
des promoteurs, de définir un champs d'action particulier pour des enhancers
et leur(s) gène(s) cible(s).

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

Enrichissement pour
des sites de liaison à
la protéine CTCF, une
protéine impliquée
dans les architectures
de la chromatine

CTCF et définition des domaines de régulation

Dixon et al. (2012)
(Bing Ren)

CTCF: Protéine à 11 'doigts de zinc' (CCCTC-binding Factor), se liant directement à
l'ADN, impliquée dans l'organisation spatiale de la structure de la chromatine



*Les TADs pourraient agir comme des structures chromatiniennes permettant
de 'maximiser', d'augmenter la fréquence de contacts entre des enhancers et
des promoteurs, de définir un champs d'action particulier pour des enhancers
et leur(s) gène(s) cible(s).

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

CTCF et définition des domaines de régulation

Rodriguez-carballo et al. (2017)

Dixon et al. (2012)
(Bing Ren)

*Sites CTCF enrichis aux 'frontières' 
entre TADs

*Distribution conservée dans des 
types cellulaires différents



CTCF et définition des domaines de régulation

*Les TADs pourraient agir comme des structures chromatiniennes permettant
de 'maximiser', d'augmenter la fréquence de contacts entre des enhancers et
des promoteurs, de définir un champs d'action particulier pour des enhancers
et leur(s) gène(s) cible(s).

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

Enrichissement pour
des sites de liaison à
la protéine CTCF, une
protéine impliquée
dans les architectures
de la chromatine

Des protéines CTCF liées  immobilisent le complexe 
cohésine qui extrude l'ADN et forme des boucles..



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

*Familles montrant une polydactylie pré-axiale (7q36)
*Insertion d'un transgène chez la souris dans la région synténique

(Sasquash, insertion cartographiée sur le chromosome 5 murin)



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) 

La mutation modifie l'expression de Shh dans la Zone of 
Polarizing Activity (ZPA) du bourgeon de membre. L'enhancer
sera donc appellé : ZRS (ZPA Regulatory Sequence)

Différentes mutations 
ponctuelles chez 

l'homme avec des 
effets comparables 

Insertion/duplication 
dans la mutation 
Sasquash chez la 

souris



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

(2016)

HiC

4C
profiles identiques 
avec des cellules 

positives ou 
négatives

Bourgeon de 
membre postérieur

Bourgeon de 
membre antérieur



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

*Diverses modifications du paysage de régulation (ingénierie chromosomique)
vont révéler une série de conclusions:

*La structure TAD favorise les
contacts entre la ZRS et le gène Shh

*Sans TAD, la fréquence des
contacts diminue

*Changer les distances entre la ZRS
et Shh à l'intérieur du TAD n'a pas
d'effet marqué

*Rapprocher la ZRS du gène Shh en
absence du TAD peu partiellement
compenser la perte de contacts
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*La délétion (CRISPR-cas9) de
deux sites CTCF autour de la ZRS
diminue fortement les contacts
avec le gène Shh

contrôle

double mutant 
CTCF autour 

de la ZRS

CTCF
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*Un modèle de polymère 3D (basé sur les résultats Hi-C) suggère un 
changement de proximité entre la ZRS et Shh en absence des deux sites CTCF

*Cependant, une réduction de seulement 50% des mRNAs est observée
et aucun phénotype.. (autres sites CTCF..)


