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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 la Zli)

Résolution des sous-structures possibles du locus

La bin contenant le gène Shh      co-occupe un 
espace avec deux bins distaux     , reflétant des 
interactions potentielles

SBE1

SBE1

SBE5
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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 Shh/SBE1 et 
la bin SBE5 pour chacune des configurations

Pourcentages des différentes configurations
17,65%
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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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Dans ce cas, CTCF est nécessaire pour rapprocher l'enhancer SBE5 du 
promoteur de Shh/SBE1 par l'intermédiaire de la formation d'un squelette 
général de la chromatine à ce locus. Cette situation est très comparable à 
celle décrite dans le cas de la mutation Acheiropodia et la ZRS chez les 
humains (cours #5 de l'année 2020-2021).  
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Acheiropodia (Cheiros, podos..) 

*Une mutation récessive 
présente dans plusieurs 
familles brésiliennes avec des 
individus atteints suite à de la 
consanguinité
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Voir le cours 2021, leçon #5
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*En 2001, la mutation est 
localisée au sein du gène 
humain C7orf2, le gène 
orthologue à Lmbr1 chez la 
souris. Il s'agit d'une délétion 
de quelques Kb incluant 
l'exon No 4 de ce gène.

Mais...la délétion ne touche 
pas la ZRS... et pourtant le 
phénotype acheiropodia est 
une copie de celui induit par 
la mutation du gène Shh chez 
la souris!! Lmbr1

ZRS...

C7orf2 = Lmbr1
(Humain)   (souris)
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Voir le cours 2021, leçon #5
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avril 2021

*ADN d'une famille 
brésilienne différente. avec 
plusieurs liens consanguins.

*Une délétion de 12 kb est 
identifiée, contenant l'exon 4 
de Lmbr1 et insertion de 2 
nucléotides

*L'inactivation de Lmbr1 ne 
donne pas de phénotype dans 
les membres...

*Les 12 kb perdus ne 
contiennent pas d'activité 
enhancer dans les membres..

Un transgène chez la souris ne
révèle aucune activité de
régulation dans les membres
(donc pas de délétion d'une
séquence régulatrice)

Acheiropodia 
délétion dans le gène Lmbr1 
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Voir le cours 2021, leçon #5
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*La délétion enlève trois sites 
de liaison à CTCF, sites qui 
par ailleurs accumulent de la 
protéine RAD21 (cohésine). 

*Hypothèse: les sites CTCF 
enlevés dans la délétion sont 
nécessaires pour établir le 
contact avec le gène cible 
Shh sans contenir eux-mêmes 
de l'information de régulation 
('tethering element')

ZRS Délétion

*Profils des sites CTCF occupés et de 
l'enrichissement de RAD21 (sous-unité du 
complexe de la cohésine) 

LSC1-7: Lmbr1-Shh CTCF sites
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Voir le cours 2021, leçon #5
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*Profils d'interactions 
par 4C avec Shh 
comme 'point de vue'

ZRS Délétion

*Conclusion: La délétion de ces sites CTCF semble 
interrompre les interactions avec cette région et aboli 
également les contacts entre le gène Shh et la ZRS

*Les contacts sont redirigés vers la région LSC1 et son CTCF

*Il s'agit bien de la délétion d'un élément de contact qui a 
pour fonction de rapprocher la ZRS du gène Shh
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Voir le cours 2021, leçon #5
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*Situation normale: La région LSC3-5 
et ses trois sites CTCF rapprochent la 
ZRS du promoteur Shh. La région 
LSC1 est également contactée

*Chez les patients, l'absence de la 
région LSC3-5 et ses trois sites CTCF 
dérive les contacts vers la région LSC1 
et la ZRS est donc laissée de côté..
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Voir le cours 2021, leçon #5
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Il s'agit là d'une des façons de faire ce rapprochement dans l'espace et 
d'autres mécanismes/molécules ont été proposés depuis.

*Dans d'autres situations, il semble que des protéines soit se liant, soit ne se liant pas 
à l'ADN, peuvent rapprocher des séquences de régulation de leurs promoteurs cibles.

Deux exemples récents:

1) Une séquence ADN indépendante de CTCF qui aide à faire des loops à très longue 
distance.

2) Une protéine ne se liant pas à l'ADN (LDB1) qui pourtant peut induire des boucles 
enhancers-promoteurs.
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2) Une séquence ADN indépendante de CTCF (REX) qui aide à faire des loops à très 
longue distance.

