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Sonic Hedgehog et la ZRS (rappel)

A long-range Shh enhancer regulates
expression in the developing limb and fin
and is assoclated with preaxial polydactyly

Lawrn A Lotsce’, Semon JM Meaney”, Loma A Pundie’, U LF, Paiigpe de Beer’
Ben A Coutrs’, Debise Goode”, Greg Diger’. Mobert £ W™ " and Exther de Graent”

Homan Moloowbar Gooesion, M08 WL 12, No J4 17281758

*L'analyse comparative des séquences d'ADN dans cet intron révele
la présence d'une région conservée jusqu'aux poissons
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Mutations dans la ZRS et polydactylies (rappel)

A long-range Shh enhancer regulates
expression in the developing limb and fin
and is assoclated with preaxial polydactyly

Laura A Lotice’, Semon LI Meaney’, Loma A Punde’, U LF, Pasigpe de Beer’
Ben A Ooutrs”, Debtie Goode”, Greg Diger’. Mobert £ W™ " and Enther de Graet”

Haman Modoowbar Gooetion, 2008 WL 12, No 14 17281758

Polydactylie pré-axiale r

Hixb9 Lmtr1  Esond Exont
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Des mutations qui sont aussi

responsables de la polydactylie des
chats (les chats de Hemingway)

https://fr.wikipedia.org/wiki/Chat_polydactyle




Contacts entre Shh et la ZRS médiés par CTCF (rappel)

Preformed chromatin topology assists transcriptional
robustness of Shh during limb development

*La délétion (CRISPR-cas9) de
Ovirin Puor™. Prine ; deux sites CTCF autour de la ZRS
Andvns M. Ol ”, Vmars Banan™ ", Carte Anvmmistalis” . niamos, Watonst" ", Vakun Wass® tuara ™’ . .

Mot Bk’ L ', Bernd Timmsmaner, Mias oo™ 4, Mt Wingpront”, St Mundior =, dlmlnue fortement |es contacts

avec le géne Shh
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L'acheiropodie et les éléments 'tethering' (rappel)

Genetics of Acheiropodia (the Handless and Footless
Families of Brazil). VI. Formal Genetic Analysis

Avesax Frraxe-Mata,! Newron Frome-Ma? Newrox E. Mowrox?
Eunxe S, Azxvino! axp AntonNmo Quiice-Saraaso®

Am J Hum Gemet 27:521-527, 1975




L'acheiropodie et les éléments 'tethering' (rappel)

e ASEN

[~ ] 3
Deletion of CTCF sites in the SHH locus alters
enhancer-promoter interactions and leads to

acheiropodia

*Situation normale: La région LSC3-5 *Chez les patients, I'absence de la
et ses trois sites CTCF rapprochent la région LSC3-5 et ses trois sites CTCF
ZRS du promoteur Shh. La région dérive les contacts vers la région LSC1
LSC1 est également contactée et la ZRS est donc laissée de coté..

SHH LSC1
LSC2W%_ ZRS
> cror AR
<> Cohesin complex
7
Variations possibles si le résultat est le méme.. (rappel)
ARTCLE AN

Deletion of CTCF sites in the SHH locus alters
enhancer-promoter interactions and leads to
acheiropodia

This suggests that there are
major differences between human and mouse in terms of CTCF
location. These differences could be due to various selection
pressures, proving more safeguards for enhancer-promoter
interactions. It will also be intriguing to test whether these
changes in CTCF location and orientation could be involved in
phenotypic differences between species. Taken together, our
results highlight that mouse is not a useful model 1o assess the
<hromatin interactions in humans for this locus and that CTCF
Jocation, orientation and number needs to be assessed between
human and mice before using mice as an animal modd to dissect
human nucleotide variation that affects CTCF binding,

La sélection s'exerce sur le résultat (le fait que la ZRS doit étre
rapprochée du promoteur du géne Shh) et non pas sur le
mécanisme qui assure ce résultat...
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Fryns type mesomelic dysplasia of the upper limbs caused
by inverted duplications of the HOXD gene cluster
Codvic Le Caigrec’* - Ofivier Pichon’ + Annaig Briand’ - Benait de Coutivron’ « Ohvintien Bonnand™*
MW:“-W&“-(‘.&W"'-M*"-

P Antoiene Rttt Farviar™® - Marts Sanchar Caire' « Marse Livre Wollowme 0 - Damien Santevine'**
Danin Duboube™ - Andet Mbgarband™ - Asick Towtsin %

Dysplasie mésomélique (type Fryns)
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DE FRANCE

Famille 1

Famille 2

Dysplasies mésoméliques

Le portail des maladies rares et des médicaments
Dysplasie mésomélique type Kantaputra

Définition

type
COUrts ot 5y

COLLEGE
DE FRANCE

orphelins
(MDK)

o3t une race dysplasie squelettique caracticisbe par des segments
L ot une petite taile

.orpha.

gi-bin/OC_Exp.php?Lng=FR&Expert=2162

*Type Kantaputra: les bras et les jambes sont affectés

Le radius et le cubitus (ulna), ainsi que le tibia et le
péroné sont réduits en taille et mal formés

Kantputra PN, Gorlia RJ, Langer LO M. Domsisant mesomedsc
dysplasia, ankle, carpal. and tasal sysosiosis type: & new st
somal domunast bose doceder. Am J Mod Genet. 1992447307,
Kaugera PN, Thumeen- year follow up repont o mesomed
dysplasia, Kastaputra type (MDK)L and comments oa Bhe paper of
the second seponad family of MDK by Shears et al. Am J Med
Genet A, 2008128415,

Kwee ML, van de Shuip JA, van Vugt M, Wipaseadns LC, Gille
1. Miesomeln dysplasia, Kastaputrs type: clisical report, prenstal
diagnosis, 8o evidence for SHOX defetion'mutation. Am J Med
Genet A 200412848049,

Shears D). Offiah A, Rutlnd P, Sirimanna T, Bisser Glindasce M.
Hall C. Kastaputrs mesomelic dysplasax: & second seponed famdy
Am J Mod Geset A. 2004,128A:6-11.

