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*Facteur pionnier, éviction de nucléosomes

*Promoteur (Pol II) en mode pause

*Looping et contact (cohesin, CTCF..)

*Recrutement modificateurs histones (p300)

*Recrutement du complexe Médiateur

*Démarrage de la Pol II, élongation

NELF: Negative elongation complex
SEC: Super elongation complex
TF: Transcription factors
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Composition (contenu) des enhancers 

*Niveau de l'orthographe'
(des lettres pour faire des mots, des nucléotides pour faire des motifs)

*Niveau de la syntaxe
(des mots pour faire des phrases, des motifs ADN pour donner un 'sens' spécifique

*Niveau de la grammaire
(intégration dans une dimension fonctionnelle de la phrase/texte, de l'enhancer dans 

son contexte génomique et cellulaire)

Topologie des paysages d'enhancers 
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*De très nombreuses protéines peuvent lier l'ADN par reconnaissance de 
petites séquences

*Les différentes modalités de fixation à l'ADN par une protéine ne sont pas 
infinies et sont même relativement restreintes

*Certains motifs protéiques sont donc utilisés dans beaucoup de contextes 
différents

*Co-option, réutilisation d'exons...(bricolage..)

2 exemples

Composition (contenu) des enhancers 
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Boîte_homéotique

*La protéine lie l’ADN par son homéodomaine (60 résidus)
*L’homéodomaine est replié en trois hélices alpha
*Les hélices 2 et 3 forment un motif ‘hélice-tour-hélice’
*Ce motif reconnaît l’ADN dans le sillon majeur et établit les contacts

Liaison à l’ADN par un 
motif 'homéodomaine'
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'Orthographe' des enhancers 

protéine à
'homéodomaine' X

protéine à
'homéodomaine' Y
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Boîte_homéotique

Liaison à l’ADN par un 
motif 'homéodomaine' de la même catégorie
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'Orthographe' des enhancers 

protéine à
'homéodomaine' X

protéine à
'homéodomaine' Y
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*La protéine CTCF lie l'ADN grâce à 11 'doigts' de zinc. On estime entre 
20K et 50K le nombre de sites de liaison à l'ADN dans le génome 
humain. Le site 'consensus' est: CCGCGNGGNGGCAG. Plusieurs doigts 
de zinc différents peuvent être engagés dans des contextes différents.

Liaison à l’ADN par des 
motifs 'doigts de zinc'

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement

'Orthographe' des enhancers 
TFIIIA (9 'doigts', ©Vetopsy)

Nucleic Acids Res, Volume 51, Issue 16, 8 September 2023, Pages 8447–8462
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Modifié de: Spitz and Furlong, Nat. Rev. Genet. 2012
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Panneau
d’affichage

Collectif 
de facteurs‘Enhanceosome’

*Liaisons coopératives
*Les sites sont tous 

nécessaires
*Activité requiert

l’ensemble des facteurs 

*Liaisons additives
*Les sites sont flexibles

*Activité requiert un sous-
ensemble des facteurs 

*’Grammaire flexible’
*Une même série de

facteurs interagit avec
différents enhancers

!
Les différents types de liaisons de facteurs correspondent à des niveaux

différents de conservation des séquences cibles... 

Syntaxe des enhancers 
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Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

Mécanismes 
d'activation

Conservation des
séquences ADN

inter-espèces

Panneau
d’affichage

Collectif 
de facteurs‘Enhanceosome’

Séquences ADN
très conservées

Séquences ADN
moins conservées

Séquences ADN
moins conservées
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Syntaxe des enhancers 
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*Y a-t-il un statut général d'enhancer, par exemple des propriétés que l'on retrouverait 
dans l'ensemble des séquences ADN ayant cette capacité d'activé la transcription?

