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Comment les enhancers fonctionnent à grandes distances?

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers

C. Les archipels de régulation
D. Les paysages de régulations pleïotropiques

(non exclusifs...) 

Topologie des paysages d'enhancers 
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Approches fonctionnelles du 'super-enhancer'

*Délétions variées
*Rajouts (sur une délétion totale..)

*Les enhancers n'ont pas la même 
importance.

*Différence dans le résultat selon que 
les enhancers sont enlevés ou 
rajoutés... en particulier sur 
l'importance de R3, Rm et R4.

*En effet, peu importants lorsqu'ils 
sont enlevés par unité, ils se révèlent 
critiques lorsque rajoutés à R1 et R2 
(comparer les lignes 2 et 3 avec la 
ligne 8..).

*Importance de la topologie des 
enhancers au sein du SE, pour induire 
une architecture de régulation

3

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

La polarité du Super-Enhancer est importante

*L'inversion du SE réalloue les contacts avec un changement de polarité
*Cette réallocation n'est pas dépendante du loop induit par les sites CTCF

*Conclusion: le SE a une architecture intrinsèque conduisant à une action directionnelle

4



3

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

*Thalassémies (Thalassa –la mer-)

*Alpha-thalassémies (assez rare, Afrique, Arabie Saoudite, Inde...). Différents 
nombres d'allèles peuvent être touchés, de façon différente.. Le quadruple 
mutant est généralement très sévère, souvent létal.

*Bêta-thalassémies (au minimum 350 mutations décrites, 60'000 naissances 
chaque année..). Fortes anémies, splénomégalie, malformations...

Prévalence augmentée dans les régions à haut taux de paludisme car la 
polyglobulie 'protège' en quelques sortes contre la malaria (les crises sont moins 
souvent mortelles..). Une crise de paludisme entraîne généralement une lyse de 
30 à 50% des globules rouges (situation pouvant être létale). L'excès de globules 
rouges dans les thalassémies rend ces crises moins aigües.

Les mutations touchent toutes les étapes de la synthèse des globines (régulation, 
RNA processing, gènes, traduction, assemblage des globines, stabilité...) et on 
estime que app 5% population en porte une. Les mutations dans les enhancers 
sont très rares et généralement familiales...
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Enhanceropathies au locus alpha-globin
Thalassémie (anémie)

*Délétions qui induisent des anémies
*R2 semble être particulièrement important
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A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers

C. Les archipels de régulation
D. Les paysages de régulations pleïotropiques

(non exclusifs...) 

*Au niveau moléculaire?

*Au niveau du 'choix' des gènes cibles et de l'organisation 
chromosomique?

Comment les enhancers fonctionnent à grandes distances?
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Les 'archipels de régulation'

Le cluster de gènes HoxD: Plusieurs gènes cibles au milieu de deux 
grands déserts de gènes 
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C. Les archipels de régulation
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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
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Cellules présomptives
des doigts et des orteils
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Une combinaison de critères pour définir des ilots de régulation

Séquence
d'ADN
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Les 'archipels de régulation'
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Les 'archipels de régulation'
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Contrairement à l'holo-enhancer (ex: Fgf8), les 
séquences distribuées dans le paysage sont 
complémentaires, plus que quantitativement additives. 
Leurs variations produiront donc des effets 
généralement qualitatifs plus que quantitatifs.
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A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers

C. Les archipels de régulation
D. Les paysages de régulations pleïotropiques

(non exclusifs...) 

*Au niveau moléculaire?

*Au niveau du 'choix' des gènes cibles et de l'organisation 
chromosomique?

Comment les enhancers fonctionnent à grandes distances?
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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)

Le gène Shox2 
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Enhancers connus                Enhancers potentiels (H3K27Ac)
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Mais! les correspondances entre les profils 
d'acétylation (K27) et les patterns LacZ ne 
sont pas optimales...(par ex. éléments #8 et 
#12 dans le cœur...).
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Analyse de l'architecture chromatinienne

*Capture HiC, sur 3.5Mb
*Différents tissus
*Architecture générique
*Points d'ancrages conservés
*Domaine d'interactions denses pour le 
tissu cardiaque...
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Approche fonctionnelle

*Délétion du désert 'D-dom'

*Analyse par WISH et par qPCR

Malgré la perte d'au moins 3 enhancers 'limbs', la délétion 
maintient ca. 50% d'activité...  (perte de 50% / allèle..)
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Par contre, presque tout est perdu pour les dérivés de la 
face...
Les topologies globales sont différentes...

Approche fonctionnelle

*Délétion du désert 'D-dom'

*Analyse par WISH et par qPCR
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Mais, en dépit de l'absence de détection d'enhancer 
'cardiaque' dans ce désert, sa délétion induit une perte de 
mRNAs dans le sinus veineux (où se trouvent les 
progéniteurs du pacemaker SAN), suivie de la mort des 
fœtus à jour E12...