*Type Fryns: les bras seuls sont affectés

Pryms JP. Mofkens G, Pabey G, van dos Berghe M. holated
mosomelic shorening of the forcarm in father and dasgheer:
now entity in the group of mesomelic dysplasias. Cha Genee
198%,33:37.9,

Méparbané A, Ghanem | Severe sutonomal dominant upper-limd
mesomelic dysplasis: report of 3 sccoed family, Clin Genet
2006 68:567-9.
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MDK décrite en 1992, localisation en 2q24-32 en 1998

Le portail des maladies rares et des médicaments orphelins

Dysplasie mésomélique type Kantaputra (MDK)
Définition
La .- (o type t une race dysplasie squelettique caracticisde par dos segments
¥ des COuts et sy L ot une petite talle

https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/OC_Exp.php?Lng=FR&Expert=2162

*Description de I'anomalie en 1992 ‘K;-v- PN, Gorlia u:“l-cv g
splasia, ankle, corpal. Wumownmm
somal dominast bose disoeder. Am J Med Genet. 1992:44:730-7

* H H [P 1
Localisation du 'géne MDK' en 1998 The gene for lic dysplasia Kantaputra type is
mapped to chromosome zqu q32
Abstract ~
N Amans *_ P N Kontag, § Smgmn, 7 Fubions, § Sarua, s, ¥ S
NMasomelc dyaplass Kantapurs type (VDK) (MM “50232) 5 & few S000mal Gomnant shislets 7 Metsamons § Kondo, # Tomia 11 8 Deng. W Dnuma. W W Bnas v vronse, T Ty
Oyupitasia characteraed by Gearfam, Whorening of the Somarmeiowe: -wge, Carpeltanal A .

foct cevanon. # Thas family in which ¥ menbers n 3
were affected with MOK. WSS relererce o the o & balarced transiocation *MDK: 2q24-32

*HoxD cluster: 2931

22 cM....et la séquences des génes
Hoxd ne révéle rien d'anormal

ISR, and DISIIU) spanning sbant 227 M in e 2324-G22 region. The computer-susesed
twe-poknt Snkage analysis revealed maximum logarthn of odds fod] scones of 402, 471, 482,

20d 427 [Peta « ) ot Shene loci, respectively. Thase dats indicated Tt the MOK locus i n the Translocation t(2 8) d'une famille italienne
vicinkty of D2S2284 and D524 ool et are most Sy mepped §o 2904932
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La mutation Ulnaless (Ul) chez la souris ('sans cubitus’)

The Mouse Mutation Ulnaless

on Chromosome 2

MT and B. M. C ch Materials and Methods

Tha dmeant skeiotal sutatcn ueaiss (L) | *Muytation induite au cours  1he Ul mutation arose during an irradia-
n the mouse Causes axireme reccson of \ ol tion experiment at the Medical Research
Hekproorylo b pravedod o d'un criblage par rayons X Council Radiobiology Unit in Harwell,
m.:fnmﬁmmm United Kingdom*"® and was almost cer-
#5 Bateroypous males GO f0t eeed. We re tainly radiation-induced. The was
port the Inkage of the U gene on Chvomo-

some 2, 18 M prowimal % pad (oa), and
Oescribe &4 pherolype: efiects *'effet est observé principalement sur le 'segment intermédiaire’ des

152 The Jounal of Meredity 199081(2) membres, avec un radius court et malformé et un cubitus absent

Pgwre 1. Wmm_ Flgure 2. Alizario-stalned sheletal pregarations of the l-n; Alaare wakoed hebetal pregaasns of
Norelimbe, cutuide lateral view, of LY ¢ (m-)-u hindlinbs, cutside lateral view, of LY+ (right) asd tmn-dw-(m)um
conteal (BGCINF] +/+ ) (W) adek mice conteol (BECIHFL) (Jeht) adelt mice. CBCINF1) (left) adwit mice.
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La mutation Ulnaless (Ul) chez la souris ('sans cubitus’)

The Ul mutation clearly segregates as an
| doml ite a defi

COLLEGE
DE FRANCE

Reprodection
L+ females beoed well, with an average
litter size of seven 1o eight on both the M1

The Mouse Mutation Ulnaless Genctics
on Chromosome 2
M.T.D and B. M, Cattanach

The domeant shalotal satation unaless (L)
N e Mouse Cautes cxireme seccson of
the radus and uing and Golonmties of the
tha and oula Poretrance appears 1 be
complete, but the homozygote is not known,
o5 Peteroygous males o fot Droed. We re

gene
ciency of mutant progeny in some crosses,
1n 400 progeny from crosses between Ul +
females and +/+ males in The Jackson
Laboratory breeding coloay for a period
of ayear, the ratio of Ul + to + [+ progeny
was 162220 females and 166:185 males,

and BECIHF] backgrounds. Males do not
breed, although they appear to have un-
impaired spermatogenesis. Seven sexually
mature males placed with BECIHF] fe-
males and two males placed with () + fe-
males for 3 months falled to produce any
progesy. Daily examination of females for
a Jweek period showed no vaginal plugs
Pramd

port the Inkage of the U gene on Chvomo-
some 2, 18 oM prowimal 10 palid (pa), and
Goscrbe 3 pharchype ofects.

