
1

Denis Duboule

Collège de France
Chaire Internationale 

Evolution des Génomes et du Développement
Denis.Duboule@college-de-france.fr

@Duboule

@CdF1530

1

Denis Duboule

2020-2021

Régulation des gènes du développement et syndromes 
génétiques : Mécanismes, contraintes et atavismes du 

développement

Leçon #5 (1er Juin 2021)

*Résumé des points importants de la leçon 4
*Polydactylie pré-axiale et le gène Lmbr1

*Régulation à grande distance du gène Shh
*Acheiropodia et topologie de la chromatine
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Le mystère de la régulation du gène PITX1 (rappel)

*Gène exprimé dans le bourgeon du membre postérieur, uniquement
*Contrôlé par (entre autre) un enhancer 'Pen' qui lui est actif dans les deux bourgeons

*Comment cette différence se traduit en terme de mécanisme?

PenPitx1
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PITX1; 3D structure et régulation (rappel)

Conclusions de l'étude: Des conformations
différentes de la chromatine induisent des
régulations variables de l'expression de Pitx1

Membre antérieur: 
l'enhancer Pen est éloigné 
de Pitx1 en partie à cause de 
la présence de Neurog1. 
Pitx1 est inactif

Membre postérieur: suite à 
l'action de facteurs (HoxC?) 
l'enhancer Pen est rapproché 
de Pitx1: Pitx1 est actif

Membre antérieur: des 
altérations du génome 
(délétion..) rapprochent Pitx1
de Pen: Pitx1 est actif 
Transformation partielle du 
bras en jambe (Liebenberg)

Critique: la relation de causalité entre la structure de la chromatine et l'expression de Pitx1 n'est
pas formellement démontrée et on ne peut pas exclure, en l'état, que les contacts variables entre
Pitx1 et l'enhancer Pen ne soient pas la source de ces structures différentes (et non leurs effets..)
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, 2003

Identification des enhancers: localisation...(rappel)

http://jbrowse.informatics.jax.org

25 Kb

Limb deformity (formin)
Gremlin

Les deux gènes
sont des voisins
très proches sur
le génome!

Des mutations affectant la transcription du gène Gremlin touchent des séquences 
localisées dans des introns du gène voisin Ld codant pour la protéine Formin
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Polydactylies (rappel)

Polydactylies isolées
preaxial polydactyly PPD I
preaxial polydactyly PPD II / TPT
postaxial polydactyly A
Greig syndrome
Mirror image duplication, Laurin-Sandrow
Synpolydactyly (SPD) I 

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

Polydactylies 'An Atlas of Genetic Disorders of Limb Development'
S. Mundlos, D. Horn, Springer
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Sasquatch (bigfoot) 
créature imaginaire

au Canada

Lors d'une étude d'une gène Hoxb1 par transgenèse (le gène étant inactif) 
une souris est produite avec un phénotype polydactyle (mutation par 
insertion; comparable à 'Limb deformity'..) Cette lignée de souris sera 

appelée 'Sasquatch' (Ssq)

Régulation du gène Shh, une histoire de mutations..(rappel)
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Régulation du gène Shh, une histoire de mutations..(rappel)

Un patient présentant une 
polydactylie pré-axiale

L'analyse chromosomique révèle une 
translocation chromosomique

t(5 7)(q11, q36)

Différents segments d'ADN sont alors 
utilisés comme sondes pour affiner la 

localisation du point de cassure
(segments qui couvrent ce point de 

cassure).

Lignée cellulaire du patient 
(lymphoblastoide).

Le cosmid 171g2 couvre le point de 
cassure 
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Connection Shh, Polydactylie, Lmbr1 et Sasquatch..(rappel)

Analyse de point d'insertion du Tg 
dans les souris Sasquatch:

Souris Ssq/Ssq 

Librairies génomique

Criblage avec le Tg

Isolation d'un clone contenant un des 
cotés de l'insertion

Séquençage et identification du 
gène...Lmbr1

*L'insertion du Tg a produit une duplication partielle de séquences 
introniques entre les exons 5 et 6 du gène Lmbr1. Toutefois, chez les souris 

mutantes, la transcription de Lmbr1 ne semble pas être affectée
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Enhancers à distance: L'exemple Sonic Hedgehog (Shh) 

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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Enhancers à distance: L'exemple Sonic Hedgehog (Shh) 

Chez le poisson zèbre, Shh est exprimé dans la partie postérieure des 
bourgeons des nageoires pectorales... 

