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*Résumé des points importants de la legon 2
*Notions de 'pléiotropie et de 'séquences enhancers'
*Malformations des membres, incidence
*Classification(s) des malformations des membres
*Syndrome de Liebenberg (histoire et bases moléculaires)
*Quelques technologies utiles..(rappel)
*Régulation a distance du gene Pitx1
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Axe proximo-distal (rappel)
Diffusible signals, not autonomous
mechanisms, determine the main
proximodistal limb subdivision.
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Establishing the pattern of the vertebrate limb

Caitin McQuean and Matthew Towers* Roseto-Dez A' D, Ros wAD, Tores MO
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2) systeme de spécification
Establishing the pattern of the vertebrate limb des segments du mem bre

Caiin McQueen and Matihew Towers*
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Axe antéro-postérieur (rappel)

Cod. Vel. 75, 1401-1416, Docember 31, 1960, Copyright © 1990 by Cel Press

Sonic hedgehog Mediates the m
‘l

Polarizing Activity of the ZPA
Department of Genetics . "

Harvard Medical Schoot
Boston, Massachusetts 02115

A B A
Stage 17 Stage 19 Stage 21

T
Shh est un des trois membres, chez les ) ’
mammiféres, d'une famille de protéines . - 3
extracellulaires, sécrétées, qui ) ‘ d
A B A B

signalisent a courte et longue distance,
a travers une voie de signalisation

impliquant deux protéines Stage 23 Stage 25
membranaires (desert hh; indian hh).

Le clonage original (1993) est fait en .

utilisant le géne Hedgehog (hh) de la Expression  (ARNs) de Shh est
Drosophile mélanogaster, par restreinte a une population de cellules
homologie, un géne qui est exprimé localisée a l|'aspect postérieur du
dans les cellules postérieures de chaque bourgeon

segment de la I'embryon de mouche.

Axe dorso-ventral (rappel)
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Limb and kidney defects in Lmx1b mutant mice suggest

LmxIb expression during joint and tendon formation: localization an involvement of LMX18 in human nail patella syndrome
and evaluation of potential downstream targets

Haixu Chen’, Yi Lua', Disitry Ovchi
Sandra D. Drever™, Takupi Naruse', Roy Morello”, Bemhard Zabel®, Andreas Wintespacht” Lin Gan', Brendan Lee® & Randy L. J
Randy L. Johnson”, Brendan Lee™. Keby €. Oberg™'*

o', Hiroki Kokubo!, Kerby C. Oberg?, Carmen V. Pepiocti’,
son!
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Différences entre membres antérieurs et postérieurs (rappel)

Hindlimb patterning and mandible development require the Pix7 gene

Christian Lanctot’$9, Alain Moreau'¥, Michel Chamberland’, Michel L. Tremblay? and Jacques Drouin'*
L o8 aire, Institut de clisques de Montréal, 110 des Pins Ouest, Montréal Québec,
Canada H2W 187

2Department of Biochemistry, McG# University, Montréal Québec, Canada

Development 126, 1805-1810 (1999)
Printed in Great Britain © The Company of Biologists Limited 1999
DEV2416

membre supérieur membre inférieur SUMMARY

The restricted expression of the Prx/ (Pitxl) gene in the
posterior half of the lateral plate mesoderm has suggested
that it may play a role in specification of pesterior
structures, in particular, specification of hindlimb identity.
Prtxl is also expressed in the most anterior ectoderm, the
stomodeum, and in the first branchial arch. Prx/ expression
overlaps with that of Ptx2 in stomodeum and in posterior
left lateral plate mesoderm. We now show that targeted
inactivation of the mouse Prxl gene severely impairs
hindlimb development: the ilium and knee cartilage are
absent and the long bones are underdeveloped. Greater
reduction of the right femur size in Pre/ null mice suggests
= partial compensation by Prx2 on the left side. The similarly
PITX” i sized tibia and fibula of mutant hindlimbs may be taken to

imb bones: h the mutant limb buds
appear to have retained their molecular identity as assessed

PITX*

Une suspicion de transformation homéotique des pattes arriére en pattes avant
(William Bateson -1861-1926- homeo- ...into the likeliness of...)

Pléiotropie

One Hundred Years of Pleiotropy: A Retrospective

Frank W. Stearns'
Department of Biolagy, University of Maryland, College Park, Maryland 20742

Genetics 186: 767-773 (November 2010)

McKusick, V. A, 1976 Pleiotropism. Am. J. Hum. Genet. 28: 301-302.

1910: Ludwig Plate, étudiant de Ernst Haeckel, Jena.

