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*Résumé des points importants de la leçon 5
*Régulation des gènes HoxD dans  les bourgeons de membres

*La mutation Ulnaless
*Dysplasies mésoméliques humaines en 2q31
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Sonic Hedgehog et la ZRS (rappel)  

intron #5

Comparaison
des séquences

Souris/humain

Souris/poulet

Souris/poisson

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

intron #5

Polydactylie pré-axiale

Des mutations qui sont aussi
responsables de la polydactylie des
chats (les chats de Hemingway)

https://fr.wikipedia.org/wiki/Chat_polydactyle
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Contacts entre Shh et la ZRS médiés par CTCF (rappel) 

*La délétion (CRISPR-cas9) de
deux sites CTCF autour de la ZRS
diminue fortement les contacts
avec le gène Shh

contrôle

double mutant 
CTCF autour 

de la ZRS

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

L'acheiropodie et les éléments 'tethering' (rappel) 
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Variations possibles si le résultat est le même.. (rappel) 

La sélection s'exerce sur le résultat (le fait que la ZRS doit être 
rapprochée du promoteur du gène Shh) et non pas sur le 

mécanisme qui assure ce résultat...
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Dysplasie mésomélique (type Fryns)  

Famille 1                    Famille 2 
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*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

*Type Fryns: les bras seuls sont affectés

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

(MDK)

Dysplasies mésoméliques  
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MDK décrite en 1992, localisation en 2q24-32 en 1998 

*Description de l'anomalie en 1992 

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

(MDK)

*Localisation du 'gène MDK' en 1998 

*MDK: 2q24-32
*HoxD cluster: 2q31

22 cM....et la séquences des gènes
Hoxd ne révèle rien d'anormal

Translocation t(2 8) d'une famille italienne

11

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

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

*L'effet est observé principalement sur le 'segment intermédiaire' des
membres, avec un radius court et malformé et un cubitus absent
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La mutation Ulnaless (Ul) chez la souris ('sans cubitus')  

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

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

Chromosome 2 de la souris:
app 100 centiMorgans (cM)
app 180 Mb

cM25                               50                             75

pallid (pa) nonagouti (a)Ulnaless (Ul)
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La mutation Ulnaless (Ul) chez la souris ('sans cubitus')  

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

Lien génétique entre Ul et les gènes HoxD
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Colinéarité des gènes HoxA/D dans les membres

Certains gènes Hox utilisés pour organiser l'axe
antéro-postérieur du corps sont réutilisés
pendant le développement des membres
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Gènes Hox dans le développement des membres

Hox-5 = Hoxd

*Déroulement de l'expression 
dans le temps

*Domaines d'expression 
différents, avec une partie 
proximale et une partie 
distale

t
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Gènes Hox dans le développement des membres

*Ces gènes ont des fonctions essentielles dans les membres, en
particulier les gènes Hoxd13 et Hoxa13 qui sont les deux nécessaires à
la fabrication des extrémités, avec des fonctions redondantes

Inactivation de Hoxd13

Inactivations combinées 
de Hoxd13 et Hoxa13
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Gènes Hox dans le développement des membres

*L'absence de fonctions des gènes HoxA et HoxD dans les membres induit une 
agenèse presque complète 

*Mutation complète de 
HoxD et conditionnelle de 
HoxA dans les membres

18
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*Deux phases de régulation
distinctes

*Une première phase établit
l'expression des gènes Hox 
'proximaux' dans la partie

proximale du membre

*Une deuxième phase 
établit l'expression des 
gènes 'distaux' dans la 

partie la plus distale des 
bourgeons de membres

Régulation bimodale des gènes Hoxd dans les membres
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*Deux domaines de régulation
distincts

Phase précoce

Phase tardive

*La phase précoce implique des 
enhancers localisés dans le domaine de 

régulation télomérique (T-DOM) et 
contrôle des gène Hoxd qui 'fabriquent' 

le bras et l'avant-bras

*La phase tardive implique des 
enhancers localisés dans le domaine de 
régulation centromérique (C-DOM) et 

contrôle des gène Hoxd qui 'fabriquent' 
les mains et les pieds (autopodes)

Régulation bimodale des gènes Hoxd dans les membres

20
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Andrey et al., Science 2013; Rodriguez-Carballo et al. Genes & Dev. 2017

1 Mb

Régulation bimodale des gènes Hoxd dans les membres
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Régulation bimodale des gènes Hoxd dans les membres

Quels sont les facteurs qui déterminent la formation de cette 
frontière qui empêche le gène le plus distal d'être exprimé dans 

des domaines proximaux? 