Mutation autosomique dominante
Les males de se croisent pas.. (Homs?)

of alr-dried preparations of
testicular cells from two of the U+ males
that failed 1o produce progeny when mat-
od 1o +/+ females revealed that both
males had normal sumbers of melotic cells

152 The Jounal of Heredity 199081(2)

at all stages of spermatogenesis and soe-

Taken together, the data from

crosses give the following recombination

Cartographie chromosomique par recombinaisons entre
des séries de marqueurs connus (fréquences de cross-overs)

mal sperm numbers. It therefore seems —
likely that the absence of peogeny from
U+ males results from an isabiity to
mate

Chromosome 2 de la souris:

percentages and order: Cen ~ 30.0 = 46— :pp lgg K,legtiMorgans (cM)
Ul - 184 + 39—pa — 143 + 35—a PP
25 50 75 M
) | | | |
T
Ulnaless (Ul) pallid (pa) nonagouti (a)
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La mutation Ulnaless (Ul) chez la souris ('sans cubitus’)

ing of the Mouse Ulnaless Locus

Catherine L. Peichel,* Catherine M. Abbott'’ and Thomas F. Vogt*

Spartment of Modoconlar Biodogs. Princnton Univeriit, Primoton, Now fersey (8544 wnd " MRY. Huwman Constics Unit
Worstvrm Comanal Monpetad, Edumburgh N4 20, Sowband

COLLEGE
DE FRANCE

Lien génétique entre Ul et les génes HoxD

Cartographie chromosomique plus fine par
croisements avec des lignées éloignées et
recombinaisons entre marqueurs génétiques

Genetics 1441 1757< 1767 ( December, 1996)
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DISCUSSION

We have characterized the Ulnalas locus on mouse
<h 228 2 semad: mutation that affects
limb patterning as well as postnatal viability. A high-
density genetic map was created using 1564 N, ansmals
from four backcrosses, and the Unalos locus was de-
fined 10 2 0.4<M region on mouse chromosome 2. No
recombination was observed between Unaless and the
Hoxd duster, suggesting that the Hoxd genes are within
0.2 <M of LT (S1vEx 1995). Absence of recombanation,
coupled with the expression of the Hexd genes in the
developing limb, and the imb phenotypes associated
with targeted mutations in the Hexd genes, suggests tha
A mutation in a Hoxd gene(s) could be responsible for
the Uinales phenotype. The Ulnaless interval was cloned

14




Colinéarité des génes HoxA/D dans les membres

pendant le développement des membres

Certains génes Hox utilisés pour organiser |'axe
antéro-postérieur du corps sont réutilisés

Humain

01 03 D4
HoD 3 +—0

Al A2 A Ad AS M A7 A3 A10 AT AN

D8 D3 D10 D11D12013
8-0—0-0-0-0-

Paralogies 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 111213
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Génes Hox dans le développement des membres

ARTICLES

Coordinate expression of the murine Hox-5
complex homoeobox-containing genes Hox-5 = Hoxd
during limb pattern formation

Pascal Dolé', Juan-Carlos Lzpisia-Belmonte, Hidegard Falkenstein,
Armand Renuccl & Denis Duboule’

NATURE - VOL 342 « 14 DECEVEER 1989

coLLE
DE blAhCl

D—If—D—

*Déroulement de I'expression
dans le temps

*Domaines d'expression

différents, avec une partie
proximale et une partie t
distale

(T
C-J
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Génes Hox dans le développement des membres

*Ces génes ont des fonctions essentielles dans les membres, en
SELEEES S CLSNISSNS S i o S O particulier les génes Hoxd13 et Hoxa13 qui sont les deux nécessaires a

m of the Hoxd-13 Gene Induces la fabrication des extrémités, avec des fonctions redondantes

Localized Heterochrony Leading to Mice
{4 Inactivation de Hoxd13

Inactivations combinées
de Hoxd13 et Hoxa13

U

e i e e pron

Hoxa-13 and Hoxd-13 play a crucial role in the patterning of the imb autopod

and Parre Chamton’

s 4 (rencue o1 On 0w Mabcare # Cotams ONRLAGERALLP Cotge 3¢ Frarce 89 3460804 LLASON
CRTER. G W do Brashenny, PRANCE

a-13+"/d-137 3 a-137/d-13%" _a-137//d-13""

Y!tn
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Génes Hox dans le développement des membres

D e 0 D W AR L

*Mutation compléte de
HoxD et conditionnelle de

HoxA dans les membres
Early developmental arrest of mammalian limbs

lacking HoxA/HoxD gene function

Marie mits’, Banie Tanhio', Saanal Tikiy', Mool Logan’, Ciant | Tabin" & Danis Dubanie

*L'absence de fonctions des genes HoxA et HoxD dans les membres induit une
ageneése presque compléte

18



COLLEGE

Régulation bimodale des génes Hoxd dans les membres [

Ouvescgmmmtar ot 1. 55108 Juruary. D00 © 00 Dmewtor e D00 18 VWA dvont 100811 804

Control of Hoxd Genes’ Collinearity
during Early Limb Development

Bantte Tanchondt' arvd Darvs Oubowte™*

' Department of Zockgy and Anerel Biclogy and
Natioral Mesearch Contre *Frosters  Genetcs™
Urwvarnty of Geneva

*Une premiére phase établit

I'expression des genes Hox =

'proximaux' dans la partie
proximale du membre

*Une deuxieme phase
établit |'expression des
génes 'distaux' dans la =
partie la plus distale des
bourgeons de membres

*Deux phases de régulation

distinctes
- L _ Fanscngtons acsaon %
DS S S ¥ 3
X . [} R'e_p... L L Ly 9
—— 0 i
x x X . ol of r r r
—
xx x £ *f r
o
‘ 0w
¥ 8 r rter r r
4 \ £wo
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J_
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A Switch Between Topological

Régulation bimodale des génes Hoxd dans les membres

*Deux domaines de régulation

régulation centromérique (C-DOM) et
contréle des gene Hoxd qui 'fabriquent’
les mains et les pieds (autopodes)

Domains Underlies HoxD Genes distincts
Collinearity in Mouse Limbs
Gortlamme Andvey,' Thomen Bowtowen,'* Binidicte Wanoer.’ Prderien Gonawter "
Daen Moondoomers,' Barion Lebew.' Diier Toma. ' Trancens Spie.’ Demh Ovbewie' 't -
acioncem SOENCE VoL 34 o N h
e scioncama) 09 o Dights ioxD AmyForearm
—— + #
Phase précoce
*La phase précoce implique des
enhancers localisés dans le domaine de C-DOM ,‘v?’i,. - T-DOM -
régulation télomérique (T-DOM) et %2
contréle des géne Hoxd qui 'fabriquent’ ATVIAAS o«
le bras et I'avant-bras SO R \
o 2 SN T i
HoxD
*La phase tardive implique des
enhancers localisés dans le domaine de T-DOM

20

10



Régulation bimodale des génes Hoxd dans les membres i

@4.% : Vb

&
N 3
<428
Be = B N
| T-DOM |

Andrey et al., Science 2013; Rodriguez-Carballo et al. Genes & Dev. 2017
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Régulation bimodale des génes Hoxd dans les membres

Quels sont les facteurs cIui déterminent la formation de cette
frontiére qui empéche le géne le plus distal d'étre exprimé dans
des domaines proximaux?