(du grec "pleion" (TrAgiwv, plus), et tropé (Tpotrr, changement)

“| call a unit of inheritance pleiotropic if several characteristics are dependent upon

it; these characteristics will then always appear together and may thus appear
correlated”

‘Je qualifie une “unité génétique” de ‘pléiotropique’ si plusieurs caractéristiques en
dépendent; ces caractéristiques apparaitront toujours ensemble et seront donc corrélées..’
(syndromes...)




PITX1 et les épinoches a trois épines...

. —

Gasterosteus aculeatus (variation intra-spécifique)

_— ..
—& x & Mutation de
thymus  nageoires  organes TX1 fosses régulation
l sensoriels l olfactives

non-pléiotropique! pléiotropique!

La modularité des enhancers permet I'évolution de traits spécifiques sans compromettre

la viabilité de I'animal (épinoche a trois épines pectorales) Shapiro et al... Kingsley, 2004 Nature

Séquences enhancers: Importance et contexte

Ces séquences enhancers ont une grande modularité, de telle sorte que
I'expression de ces génes peut étre modifiée de fagon locale, intra-
(pleiotropie) ou inter-spécifique (évolution).

Importance des enhancers pour modifier les régulations dans des
tissus différents de la méme espece ('paysage de régulation’, 2003)

REVIEW ELB(EGH)
Chromatin i > d o
& el
\x_!L ’
[ [ I I [

Nucleus

Figure 2 | The mammalian regulatory jungle.
Modifié de: de Laat and Duboule, 2013 Nature
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Multi-fonctionnalité des génes du développement L

Les séquences 'enhancers' portent la spécificité de |'expression des génes impliqués
dans le développement ou de tout autre géne pléiotropique

v

Un domaine d’expression ‘ancestral’ et des régulations additionnelles
‘recrutées’ (co-optées) au fil de |'évolution d'innovations structurelles

11

Réseaux de genes, pleiotropie, syndromes...

*Les membres se développent en réutilisant des composants génétiques qui sont
déja a I'oeuvre pendant le développement de I'embryon (co-optation).

*Ces facteurs de transcription et voies de signalisation sont par conséquent multi-
fonctionnels et des mutations structurelles induisent souvent des effets largement
pleiotropiques (syndromiques) et par la-méme souvent létaux.

*Dés lors, beaucoup de mutations affectant ces composants génétiques qui sont
détectées et transmises chez les humains sont des mutations de régulation, qui
n'affectent qu'une partie des fonctionnalités des ces composants génétiques et
c'est en cela que ces malformations congénitales souvent nous renseignent sur
des mécanismes importants.

12




Réseaux de genes, pleiotropie, syndromes...

*Ces mécanismes de régulation sont souvent tres complexes et |'étude de
certains syndromes humains qui y sont associés permet parfois d'en comprendre
I'étiologie moléculaire, qui peut alors étre vérifiée expérimentalement par
I'utilisation de systémes modeéles tel que la souris.

*La suite de ce cours 2020-2021 va traiter de quelques exemples illustrant ce
rincipe et touchant aux différents aspects du développement des membres, a
principe et touchant différents aspects du développ td b
savoir:

1) La différence entre membres antérieurs et postérieurs (bras et jambes)
(syndrome de Liebenberg)

2) La polarité antérieur-postérieur du membre (oligosyndactylies, synostoses
radio-ulnaire, polydactylies...)

3) La polarité proximal-distal du membre (displasies mésoméliques en 2q31;
Kantaputra (MDK), Fryns)

13

Birth prevalence for congenital limb defects in the
northern Netherlands: a 30-year population-based
study

Ecat
o

‘s Yoshdan ), Corry K van
 beionn A Reinder

BMC Muscusasielets’ Disor

Abstract

Background
Reported birth prevalences of congenital limb defects (CLD) vary between countries: from
13/10,000 in Finland for the period 1964-1977 to 30.4/10,000 births in Scotland from

30 années de surveillance des
anomalies congénitales des

membres au nord de la Hollande.
A peu prés 1 cas/500 naissances

Nécessité de disposer d'un systeme
de classification permettant des
diagnostiques et des thérapies
eventuelles communs ainsi que des
données épidémiologiques etc..

Différents paramétres peuvent étre
considérés ce qui rend ces
classifications complexes...

1964-1968. Epidemiological studies permit the timely detection of trends in CLD and of
associations with other birth defes
prevalence of CLD in the northern Netherlands.