*Trouve-t-on des enhancers pour différents types de promoteurs, et si oui, ont-ils des 
caractéristiques différentes? Par exemple entre des promoteurs associés à des 'gènes de 
ménage' (housekeeping) et des promoteurs associés à des 'gènes de développement' 

(spécifiques, pleïotropiques etc)?

Mise en place de l'approche STARR-seq en utilisant des promoteurs représentant ces 
deux catégories afin de voir si des enhancers différents sont sélectionnés

Composition (contenu) des enhancers 
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STARR-seq and UMI-STARR-seq: Assessing Enhancer Activities for Genome-Wide-, High-, and Low-Complexity 
Candidate Libraries

CP Molecular Biology, Volume: 128, Issue: 1, First published: 09 September 2019, DOI: (10.1002/cpmb.105) © Wiley

UMI: Identifiant Moléculaire Unique 
(rajouté pour les librairies moins 
complexes...) Marquage unique pour 
chaque cDNA préparé (par 
construction). Une sorte de code-barre 
mais moléculaire plutôt que cellulaire. 
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Composition (contenu) des enhancers 

STARR-seq, UMI STARR-seq 

14



8

STARR-seq and UMI-STARR-seq: Assessing Enhancer Activities for Genome-Wide-, High-, and Low-Complexity 
Candidate Libraries

Utiliser ce protocole avec deux 'core-
promoteurs différents. L'un typique des 
gènes de 'ménage' (housekeeping, hk, 
ribosomal protein gene RpS12), l'autre 
typique des gènes du développement 
(eve).

L'idée étant de voir si l'on repêche des 
enhancers différents dans leurs 
séquences, positions etc.. donc de voir 
si la structure des promoteurs est en 
partie responsable des spécificités des 
contacts enhancers-promoteurs.

Dans des cellules de Drosophile (S2) en 
culture
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Syntaxe (règles grammaticales) des enhancers 

CP Molecular Biology, Volume: 128, Issue: 1, First published: 09 September 2019, DOI: (10.1002/cpmb.105) © Wiley
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Chevauchement des enhancers isolés 
par leurs activités sur des core-
promoteurs hk ou d (développement).. 
Seuls 32% activent les deux CP

'Enrichissement' des types de core-
promoteurs activés par les enhancers 
repéchés L'enhancer E active X fois 
plus (2-4X) le promoteur d que le hk...

Ces deux types de promoteurs sont 
reconnaissables par la présence de petites 
séquences d'ADN différentes (depuis les 
années 2000...)

16
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Distribution dans le génome, proche des 
gènes, loin des gènes, et de quels gènes??

*59% des 'enhancers hk' soit incluent, soit sont  
proches (moins de 200bp) des sites de 
démarrage de la transcription (TSS). Donc des 
régions promotrices peuvent agir comme 
enhancers.

*A l'inverse, 56% des 'enhancers d' sont dans 
des introns de gènes et 27% dans des régions 
intergéniques.

Quels sont les types de gènes impliqués (à 
proximité)?

Analyse par 'gene ontology' GO terms 

hkCP   dCP

Cette étude est ensuite étendue à d'autres core-promoteurs des deux catégories et à d'autres types cellulaires avec 
des résultats comparables. Peut-on prédire l'activité enhancer en ne considérant QUE la séquence d'ADN?
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'What I cannot create, I do not understand'
                                                              (R. Feynman)

Dans cette étude, nous construisons un modèle d'apprentissage 
profond (DeepSTARR) afin de prédire de façon quantitative les 
activités enhancers de milliers de séquences à partir des 
séquences ADN seules (cellules S2 de Drosophile).

Basé sur ce modèle, nous produisons et validons de nouveaux 
enhancers synthétiques avec les spécificités souhaitées.

18
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L'apprentissage profond
Cours 2018-2019 du Professeur Stéphane Mallat (CdF; Sciences des données)
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L'apprentissage profond

wikipedia
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L'apprentissage profond

wikipedia
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'What I cannot create, I do not understand'
                                                              (R. Feynman)

Dans cette étude, nous construisons un modèle d'apprentissage 
profond (DeepSTARR) afin de prédire de façon quantitative les 
activités enhancers de milliers de séquences à partir des 
séquences ADN seules (cellules S2 de Drosophile).

