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*Comment trouver et valider fonctionnellement des enhancers?

Historiquement:

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

 

Approches pour identifier des enhancers

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

Méthodologies à très hauts débits
(dont des combinaisons variées font 

souvent office de tests fonctionnels...)
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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 par marques épigénétiques 
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ADN double hélice                             
(2 nm de diamètre)

Nucléosome (app 150bp)
(10 nm de diamètre)

Histones
Histone tail (queue)

H1

ADN Nucléosomes 

(10nm)

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….
*Importance de l'empaquetage...

Wikipedia
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Identification des enhancers par marques épigénétiques 
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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 transcripts, enhancers..)

Chromatine inactive (gènes non-transcripts)

*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)
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ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation/sequence..)

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)

*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
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CTCF

H3K27ac

CTCF: Protéine se liant directement à l'ADN, impliquée dans l'organisation de la structure 
de la chromatine (profil discret, distribution spécifique à une séquence ADN..)

H3K27ac: Histone H3  avec une modification (acétylation) du résidu Lysine 27
(profil 'continu' sur une micro-région entière..)

Exemple: gènes Hoxd, cellules d'avant-bras d'un fœtus de souris à 12.5 jours 

Rodriguez-Carballo et al., Genes & Dev. (2017)

ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation/sequence..)
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Nature, 2009

ChIP-seq de p300 (acetyltransférase)

ChIP-seq p300 de trois tissus fœtaux différents

Mésencéphale

Télencéphale

Bourgeons de membres

*ChIP-seq p300
*séquences des reads ADN (X Mios)

*Alignement sur le génome

*Nombres de pics
MésencéphaleTélencéphaleMembres

2105 2453 561

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
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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
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Mésencéphale

Télencéphale

Membres
Conservation ADN

Enhancer

Fœtus 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
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Les séquences  enhancers sont souvent conservées mais les séquences conservées ne sont pas forcément des enhancers... 
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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.

Nature, 2009

ChIP-seq de p300 (acetyltransférase)
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Klemm, Shipony and Greenleaf , 2019 Nature Review Genetics 

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 s'accomplir

Ces états peuvent être révélés par l'accessibilité d'un transposon Tn5

Fermée                                          Permissive                                   Ouverte

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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ATAC-seq ('Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing') 

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

Buenrostro et al., (2013) Nature Methods 10: 1213-1218

Transposase du Tn5 mutante hyperactive

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

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

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

*Pas d'anticorps, pas d'extraction, pas de sonication... 

*Possibilité d'aller chercher des sites de liaison à des 
facteurs de transcription 'à l'intérieur' des signaux ATAC

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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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.

!

Combinaison d'approches 
(ATAC-seq; ChIP-seq, CUT&RUN...

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Exemple: Région régulatrice (paysage) du complexe de gènes HoxD

HoxD
(ATAC-seq) Accessibilité de la chromatine

(Cut&Run) Liaison d'une protéine particulière

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

MAIS: Comment être certain de la coexistence des signaux dans les mêmes 
cellules...? Echantillonnages hétérogènes...(cellules mélangées..)  

Combinaison d'approches (ATAC-seq; ChIP-seq, CUT&RUN...)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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MAIS: Comment être certain de la coexistence des signaux dans les mêmes 
cellules...? Echantillonnages hétérogènes...(cellules mélangées..).

Combinaison d'approches (ATAC-seq; ChIP-seq, CUT&RUN...)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

*Triage des cellules (marquages avec une fluorescence...). Quantité, types 
cellulaires nombreux...

*Approches par analyse de cellules uniques, en combinant deux 'read-out' 
différents; le scATAC-seq et le scRNA-seq. Dans cette approche 'multiomes', 
deux librairies sont faites à partir d'une seule cellule, avec le même barcode de 
façon à pouvoir associer un transcriptome à un profile ATAC.

💡
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Analyse par scATAC-seq.

2015

L'approche ATACseq mesure l'accessibilité à la
chromatine, donc les endroits 'actifs' (là où des facteurs
sont déposés, ou où la chromatine est modifiée etc..