The aim of this study is to describe the birth

Results

The birth prevalence of CLD was 21.1/10,000 births for 1981~2010. There was an overall
decrease in non-syndromic limb defects (P = 0.023) caused by a decrease in the pre:
syndactyly (P < 0.01) in 1992-2010. Of 1,048 children with CLD, 55%
were males, 57% had isolated defects, 13% had multiple congenital anomalies (MCA), and
30% had a recognised syndrome. The upper:lower limb ratio was 2:1, and the left:right

lence

of non-syndromic

side ratio was 1.2:1. Cardiovascular and urinary tract anomalies were common in

combination with CLD (37% and 25% of cases with MCA). Digestive-tract anomalies were
significantly associated with CLD (P = 0.016).

Conclusions

The birth prevalence of CLD in the northern Netherlands was 21.1/10,000 births. The

14




Importance des anomalies des membres/ classifications

docess | Pubkshed: 16 Novomber 2013
s Melated €00, 0 " A et Prevsience pur 10,000

Birth prevalence for congenital limb defects in the 2.5
northern Netherlands: a 30-year population-based .
study

Ecatering

BYC Muscutasieletal Disorders 14, Articte number: 323 (2013) | G this artiie

Classification des anomalies selon
EUROCAT  (systéme international
permettant les comparaisons etc)

Mais, ne prend en compte que les =
données cliniques...

15

Classifier le vivant.. (J. L. Borges, 1942)

Celestial Emporium of Benevolent Knowledge's Taxonomy
(découverte par un certain Dr Franz Kuhn dans une encyclopédie chinoise..)

Les animaux sont divisés en:

(a) Belonging to the emperor (ceux qui appartiennent a I'Empereur)

(b) Embalmed (ceux qui sont embaumés)

(c) Tame (ceux qui sont apprivoisés)

(d) Sucking pigs (les cochons de lait)

(e) Sirens (les sirénes)

(f) Fabulous (les fabuleux)

(g) Stray dogs (les chiens en liberté)

(h) Included in the present classification (ceux inclus dans cette classification)

(i) Frenzied (ceux qui s'agitent)

()) Innumerable (les innombrables)

(k) Drawn with a very fine camelhair brush (ceux dessinés avec des poils de chameau)
() et cetera

(m) Having just broken the water pitcher (ceux qui viennent de casser une cruche)

(n) That from a long way off look like flies (ceux qui de loin ressemblent aux mouches)
(0) Those that tremble as if they were mad (ceux qui tremblent comme des malades)

'Le Langage Analytique de John Wilkins' (J. L. Borges, 1942)

16



Importance des anomalies des membires / classifications

Anomalies des Shh
membres S
antéro- Wnt7a
postérieur | | dorso- Lmx1
@ ventral / ent
par aspects
bras* de la structure
) proximo | 1
= distal
PACRC
Jambe structure

par terminologie par mécanismes
*brachydactylie clinique 1 croissance du membre
*syndactylie — fusion latérales
*ectrodactylies absence de doigts
*synostoses ] fusions des os
*polydactylie — doigt(s) surnuméraire(s)

HiH

17

Polydactylies 'An Atlas of Genetic Disorders of Limb Development'
S. Mundlos, D. Horn, Springer

Polydactylies isolées

preaxial polydactyly PPD |

preaxial polydactyly PPD Il / TPT
postaxial polydactyly A

Greig syndrome

Mirror image duplication, Laurin-Sandrow
Synpolydactyly (SPD) |

Polydactylies syndromiques
Ellis van Creveld syndrome
short-rib-polydactyly syndromes
Bardet-Biedl syndrome BBS 1-7
Meckel-Gruber syndrome
Acrocallosal syndrome
Carpenter syndrome

Townes Brocks syndrome

Pallister — Hall syndrome
LADD syndrome

18




Anomalies de réduction

Importance des anomalies des membires / classifications

Autres catégories

Tetra-amelia

Roberts
Acheiropodia
Peromelia

Split hand split foot isolated

SHFM1, SHFM2, SHFM3, SHFM4, SHFMS
SHFLD

Split hand split foot syndrome associated

EEC 1-3, AEC, LMS, ADULT
Hartsfield

Defects radial ray

Nager

Fanconi anemia

TAR

Baller-Gerold
Holt-Oram

Okihiro

VACTERL association

Al-Awadi/Raas-Rothschild Schinzel Fuhrmann

Reduction anomalies affecting the entire limb  Defects ulnar ray

Cornelia de Lange
FFU

uMs

Miller

Defects lower limb

Hypoplastic femur unusual facies
Clubfoot familiar
Gollop-Wolfgang complex
Clubfoot_polydactyly
Sirenomelia

Non-genetic reduction anomalies

Amniotic bands /ADAM
Thalidomide embryopathy
Poland

terminal transvers defect
Valproat

'An Atlas of Genetic Disorders of Limb Development'

