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

développement

Leçon #4 (25 mai 2021)

*Résumé des points importants de la leçon 3
(syndrome de Liebenberg) 

*Régulation à distance du gène Pitx1 (fin)
*Oligosyndactylie et le gène Gremlin

*La mutation Sasquatch, Polydactylie et le gène Shh
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Syndrome de Liebenberg (rappel)

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

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

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

*Seuls les membres antérieurs (bras) sont affectés

*Allèle semi-dominant (actif à l'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, à proximité du gène PITX1 
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Syndrome de Liebenberg (rappel)

Famille 1

P

Non-affected female

Non-affected male

Affected female

Affected male

Unknown gender

Deceased

Analyses cliniques et
moléculaires faites

Clés du pédigree
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Syndrome de Liebenberg (rappel)

Familles 1 et 2                     Famille 3Non-affecté

Coude

Genou

*Hypoplasie de l'olécrâne chez les patients affectés

*Epaississement de l'humérus distal, ressemblant à un fémur

*Fusion d'une pseudo-rotule à la partie la plus distale de l'humérus 

*Absence de l'olécrâne et fusion d'os carpiens produisant un os ressemblant au 
calcaneum de la cheville
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Syndrome de Liebenberg, mécanisme (rappel)

Encyclopédie des enhancers ayant
une spécificité pour les membres

Hypothèse 

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

Souris transgénique portant une copie de
la séquence hs1473 mise devant un
promoteur quelconque et un gène LacZ
pour détecter l'activité de hs1473
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Chromosome Conformation Capture 
(3C, 4C, 5C, HiC..)

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

TADs: Topologically-associating
domains (cours de la Prof. E. Heard)

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

Capture de Conformation Chromosomique (rappel)
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PITX1; Paysage de régulation

Profil de la H3K27acetylation (indiquent les gènes et enhancers actifs 

Profil d'interactions en prenant le gène PITX1 comme point de départ

Activité fonctionnelle de PITX1 (ARNs endogènes) et de deux enhancers (Pit et Pen) en transgènes

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

RA5 = hs1473 = Pen..
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PITX1; Pièges à enhancers

Insertion de transgènes 'sensors' (en fait ce sont 
des pièges à enhancers) (voir cours CdF 2020)
HA: Bras d'homologies

Lorsqu'intégré à proximité du promoteur du
gène Pitx1, le 'sensor est exprimé comme le
gène. Il 'repêche' les régulations qui agissent
à ce point précis du paysage de régulation

Lorsqu'intégré à proximité de l'enhancer Pen, le
'sensor' ne repêche plus l'activité dans
l'hypophyse (qui vient de l'enhancer Pit) mais est
exprimé fortement dans les deux membres...

Pit Pen

Pour essayer de comprendre le(s) mécanisme(s) qui distribue(nt) ces régulations de façon différente 
selon la topologie du locus, les auteurs utilisent une approche génétique
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PITX1; Paysage de régulation, approche génétique

Série de délétions faites in vivo en utilisant le 
système CRISPR/cas9 chez la souris

Expression de PITX 
dans le membre 

postérieur100kb

Délétion totale du paysage de régulation: 95% réduction des ARNs Pitx1

Délétion partielle, Pen enhancer présent: 35% réduction des ARNs Pitx1

Délétion de H2afy et RA4, Pen enhancer présent: 50% réduction des ARNs Pitx1

Délétion de l'enhancer Pen seul: 45% réduction des ARNs Pitx1
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Série de délétions faites in vivo en utilisant le 
système CRISPR/cas9 chez la souris

Expression de PITX 
dans le membre 

postérieur100kb

Délétion totale du paysage
de régulation: 95% réduction des 

ARNs Pitx1. Le phénotype 
ressemble à une perte de 
fonction de Pitx1. Donc, la 

régulation de Pitx1 se trouve 
dans cet intervalle.

PITX1; Paysage de régulation, approche génétique
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PITX1; importance de l'enhancer 'Pen'

Série de délétions faites in vivo en utilisant le 
système CRISPR/cas9 chez la souris

Expression de PITX 
dans le membre 

postérieur100kb

La délétion de l'enhancer Pen 
réduit de 45% l'activité de Pitx1
et conduit à la formation d'un 

phénotype 'club foot' ('pied bot', 
13/37) rappelant une haplo-
insuffisance de Pitx1 chez les 

humains

Ptx1Pen/Pen Ptx1Pen/-

Le phénotype s'accentue 
lorsque la délétion de Pen est 
mise sur un allèle de perte de 
fonction totale de Pitx1 (100% 

pied  bot , longueurs des os..)  
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PITX1; structures de la chromatine