22
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Régulation bimodale des génes Hoxd dans les membres

TR

La frontiere, déterminée par la présence de
nombreux sites de liaison & CTCF empéche les
enhancers ‘avant-bras' de controler
I'expression des geénes terminaux qui
fabriquent les doigts (Hoxd12, Hoxd13)

Beccari et al., Genes & Dev. 2016
Rodriguez-Carballo et al., Genes & Dev. 2017

23
Les dangers des protéines HOX13 BEHNEE
Colinearity and functional
hierarchy among genes of Les p:téines Hox les pluls 'fpostériet;res‘ ou ‘distal«fs_ls‘ onT une
: tendance a supprimer la fonction des protéines Hox plus
the homeotic Complexes antérieure ou proximale. Cette propriété est appellée:
DENIS DUBOULE AND GINES MORATA

lexes, and their

positions within the cluster correlates with their time of

mmmbdrmu.:mnm
aly:

*Prévalence postérieure et est analogue au phénoméne de

e e o s o sorw = suppression phénotypique décrit chez la mouche Drosophila
those of more anterior genes.

TIG OcroBer 1994 VoL. 10 No. 10

Par conséquent, il faut éviter que ces génes Hox13 ne soient
exprimés dans des domaines trop antérieurs ou proximaux, ce qui
induirait des pertes de fonctions d'autres génes Hox dans ces
domaines (une sorte de 'dominant négatif'). Dés lors, ces génes sont
isolés du reste du cluster par une frontiére de chromatine...

24
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The Mouse Mutation Ulnaless
on Chromosome 2

La mutation Ulnaless (Ul) chez la souris ('sans cubitus’)

M. T, Davis and B. M. C ch

Tha dormeant shalotal satation unaless (L)
N e Mouse Cautes cxireme seccson of
the rads and uina and celormes of the

*Mutation induite au cours
d'un criblage par rayons X

Materials and Methods

The Ul mutation arose during an irradia-
tion experiment at the Medical Research
Council Radiobiology Unit in Harwell,

tha and foula Peretrance appears 1 be
compiete, but the homozygote is not known,
5 ReteroryGous males GO A0t Deoed. We re
port the Inkage of the U gene on Crvomo-
some 2, 13 cM prowimal 10 palkd (pa), and
Soscrn €3 pherchpc oMects

United Kingdom*' and was almost cer-
tainly radiation-induced. The was

*L'effet est observé principalement sur le 'segment intermédiaire' des
152 The Jounal of Heredity 199081(2) membires, avec un radius court et malformé et un cubitus absent

Yy & 7 - Y 3
2

/ A

s ta x
Pagere | Alraris shaned shrtclsl preparatsons of She
Borefimb.

B A
_» w 1‘
' o
Figure 2. Alizariostalned sheletal pregaratons of the
lateral view, of LY+ (right) and Nindlinbs, cutside lateral view, of LY+ (right) asd

Pigure 1 Aluarn stakond dhebetal pregasachons of D)
outaide Do, ronial view, of D4+ (FgV) sl contrel|
conteal (BECINFY « /4 ) (k) adelt mice conteol (BECIHFL) (Jeft) adelt mice. CBICINT1) (el adult mice.
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Effets des inactivations combinées (HoxA11/HoxD11)

HoxA -o—x-o—o—|+D—H+D-
al3 a1l al0 a% a7 a6 a5 a4 a3 a2 At

HoxD —0-0¥-0—0—& =0

d13d12d11d10 &9 &8 g4 d3 di
|
T N
'l
'y
HoxAT11+- f
HoxD11--

Capecchi, Chambon, Duboule laboratories; from Zakany and Duboule, 2007: Davis et al., 1995

26
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Effets des inactivations combinées (HoxA11/HoxD11)

HoxA -0—-X—D—O——I-—.—D—I—I—I—D—
al3 a1l al0 a9 a7 a6 a5 a4 a3 a2 al

HoxD —o-0¢0—0—& T —
di13di12di11di0 &9 &8 dd4 d3 di

Dysplasie
mésomélique!

HoxA11--
oxD 11/

Capecchi, Chambon, Duboule laboratories; from Zakany and Duboule, 2007: Davis et al., 1995

S
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Effets des inactivations combinées (HoxA11/HoxD11)

Absence of radius and ulna
in mice lacking hoxa-11
and hoxd-11

Allan Peter Davis®, David P. Witte',

Hslu M. Hsleh-LI', 5. Steven Potter!
& Mario R. Capecchi’]

NATURE - VOL 375 * 29 JUNE 1995

*Inactivations fonctionnelles combinées
des génes Hoxd11 et Hoxa11

*Phénotypes partiellement compensés re
gréce aux ressemblances des deux « L d
protéines (redondance) (A "I‘

* Phénotype combiné faisant penser a
une dysplasie mésomélique

*Aucune mention ni de cette condition

ni du mutant Ul dans cette publication
(1995! mapping de Ul en 2006..)

2 doses semblent suffisantes... e 4 h

Hoxa11**; Hoxd11** Hoxal1”; Hoxd11*/*

|

Hoxa11**; Hoxd 117~ Hoxa11”; Hoxd11”

28
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Effets des inactivations combinées (HoxA11/HoxD11)

Absence of radius and ulna

in mice lacking hoxa-11 Une dysplasie mésomélique claire mais moins
and hoxd-11 sévere que Ul...