Acromesomelic dysplasias

acromesomelic type Maroteaux
Grebe/DuPan

Werner mesomelic dysplasia

mesomelic dysplasia Kantaputra, Fryns
Acromesomelic dysplasia BMPR1B type
Leri Weill

Langer

Robinow

Macrodactyly / Overgrowth
Hemihypertrophy

Klippel Trenaunay
Proteus

S. Mundlos, D. Horn, Springer

Contracture deformities
Amyoplasia
Escobar

Freeman-Sheldon
Adducted thumb

Enchondromatoses

Enchondromatosis
Maffucci

Various types

OFD IVl

Focal dermal hypoplasia
Otopalatodigital |
Otopalatodigital Il

19

mutations de
structures

mutations de

régulations

20
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Syndromes génétiques affectant les membres

*Ces mécanismes de régulation sont souvent tres complexes et |'étude de
syndromes humains qui y sont associés permet parfois d'en comprendre
I'étiologie moléculaire, qui peut alors étre vérifiée expérimentalement par

I'utilisation de systémes modeéles tel que la souris.

*La suite de ce cours 2020-2021 va traiter de quelques exemples illustrant ce
rincipe et touchant aux différents aspects du développement des membres, a
principe et touchant différents aspects du développ td b
savoir:

1) La différence entre membres antérieurs et postérieurs (bras et jambes)
(Syndrome de Liebenberg)

21

Syndrome de Liebenberg

‘Syndrome de brachydactylie et dysplasie du coude et du poignet'

Liebenberg, F., 1973. A pedigree with unusual anomalies of the elbows, wrist, and hands in five
generations. S. Afr. Med. J. 47, 745-747.

*Description d'une famille Sud-Africaine affectée sur 5 générations

*Seuls les membres antérieurs (bras) sont affectés

*Alléle semi-dominant (actif & |'état hétérozygote)

*Plusieurs familles additionnelles décrites par la suite

*En 2012, caractérisation des altérations génomiques de trois familles distinctes

*Mutations cartographiées sur le chromosome 5, a proximité du gene PITX1

22
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Syndrome de Liebenberg

ARTICLE

k ic Arm-to-Leg Transf; ion Associated
with Genomic Rearrangements at the PITXT Locus

Amtonlo Landl,” Lay Witther.$ B Timies
sed Stetan Mundlost 24

The American Jourmal of Human Genetics 97, 629-635, October 3, 2002 631

Famille 1

Clés du pédigree

O Non-affected female
[ Non-affected male
@ Affected female

B Affected male

<> Unknown gender

/ Deceased

o / Analyses cliniques et
moléculaires faites

23

Syndrome de Liebenberg

ARTICLE

Homeotic Arm-to-Leg Transformation Associated

with Genomic Rearrangements at the PITXT Locus
M. Ksawitz,! Peter
£ Yatarina Dathe,”
mann,? Danny Clun,

Hoblrson.! Dl M, fbr
ta Marts Nardoew,* Paols
W Mennea,

Mabte Sphcdmann, '+ Francesco
Mart ke Jochen Hecht >
Ao 0,7 Lars Witther Bernd Tian
sed Stetan Mundlost 24

Yoy

The American Joumat of Human Genetio 91, 629635, October 3, 2012 631

Famille 2

Clés du pédigree

O Non-affected female
[ Non-affected male
@ Affected female

B Affected male

<> Unknown gender
/ Deceased

R e Analyses cliniques et
moléculaires faites

Des bras qui, a plusieurs égards,
ressemblent a des jambes..

24
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Non-affecté

Syndrome de Liebenberg

Familles 1 et 2

Famille 3

*Hypoplasie de I'olécrane chez les patients affectés |

*Epaississement de 'humérus distal, ressemblant a un fémur |

*Fusion d'une pseudo-rotule a la partie la plus distale de I'hnumérus |

calcaneum de la cheville

Results

Liebenberg Syndome

Arm-to-Leg Transtormmal
We invetigated

of the wina exwnds peoximally from the clbow jolat
Figuce 2A% Wit the affectod subjects, the olecrane
hypoplastic of missing (Fgures 28-20), and the distal
humenss and the provsmal head of the ulna weee broad
oned (Figures 2B and 2C) such that the distal humensy
resembied thie distal head of the fermur and the proximal
Ul resembled the peontmal ead of the tibia, (igures
2 2C, and 26 Threedimensional computed tonwo:
raphy (CT) swans of the humenas showed 2 medial and
Iteral condyle separsied by an intercondylar fows
{Figuee’ 2F) resembling the femonl epiondybes of the
ki (Pigure 26) and 4 patelia-tike strutire fusd 1o the
Wigure 20, outhined in white).
and ala was flat and
fbuls, In tamily 3, the

distat hiead of the hume

SAype I3 €ven more sever:
octeal ard pecifonn
aried an ehorent that &y

*Absence de I'olécrane et fusion d'os carpiens produisant un os ressemblant au

25

Syndrome de Liebenberg

ARTICLE

Homeotic Arm-to-Leg Transformation Associated
with Genomic Rearrangements at the PITXT Locus