Est-ce que tout les enhancers peuvent travailler à 
longue distance?  Est-ce là une caractéristique 
ontologique de ces séquences?

*Analyse par échanges d'enhancers...
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Est-ce que tout les enhancers peuvent travailler à 
longue distance?  Est-ce là une caractéristique 
ontologique de ces séquences?

*Analyse par échanges d'enhancers...

*5 enhancers différents fonctionnant dans le 
bourgeon de membre, affectés à la régulation de 5 
gènes différents.

*Ces enhancers sont tous isolés par leurs 
caractéristiques épigénétiques (ATAC, H3K27ac...).

*Ces enhancers sont localisés à des distances 
différentes de leurs gènes cibles, avec un facteur de 
1 à 10.

*Ces enhancers fonctionnent au bon endroit en 
transgenèse 'classique'.

*Les courbes indiquent des contacts détectés par 
par des approches 'C'. 

850kb

410kb

174kb

146kb

71kb
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Est-ce que tout les enhancers peuvent travailler à 
longue distance?  Est-ce là une caractéristique 
ontologique de ces séquences?

*Analyse par échanges d'enhancers...

*Remplacement de la ZRS au locus Shh par chacun 
des 4 autres enhancers.

*Aucun de ces enhancers ne peut remplacer 
l'activité de la ZRS.

*S'en suivent des souris avec des phénotypes 
ressemblant à une achéiropodia (i.e., la délétion 
complète de la ZRS et l'absence de Shh). 

*MAIS!  Ces enhancers peuvent activer le gène Shh 
lorsqu'ils sont placés à proximité dans un transgène.

*DONC, pas d'effet de spécificité mais bien un effet 
de distance.
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Est-ce que tout les enhancers peuvent travailler à 
longue distance?  Est-ce là une caractéristique 
ontologique de ces séquences?

*Comment cet enhancer peut fonctionner à 410kb 
et être inactif à 850kb, tout en pouvant réguler le 
gène Shh quand il est placé à proximité?

*Analyse fine de la conservation des séquences 
ADN à ce locus Sall1, autour de la séquence 
enhancer...

16
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Est-ce que tout les enhancers peuvent travailler à 
longue distance?  Est-ce là une caractéristique 
ontologique de ces séquences?

Chimpanzé
Rhésus
Souris
Dauphin
Chien
Eléphant
Tatou
Opossum
Poulet
Xenopus
Poisson *Un élément est trouvé proche de l'enhancer (HS72) qui est conservé jusque 

chez les marsupiaux (opossum). REX: 'Range EXtender' (qui peut étendre l'action 
d'un enhancer). 

*Aussi présent chez les oiseaux et les batraciens mais pas chez les poissons...
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Est-ce que tout les enhancers peuvent travailler à 
longue distance?  Est-ce là une caractéristique 
ontologique de ces séquences?

*Lorsque l'enhancer HS72 seul remplace la 
ZRS, on ne voit pas d'activation de Shh dans 
les membres (voir avant..).

*Lorsque la séquence REX est ajoutée à côté 
de l'enhancer, l'activation se produit et le 
phénotype est corrigé (mais polydactylie..).

*Toutefois, l'élément REX seul ne peut pas 
activer le promoteur de Shh, même à 
proximité. Ce n'est pas un élément enhancer.
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Est-ce que tout les enhancers peuvent travailler à 
longue distance?  Est-ce là une caractéristique 
ontologique de ces séquences?

*Est-ce que la séquence REX est capable de 
rapprocher l'enhancer 1492 qui semble fonctionner 
à courte distance?

*Remplacement de la ZRS avec la séquence REX 
placée à côté
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Est-ce que tout les enhancers peuvent travailler à 
longue distance?  Est-ce là une caractéristique 
ontologique de ces séquences?

*Effectivement le rajout de la séquence REX à 
côté de l'enhancer 1492 permet à celui-ci 
d'agir sur le promoteur Shh, comme déduit 
des ARNs détectés et de la correction du 
phénotype (avec –encore- de la polydactylie..).
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Il s'agit là d'une des façons de faire ce rapprochement dans l'espace et 
d'autres mécanismes/molécules ont été proposés depuis.