Hoxd13

22
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Hierarchical boundary effects
*Collective function for the TAD boundary, very resilient…
*Individual functions for selecting subsets of target genes?

Régulation bimodale des gènes Hoxd dans les membres

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

La frontière, déterminée par la présence de
nombreux sites de liaison à CTCF empêche les
enhancers 'avant-bras' de contrôler
l'expression des gènes terminaux qui
fabriquent les doigts (Hoxd12, Hoxd13)
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Les dangers des protéines HOX13

Les protéines Hox les plus 'postérieures' ou 'distales' ont une 
tendance a supprimer la fonction des protéines Hox plus 

antérieure ou proximale. Cette propriété est appellée:

*Prévalence postérieure et est analogue au phénomène de 
suppression phénotypique décrit chez la mouche Drosophila

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

24
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La mutation Ulnaless (Ul) chez la souris ('sans cubitus')  

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

*L'effet est observé principalement sur le 'segment intermédiaire' des
membres, avec un radius court et malformé et un cubitus absent

25

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

X

X

HoxA13-/-

HoxD13-/-

HoxA11-/-

HoxD11-/-

Effets des inactivations combinées (HoxA11/HoxD11) 

X

X

26
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Capecchi, Chambon, Duboule laboratories; from Zakany and Duboule, 2007: Davis et al., 1995

X

X

HoxA13-/-

HoxD13-/-

HoxA11-/-

HoxD11-/-

Dysplasie 
mésomélique!

X

X

Effets des inactivations combinées (HoxA11/HoxD11) 

27

*Inactivations fonctionnelles combinées 
des gènes Hoxd11 et Hoxa11

*Phénotypes partiellement compensés 
grâce aux ressemblances des deux 

protéines (redondance)

* Phénotype combiné faisant penser à 
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...

Hoxa11+/+; Hoxd11+/+ Hoxa11-/-; Hoxd11+/+

Hoxa11+/+; Hoxd11-/- Hoxa11-/-; Hoxd11-/-

Effets des inactivations combinées (HoxA11/HoxD11) 

28
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*Inactivations fonctionnelles combinées 
des gènes Hoxd11 et Hoxa11

*Phénotypes partiellement compensés 
grâce aux ressemblances des deux 

protéines (redondance)

* Phénotype combiné faisant penser à 
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...
1 dose insuffisante... 

Hoxa11+/-; Hoxd11+/- Hoxa11-/-; Hoxd11+/- Hoxa11+/-; Hoxd11-/-

1 dose2 dose

Une dysplasie mésomélique claire mais moins 
sévère que Ul... 

Si Ul était une perte de fonction des gènes 
Hox11, il faudrait une perte équivalente à 

plus de trois doses chez les hétérozygotes...

Effets des inactivations combinées (HoxA11/HoxD11) 
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Ulnaless (Ul) et gènes Hox; l'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 gènes Hox11 chez la souris 
incitera à retourner vers l'analyse de la mutation Ulnaless.

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

30
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Ulnaless (Ul) et gènes Hox; l'étau se resserre....

Contrôle                          Ul

*Aucune différence visible dans l'expression des gènes Hoxd dans la partie 
proximale qui pourrait expliquer un phénotype par perte de fonction (chez 

Hérault et al.). Une légère diminution est cependant observée dans 
l'expression de ces gènes chez Peichel et al. 
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Ulnaless (Ul) et gènes Hox; l'étau se resserre....

Contrôle                          Ul

Contrôle          HoxD+/Ul           HoxDDel/Ul

*Utilisation d'une micro-délétion de Hoxd13
et Hoxd12 afin de pouvoir observer leurs
expressions à partir du chromosome Ulnaless
uniquement, sans ambiguïté

*Sur le chromosome Ulnaless, l'expression de
Hoxd12 et Hoxd13 est à la fois gagnée dans
le futur avant-bras (gain d'expression), et
perdue dans les futurs doigts (perte
d'expression).

Par conséquent, Ulnaless est bien un allèle de
HoxD!! (HoxDUl). Une mutation de régulation,
probablement un effet 'dominant-négatif'.

32
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La mutation Ulnaless (Ul): HoxDUl ou LnpkUl?