Analyses génomiques des patients
affectés dans les trois familles: deux

M, thraiin,
0 o S Mo B délétions et une translocation.
The American Joomal of Human Genetios 97, 629-635, October 3, 2012 631 , . .
- Recherche d'un gain de fonction de
PITX1 (si le bras se transforme en jambe
alors PITX1 devrait étre exprimé dans le
bourgeon de membre antérieur...)
PITX H2AFY csorf20
Familles 1 et 2: Délétions de i 3 1 Toi
tailles comparables incluant le * hs1473
géne H2AFY (core-histone H2A). 269 kb Family 1
Les délétions se trouvent a 270 Family 2
kb du géne PITX1. S
PITX1 sLC14A2
Famille 3: Translocation du @ Tol
chromosome 18:5 avec un point 2450 haregs otele
de cassure localisé a 230 Kb du
géne PITX1
Ches chr 18

hs 1473, hs1464 et hs 1440 sont des séquences ADN identifiées précédemment comme ayant un potentiel enhancer

26
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Les séquence enhancers (cours CdF 2019-2020)

Cod, Vol. 27, 299308, Decomber 1081 (Part 1), Copyright © 1981 by MIT

Expression of a g-Globin Gene Is
Enhanced by Remote SV40 DNA Sequences
Banerji, Rusconi and Schaffner

Les bases générales du concept d'enhancer’ sont énoncées au début des années 1980

*Une séquence d'ADN qui peut agir a distance pour augmenter la transcription
a partir d'un promoteur cible, et cela indépendamment de son orientation

DE GRUYTER W. Schaffner: Transcription enhancers and gene regulation e 323

Insulstoe/

R o Insulaton/
Transcription unit boundary element

Figure 4 Landscape of cis-acting DNA regulatory sequences.

Walter Schaffner (2015) Biol. Chem.

Raison d'étre des enhancers: Ce sont des interrupteurs qui décident du temps et
de I'endroit ol un géne particulier est soit activé, soit sur-activé.

27

Spécificité des séquences enhancers (cours CdF 2019-2020)

Les génes 'de développement sont régulés par des enhancers multiples qui ont une
grande modularité, de telle sorte que I'expression de ces génes peut étre modifiée
selon les contextes cellulaires. .

Transgenése

_pmmnhur | GFP (fluorescence)

L

[ LacZ (coloration)

Hoxd13 mARNs (WISH)

N

T

Main-Pied Organes Hoxd13
génitaux

Lonfat et al., Science, 2014; Chase Bolt, EPFL Lausanne

28
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Syndrome de Liebenberg

ARTICLE
Homeotic Arm-to-Leg Transformation Associated Analyses génomiques des patients
with Genomic Rearrangements at the PITXT Locus £ . is f . .
i affectés dans les trois familles: deux
Raodierc Tl b délétions et une translocation.
The American oumat of Human Genttics 91, 629-635, October 3, 2012 631 . )
Recherche d'un gain de fonction de
PITX1 (si le bras se transforme en jambe
alors PITX1 devrait étre exprimé dans le
bourgeon de membre antérieur...)
Pix1 H28FY CSorf20
Familles 1 et 2: Délétions de % C 9 i Tl
tailles comparables incluant le - 2 hs1473
géne H2AFY (core-histone H2A). oo Family 1
Les délétions se trouvent a 270 Family 2
kb du géne PITX1. W
PITX1 sLc14a2
Famille 3: Translocation du 7 - - - ™
chromosome 18:5 avec un point 2450 hetésd otsle
de cassure localisé a 230 Kb du
géne PITX1
Ches Chr 18

hs 1473, hs1464 et hs 1440 sont des séquences ADN identifiées précédemment comme ayant un potentiel enhancer

29

Homeotic Arm-to-Leg Transformation Associated
with Genomic Rearrangements at the PITXT Locus

The American Joumal of Human Gentics 91, 629-635, Octber 3, 2012 631

M, ratiim,
Paols berrar,

Wich Meneen, ! Exa Mlogocki,

Syndrome de Liebenberg, mécanisme

ARTICLE

Souris transgénique portant une copie de
la séquence hs1473 mise devant un
promoteur quelconque et un géne LacZ
pour détecter I'activité de hs1473

!