*Dans d'autres situations, il semble que des protéines soit se liant, soit ne se liant pas 
à l'ADN, peuvent rapprocher des séquences de régulation de leurs promoteurs cibles.

Deux exemples récents:

1) Une séquence ADN indépendante de CTCF qui aide à faire des loops à très longue 
distance.

2) Une protéine ne se liant pas à l'ADN (LDB1) qui pourtant peut induire des boucles 
enhancers-promoteurs.
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1) Une protéine ne se liant pas à l'ADN (LDB1) qui pourtant peut induire des boucles 
enhancers-promoteurs.

Il s'agit d'une protéine ne se liant PAS à l'ADN mais qui peut reconnaître les complexes 
protéiques liant les enhancers et se 'charger' du contact avec le promoteur. Exemple de la 
protéine LDB1 dans des cellules erythroïdes.

Les auteurs utilisent un système de dégradation rapide de protéines ciblées pour des études 
fonctionnelles –minimal Auxin-Inducible Degron (AID).

22
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Auxin-Inducible Degron (AID)

*Le tag (un degron) est reconnu par l'auxine (hormone végétale), qui va alors diriger la protéine cible 
vers la machinerie d'ubiquitination qui conduira au protéasome et à la dégradation rapide de cette 
protéine.

*Cette dégradation est rapide et réversible!

🙏 Elphège Nora, UCSF
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Approches expérimentales par soustraction de protéines (CTCF, cohésine sub-units –SMC3-
, LDB1....et analyses des effets par des approches 'classiques' (CaptureC, ChIP..) afin 
d'établir la présence ou l'absence de contacts (loops) et leurs relations avec la transcription. 
Cellules de la lignée sanguine (LDB1 est connue pour réguler la béta-globine..)
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Différents types de loops impliquant LDB1 et 
des séquences de régulations (CRE)-promoteurs 
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Pathologies/syndromes associés aux enhancers
'Enhanceropathies' 

Un domaine d'études en pleine expansion. Il s'agit de maladies et de 
syndromes génétiques dans lesquels les régulations de certains gènes sont 
atteintes, plutôt que les gènes eux-mêmes (certaines thalassémies). 
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Rôle(s) émergent(s) des éléments transposables

Egalement un domaine d'études en pleine expansion qui touche aux 
fonctions de régulations des transposons mais également à l'évolution de 
ces régulations. 
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Pathologies/syndromes associés aux enhancers
'Enhanceropathies' 

Situations multiples et très différentes

*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). 

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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*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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Pathologies/syndromes associés aux enhancers
'Enhanceropathies' 

Situations multiples et très différentes
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*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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Pathologies/syndromes associés aux enhancers
'Enhanceropathies' 

Situations multiples et très différentes
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Délétion d'une séquence enhancer (les gènes Dlx5-6)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

30



16

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

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

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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*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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Pathologies/syndromes associés aux enhancers
'Enhanceropathies' 

Situations multiples et très différentes
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Remaniements chromosomiques

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

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

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Les paysages de régulations des 
gènes EPHA4 et Pax3 sont clairement 
séparés (TADs différents) et ne 
présentent pas de régulations 
communes

Remaniements chromosomiques
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Patients brachydactyles (avec les 
doigts courts) qui présentent des 
délétions au locus EPHA4
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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.. (enhancer hijacking..)

Remaniements chromosomiques
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Patients brachydactyles (avec les 
doigts courts) qui présentent des 
délétions au locus EPHA4
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Remaniements chromosomiques
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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.. (enhancer hijacking..)

Patients brachydactyles (avec les 
doigts courts) qui présentent des 
délétions au locus EPHA4
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Pathologies/syndromes associés aux enhancers
'Enhanceropathies' 

Un domaine d'études en pleine expansion. Il s'agit de maladies et de 
syndromes génétiques dans lesquels les régulations de certains gènes sont 
atteintes, plutôt que les gènes eux-mêmes (certaines thalassémies). 
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Rôle(s) émergent(s) des éléments transposables

Egalement un domaine d'études en pleine expansion qui touche aux 
fonctions de régulations des transposons mais également à l'évolution de 
ces régulations. 
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Les transposons et l'origine de séquences enhancers 
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Les transposons modifient la couleur des grains de maïs

Campbell 8th ch 21

Barbara McClintock (1902-1992), Prix Nobel 1983
Une vie entière consacrée à l'étude des transposons

38
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Les transposons et l'évolution des séquences enhancers 

Les différents rôles de l'ADN dans notre génome..