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

*La mutation est résolue par l'analyse
génomique et Ulnaless est une inversion
de 770 Kb dont un point de cassure se
trouve dans le gène Lnpk, centromérique
de HoxD, qui le rend alors inactif.. L'autre
point de cassure se trouve du côté
télomérique de HoxD, expliquant
l'absence de mutation dans les gènes
Hoxd eux-mêmes...

Mais alors, est-ce HoxDUl ou LnpkUl? i.e.
Ul est-elle allélique à HoxD ou à Lnpk?

33

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

*L'inversion Ul inverse les polarités de la régulation bimodale. C'est
maintenant Hoxd13 (et Hoxd12) qui se trouvent du côté des enhancers
proximaux (avant-bras). De la même façon, ces gènes sont
'déconnectés des enhancers 'doigts' et séparés d'eux par une
frontière... Cela explique pourquoi l'expression de Hoxd13 est gagnée
dans l'avant-bras tout en étant perdue dans les doigts...

34
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Transformer une hypothèse en 'certitude'

Questions en suspens:

*La mutation Ulnaless est-elle également allélique à Lnpk?

*Quel est le mécanisme de dominance de la mutation Ulnaless?

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

*Cette hypothèse est-elle compatible avec les cas de dysplasies
mésoméliques observés chez les humains en 2q31?

Les développements récents des outils d'édition de
génomes CRISPR/cas9 ont permis ces dernières 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..

Solution envisagée: produire une inversion un peu plus longue
(inv2) de façon à 1) ne pas casser le gène Lnpk et 2) réduire le
gain d'expression de Hoxd13 dans l'avant-bras et ainsi espérer
avoir des animaux vivants et fertiles à l'état homozygote afin de
pouvoir conduire les analyses moléculaires nécessaires.

*Perte d'expression dans les doigts (équivalent à Ul..)
*Gain léger d'expression dans l'avant-bras distal (suffisant pour un phénotype?)

+/+      inv2/inv2

Hoxd13

36
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Une inversion un peu plus longue..

wt: squelette contrôle à la naissance (patte avant)

inv2: Légère dysplasie mésomélique, légères altérations des doigts

Hoxd13hd: Mutation de Hoxd13, légères altérations des doigts

inv2 et Hoxd13hd en cis: Sévères altérations des doigts, pas de dysplasie mésomélique..

mutation secondaire
qui inactive la protéine
HoxD13 sur l'inversion

37

Inversion un peu plus longue..phénotype plus faible..

Utilisation du micro CT-scan pour mesurer 
les longueurs des radius et des cubitus

radius    cubitus

'sauvetage' du
phénotype

*Un phénotype comparable mais très
hypomorphe (comme attendu..) est 

obtenu sans interrompre le gène Lnpk

*Ce phénotype est entièrement corrigé 
par l'inactivation du gène Hoxd13 sur le 

chromosome portant l'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 à HoxD (HoxDUl)

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

Q1: causes du gain d'expression de 
Hoxd13 dans la partie proximale du 

membre (futur avant-bras)?

région très riche en
enhancers 'proximaux' 
dont certains ont été 

localisés: 

frontière de chromatine 
isolant les contacts

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

39

Cause du gain de fonction de Hoxd13

Carte des interactions avant et
après l'inversion ('capture Hi-C')

CTCF

CTCF

groupes 
de CTCF

groupes 
de CTCF

enhancers

enhancers

Contrôle: Hoxd13 ne contacte que 
ses enhancers habituels   dans le 

paysage de régulation distal (doigts) 
suite à la présence et aux 

orientations des sites CTCF 

Dans l'inversion Hoxd13 ne 
contacte plus ses enhancers mais 
devient intimement associé à une 
partie du paysage de régulation 

télomérique, suite aux 
réorientations des sites CTCF. Y-a-t-
il des enhancers dans ce domaine? 

40
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Cause du gain de fonction de Hoxd13

Dans l'inversion Hoxd13 ne 
contacte plus ses enhancers mais 
devient intimement associé à une 
partie du paysage de régulation 

télomérique, suite aux 
réorientations des sites CTCF. Y-a-t-
il des enhancers dans ce domaine? 