PITX1 H2AFY C50rf20
et TRV 9 +
hs1473
269 kb Family 1
Family 2

Hypothése

Les délétions dans les familles 1 et 2
permettent de mettre en contact la
séquence enhancer hs1473 et le géne
PITX1 qui va dés lors étre exprimé
dans les bourgeons de membres
antérieurs, les 'transformant' ainsi en
membres postérieurs.

Encyclopédie des enhancers ayant
une spécificité pour les membres

Visel, A, Minovitsky, S, Dubchak, 1., and Pennacchio, LA,
(2007). VISTA Enhancer Browser—a database of tissue-specific
human enhancers. Nucleic Acids Res, 35 (Database issue),
DS8-DI2.

Pennacchio, LA, Ahituy, N, Moses, AM., Prabhakas, $
Nobrega, M.A., Shoukry, M., Minovitsky, S, Dubchak, I
Holt, A, Lewis, KD, ¢t al 2006). In vivo enhancer analysis
of human consenved non-coding sequences. Nature 444,
499-502.

re

hs1473
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Syndrome de Liebenberg, mécanisme

ARTICLE
Homeotic Arm-to-Leg Transformation Associated
with Genomic Rearrangements at the PITXT Locus
Mabhe Sphedmanis, -+ Francesco Nrancatl,** Prer M. Ksawitz,! Peter N, Kobiman.! Damsel M, Iorahim,
Martin ke, Joxbts ot Nike Lofsan, - Katarina Dath, Atia Mart Nardore,* P iy
Antonles Landl” Laes Witther B Tinusermann,” Danny Chan ' Visch Meioea, ' Eya Kogock, 4
sesd Stctars Mundlon' 24°

The American Joumal of Human Genetics 97, 629-635, October 3, 2012 631

La translocation observée dans la
familles 3 met en contact la séquence
enhancer hs1440 et le géne PITX1 qui
va dés lors étre exprimé dans les
bourgeons de membres antérieurs,
les 'transformant’ ainsi en membres
postérieurs.

PITX1 4 SLC14A2
it + 2
hs1464 hs1440
224 kb
Chr5 Chr 18
Hypothése

hs1440

Peux-on reproduire cette situation pathologique chez

la souris, expérimentalement?
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Syndrome de Liebenberg, vérification

du mécanisme

Homeotic Arm-to-Leg Transformation Associated

with Genomic Rearrangements at the PITXT Locus

Mabte Sptedmann, - Franceseo Nramcati* Peter M. Ksawitz.! Peter N. Robimen.! Damiel M, fbrahim =+
Martin frarike.? Jochent Hocht = Ske dofan,'2 Kataring Dathe,’ Atiria Marta Nadoew* Paobs Ferearl s
Antonio | ey Witther.$ Bemd Tunsesmann,” Danny Chan ' Lnch Mennen, ! 132 Kopocki, |+
sesd Stetan

E15.5 hs1473-Pitx?

PITX1 H2AFY Csorf20
rl o} - (s
hs1473
2 Family 1
ARTICLE
Family 2

The American pomat of Human Geneties 97, 629-638, October 3, 2012 631 [- promoteur | pimx1

g

*'\‘{"'-A‘.'é te

Production de souris transgéniques
exprimant PITX1 dans les bourgeons
de membres antérieurs sous le
contrble de I'enhancer hs1473

.~. -—-.
\

»

*Perte de |'olécrane
*Proximal zeugopode ressemble au tibia proximal
*Fusion des os carpiens ressemblant au calcaneum

PITX dans le membre antérieur; voir aussi:
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Syndrome de Liebenberg, mécanisme

*Explication mécanistique de premier niveau (phénoménologique): le géne PITX1 est contacté dans
le bourgeon de membre antérieur par un enhancer 'inhabituel’ suite a des altérations génomiques.

The Liebenberg syndrome: in depth
analysis of the original family

En 2013, ces méme auteurs analysent
une branche différente de la famille
Sud-Africaine observée initialement

e ik Mk s S e e par Liebenberg et concluent a la
5. Mundios y ' y disparition, dans la délétion, d'un
0 il Dot M i St o Heoct G, o, ooy élément bloqueur. Sans cet élément,

v oo I'enhancer peut accéder a PITX1

(a) witd type
PITX1 m
ot |
cr 5 cen 5 HI:]—O—E: tel
(b) Liebenberg Syndrome
I
PITX’/ H2AFY
- <y r>
Chromosome 5: cen —HH &-GW{C 2 +— tel
25960
Deletion: | e—
¢ Ie Y
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Mécanismes de régulation de PITX1

Pour confirmer ou infirmer cette explication moléculaire, une compréhension
approfondie des mécanismes de régulation du géne PITX1 pendant le
développement des membres antérieurs (régulation négative) et postérieurs
(régulation positive) est nécessaire.