Capture Hi-C, extraction des contacts établis par Pitx1 dans les 
membres antérieurs et postérieurs

: Contacts très enrichis dans les membres postérieurs

Membres
postérieurs

Soustraction

Membres
postérieurs

Membres
antérieurs

Membres
antérieurs

: Contacts très enrichis dans les membres postérieurs

Profils ChIP-seq de H3K27Ac ('active' chromatin) dans les 
membres antérieurs et postérieurs
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PITX1; structures de la chromatine, interactions au locus

Capture Hi-C, profils des contacts généraux observés au
locus Pitx1 dans les membres antérieurs et postérieurs

Membres
postérieurs

Membres
antérieurs
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PITX1; structures de la chromatine, modélisation

Capture Hi-C, profils des contacts généraux observés au
locus Pitx1 dans les membres antérieurs et postérieurs

Soustraction des profils; contacts gagnés ou perdus dans les
membres inférieurs

Ces profils de contacts
permettent la production de
modèles de chromatine en
3D ( qui donnent une des
représentations possibles du
locus dans l'espace)

Membres postérieursMembres antérieurs
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PITX1; origine de l'expression différentielle, gènes Hoxc

Recherche d'autres facteurs de transcription qui seraient
exprimé dans les membres postérieurs seulement:

Les gènes Hoxc, en particulier Hoxc10 et Hoxc11

Membres
postérieurs

Membres
antérieurs

Membres
postérieurs

Membres
antérieurs

H
3K

27
A

c
m

RN
A

s

Hybridations 
in-situ

Hoxc11 Hoxc10
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PITX1; origine de l'expression différentielle; Gènes Hoxc

Observation des profiles d'interactions en absence
des gènes Hoxc (en utilisant des souris qui portent une

délétion du complexe de gènes Hoxc)

Interactions à partir du gène Pitx1

HoxC+/+

HoxCDel/Del

Soustraction

Pertes d'interactions

!

Une perte d'interactions semble être observée entre le gène Pitx1 et l'enhancer Pen mais cette 
perte n'est pas très robuste (36% de réduction des mARNs) et les souris délétées pour le complexe 

HoxC ne présentent pas de phénotypes dans les membres. Donc si le HoxC joue un rôle dans la 
régulation de Pitx1, ces gènes ne sont pas suffisant. 
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PITX1; Importance des contacts avec le gène Neurog1?

La perte de contact entre Pitx1 et Neurog1 dans l'activation
de Pitx1 (membre inférieur) semble indiquer une fonction 

particulière pour cette interaction

Membres postérieursMembres antérieurs

MAIS!, une délétion du gène 
Neurog1 ne produit pas de 
contacts supplémentaires et 

aucune up-régulation de 
Pitx1 n'est observée...

...modification de la 
topologie du locus en 

induisant une inversion qui 
change la position relative 
de Pen en l'éloignant de 

Neurog1
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PITX1; Importance de la topologie?

Membres
postérieurs

Membres
antérieurs

Inversion du gène H2afy et de RA4 et Pen

*Les contacts entre Pitx1 et Neurog1 sont perdus
*Des contacts entre Pitx1 et Pen sont visibles dans le membre antérieur

Soustraction membre antérieur 

Gagné dans l'inversion

Perdu dans l'inversion

Gain d' 
expression
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Syndrome de Liebenberg

Analyses génomiques des patients
affectés dans les trois familles: deux
délétions et une translocation.

Recherche d'un gain de fonction de
PITX1 (si le bras se transforme en jambe
alors PITX1 devrait être exprimé dans le
bourgeon de membre antérieur...)

Familles 1 et 2: Délétions de 
tailles comparables incluant le  
gène H2AFY (core-histone H2A).
Les délétions se trouvent à 270 
kb du gène PITX1.

Pen

20



11

Syndrome de Liebenberg

Gain d'expression causé par un gain d'interactions?

Membres
antérieurs

Soustraction 
Del/control

Membres
antérieurs

Soustraction 
Del/control

Membres
antérieurs

qPCR
Del/control

Membres
antérieurs

WISH Pitx1
Del/control
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PITX1; 3D structure et régulation?

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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Réseaux de gènes, pleïotropie, syndromes...

*Ces mécanismes de régulation sont souvent très complexes et l'étude de
certains syndromes humains qui y sont associés permet parfois d'en comprendre
l'étiologie moléculaire, qui peut alors être vérifiée expérimentalement par
l'utilisation de systèmes modèles tel que la souris.