L'approche ATAC globale (X milliers-ions de cellules)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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L'approche ATACseq en cellules uniques requiert
l'association de noyaux uniques avec des billes bar-
codées (micro-fluidique)

L'approche ATAC en cellules (noyaux) uniques

Gel Beads in 
Emulsion (GEMs)

Amplification

Fragments ADN
barcodés

Purification, séquençage

Analyse par scATAC-seq.

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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La fabrication d'un ADN (double brin) à partir d'un ARN (simple brin)

La clé: une enzyme, la transcriptase inverse:

ARN simple brin, avec une amorce (multiples séquences..)

Transcription inverse, ADN simple brin

Elimination de l'ARN par digestion enzymatique

Fabrication du brin d'ADN complémentaire

Amplification par PCR, 10X copies d'ADN Séquençage!

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Stratégie générale de l'approche par micro-
fluidique en goutte (avec un système de codes
barres pour amorcer la synthèse ....).

Tous les ARNs d'une cellule
seront transcrits (inverse) en
utilisant le barre-code apporté
par la bille comme amorce et
donc tous seront marqués avec
UN code ADN (petite
séquence unique) différent de
celui d'une autre cellule...

Préparation d'une suspension cellulaire
(cellules dissociées) et injection dans le
tube....

Préparation de
billes contenant
des amorces
barres-codes
différents et
injection dans le
tube..

Injection d'une solution
tensio-active pour faire une
goutte

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

L'approche 'multiomics' permet d'associer un transcriptome à un profile ATAC
(donc à l'accessibilité de séquences d'ADN liées par des facteurs connus)

Une autre librairie est préparée avec l'approche ATAC-seq (deux librairies séquencées
séparément mais avec les mêmes barcodes par cellule..

Après séquençage de X milliers de cellules différentes, les ADNs (ARNs ainsi que les
produits ATAC...) sont triés par un logiciel en fonction de leurs barres-codes..

Donc perte des ARNs
cytoplasmiques...!

21
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L'approche 'multiomics' permet d'associer un transcriptome à un profile ATAC
(donc à l'accessibilité de séquences d'ADN liées par des facteurs connus)

Clusters de cellules 
(UMAP) basés sur les 
comparaisons ARNs

Cellules exprimant (rouge) 
le gène NFE2L2 codant 

pour un facteur de 
transcription

Cellules avec une 
accessibilité des sites ADN 

de liaison à la protéine 
NFE2L2

22
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Clustering par comparaisons des ARNs

Schéma général de distribution des types cellulaires (UMAP, 
clustering) après séquençage d'ARNs de cellules uniques 
d'embryons. Pour chaque cluster (dans une expérience 
multiomes) on peut en principe aller rechercher les profils 
ATAC-seq

muscles
somites

notochorde

tube 
neural

floor
plate

neural 
postérieur

PSM

lame latérale

sclérotome
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Dynamique possible des expériences multiomes
Analyse en 'RNA velocity'. Les flèches représentent les 
moyennes de RNA velocity de cellules uniques. Stades de 10 à 
24 hpf. En principe, la dynamique des profils ATAC pourrait être 
extraite...

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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*Comment trouver et valider fonctionnellement des enhancers?

Historiquement:

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

 

Approches pour identifier des enhancers

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

Méthodologies à très hauts débits
(dont des combinaisons variées font 

souvent office de tests fonctionnels...)
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*Comment trouver et valider fonctionnellement des enhancers?

Historiquement:

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

 

Approches pour identifier des enhancers

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

🙏 Marieke Oudelaar
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*Approche par interaction physique  

Capture de conformation chromosomique

'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)

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

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

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, 

à un temps t dans un tissu T.