ARTICLES

https/Adol.org /101038 /541588-018-0221-x

Dynamic 3D chromatin architecture contributes
to enhancer specificity and limb morphogenesis

BjertK.Kragesteen ©0'234%, Malte Spielmann©'**, ChristinaPaliou®"%, VerenaHeinrich®,
RobertSchépflin***, AndreaEsposito %7, Carlo A iatella®, SimonaBianco %, AndreaM. Chiariello®,
Ivana Jerkovi¢ )4, Izabela Harabula', Philine Guckelberger ', Michael Pechstein’, Lars Wittler®,
Wing-Lee Chan?, Martin Franke ©'23, DarioG. Lupidfiez ©'23?, KaterinaKraft©'2?, Bernd Timmermann®,
MartinVingron©%, Axel Visel ™23, Mario Nicodemi 47", Stefan Mundlos ©'23* and

Guillaume Andrey ©'23*

The reg: y of and their with is thought to be by their

and the binding of transcription factors. By studying Pitx1, a regulator of hindlimb development, we show that dynamic changes
in chromatin conformation can restrict the activity of with its hindlimb P Pitx1is
controlled by an enhancer (Pen) that shows activity in and By Capture Hi-C

ing of the locus, h differént

Pen and Pitx1 interact in and are in W
the active conformation, theraby inducing Pitx1 in causing partial "3 in mice
and humans. Thus, tissue-specific th ! ity and specific-
ity in vivo and its can result in gene and disease. \QV

.différentes configurations de la chromatine..
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Structure des chromosomes (voir cours CdF 2020-2021)

*Les chromosomes sont fait d'’ADN, mais également de nombreuses protéines impliquées
dans sa fonction et également dans sa structure en 3(4)D, qui sont entre autre
responsables de son empaquetage, nécessaire pour 'tenir' dans un noyau cellulaire

Copytight © 2008 Pearson Education. inc. publiahing a3 Pearson Bansamin Cumminga

De: Campbell, Biologie, 8¢me édition
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Déroulement de la chromatine (voir cours CdF 2020-2021)

Chromatide (700nm)

Fibres 300nm |

Chromosome

répliqué (1400nm)

Fibres 30nm Looped domains Métaphase
(300-nm fiber)

De: Campbell, Biologie, 8éme édition
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Déroulement de la chromatine (voir cours CdF 2020-2021) Gl

Nucléosome

} (10 nm de diamétre) .

PR L S

ADN double hélice
(2 nm de diamétre)

colLEce

i g
('.5.“9"J ‘**'«

oS "

y

- (P S
v g [ BN
(/ A\ @ “, N y i i
S - Histone tail (queue)
Histones
ADN Nucléosomes
(1 Onm) octamer of core histones:
H2A, H2B, H3, H4 (each one »2)
core DNA

Gyt © 2000 Pyarson Eceaton. 1 . pubiatirg as Prson Benyaen Summings De: Campbell, Biologie, 8¢me édition

*Epaisseur de '’ADN: 2 nanométres: 2 x 107 m ou 2 milliardiémes de métre
*Longueur totale dans une cellule: 2 métres....
*Importance de I'empaquetage...

*Empaquetage ‘fonctionnel'...

histone H1

linker DNA
Wikipedia
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LGE

Modlifications épigénétiques de la chromatine (Histones) [

*Modifications post-traduction, faites par des enzymes (réversibles)
*Modifications associées a des états différents de la chromatine (active, inactive..)
*Modifications utilisées pour évaluer I'état fonctionnel de séquence d'ADN

Lowe et al., 2019 Cancers (11) 660

"

H3K27ac Chromatine active (génes transcripts, enhancers..)
H3K27me1

H3K27me2

H3K27me3 ———  Chromatine inactive (génes non-transcripts)

*Il existe des anticorps qui reconnaissent ces modifications de fagon spécifique
*L'utilisation de ces anticorps associée au séquencage ADN a haut débit permet
de localiser les endroits ot ces modifications se trouvent (ChlP-seq)
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Ch IP-seq (Chromatin Immunoprecipitation/sequence..)
https://en.wikipedia.org/wiki/ChlP-sequencing

B X 71 ¢
'vk.*&) N A ’_, [
Y el 4 *Protéines liées a I'ADN (facteurs de transcription, histones etc..)
§ e
’vﬂ‘) 5 N7 *Cross-linking (traitement induisant des liens protéines-ADN)
R

i> *Casser I'ADN en de petits morceaux

) i> *Immuno-précipiter avec un anticorps spécifique sur bille
G ’@’ i> *Relacher et isoler les fragments d'ADN

*Séquencer les fragments et aligner sur le génome

39

Ch IP-seq (Chromatin Immunoprecipitation/sequence..)