Allan Poter * David ’ Si Ul était une perte de fonction des génes
Hslu M. ...:.._:_: "_ lhv:- m; Hox11, il faudrait une perte équivalente a
a M R c”.e"“u plus de trois doses chez les hétérozygotes...
NATURE - VOL 375 29 JUNE 1995 T

*Inactivations fonctionnelles combinées

*Aucune mention ni de cette condition
ni du mutant Ul dans cette publication

a b c
des génes Hoxd11 et Hoxal1

(Aa:Dd) (aa:0q) (Aa;dd)

*Phénotypes partiellement compensés 3

gréce aux ressemblances des deux
protéines (redondance)
* Phénotype combiné faisant penser a
une dysplasie mésomélique
X »

Hoxa11*; Hoxd11*~ Hoxa11”; Hoxd11*~ Hoxa11*"; Hoxd 11"

(1995! mapping de Ul en 2006..)
2 dose 1 dose
2 doses semblent suffisantes...

1 dose insuffisante...
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Ulnaless (Ul) et génes Hox; I'étau se resserre....

*La convergence entre d'une part la localisation chromosomique fine de Ul
(indissociable du complexe HoxD) et, d'autre part, le phénotype de dysplasie
mésomélique associé aux mutations combinées des genes Hox11 chez la souris
incitera a retourner vers |'analyse de la mutation Ulnaless.

Mais! Il faut inactiver les deux génes Hox11 pour obtenir une dysplasie
mésomélique alors que Ul est une mutation dominante!! (gain de fonction?)

Domvmcomene 124 3493- 3008 (197, 3483
P i1 Gl Brin © Thes Cimmpary of fimingrats Limied 197
oevier

Ulnaless (U)), a regulatory mutation inducing both loss-of-function and gain-
of-function of posterior Hoxd genes

Yann Hécault, Nadine Fraudeau, Jozsef Zékiny and Denis Dubosie”
Department of Zookogy and Anvmal Biofogy. University of Geneva,. Sclences I8, Qual Emest Ansermat 30, 1211 Genewa &
Swizecans

Dbt T34 3401 3403 CVIIT) 3481
Powwnc i Crmat Drian & D Company of Botogam Limins Y7
eV

The mouse Ulnaless mutation deregulates posterior HoxD gene expression
and alters appendicular patterning

Catherine L. Peichel, Bindu Prabhakaran and Thomas F. Vogt*
Deopariment of Moletutar Blology Princeton Uriversity, Princeton, New Jersey 08544, USA

COLLEGE
DE FRANCE
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Ulnaless (Ul) et génes Hox; I'étau se resserre....

154, 34053508 (199,
Pt Gt Sk © T Campery o B mind 1997
cevime

(un, a y inducing both loss-of-function and gain-

of-function of posterior Hoxd genes

Yana Hécault, Nadine Fraudesu, Jozsef Zikiny and Denls Duboute”
Department of Zookogy and Anwmal Bioiogy. Universty of Geneva. Sciences I8, Qual Emest Ansermet 30, 1211 Geneva &
Swizecans

b Y X
Controle ul

" | ..

U+ U/ Hox DR

*Aucune différence visible dans I'expression des génes Hoxd dans la partie
proximale qui pourrait expliquer un phénotype par perte de fonction (chez
Hérault et al.). Une légere diminution est cependant observée dans
I'expression de ces géenes chez Peichel et al.

COLLEGE
DE FRANCE
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Ulnaless (Ul) et génes Hox; I'étau se resserre....

o
Pt 1 Gt S © T Compary o gy mind 1987
oevime

ul (Un, areg y inducing both loss-of-function and gain-
of-function of posterior Hoxd genes

Yann Hévault, Nadine Fraudesu, Jozsef Zikiny and Denls Duboute”
Department of Zookogy and Arvmal Bickogy. Uiversiy of Geneva. Sciences I8, Qual Emest Ansermet 30, 1211 Geneva 4.
Swezecans

B 4
Controéle ul

COLLEGE
DE FRANCE

*Utilisation d'une micro-délétion de Hoxd13 Bt . el Reblr: Maki ey
et Hoxd12 afin de pouvoir observer leurs [— N1\
expressions a partir du chromosome Ulnaless

uniquement, sans ambiguité _.| q )—XI—.\"I—
Howd-13
*Sur le chromosome Ulnaless, I'expression de
Hoxd12 et Hoxd13 est a la fois gagnée dans
le futur avant-bras (gain d'expression), et
perdue dans les futurs doigts (perte

. Howa-1 2
d'expression).

Par conséquent, Ulnaless est bien un alléle de
HoxD!l' (HoxDY). Une mutation de régulation,

probablement un effet 'dominant-négatif'.

Contrdle HoxD+! HoxDPelUi
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Col Vol V10, GOB4NT, Mhay 2, J000, Copyight 53000 by Gt Proms

A Global Control Region Defines
a Chromosomal Regulatory Landscape
Containing the HoxD Cluster

Frangois Spitz, Federico Gonzalez,

and Denis Dubonde®

Department of Zoology and Animal Biology
and NCCR Frontiers in Genetics

La mutation Ulnaless (Ul): HoxDY ou LnpkY'?

*En 2003, la structure complete du locus
HoxD est établie, avec la présence de trois
génes voisins dont la géne Lnp (aujourd'hui
Lnpk), un gene impliqué dans la morphologie
du réticulum endoplasmique...

génomique et Ulnaless est une inversion
de 770 Kb dont un point de cassure se
trouve dans le géne Lnpk, centromérique
de HoxD, qui le rend alors inactif.. L'autre
point de cassure se trouve du coté
télomérique de  HoxD, expliquant
I'absence de mutation dans les génes
Hoxd eux-mémes...

Mais alors, est-ce HoxDY ou Lnpk!? i.e.
Ul est-elle allélique a HoxD ou a Lnpk?

Lot HOXD
thent e . I
e s o1y or
- —————
Mpledwr C
*La mutation est résolue par l'analyse ~ 770 kb
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Col, Vol V10 GOB4NT, Mhay 2, J000, Copyight 3000 by Gt Proms

A Global Control Region Defines
a Chromosomal Regulatory Landscape
Containing the HoxD Cluster

Frangois Spitz, Federico Gonzalez,

and Deniis Dubonde®

Department of Zoology and Animal Biology
and NCCR Frentiers in Genetics

La mutation Ulnaless (Ul): Hypothése de 2003...