Régulations qui échappent à la détection   ⚠

SAN: Sino-Atrial Node: Nœud Sinu-Atrial (sinusal...), qui induit une 
activité électrique rythmique.
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Mais, en dépit de l'absence de détection d'enhancer 
'cardiaque' dans ce désert, sa délétion induit une perte de 
mRNAs dans le sinus veineux (où se trouvent les 
progéniteurs du pacemaker SAN), suivie de la mort des 
fœtus à jour E12...

Régulations qui échappent à la détection   ⚠

SAN: Sino-Atrial Node: Nœud Sinu-Atrial (sinusal...), qui induit une 
activité électrique rythmique.

*Production d'un nouveau dataset ATACseq de cœur à 11.5
*Comparaison avec d'autres datasets disponibles dans la littérature

*Plusieurs sites nouveaux identifiés... testés par transgènes LacZ

*Un seul élément positif, à 325kb du promoteur de Shox2

(renversement de l'approche en situation négative...)
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*Un seul élément positif, à 325kb du promoteur de Shox2*Deux régions accessibles...
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*Fœtus montrant 60% de réduction de Shox2 mRNAs dans le cœur.
Naissance des petits sans malformation cardiaque, 

à une fréquence 'mendélienne' (attendue..)

*CRISPR délétion de la 
région 325...
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Concernant les membres (la partie proximale), aucune 
délétion d'enhancers localisés précédemment ne peut 
expliquer les 50% de perte d'expression observés dans la 
délétion du désert D-dom...

Donc également besoin de ré-évaluer la présence et la 
fonction de telles séquences spécifiques aux membres
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*Approche en 4C, avec un point de vue fixé sur le gène cible 
Shox2. Les pics indiquent donc des contacts avec le gène Shox2.

*Cellules disséquées de la partie proximale du membre.

*Enhancers isolés précédemment utilisés comme contrôles...
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*Approche semble bien 
fonctionner, avec des contacts 
clairs  entre les deux 
enhancers et le gène Shox2. 

*Réanalyse des profils épigénétiques 
et 3 séquences supplémentaires sont 
sélectionnées

26



14

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

*Réanalyse des profils épigénétiques 
et 3 séquences supplémentaires sont 
sélectionnées. Les cinq séquences 
montrent du LacZ dans un sous-
domaine de Shox2, dans le limb 
proximal.
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*Analyse en 4C avec les enhancers eux-mêmes 
comme points de vue (contacts possibles entre 
enhancers...

*PL2 ne semble contacter que le 
gène Shox2.. (proximité?). Par 
contre, PL4 contacte également les 
séquences PL1 et PL3 (dans des 
sous-TADs différents...)
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Conclusions et points de discussion

*Remarques sur les problèmes d'approche expérimentale
*Des séquences H3K27Ac+ pas fonctionnelles
*Des séquences fonctionnelles sans marques 'classiques'
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Conclusions et points de discussion

*Remarques sur le modèle de régulation
*Les enhancers ne semblent pas être distribués selon une 
'logique' (topologie) particulière.

*Ils pourraient cependant être impliqués dans la 
formation d'architectures chromatiniennes différentes 
d'un tissu à l'autre, maximisant ainsi l'action globale sur 
le promoteur de Shox2 (pleïotropie).
*Le domaine HCD en serait un exemple (pour 'mieux' 
'positionner' le 'heart enh').
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Conclusions et points de discussion

*Un modèle d'additivité qui semble être une solution 
souvent présente (archipèle).
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*Toutes ces conclusions sont basées sur l'analyse simultanée de 
multiples situations (groupes de cellules..).

*Les fonctionnalités de ces situations ne sont peut-être pas 
égales et les configurations les plus fréquentes (donc les plus 

visibles) ne sont par nécessairement les plus productives.

Comment les enhancers fonctionnent à grandes distances?

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Enhancer
'classique'

Super-
enhancer
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*Comment savoir si 
l'ensemble des séquences 
enhancers est utilisé dans 
chacune des cellules....??
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*Toutes ces conclusions sont basées sur l'analyse simultanée de 
multiples situations (groupes de X cellules..).

*Les fonctionnalités de ces situations ne sont peut-être pas 
égales et les configurations les plus fréquentes (donc les plus 

visibles) ne sont par nécessairement les plus productives.

*Comment analyser ces configurations chromatiniennes au 
niveau des cellules uniques? 

Comment les enhancers fonctionnent à grandes distances?

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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*Comment analyser des configurations au niveau cellulaire?

*Configurations multiples au locus Shh

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

Plusieurs approches sont possibles

Comment les enhancers fonctionnent à grandes distances?
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RAPPEL
Le locus Sonic Hedgehog (Shh) 

intron #5

Comparaison
des séquences

Souris/humain

Souris/poulet

Souris/poisson

*L'analyse comparative des séquences d'ADN dans cet intron révèle
la présence d'une région conservée jusqu'aux poissons

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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intron #5

Polydactylie pré-axiale

Les mutations  semblent affecter l'expression de Shh. 
L'enhancer sera donc appellé : ZRS (ZPA Regulatory Sequence)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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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

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Dans les deux cas (vraisemblablement dans toutes les mutations polydactyles impliquant la ZRS), 
l'expression de Shh est activée dans la partie antérieure du bourgeon de membre, comme si la ZRS 

avait normalement une capacité de régulation plus large que 'postérieur' mais que cette capacité était 
inhibée/réprimée ailleurs que dans les cellules de la ZPA.  

