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Walter Schaffner (2015) Biol. Chem.

Fonction des enhancers: Ce sont des interrupteurs qui décident du temps et de l'endroit où 
un gène particulier est activé

*Les bases générales du concept d'enhancer' sont énoncées au début des 
années 1980

*Une séquence d'ADN qui peut agir à distance pour augmenter la 
transcription à partir d'un promoteur cible, et cela indépendamment de son 
orientation
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Un bref historique (1981)
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*Comment trouver et valider fonctionnellement des enhancers?

Historiquement:

1) Comparaisons de séquences
2) Pièges à enhancers
3) Marques épigénétiques
4) Accessibilité de la chromatine
5) Contacts inter-chromatine
6) .....

 

Approches pour identifier des enhancers
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*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.. 

*Piège à enhancer, trappe à gène (Drosophila)
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Enhancer (piégé) ayant une spécificité de 'demi-segment postérieur' 
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*Piège à enhancer, piège à gène (Drosophila)
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*Détection d'un enhancer actif dans les parties postérieures de chaque segment 
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*Piège à enhancer, piège à gène (Drosophila)
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Durik et al., Genome Research, 1999

Piège à enhancer intra-génique

Piège 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
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*Piège à enhancer, piège à gène (Drosophila)
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Une méthode pour tester l'activité 
enhancer potentielle de millions de 
séquences de façon aléatoire et à partir 
de n'importe quelle source d'ADN 
(fragment, BAC, génome entier...)
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*Approches fonctionnelles à haut débit (Drosophila)
Exemple: STARR-seq

2013
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*Approches fonctionnelles à haut débit (Drosophila)
Exemple: STARR-seq (quantitatif)

2013

*Source d'ADN (génome)

*Fragmentation

*Addition de linkers

*Recombinaison dans un 
plasmide reporter (3' 
UTR) et préparation 
d'une librairie

*Transfection dans des 
cellules

*Isoler les mRNAs polyA+

*Production des cDNAs

*Amplification PCR

*Séquençage ADN

*Alignement sur le 
génome de départ
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*Approches fonctionnelles à haut débit (Drosophila)
Exemple: STARR-seq

2013

*Source d'ADN (génome)

*Fragmentation

*Addition de linkers

*Recombinaison dans un 
plasmide reporter et 
préparation d'une 
librairie

*Transfection dans des 
cellules

*Isoler les mRNAs polyA+

*Production des cDNAs

*Amplification PCR

*Séquençage ADN

*Alignement sur le 
génome de départ

*L'enhancer est 'auto-transcrit' car intégré dans le 3' 
UTR d'un gène rapporter.

*La quantité de cDNA pour un enhancer (nombre de 
reads) reflétera directement son activité (quantitatif)

*Avantages d'une approche à haut débit, exhaustive et 
sans biais initiaux. 

*Inconvénients du système de détection car le choix 
des cellules va déterminer quelles séquences seront 
actives...

Les approches épigénétiques sont donc plus complètes 
mais elles n'ont pas de read out vraiment fonctionnel 
et/ou quantitatif..
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*Chez la souris, approche par injection de 
transgènes dans le zygote....

*Procédure coûteuse et technique, mais 
relativement rapide (si pas de lignée) et 
efficace

*Extraction de zygotes, injection, 
réimplantation dans des mères porteuses, 
établissement de lignées ou analyses des 
fœtus...

Mais!  Une limitation importante de cette approche se trouve dans le côté aléatoire du site 
d'insertion et du grand nombre de copies généralement introduites...ce qui peut fausser le 
résultat de façon quantitative mais aussi (parfois) de façon qualitative. Les outils 
CRISPR/Cas pallient en partie ces problèmes par une grande précision d'insertion et de 
localisation. Mais cela reste une approche compliquée.

Comment maitriser ces deux paramètres? 

*Détection d'activité enhancer chez les mammifères (souris)
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*Utilisation des cellules ES ou iPS

*Introduction de transgènes en utilisant des 
systèmes d'aéroports déterminés (landing 
sites) permettant de contrôler à la fois le site 
d'insertion et le nombre de copies insérées 
(une, si possible).

*Analyse précise et comparative (le contexte 
est toujours le même).

*Mais!  Nécessité de remettre ces cellules ES dans des conditions physiologiques 
permettant une approche fonctionnelle...(embryon, tissus, type cellulaire..)

*Cela permet d'abord un travail en amont sur ces cellules et, une fois les conditions 
d'insertion maîtrisées et sélectionnées, le retour de ces cellules dans un contexte 
'développemental', qui peut aller jusqu'à l'embryon lui-même.

*Détection d'activité enhancer chez les mammifères (souris)
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*Deux exemples de 'landing sites' pour transgènes en
cellules ES 

Le locus Hprt mutant et le locus H11
(hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase)

*Le locus muté Hprt et le milieu de sélection 
HAT

*l'Aminoptérine inhibe la synthèse d'ADN et 
donc les cellules meurent. En présence de 
Thymidine et d'Hypoxhantine, l'enzyme Hprt 
peut toutefois produire les éléments 
nécessaires (H et T sont des intermédiaires 
dans la synthèse des bases puriques A et G) 
et donc activer une 'salvage pathway'.

*La bonne recombinaison (au locus) va 
corriger le gène Hprt muté et donc permettre 
le sauvetage de la cellule.

*Procédure très efficace et sélective (permet de sélectionner un évènement à basse fréquence)
*Procédure agressive pour les cellules..(drogue).

13

(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 du piège à enhancer et une approche 
plus ciblée dans le choix de l'ADN et plus comparative dans la détection. 