*L'inversion Ul inverse les polarités de la régulation bimodale. C'est
maintenant Hoxd13 (et Hoxd12) qui se trouvent du c6té des enhancers
proximaux (avant-bras). De la méme facon, ces génes sont
‘déconnectés des enhancers 'doigts' et séparés d'eux par une
frontiere... Cela explique pourquoi I'expression de Hoxd13 est gagnée
dans |'avant-bras tout en étant perdue dans les doigts...

L EPOR | “EL PO
]

34
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Transformer une hypothése en 'certitude

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

ot B, Lo G Ovite, bbbt Massres, e Orlne
" org 101100203082 80 4191 21

Questions en suspens:
*La mutation Ulnaless est-elle également allélique a Lnpk?
*Quel est le mécanisme de dominance de la mutation Ulnaless?

*Pourquoi un gain de fonction de Hoxd13 montre le méme phénotype
que la perte de fonction combinée de Hoxd11 et Hoxa11

*Cette hypothése est-elle compatible avec les cas de dysplasies
mésoméliques observés chez les humains en 2g31?

Les développements récents des outils d'édition de
génomes CRISPR/cas? ont permis ces dernieres années de
revenir sur ce cas d'école et d'apporter les réponses aux
questions ci-dessus.
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Une inversion un peu plus longue..

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

00 B, Laee g v, Bmibt Mosiros, s Ornde
worg IO NSRRI EY 00 a1 21
Solution envisagée: produire une inversion un peu plus longue
bioRyiv i . . s
______ (inv2) de fagon a 1) ne pas casser le géne Lnpk et 2) réduire le
gain d'expression de Hoxd13 dans |'avant-bras et ainsi espérer
avoir des animaux vivants et fertiles a |'état homozygote afin de
pouvoir conduire les analyses moléculaires nécessaires.
c-DOM Mouse T-00M +/+ inv2/inv2
HoxD
' " LA Cevs Prax oo onom » % Cses
1 e ¢ e e ¢ = e e soo ° 1
wild type e
250kb
I EB
' " . NV e @ e O On L
=1 e & o 00 o so e o= L] '
S ]
Hoxd13
*Perte d'expression dans les doigts (équivalent a Ul..)
*Gain léger d'expression dans |'avant-bras distal (suffisant pour un phénotype?)
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Une inversion un peu plus longue.. %
MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE c-0oM Mouse T.00M
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS HoxD

8 mwy o8 e [reap—— ons
. ® o Lanen e, Dlaidine tisven v e e e e n-::ocb o R °
. ® " wild type 2
blORle 250kb
vz QxoH
P mwy os ww oo won S
= e o LR L . LR Y] 1401.:!
wt: squelette contréle a la naissance (patte avant) mutation secondaire
ui inactive la protéine
inv2: Légeére dysplasie mésomélique, |égéres altérations des doigts iioxD13 sur I‘iriwoversion
Hoxd13hd: Mutation de Hoxd13, légéres altérations des doi
inv2 et Hoxd13"den cis: Séveres altération
wt nv2 13hd
’,
ed o o
N 3 ‘.
‘o’ g e i .*
. " ‘
-
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Inversion un peu plus longue..phénotype plus faible..

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

. ) Utilisation du micro CT-scan pour mesurer
bioRyiv . .
wcduialc s e les longueurs des radius et des cubitus

*Un phénotype comparable mais trés radius  cubitus
hypomorphe (comme attendu..) est oo
obtenu sans interrompre le géne Lnpk 5

*Ce phénotype est entierement corrigé

‘sauvetage' du
par l'inactivation du gene Hoxd13 sur le

phénotype

Length (cm)

chromosome portant I'inversion

*Conclusion: La dysplasie mésomélique
des souris Ulnaless est exclusivement
causée par le gain de fonction de la

protéine Hoxd13 dans le futur avant-bras

Mutation allélique a HoxD (HoxDV)

Q: 1) causes du gain de fonction de Hoxd13 et 2) mécanisme(s) de la pathologie ?

38
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Cause du gain de fonction de Hoxd13

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE

CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS : ' .
Q1: causes du gain d'expression de

Hoxd13 dans la partie proximale du

Covrmopher Chose B, Lonite Le Bt te Mans e O Odhunde

COLLEGE
DE E

ok Mg P g 10 11662831 6 84 47
P ~ ?
&~ bioRxiv membre (futur avant-bras)?
: région trés riche en
C-DOM Mouse T-D0M enhancers 'proximaux’
HoxD / dont certains ont été
Poow - Wy o S H now  wom » B oses localisés: @
= e e .0 * o= eie e RS ) ]
o
250kb
inv2 frontiére de chromatine :
QxoH A H
Voo = vy os e on o v isolant les contacts
=31 ¢ o LR 1] . LR B ° e O L}

Que deviennent les contacts établis par Hoxd13 dans l'inversion?
Y-a-t-il d'autres enhancers proximaux localisés plus télomérique?
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Cause du gain de fonction de Hoxd13

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

Carte des interactions avant et

Covrmophar Chase B, Lunie Logan Oviiie, Sbniie b Masirus, Dwen Oulnie

COLLEGE
DE FRANCE

Golhapsan oy W MINNAT L ANT) apres l'inversion ('capture Hi-C')
&~ bloRyiv
wt PFL <
Contréle: Hoxd13 ne contacte que
ses enhancers habituels §dans le
paysage de régulation distal (doigts)
suite a la présence et aux
orientations des sites CTCF
CTCF
enhancers
groupes
de CTCF
Dans l'inversion Hoxd13 ne
contacte plus ses enhancers mais
devient intimement associé a une
partie du paysage de régulation
télomérique, suite aux
réorientations des sites CTCF. Y-a-t-
il des enhancers dans ce domaine? H
" e w.lhi CTCF
e s n . e W *;- ! enhancers!
B b P=d 350
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Cause du gain de fonction de Hoxd13

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

Onvrmpiar Chase Beit e e Logre Ovire, Bt te Mass e Ownn Oudncde » »
Ol Mg e g 10 11002031 03 84 4TI 1)

enhancers @ [~

Fan -y »
e PJ.?E!!\_’ Gains des contacts/gé v : 3

COLLEGE
DE FRANCE

o
o ~
(=]

(o1 [0/ Y INNRNAEUN RSN i | LS B (| S

Dans l'inversion Hoxd13 ne
contacte plus ses enhancers mais
devient intimement associé a une

partie du paysage de régulation
télomérique, suite aux
réorientations des sites CTCF. Y-a-t-
il des enhancers dans ce domaine?