Gains des contacts/gène Hox

CTCF

groupes 
de CTCF

groupes 
de CTCF

enhancers

CTCF
enhancers

H3K27Ac

41

Cause du gain de fonction de Hoxd13

groupes 
de CTCF

CTCF
enhancers

H3K27Ac

Les six séquences potentiellement 
enhancers sont clonées ensemble, 

en amont d'un système de 
transgène reporter (lacZ) et des 

souris transgéniques sont produites

Cette région contient un potentiel 
de régulation dans la partie 

proximale des membres 

Gains des contacts/gène Hox

42
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Effet(s) du gain de fonction de Hoxd13  

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

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

!

contrôle

inv2

micro-dissection de la 
région dans laquelle
Hoxd13 est gagné

Séquençage des ARNs 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 mêmes niveaux (ou presque)   

Conclusion: La baisse de quantité d'ARNs Hoxa11 (max: 50%) ne peut pas expliquer à elle seule la dysplasie mésomélique 

Cl. 1

Cl. 6
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Effet(s) du gain de fonction de Hoxd13  

Rappel: une dysplasie mésomélique sévère 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 Hoxa11 et Hod11 ou 2)
HOXD13 exerce un effet dominant négatif sur
les protéines HOXA11 et HOXD11 (une double
inactivation par gain de fonction...)

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

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

44
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Détermination de sites de liaison par 'CUT&RUN'

https://www.cellsignal.com/applications/cut-and-run

nucléosomes

(pour manipuler les 
cellules..)

protéine liant 
l'ADN 

Anticorps contre
la protéine

ProtéineA-MNase

CUT&RUN: Technique basée sur l'utilisation de
la micrococcal nucléase (qui coupe l'ADN)
associée à la protéine A qui se colle aux
anticorps. La MNase va donc couper l'ADN aux
alentours des séquences reconnues par une
protéine, elle-même reconnue par un anticorps
(Uli Laemmli, S. Henikoff).

Introduction dans les noyaux (cellules) de
l'anticorps spécifique au TF couplé à la PA-
MNase, reconnaissance et liaison.

Activation de la MNase (Ca2+; 4 Co) et digestion
(coupure) de l'ADN à proximité des sites de
liaison.

Purification de l'ADN digéré et séquençage à
haut débit. Analyse des séquences (gènes
cibles, recherche d'une séquence consensus..)

45

Séquences liées par la protéine HOXD13  

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

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

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

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

46
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Séquences liées par la protéine HOXD13  

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

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 2q31

1) La mutation Ulnaless est une inversion du cluster HoxD qui amène le gène
Hoxd13 à proximité de séquences enhancers spécifiques de l'avant-bras.

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

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

4) L'études des séquences liées par HOXD13 dans les cellules proximales suggère
que cette protéine lie des sites normalement liés par les protéines HOX11,
induisant peut-être 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)

Conclusions (1990 2021):

48
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Ulnaless (Ul), Hox et dysplasies mésoméliques en 2q31

Conclusions (1990 2021):

Régulation Hoxd13 Phénotype

contrôle

Ulnaless

inv2

inv2/Hoxd13-/-

X

MD

MD
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Dysplasies mésoméliques en 2q31

Cette explication est-elle compatible avec les
cas de dysplasies mésoméliques déjà
caractérisés chez les humains au locus 2q31?

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

✅
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Cette explication est-elle compatible avec les
cas de dysplasies mésoméliques déjà
caractérisés chez les humains au locus 2q31?

Dysplasies mésoméliques en 2q31

Famille 1: Duplication de deux régions dont une est inversée

Famille 2: Duplication inversée du cluster HoxD

✅
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Cette explication est-elle compatible avec les
cas de dysplasies mésoméliques déjà
caractérisés chez les humains au locus 2q31?

J. Med Genet, 2010

Dysplasies mésoméliques en 2q31

Duplication du cluster HoxD et des enhancers proximaux, inversée ou non-inversée (non déterminé)
✅
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Cette explication est-elle compatible avec les
cas de dysplasies mésoméliques déjà
caractérisés chez les humains au locus 2q31?

Dysplasies mésoméliques en 2q31

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

Cette condition est handicapante pour homo sapiens, mais peut être
adaptative dans d'autres espèces...
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‘Phocomelia' ( fin du 18ème siècle) du grec:
Phoke (le phoque) and melos (le membre)

L'accès à des embryons de phoques/otaries etc est difficile et il est donc compliqué 
de savoir sur quelle bases génétiques se construisent ces membres particulièrement 

bien adaptés à la nage

'Dysplasies mésoméliques' endémiques... 
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Le cours 2021-2022 aura lieu du 17 mai 
au 21 juin 2022, auditoire Budé à 17h
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