27

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

Capture de conformation chromosomique
(3C, 4C, 5C, HiC, Capture HiC, Micro-C...)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

3C:    A contre B
4C:    A contre tout
HiC:  Tout contre tout

28
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Organisation (repliements multiples) de l'ADN (chromatine) dans le noyau 

Job Dekker, Nancy Kleckner et collègues... source: Susan Mango

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

ca. 150pb

Une grande partie de la restriction des enhancers pour leurs gènes cibles 
semble se jouer à l'intérieur des domaines topologiques TADs

29

Chase Bolt, 
EPFL Lausanne 

*Profil épigénétique de H3K27ac

*Profil d'interactions de chromatine

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Chase Bolt, 
EPFL Lausanne 

*Profil épigénétique de H3K27ac

*Profil d'interactions de chromatine

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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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 

TADs: Domaines (paysages) d'action des enhancers pour une cible précise
(mais quid de la causalité..?). Les frontières ne semblent pas dépendre des enhancers.

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Visualisation des TADs par microscopie (DNA FISH)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Mais comment fonctionne un enhancer à une telle distance du gène cible, à 
l'intérieur d'un domaine TAD?

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..).

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Modèle de l'extrusion de loops'

Des loops sont formés en interphase par un mécanisme d'extrusion d'ADN qui est 
dépendent du complexe protéique de la cohésine. Ces loops sont souvent définis (stabilisés) 

par la présence des protéines CTCF liées à leurs sites ADN spécifiques  

Leonid Mirny laboratory, Adrian L. Sanborn et al. and E. L-Aiden, PNAS (2015)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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*Au niveau moléculaire, de leur(s) grammaire(s), i.e. des codes 
de liaisons avec les facteurs de transcription?

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

*...

Comment les enhancers fonctionnent-ils?

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Reconnaissance par 
un facteur pionnier

Modifications locales de la
chromatine, réorganisation..

Liaisons d'autres facteurs
enhancer 'actif'

Contact avec le promoteur
activation de la transcription

Mobilisation des enhancers, facteurs pionniers 

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Copyright © 2011 by Cold Spring Harbor Laboratory Press

Facteurs de transcription
classiques

Facteurs de transcription
pionniers

*Liaison coopérative
seulement

*Liaison simultanée avec 
d'autres facteurs

*Liaison indépendante 
avec la chromatine, qui 

précède la liaison d'autres facteurs

Mobilisation des enhancers, facteurs pionniers 

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Copyright © 2011 by Cold Spring Harbor Laboratory Press

Rôle passif
(en attente..)

Rôle actif
(ouvrir la chromatine

permettant d'autres liaisons)

*Enhancer 
pleinement actif

Mobilisation des enhancers, facteurs pionniers 

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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10ème Edition

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

La liaison de facteurs de transcription 
(activateurs) sur les séquences enhancers 

va déclencher la formation d'un complexe 
protéique contenant des facteurs 

généraux (dont le grand complexe 
'médiateur', une interface physique et 
fonctionnelle entre les facteurs liés à 
l'ADN et la machinerie basale PolII). 

Cela va conduire à la formation d'un 
complexe d'initiation de la transcription

PolII (ARN polymerase II) est un complexe 
multiprotéique (12 sous unités chez les 

humains). Activité nucléotidyltransférase..

40
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10ème Edition

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

La spécificité de la transcription est fixée 
par les combinaisons de facteurs se liant 

sur les séquences enhancers.

Contrairement aux gènes 'housekeeping' 
qui pour la plupart n'en ont pas besoin.. 

(moins besoin)

La spécificité est souvent fixée par la présence de 
facteurs uniques, ou de combinaisons uniques de 
facteurs, la machinerie transcriptionnelle étant très 

fortement conservée.. La mise en route de la 
transcription nécessite également la présence de 

facteurs spécifiques (souvent les mêmes..)

41

*Facteur pionnier, éviction de nucléosome

*Promoteur (Pol II) en mode pause

*Looping et contact (cohesin, CTCF..)

*Recrutement modificateurs histones (p300)

*Recrutement du complex Mediateur

*Démarrage de la Pol II, élongation

NELF: Negative elongation complex
SEC: Super elongation complex
TF: Transcription factors

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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