Basé sur ce modèle, nous produisons et validons de nouveaux 
enhancers synthétiques avec les spécificités souhaitées.
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11'660 'd-enhancers' et 7'060 'hk-enhancers' sont isolés et utilisés 
pour entraîner le réseau (apprentissage..).

Cela représente une database de haute qualité pour construire un 
modèle prédictif et caractériser les séquences qui déterminent ces 
deux qualités d'enhancers. 

Utilisation de 'tuiles' de 249pb pour 'tiler' le génome et prédire les 
possibles activités 'd-' ou 'hk-enhancers'

, 

4 couches de convolution, suivies de couches de pooling maximum et 
de deux couches de connections

Les couches convolution identifient des caractéristiques locales (par ex. 
les motifs des facteurs liant) puis de plus en plus complexes (syntaxe), 
alors que les couches connectées vont combiner ces paramètres 
multiples pour prédire l'activité enhancer pour chaque séquence...
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Validation des résultats

STARR-seq réel versus
Prédictions de DeepSTARR

Observé

Prédit

Les profils prédits et observés sont presque 
identiques, aussi comparables que le sont deux 
réplicats des profils observés (sur un chromosome 
entier).

24
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Points importants

DeepSTARR révèle quels sont les motifs ADN 
nécessaires pour induire une activité enhancer.

Il existe des cas de non-équivalence du même site de 
liaison pour un facteur de transcription.

Les séquences ADN adjacentes à un site participent à 
l'importance de l'activité de ce site.

Ces analyses in silico renseignent sur les façons dont 
des sites voisins peuvent coopérer.

Cela ouvre la voie à la fabrication d'enhancers 
spécifiques entièrement synthétiques

Les règles de syntaxe extraites de cette approche 
peuvent être généralisées (aussi chez les humains).
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Comment les enhancers fonctionnent à grandes distances?
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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...) 

Topologie des paysages d'enhancers 

26
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Très souvent, les  paysages de régulation contiennent de nombreux enhancers qui 
contribuent à une (ou plusieurs) fonction(s) commune(s)

A. Les holo-enhancers

Le gène Fgf8 et sa régulation complexe.. 
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Le gène Fgf8 et sa régulation

Fgf8 mRNAs

Comment intégrer ces 
différentes spécificités pour 
réguler la transcription aux 

promoteurs différents?

Scan de l'intervalle ADN
par un 'enhancer 'sensor'

AER: Crête apicale du bourgeon de membre

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Prm: Promoteur actif dans la lignée germinale (transposase hyperactive
seulement en contexte germinale -inactive dans le soma)
Sensor: Beta-globin/lacZ reporter, dans un transposon.

Mobilisation dans la lignée 
germinale et intégration 
de une ou X copie(s)

Ségrégation des copies

HOMING

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Fréquence de remobilisation des transposons à copie unique

'Homing'
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Marinic et al., Developmental Cell, 2013

*Le transposon sensor intègre différentes influences de régulations
selon son site d'insertion, sans présenter de logique particulière 

qui serait 'calculable' ou prévisible' (avec les moyens actuels...)
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Potentiel de régulation basé 
sur les  qualités intrinsèques 
des enhancers

Polarisation des effets, 
filtration, intégration et
pattern final.... 
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*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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A. Les holo-enhancers
B. Les super-enhancers

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

(non exclusifs...) 
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B. Les super-enhancers I

Les 'super-enhancers'

Les super-enhancers sont des 
clusters d'enhancers qui 
ensemble assemblent une 
haute densité de l'appareil 
transcriptionnel afin de 
produire une expression 
robuste de gènes cibles qui 
ont des rôles essentiels dans 
l'identité cellulaire.