Expression de Shh restreinte à la partie 
postérieure chez le poulet
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Enhancers à distance: L'exemple Sonic Hedgehog (Shh) 

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 une séquence enhancer (Shh) 

intron #5

Polydactylie pré-axiale

Les mutations  semblent affecter l'expression de Shh. 
L'enhancer sera donc appellé : ZRS (ZPA Regulatory Sequence)
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Mutations dans une séquence enhancer (Shh) 

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

14



8

Mutations dans la ZRS 

Les polydactylies associées à la ZRS peuvent être causées soit par des 
duplications, soit par des micro-délétions ou des mutations ponctuelles 

ZRS
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Mutations dans la ZRS 

Mutations ponctuelles dans la ZRS 

Ces mutations sont distribuées avec une légère préférence pour la partie centrale 
de la ZRS mais pas que....
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Mutations dans la ZRS 

Mutations ponctuelles dans la ZRS 

Ces mutations sont distribuées avec une légère préférence pour la partie centrale 
de la ZRS mais pas que....
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Mutations dans la ZRS 

Dans les deux cas (vraisemblablement dans toutes les mutations polydactyles impliquant la ZRS), 
l'expression de Shh est activée dans la partie antérieure du bourgeon de membre, comme si la ZRS 

avait normalement une capacité de régulation plus large que 'postérieur' mais que cette capacité était 
inhibée/réprimée ailleurs que dans les cellules de la ZPA.  

Dans ce contexte, chaque mutation affectant la ZRS pourrait contribuer à la dé-répression 
(déstabilisation) de l'activité de cette séquence dans la partie antérieure

Mutations humaines réintroduites 
dans la souris (transgènes)  
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Mutations dans la ZRS; mécanismes? 

Balance fine entre activateurs et 
répresseurs

Activateurs: Facteurs ETS
(ETS1 et GABPalpha)

Répresseurs: Facteurs ETS
(ETV4 et ETV5)

(Les facteurs ETS représentent une des 
plus grande famille de facteurs de 
transcription chez les mammifères) 

ETV4 et ETV5ETS1 et GABPalpha
(gradient)

TRANSGENE EXPRESSION BALANCE

Pas d'expression

Expression

Expression
ectopique

Expression
trop large

Expression 
ectopique

Expression
trop large

Expression
trop fine
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(2016)

HiC

4C
profiles identiques 
avec des cellules 

positives ou 
négatives

Bourgeon de 
membre postérieur

Bourgeon de 
membre antérieur

Mutations dans une séquence enhancer (Shh) 
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Enhancers à distance: L'exemple Sonic Hedgehog (Shh) 

*Diverses modifications du paysage de régulation (ingénierie chromosomique)
vont révéler une série de conclusions:

*La structure TAD favorise les
contacts entre la ZRS et le gène Shh

*Sans TAD, la fréquence des
contacts diminue

*Changer les distances entre la ZRS
et Shh à l'intérieur du TAD n'a pas
d'effet marqué

*Rapprocher la ZRS du gène Shh en
absence du TAD peu partiellement
compenser la perte de contacts
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Différents niveaux d'organisation  de la chromatine dans l'espace 3D
(Adapté de Bonev et Cavalli, 2016)

CTCF, cohésine et la structure 3D de la chromatine  

Echelle (Mb)

1

10

40

Boucles

Ensembles de 
boucles

Domaines 
d'ensembles 
de boucles
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Différents niveaux d'organisation  de la chromatine dans l'espace 3D
(Adapté de Bonev et Cavalli, 2016)

CTCF, cohésine et la structure 3D de la chromatine  

Echelle (Mb)