Exemple: génes Hoxd, cellules d'avant-bras d'un foetus de souris & 12.5 jours

CTCF
«_J‘AL,.__L L 114 L L
4 » H3K27ac
| §1 ] [ JO T T A | ] | | ] * ] 2 A? |
] [ Bi D 0 [ ] D
Evx2 13 12 11 10 9 8 4 3 Hoxd1

CTCF: Protéine se liant directement a I'ADN, impliquée dans
I'organisation de la structure de la chromatine

H3K27ac: Histone H3 avec une modification (acétylation) du résidu Lysine 27
(profils assez différents suite aux caractéristiques des protéines..)

Extrait de: Rodriguez-Carballo et al., Genes & Dev. (2017)
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Capture de Conformation Chromosomique

Analyser la structure de la chromatine en 3D par Capture de Conformation
Chromosomique (3C, 4C, 5C, Hi-C..)

R Couper avec une enzyme
Job Dekker ’ de restriction 'fréquente’

@ enhancer =

mm gene

Ligation de I'ADN
(qui sera donc favorisée
par la proximité)

Enlever le
‘cross-linking’'
(relache I'ADN)

\ ’ Production d'une
librairie de boucles d'ADN et
séquengage
massif (amorces etc..)

Le nombre de 'reads' mixtes
oo reflete la proximité entre les deux
° segments d'ADN dans |'espace

'Cross-linking' O
ADN-protéines
Adapté de Dekker and Misteli, Cold Spring Harb Perspect Biol , 2015
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Capture de Conformation Chromosomique

Chromosome Conformation Capture
(3C, 4C, 5C, HiC.))

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

TAD3

Interaction
strength/
traquency

Weak/none

8
]
® Suwong/requant

Genome-wide measurement of .
pairwiss interaction frequency ~1 Mb in mammals
~100-500 kb In drosophila

*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)
*TADs (2012; E. Heard, J. Dekker, B. Ren, G. Cavalli)

Chase Bolt,
EPFL Lausanne
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Capture de Conformation Chromosomique

Chromosome Conformation Capture TADs: Topologically-associating
(3C, 4C, 5C, HiC..) domains (cours de la Prof. E. Heard)

Interaction
strongth/
traquoncy

Weak/none

]
]
® Suwong/requant

Genome-wide measurement of

pairwise interaction frequency ~1 Mb in mammals

~100-500 kb In drosophila

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

- Active

TADs: Domaines (paysages) d'action des enhancers pour une cible précise
(mais quid de la causalité..?)
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PITX1,; Paysage de régulation

Dynamic 3D ci in archi L RA5 = h51473 = Pen..

to enhancer specificity and limb merphogenes«s
e+, M Sk, Ovistas Pl 1, A,

oo Pitx1 mANA Pit enhancer Pen enhancer

E11.5
lacZ
EN.S
EN1s

1010

Neurog1

Canlromenc Tek)mericI

——  Profil de la H3K27acetylation (indiquent les génes et enhancers actifs

L———» Profil d'interactions en prenant le géne PITX1 comme point de départ

L———————»  Activité fonctionnelle de PITX1 (ARNs endogénes) et de deux enhancers (Pit et Pen) en transgénes

RA1-5: Regulatory anchors (attaches de régulation, points de formation des loops en 3D)
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PITX1, Pieges a enhancers

cusure S
grnetics
EXee _

Dynamic 3D chromatin architecture contributes
to enhancer specificity and limb morphogenesis

Wt gt 4%, M e Orietins o 01, Y
Robereicatptin

Insertion de transgénes 'sensors' (en fait ce sont

des pieéges a enhancers) (voir cours CdF 2020)
HA: Bras d'homologies

Pit Pen
H2afy Neurog1
Forelimb
w 0
- -
- o
w w
77| Zoom
Sensor 1 Sensor 2
Lorsqu'intégré a proximité du promoteur du Lorsqu'intégré a proximité de I'enhancer Pen, le
géne Pitx1, le 'sensor est exprimé comme le 'sensor' ne repéche plus l'activité dans
géne. Il 'repéche’ les régulations qui agissent I'nypophyse (qui vient de I'enhancer Pit) mais est
a ce point précis du paysage de régulation exprimé fortement dans les deux membres...

selon la topologie du locus, les auteurs utilisent une approche génétique

Pour essayer de comprendre le(s) mécanisme(s) qui distribue(nt) ces régulations de fagon différente
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