Enhancer
'classique'

Super-
enhancer

Cellules ES

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

Super-
enhancer

*Les composants de l'appareil transcriptionnel
sont présents sur les super-enhancers, ainsi que 
les complexes cohésines et les modificateurs de 
la chromatine  

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Cellules ES (feedback)

Les super-enhancers stimulent 
un haut niveau de transcription

Les super-enhancers sont associés 
à des gènes impliqués dans la 
différenciation cellulaire (linéage..) 

Des variations dans des super-
enhancers  peuvent être associées
à des pathologies (cancer)

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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Un exemple (d'importance historique) d'une situation dans laquelle une protéine 
unique doit être produite en quantité suffisante pour assurer une fonction 

différenciée précise, en fin de parcours de différenciation (albumine, crystalline...). 
Pas de pléïotropie, mais une nécessité d'une activité soutenue et de longue durée.
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B. Les super-enhancers II
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Campbell 8th ch 21

The globin gene (blue) family (pseudo-genes
are shown in green). The alpha and beta-globin gene clusters are on 2 different chromosomes

(Hème: ion Fe complexé à une porphyrine- un par chaîne de globine-)
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App 1Mio de globules rouges produites à chaque seconde chez l'adulte,
contenant de l'hémoglobine
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Human alpha and beta-globin gene clusters on 2 different chromosomes
Evolution of these families, common ancestor. Pourquoi? Quel avantage sélectif ?

Evolve various affinities for O2 (embryonic or fetal forms)

Campbell 8th ch 21

Denis Duboule/2025 Régulation des Gènes du Développement
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L'érythropoïèse dans les cellules de foie fœtales

*Matériel homogène et en quantité
*Bonne orthologie chez la souris
*Aspect médical (Thalassémies...-anémie-)
*Donc, position historique pour les enhancers..(beta-globine...)
*Régulation à distance, LCR..

40
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Structure du locus de l'alpha-globine

*Petit 'TAD' de 65kb, inclut dans un 'TAD' de 165kb 
(taille réduite due à la 'stratégie'?)
*Délimité par des sites CTCF

*Un gène embryonnaire (epsilon, Hba-x)
*Une paire de gènes alpha similaires (Hba-1 et Hba-2)

*Deux autres gènes globines de fonction inconnue

*5 éléments de régulation (R1, R2, R3, Rm et R4) 
localisés entre -8 et -40kb, avec R1, R2, R3 et Rm 
localisés dans les introns du gène Nprl3 
(housekeeping..).

*Les enhancers contiennent des sites de liaison aux 
facteurs GATA1, TAL1, NFE2, KLF1, tous impliqués dans 
l'érythropoïèse...

*Structure en 'Super-enhancer'
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Dynamique de la transcription: Le système in vitro 
permet de suivre les étapes de préparation et de 
démarrage de la transcription

GATA2 pionnier

PIC: Pre-initiation complex

42
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Des modèles d'interactions différents

*Modèle de 'bridging' (loop extrusion assure la 
proximité, créant un micro-domaine chromatinien, le 
médiateur fait le bridging).

*Modèle du 'transcription hub', dans lequel la 
proximité est aussi assurée par loop extrusion mais 
une haute concentration de facteurs est observée, 
créant peut-être une séparation de phase et donc un 
environnement  'enrichi'. C'est donc un modèle 
moins déterministe, plus 'stochastique', qui peut 
expliquer certains résultats obtenus avec des 
délétions ponctuelles d'enhancers. Ce modèle est 
plus compatible avec des paysage d'holo-enhancers 
(par ex. Fgf8 dans les membres) qu'avec des 
paysages additifs du genre Shox2).
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Des modèles d'interactions différents, une 
structure générale visualisée par microscopie à 
super-résolution (nanometer scale..PN 2014).

chromatine
décondensée

44
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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

Fonction complète même si R3, Rm et R4 sont inactifs seuls.... 

45