1

10

40

Boucles

Ensembles de 
boucles

Domaines 
d'ensembles 
de boucles

CTCF et le 
complexe de 
la cohésine
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Loops are formed in interphase by a DNA extrusion mechanism involving
cohesin complexes and limited by bound CTCF molecules 

Adrian L. Sanborn et al. PNAS 2015;112:E6456-E6465©2015 by National Academy of Sciences

Le modèle du 'Loop Extrusion'  
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Enhancers à distance: L'exemple Sonic Hedgehog (Shh) 

*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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Enhancers à distance: L'exemple Sonic Hedgehog (Shh) 

*Un modèle de polymère 3D (basé sur les résultats Hi-C) suggère un 
changement de proximité entre la ZRS et Shh en absence des deux sites CTCF

*Cependant, une réduction de seulement 50% des mRNAs est observée
et aucun phénotype.. (autres sites CTCF..)
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Shh; effet de la topologie génomique sur le régulation 
*Ces études semblent montrer l'importance de la topologie génomique pour

'faciliter' ou 'assister' la mise en oeuvre des régulations à distances

*Mais d'autres études relativisent l'importance de ces structures de la
chromatine dans le contrôle de l'expression des gènes cibles

27

Shh; effet de la topologie génomique sur le régulation 

Délétion de 700 Kb entre la ZRS et le gène Shh

*Un rapprochement de 700 Kb
entre la ZRS et son gène cible
Shh ne change pas l'expression
du gène de façon visible

*Contrôles

*Del/Del

28
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Shh; effet de la topologie génomique sur le régulation 

Sites CTCF
Gènes
Enhancers

*Mutation du premier site CTCF (1)

*Mutation du second site CTCF (2)
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Shh; effet de la topologie génomique sur le régulation 

*Soustraction des reads/bins
reads gagnés, reads perdus

*Fluorescence in situ sur 
chromosomes Mesures des distances (en micron -10-6)

SB2Cnpy1
Shh

ZRS

30
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Shh; effet de la topologie génomique sur le régulation 

*Mais toutes ces modifications (et de nombreuses autres) n'ont aucun impact sur la 
transcription du gène Shh (sauf lorsque l'on touche à la ZRS, bien entendu)

Mais!....
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Acheiropodia 
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Acromesomelic dysplasias

acromesomelic type Maroteaux
Grebe/DuPan
Werner mesomelic dysplasia
mesomelic dysplasia Kantaputra, Fryns
Acromesomelic dysplasia  BMPR1B type
Leri Weill
Langer
Robinow

Acheiropodia 

Reduction anomalies affecting the entire limb

Tetra-amelia
Al-Awadi/Raas-Rothschild Schinzel Fuhrmann
Roberts
Acheiropodia
Peromelia

Split hand split foot isolated

SHFM1, SHFM2, SHFM3, SHFM4, SHFM5
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

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

Anomalies de réduction

Contracture deformities

Amyoplasia
Escobar
Freeman-Sheldon
Adducted thumb

Macrodactyly / Overgrowth

Hemihypertrophy
Klippel Trenaunay
Proteus

Enchondromatoses

Enchondromatosis
Maffucci

Various types

OFD I-VIII
Focal dermal hypoplasia
Otopalatodigital I
Otopalatodigital II

Autres catégories

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

Acheiropodie: Absence (a-) des mains (cheiros)
et des pieds (podos) 
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Une famille consanguine 

*Une mutation récessive
présente dans plusieurs
familles brésiliennes avec des
individus atteints suite à de la
consanguinité

: Consanguinité

(Ici, cousins germains)
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*En 2001, la mutation est
localisée au sein du gène
humain C7orf2, le gène
orthologue à Lmbr1 chez la
souris. Il s'agit d'une délétion
de quelques Kb incluant
l'exon No 4 de ce gène.

Mais...la délétion ne touche
pas la ZRS... et pourtant le
phénotype acheiropode est
une copie de celui induit par
la mutation du gène Shh chez
la souris. Lmbr1

ZRS...