H3K27Ac L Loaa | (R ey ] |
i Lol |
5 ki hehtnnn e Wl

inv2PFL '6‘

i cTer

A
1e v am ()
B '
v T o0 v

. 4 ‘- ! enhancers

Pad s
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Cause du gain de fonction de Hoxd13

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

Onvrmpiar Chase Beait (e e Lopare Ovire, Bt te Mans e, Ownen Odncde
Ol Mg e g 10 11009334 03 84 4391 1)

&= bloRxiv

enhancers
CTCF
H3K27Ac

COLLEGE
DE FRANCE

Gains des contacts/géne Hox

Les six séquences potentiellement
enhancers sont clonées ensemble,
en amont d'un systéme de
transgéne reporter (lacZ) et des
souris transgéniques sont produites

Cette région contient un potentiel
de régulation dans la partie
proximale des membres
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MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

Covimophar Chase it Luuie Gopre Ovitn, Bt Masiras, O Orbonde
ok Mg i gy 1011009331 03 80 4TV
o

controle

inv2

-
A9, 7 micro-dissection de la
région dans laquelle

Hoxd13 est gagné

Effet(s) du gain de fonction de Hoxd13

COLLEGE
DE FRANCE

Rappel: une dysplasie mésomélique sévére est
observée chez les souris inactivées pour Hoxa11
et Hoxd11...

Question: Y-a-t-il une perte de fonction de ces
deux génes dans les cellules proximales qui
expriment Hoxd13 de fagon ectopique?

Séquencage des ARNSs de cellules individuelles ('scRNA-seq’)
Deux clusters peuvent représenter les cellules 'proximales Hoxd13
Dans les deux, les ARNs Hoxa11 diminuent (30-50%) alors que les

ARNs Hoxd11 restent au mémes niveaux (ou presque)

ik &k T

GEe—Teh
\ 0aazs/

§| [32s:=
i
4 B

[1es:2
Woud?d Masaty

Conclusion: La baisse de quantité d'ARNs Hoxa17 (max: 50%) ne peut pas expliquer a elle seule la dysplasie mésomélique
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MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

Covimayher Oote v Lo Lepee Ovi, B Hhcore Dot Ovbor
(2= bioRxiv

Approche: Analyses comparative des sites de
liaison de la protéine HOXD13 dans les cellules
distales (contrdle) et dans les cellules proximales
exprimant Hoxd13.

wt
(13 ]

wt
AN

Effet(s) du gain de fonction de Hoxd13

COLLEGE
DE FRANCE

Rappel: une dysplasie mésomélique sévere est
observée chez les souris inactivées pour Hoxa11
et Hoxd11...

Deux possibilités: 1) Hoxd13 ectopique démarre
un nouveau programme génétique 'doigts' qui
produit une dysplasie mésomélique
indépendamment de Hoxal1 et Hod11 ou 2)
HOXD13 exerce un effet dominant négatif sur
les protéines HOXA11 et HOXD11 (une double
inactivation par gain de fonction...)

Analyses comparative des sites de
liaison par la technique de CUT&RUN

wt DFL

<SCEATAAAA

p = 1e-420

inv2 P-PFL

=CCIATAAAZ

p=1e-244
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CUT&RUN: Technique basée sur |'utilisation de
la  micrococcal nucléase (qui coupe I'ADN)
associée a la protéine A qui se colle aux
anticorps. La MNase va donc couper I'ADN aux
alentours des séquences reconnues par une
protéine, elle-méme reconnue par un anticorps
(Uli Laemmli, S. Henikoff).

Introduction dans les noyaux (cellules) de
I'anticorps spécifique au TF couplé & la PA- [>
MNase, reconnaissance et liaison.

Activation de la MNase (Ca2*; 4 C°) et digestion :>

(coupure) de I'ADN & proximité des sites de
liaison.

Purification de I'ADN digéré et séquengage a
haut débit. Analyse des séquences (génes :>
cibles, recherche d'une séquence consensus..)

Détermination de sites de liaison par 'CUT&RUN'

(pour manipuler les protéine liant
cellules..) I'ADN

nucléosomes

-\ - 3 ProtélﬁA-MNase
LA L IIAA

Anticorps contre
4 la protéine

20% 0 A\

\” '\”\”'
*~., e

- o

https://www.cellsignal.com/applications/cut-and-run
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MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE

Séquences liées par la protéine HOXD13

coLLE
DE FRANCE

CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

- e

o, St te Mansrue.

bioRyiv

Approche: Analyses comparative des sites de
liaison de la protéine HOXD13 dans les cellules
distales (contréle) et dans les cellules proximales
exprimant Hoxd13.

Analyses comparative des
sites de liaison de HOXD13
par la  technique de
CUT&RUN

l

wt DFL

Celllules distales: Les 5 top sites de
liaison sont des sites définis
précédemment pour HOX13

o SSTATAMA

= 1e-420

Celllules  proximales  disséquées:
Parmis les 5 top sites, 3 sont des
sites définis précédemment pour
HOX13 et 2 pour HOX11...

inv2 P-PFL

“ ZSCTATAMA

p=1e-244
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Séquences liées par la protéine HOXD13

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
CAUSED BY REGULATORY REALLOCATIONS

Approche: Analyses comparative des sites de
liaison de la protéine HOXD13 dans les cellules
distales (controle) et dans les cellules proximales
exprimant Hoxd13.

wirwte, Buamtee b Mansrue. Crwnn Ordhumde

Analyses comparative des
sites de liaison de HOXD13
par la  technique de
CUT&RUN

1) HOXD13 ectopique lie des sites qui sont normalement
occupés par HOXD13

2) HOXD13 ectopique lie des sites qui sont normalement
occupés par HOXA11

47
Ulnaless (Ul), Hox et dysplasies mésoméliques en 2931 Ll
MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
B R LATORY M RCATIONS Conclusions (1990 — 2021):
bioRyiv

1) La mutation Ulnaless est une inversion du cluster HoxD qui améne le géne
Hoxd13 a proximité de séquences enhancers spécifiques de I'avant-bras.