ADN codant 
(exons..)

Introns et 
séquences et 

ADN de 
régulation

ADN sans 
fonction 

déterminée

ADN répété 
sans liens 
avec des 

transposons

ADN répété 
contenant les 
transposons 
et éléments 
semblables !

Campbell 8th ch 21
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Les transposons et l'évolution des séquences enhancers 

Deux grandes classes d'éléments transposables:
Transposons ADN et rétrotransposons

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

Campbell 8th ch 21

40
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Les transposons et l'évolution des séquences enhancers 

Deux grandes classes d'éléments transposables:
Transposons ADN et rétrotransposons

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

Campbell 8th ch 21

41
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Les transposons de classe 1 sont 
largement majoritaires

42
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10 caractéristiques importantes
des éléments transposables (TEs)

Il y a beaucoup de formes 
différentes de TEs 

Les TEs ne sont pas 
distribués de façon 

aléatoire 

Une source importante de 
mutations et de 
polymorphismes 

Une cause de 
réarrangements 

chromosomiques

Balance subtile entre 
activation et répression 

(fitness évolutif)

Analyses difficiles, outils 
particuliers

Peuvent modifier les 
régulations génétiques

Peuvent 'créer' des gènes 
et/ou des ARNs

Les TEs peuvent interférer 
sans transposer

Mutations d'insertions dans 
le soma et le germen

Voir le cours de Edith Heard février-mars 2017
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10 caractéristiques importantes
des éléments transposables (TEs)

Il y a beaucoup de formes 
différentes de TEs 

Les TEs ne sont pas 
distribués de façon 

aléatoire 

Une source importante de 
mutations et de 
polymorphismes 

Une cause de 
réarrangements 

chromosomiques

Balance subtile entre 
activation et répression 

(fitness évolutif)

Analyses difficiles, outils 
particuliers

Peuvent modifier les 
régulations génétiques

Peuvent 'créer' des gènes 
et/ou des ARNs

Les TEs peuvent interférer 
sans transposer

Mutations d'insertions dans 
le soma et le germen

Voir le cours de Edith Heard février-mars 2017
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Les TEs contiennent des séquences 
ADN qui recrutent la machinerie de 
transcription de l'hôte pour exprimer 
les éléments nécessaires à leurs 
transpositions. Mais des séquences 
de TEs peuvent rester actives bien 
après la perte de la capacité à 
transposer.

Par exemple, les TEs peuvent 
apporter des promoteurs ou des 
enhancers, ils peuvent modifier les 
architectures chromatiniennes et 
même produire de nouveau gènes 
de régulation, codant pour des 
LncRNAs mais également pour de 
nouveaux facteurs de transcription.
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D'un point de vue évolutif, il est 
probable que des nouveaux 
transposons ont été contrôlés par des 
systèmes de défense de l'hôte, 
conduisant à leurs répressions. Des 
mutations les ont alors privés de leurs 
propriétés de transposer et seules des 
activités de régulations ont été 
conservées, parfois, pour autant que 
celles-ci soient adaptives.
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Transposition accompagnée par le 
positionnement d'un promoteur 
ou d'un enhancer à proximité d'un 
gène... 

Le TE produit un RNA non-codant 
(LncRNA) qui va recruter des 
facteurs pouvant agir en cis ou en 
trans sur d'autres gènes..

Un mécanisme de répression (de 
l'hôte) peut également affecter un 
gène localisé à proximité..
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Un TE portant une séquence 
reconnue par CTCF (par exemple) 
peut modifier l'architecture de la 
chromatine... 

Le domaine de liaison à l'ADN de la transposase d'un TE peut 
fusionner avec un autre gène générant ainsi une nouvelle protéine 
de régulation...

Par exemple le domaine de liaison ADN des protéines PAX semble être dérivé d'une transposase (Tc1). Or les transposases 
reconnaissent leurs TEs d'origine, d'ou la possibilité de changements importants dans les régulations au niveau génomique...  
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Pour l'instant, une influence de 
régulation robuste et 
physiologiquement significative 
d'un TE sur un gène voisin n'a été 
observée que dans quelques cas.
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The End

Le cours 2025-2026 débutera le ...mars 2026, 
même auditoire, même horaire

🙏 à l'équipe technique et à vous toutes et vous 
tous pour votre présence! 
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