'piège à enhancers' 
ciblé, fonctionnel  et à 
haut-débit
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Dickel et al., (2014) Nature Methods
BUT: Recherche d'éléments régulateurs 
spécifiques aux cardiomyocytes

Clonage des morceaux avec 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.

Recombinaison
au locus Hprt muté
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Dickel et al., (2014) Nature Methods

Application à un locus contenant deux gènes importants pour le développement du cœur 

1mb
MYH6       MYH7 

Promoteurs

Enhancers
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Séquences d'ADN 
enrichies dans les 
fractions de cellules 
fluorescentes

Validation in embryo par 
transgenèse/LacZ
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Application à un locus contenant deux gènes important pour le développement du coeur 

1mb
MYH6       MYH7 

Séquences d'ADN 
enrichies dans les 
fractions de cellules 
fluorescentes

Promoteurs

Enhancers

Validation in embryo par 
transgenèse/LacZ

Dans ce cas précis, les deux enhancers se trouvent à proximité des gènes cibles, 
mais souvent la distance est bien plus grande...
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*Deux exemples de 'landing sites' pour transgènes en
cellules ES 

Le locus Hprt mutant et le locus H11 

*Dual Integrase Cassette Exchange (DICE)

*Construction d'une plateforme d'échange à très 
haute spécificité, permettant l'étude rapide de 
constructions transgéniques dans des conditions 
comparables.
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*Deux exemples de 'landing sites' pour transgènes en
cellules ES 

Le locus Hprt mutant et le locus H11 

*Procédure très efficace et très 
sélective (permet d'obtenir un 
évènement avec une fréquence 
proche de 100%).

*Procédure peu agressive pour 
les cellules (double sélection..).

*Préparation d'une cassette 
d'échange nécessaire.

*...garder le locus comme point 
d'atterrissage mais utiliser 
simplement la recombinaison 
homologue (CRISPR..) et non pas 
une cassette d'échange. Avec ou 
sans sélection en parallèle...5-
20% succès...

Zhu et al.
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*Comment remettre les cellules ES (iPS) dans un contexte physiologiquement 
utile, informatif ?
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Cellules ES, iPS

Différenciation des 
cellules dans des 

systèmes 2D

Différenciation des 
cellules dans des 

systèmes 3D
(organoïdes)

Différenciation des 
cellules dans des 

systèmes de 
pseudo-embryons

Embryons produits 
par injections de 

cellules ES

Embryons produits 
par agrégation de 

cellules ES avec des
blastomères

Embryons produits 
par agrégation avec
des blastomères 4N 

Ex-utero

In-utero
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‘Developmental Biology’, Scott Gilbert.
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Cellules ES, iPS

Les cellules ES ne font pas de dérivés extra-embryonnaires  ⚠

Faire des embryons par la route des 
cellules souches (injection)
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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)
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Des souris ‘allophènes’
(par agrégation de morula ou avec des cellules ES...) 

Cellules ES, iPS
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Faire des embryons par la route des 
cellules souches (agrégation)
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2-cells
zygote

4n2n 2n

tetraploid
zygote

Des souris ‘allophènes’ avec receveur tétraploïde (4n)
(Par agrégation avec des cellules ES)

Cellules ES, iPS
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Résultats possibles en F0 déjà (mais alors pas de lignée établie...)
(analyses quantitatives, temporelles..)

🙏 Guillaume Andrey

Faire des embryons par la route des 
cellules souches (agrégation avec 4n)
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*Dynamique des séquences enhancers ?

🙏 Raquel Rouco et Guillaume Andrey
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Cell lineage
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Linéage cellulaire complet de C. elegans (Sulston et al.)
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poised initiation

decommissioning

maintenance

Peut-on suivre ces étapes de façon dynamique? 
Et isoler les cellules se trouvant à des stades différents, à des 
fins comparatives?
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*Dynamique des séquences enhancers 
Dynamique de la morphogenèse

🙏 Raquel Rouco et Guillaume Andrey

27

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

Le gène humain SHOX est localisé dans la région 
pseudo-autosomale 1 (sur le X et le Y), qui donc échappe 
à l'inactivation du X . Ce gène n'existe' pas chez la souris, 
qui en revanche à Shox1 et Shox2....

Le gène Shox2 (KO)

*Dynamique des séquences enhancers 
Dynamique de la morphogenèse
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Osterwalder et al., 2018 PMID: 29420474
Abbassah-Opong et al., 2023, BioRxiv
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*Comment étudier la dynamique des séquences enhancers ?

🙏 Raquel Rouco et Guillaume Andrey
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forelimb

Rouco et al., bioRxiv 2024

Shox2
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*Un système à deux fluorescences pour suivre une  
trajectoire de régulation

🙏 Raquel Rouco et Guillaume Andrey

*Rosa26 est un gène exprimé dans toutes les 
cellules

*Une EYFP est placée à sa suite avec un site 
accepteur d'épissage (SA)

*Entre les deux une séquence de terminaison est 
introduite (STOP)....

*...flanquée de deux sites de recombinaison 
reconnus par la recombinase CRE

*La recombinase CRE est produite en même 
temps qu'une fluorescence rouge par un 
transgène inséré juste devant le gène Shox2 qui 
va donc repêcher les influences des enhancers

*La CRE va enlever le STÒP et marquer de façon 
définitive toutes les cellules dérivant de cellules 
ayant exprimé Shox2 une fois ou l'autre...
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Rouco et al., bioRxiv 2024
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*Un système à deux fluorescences pour suivre une  
trajectoire de régulation

🙏 Raquel Rouco et Guillaume Andrey
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