Dans ce contexte, chaque mutation affectant la ZRS pourrait contribuer à la dérépression 
(déstabilisation) de l'activité de cette séquence dans la partie antérieure

Mutations humaines réintroduites 
dans la souris (transgènes)  

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Délétion de 700 Kb entre la ZRS et le gène Shh

*Un rapprochement de 700 Kb 
entre la ZRS et son gène cible 
Shh ne change pas l'expression 
du gène de façon visible dans les 
membres, mais supprime 
l'expression dans le système 
nerveux

*Contrôles

*Del/Del

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Enhancer membres

Enhancers gastro-intestinaux

Enhancers cerveau

Zli: Zona Limitans intrathalamica. 
Zone de signalisation (pendant le 
développement) importante pour le 
diencéphale, qui 'sépare' le thalamus 
ventral du thalamus dorsal.

NT: Tube neural
MB: Cerveau moyen (midbrain)
Zli: Zona limitans intrathalamique
Di: Diencéphale
Te: Télencéphale
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Architecture de la chromatine au
 locus Sonic Hedgehog (Shh)

Cellules ES 

*Carte 'HiC' qui montre une structure 
indépendante de la transcription (mES)

*Loop (différent du 'domaine 5'), entre 
deux enhancers 'neuraux SBE1 et SBE5

*Couvertures en sondes pour la 
microscopie à 'super-résolution'

*Profile des liaisons CTCF

*Plan de section et enhancers...
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*Par exemple, app 10'000 oligonucléotides (DNA 
simple brin) marqués par de la fluorescence et 
couvrant une région de 1Mb...

*STORM permet une résolution qui va au delà de la 
limite de diffraction (200-250nm) et donc permet de voir 
des objets (single molecules) dans une fenêtre entre la 
microscopie optique et la ME...

*STORM: Stochastic Optical Reconstruction Microscopy 
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*STORM: Stochastic Optical Reconstruction Microscopy 

Hell, Baetzig and
Moerner, PN 2014
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*STORM: Stochastic Optical Reconstruction Microscopy 

*Réitération d'activation (activation beam) 
de la fluorescence, suivie du photo-
blanchiement spontané (photobleaching). 
Les photons émis sont capturés par un 
read-out beam et une image est 
reconstruite, qui est affinée et complétée 
après chaque 'cycle'.... 
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*STORM: Stochastic Optical Reconstruction Microscopy 
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Plan et orientation de 
la section histologique

La Zli est marquée par 
une Shh-GFP (vert) et 
le thalamus par Olig2 

(magenta)

Mesures le 
volume de 

chaque domaine

Exprimé ou pas, 
le Shh domaine 

est plus compact
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Analyse séquentielle en FISH et super-résolution en 
testant séparément des 'bins' de 30kb (couleurs..). Ils 
regardent les espaces occupés par les bins les unes 
après les autres...(dans les cellules de la Zli)

Résolution des sous-structures possibles du locus

La bin contenant le gène Shh      co-occupe un 
espace avec deux bins distales     , reflétant des 
interactions potentielles
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Résolution des sous-structures possibles du locus

*Les contacts entre SBE1/Shh (même bin) et SBE5 et la 
ZRS sont clairement significatifs .

*Les sites CTCF sont probablement impliqués dans ces 
contacts distaux...

SBE1                     SBE5                  ZRS

*En se focalisant sur les contacts entre SBE1/Shh et SBE5, les auteurs notent la 
présence de 4 configurations alléliques différentes possibles. 
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4 configurations alléliques possible avec des % 
différents de contacts entre SBE1 et SBE5

4 configurations différentes peuvent être observées 
pour chaque allèle analysé. Positions des bins.

Mesure des distances (nm) entre la bin SBE1 (+promoteur) 
et la bin SBE5 pour chacune des configurations

Pourcentages des différentes configurations
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Les contacts SBE1/SBE5 'déplacent' les séquences 
intermédiaires plutôt que d'utiliser leurs contacts...

Conclusions et modèle

*4 configurations alléliques dans les cellules de la Zli

*% différents (épaisseurs des flèches doubles...)

*CTCF 'prépare' le locus pour des interactions distales

*Des facteurs de transcription sur les enhancers distaux 
contribuent à renforcer la proximité et à démarrer la 
transcription.

Mais, comment associer une configuration à un état 
transcriptionnel? Inférence... La présence de mRNA ne 
signifie pas que le gène est transcrit

Le contact est facilité par 
les contacts intermédiaires 

Le contact ne nécessite pas 
de contacts intermédiaires 
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Conclusions et modèle

*4 configurations alléliques dans les cellules de la Zli

*% différents (épaisseurs des flèches doubles...)

*CTCF 'prépare' le locus pour des interactions distales

*Des facteurs de transcription sur les enhancers distaux 
contribuent à renforcer la proximité et à démarrer la 
transcription.

Mais, comment associer une configuration à un état 
transcriptionnel? Inférence... La présence de mRNA ne 
signifie pas que le gène est transcrit à ce moment là.
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