C7orf2 = Lmbr1
(Humain)   (souris)

Acheiropodia; délétion dans le gène Lmbr1 
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avril 2021

*ADN d'une famille
brésilienne différente. avec
plusieurs liens consanguins.

*Une délétion de 12 kb est
identifiée, contenant l'exon 4
de Lmbr1 et insertion de 2
nucléotides

*L'inactivation de Lmbr1 ne
donne pas de phénotype dans
les membres...

*Les 12 kb perdus ne
contiennent pas d'activité
enhancer dans les membres..

: Consanguinité

Un transgène chez la souris ne
révèle aucune activité de
régulation dans les membres
(donc pas de délétion d'une
séquence régulatrice)

Acheiropodia; délétion dans le gène Lmbr1 

36



19

*Profils des sites CTCF occupés et de
l'enrichissement de rad21 (sous-unité du
complexe de la cohésine)

LSC1-7: Lmbr1-Shh CTCF sites

ZRS Délétion

*La délétion enlève trois
sites de liaison à CTCF, sites
qui par ailleurs accumulent
de la protéine rad21
(cohésine).

Agrandissement

Acheiropodia; délétion dans le gène Lmbr1 
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*La délétion enlève trois sites
de liaison à CTCF, sites qui
par ailleurs accumulent de la
protéine rad21 (cohésine).

*Hypothèse: les sites CTCF
enlevés dans le délétion sont
nécessaires pour établir le
contact avec le gène cible
Shh sans contenir eux-mêmes
de l'information de régulation
('tethering element')

ZRS Délétion

*Profils des sites CTCF occupés et de
l'enrichissement de rad21 (sous-unité du
complexe de la cohésine)

LSC1-7: Lmbr1-Shh CTCF sites

Acheiropodia; délétion dans le gène Lmbr1 
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Effet de la délétion sur la topologie génomique  

*Profils d'interactions
par 4C avec Shh
comme 'point de vue' ZRS Délétion

*Conclusion: La délétion de ces sites CTCF semble
interrompre les interactions avec cette région et aboli
également les contacts entre le gène Shh et la ZRS

*Les contacts sont redirigés vers la région LSC1 et son CTCF

*Il s'agit bien de la délétion d'un élément de contact qui a
pour fonction de rapprocher la ZRS du gène Shh
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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..

Effet de la délétion sur la transcription de Shh  
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Comparaison avec le locus Shh de la souris 

*Cependant, cette situation est
difficilement comparable aux
travaux faits chez la souris car ces
sites CTCF précis n'ont pas
d'équivalents clairs, seul un site
étant (parfois) occupé..
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Comparaison des loci Shh homme-souris 

Sites CTCF
Gènes
Enhancers

*Le site CTCF #3 (dans cette étude) est un point de contact fort avec le gène Shh

*Le site CTCF comparable chez les humains (LSC2) n'établit pas de contact avec Shh
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Mutation hypomorphe de deux sites CTCF 

*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
(ca. 50% red.)

CTCF
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Différences entre les loci Shh homme-souris 

Sites CTCF
Gènes
Enhancers

*Le site CTCF #3 (dans cette étude) est un point de contact fort avec le gène Shh

*Le site CTCF comparable chez les humains (LSC2) n'établit pas de contact avec Shh

*Des différences notables sont donc observées dans la façon dont cette topologie
génomique est formée dans les deux espèces
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Inactivation de Shh chez la souris et acheiropodia 

Shh+/+ Shh-/-

*Les souris mutantes pour Shh
ont des réductions sévères
des membres, équivalentes à
l'acheiropodia observée chez
les patients humains
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Même délétion chez la souris, un effet invisible... 

*Cependant, cette situation est
difficilement comparable aux
travaux faits chez la souris car ces
sites CTCF précis n'ont pas
d'équivalents clairs, seul un site
étant (parfois) occupé..

*De plus, une délétion faite par
CRISPR chez la souris recouvrant la
région orthologue n'a pas d'effet sur
la transcription du gène Shh (et
donc pas d'anomalie des membres).
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Shh; effet de la topologie génomique sur la régulation 

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 produit ce résultat...
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