2) Cela conduit a |'expression ectopique de Hoxd13 dans des cellules impliquées
dans le développement des avants-bras, qui normalement expriment les genes
Hoxa11 et Hoxd11

3) Le gain de Hoxd13 proximal induit une légere réduction des protéines HOX11,
mais certainement pas suffisante pour produire le phénotype.

4) L'études des séquences liées par HOXD13 dans les cellules proximales suggere
que cette protéine lie des sites normalement liés par les protéines HOX11,
induisant peut-étre une compétition de liaison (dominant négatif)

5) Cette compétition pour les sites de liaisons, avec le réduction des ARNs Hoxa11
produit une phénocopie des double mutant Hoxa11/Hoxd11 (MD)
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Ulnaless (Ul), Hox et dysplasies mésoméliques en 2931 ol

MESOMELIC DYSPLASIAS ASSOCIATED WITH THE HOXD LOCUS ARE
T Conclusions (1990 — 2021):

Régulation Hoxd13 Phénotype
contréle A .
A 2 N T | M o - ‘/=!.,'.. not = 8 C 3o o0 B v

mD,/

Ulnaless .
o~ ~
-t eSS S b3 e
0 13w

MD \{

inv2
-~ s
-t ve s pin, s i e V
inv2/Hoxd 13"

o~z 1~ %

== e e B

T :.=-‘74';-= e ﬂ \/
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Dysplasies mésoméliques en 2931

Eens Cette explication est-elle compatible avec les
M . . . . . cas de dysplasies mésoméliques déja
duplkatll:udbdwme" ’&';&"&'g’:m%rm caractérisés chez les humains au locus 2317

Pt N ataptns’, Hrn Khgenl' 17, Saiin P Vg™, Vot Praphampheer”, G L Caguon™.
Barvvand bk, Mk § Ko, Dviusrsh | Shaner® and Srken Mumiion™

Duplication contenant le cluster HoxD, inversée ou non-inversée...(non déterminé)

or
P 4 /
440408 T8 r—m& — EDe——— 00— 5 000004
] . - wy 1) Pros weey L wee BER: » O o "t
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Dysplasies mésoméliques en 2q31

R —— —
el . .
— — | Cette explication est-elle compatible avec les

cas de dysplasies mésoméliques déja

Fryns type mesomelic dysplasia of the upper limbs caused caractérisés chez les humains au locus 2317
by inverted duplications of the HOXD gene cluster

Cédic Ln Caigrac™* - Olivier Pichon’ « Annaiy Briand’ - Banoit de Courtivron’ « Ohiatian Bonmand™
Prase Lindentiann. 0% . st Reden'® - Coroline S Boland'*" - Flavie Dngunt’
P Artoiene Rttt armiar™® « Marks Sanchar Caire' « Marke Linre Wllawme 0« Damien Santevine'**

Domin Ouboute’® - Andint Mebgarband™* - Anick Toutain 014 .

Famille 1: Duplication de deux régions dont une est inversée

L e *n * h ‘0: L — e 00 o 22000 ¢
] . -~y ) P 1 WO Lo 2 o =) "
T ERETSER

Famille 2: Duplication inversée du clustef HoxD

L= e e L 2 * :;\ox 40:::0 *9 0 - - 980088 3
] . - wy ) L) - R DR SR B S 0] L
[ _oove sl |
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Dysplasies mésoméliques en 2q31

fe o .
B | Cette explication est-elle compatible avec les

cas de dysplasies mésoméliques déja
caractérisés chez les humains au locus 2g31?

00 of HOXD gene

J. Med Genet, 2010

Duplication du cluster HoxD et des enhancers proximaux, inversée ou non-inversée (non déterminé)

= e o - [—1] =e °0 0 oa [—23 o0 o 05 004
L . M Mx

BLORZ Mok 3 Ca BLORE  BLORD O8N 88 M nr

'L
i

9
e /)

cam 2 Lt ] e o GOS0 nr
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Dysplasies mésoméliques en 2931

Prenatal upper-limb mesomelia L .
and 2q31.1 microdeletions Cette explication est-elle compatible avec les

cas de dysplasies mésoméliques déja
caractérisés chez les humains au locus 2317

Mars PALP, Maris Franows Radinti, MDY and
Foussing Lalurra, MIY

LETTER T0 THE EDITOR  “Aibediine

Deux délétions entourant le cluster HoxD avec ou sans inversion du cluster..

Tschopp et al., (2011) Dev Biol
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Dysplasies mésoméliques en 2q31

lmpan s of amen Ganemor (N 050 10 e
gy ¥ A1) 999 O

ARTILE

Fryns type mesomelic dysplasia of the upper limbs caused
by inverted duplications of the HOXD gene cluster

Cadric Le Coigrac’ - Oivier Pichon'  Annuig Biand’ - Benalt de Cowtivran’ « Ohvntian Bonnand™*

e Lindontianam ' - it Reden' - Coroline SO Bolend' " - Flavie Dngunt”

Pame Antoine Rulot £ arnier™ - Marts Sanchar Cavire' - Marie Lire Wollaowme 01" Damien Santevine'**
Donin Duboube’™ - Andot Mebgarband™* - Anick Toutain 4

Cette condition est handicapante pour homo sapiens, mais peut étre
adaptative dans d'autres especes...
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'Dysplasies mésoméliques' endémiques...

‘Phocomelia’ ( fin du 18%™e sigcle) du grec:
Phoke (le phoque) and melos (le membre)

L'accés a des embryons de phoques/otaries etc est difficile et il est donc compliqué
de savoir sur quelle bases génétiques se construisent ces membres particulierement
bien adaptés a la nage
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