*La suite de ce cours 2020-2021 va traiter de quelques exemples illustrant ce
principe et touchant aux différents aspects du développement des membres, à
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)

23

Oligosyndactylies, synostoses radio-ulnaire

Oligodactylie: Absence de doigts

Syndactylie: Fusion latérale de doigts

Synostose: Union de deux pièces
osseuses normalement séparées
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Oligosyndactylies, synostoses radio-ulnaire

Famille avec consanguinité:

Deux enfants hétérozygotes et un
homozygote. Utilisation de marquages
fluorescents associés à des BACs

Absence du marquage sur les deux
chromosomes chez C255625

Délétion homozygote

Parents porteurs sains

25

Délétion au locus Gremlin-Limb deformity (Formin; Fmn1)

Une délétion de 246 Kb (min) sur le
chromosome 15, au locus de la Formin (Fmn1).

Locus orthologue de la souris bien connu et
saturé de mutations diverses affectant le gène
Gremlin

Chr. 15 humain

Chr. 2 souris

Chr. 15 humain inversé
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Le gène Gremlin (Grem1) au centre du
réseau de régulation génique de la 

morphogenèse des membres

*GRN a boucles de feedback négatifs
effet négatif (diminution)

effet négatif (terminaison)

Croissance du membre, axe proximo-distal (et A-P..) 
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L'histoire compliquée de Gremlin et de la Formin...

Le cas de la mutation limb deformity (ld) et des gènes formin et gremlin
Nature, 1990; 'back to back'

*Mutagenèse par insertion de transgène au locus limb deformity, créant un allèle ldHd

*Cet allèle est similaire à deux autres allèles décrits à ce locus: ldJ (1960) et ldOR (1962)
*Des allèles multiples isolés à ce locus car le phénotype anormal touche les membres 

ldHd/Hd

ldHd/Hd

ld+/+

ld+/+

Av

Ar

ld+/+ ldHd/Hd

Zeller et al., Genes Dev. 1989
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, 2003

Identification des enhancers: localisation...

http://jbrowse.informatics.jax.org

25 Kb

Gremlin

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

Limb deformity (formin)

Pour vérifier cette hypothèse, Khoka et al. font un 'test de complémentation', en croisant des souris :
Gremlin+/- avec des souris LdJ/+ Parmi les petits, des animaux trans-hétérozygotes Gremlin-/LdJ

Conclusion:
Les deux mutations 
sont alléliques (ce 
sont deux mutants 

du même gène)
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Délétion au locus Gremlin-Limb deformity (Formin; Fmn1)

Une délétion de 246 Kb (min) sur le
chromosome 15, au locus de la Formin (Fmn1).

Locus orthologue de la souris bien connu et
saturé de mutations diverses affectant le gène
Gremlin

Chr. 15 humain

Chr. 2 souris

Chr. 15 humain inversé

La délétion observée dans la famille No1 ne contient aucun des spots dont la mutation conduit
à un phénotype 'Gremlin'. En plus, l'inactivation du gène de la Formin chez la souris

ne produit pas de phénotype anormal. Probablement un effet inconnu sur le gène Grem1

30



16

*Ces mécanismes de régulation sont souvent très complexes et l'étude de
syndromes humains qui y sont associés permet parfois d'en comprendre
l'étiologie moléculaire, qui peut alors être vérifiée expérimentalement par
l'utilisation de systèmes modèles tel que la souris.

*La suite de ce cours 2020-2021 va traiter de quelques exemples illustrant ce
principe et touchant aux différents aspects du développement des membres, à
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)

Syndromes génétiques affectant les membres
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Importance des anomalies des membres / classifications 

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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Les polydactylies sont parmi les
malformations congénitales les plus
fréquentes à la naissance

Importance des anomalies des membres/ classifications 

https://fr.wikipedia.org/wiki/Polydactylie#Polydactylie_postaxiale

Post-axiale
(postérieure)

Pré-axiale
(antérieure)
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Le gène sonic hedgehog (Shh)
gène clé de la polarité antéro-postérieure

*GRN a boucles rétroactives + et -
effet négatif (diminution)

effet négatif (terminaison)

Croissance du membre, axe proximo-distal (et A-P..) 
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Croissance du membre, axe proximo-distal (et A-P..) 

Greffon (bleu)             Après 24 heures

Expression de Shh restreinte à la partie postérieure

Une greffe de cellules 
exprimant Shh sur la 
face antérieure induit 

une duplication en 
miroir des structures
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Régulation du gène Shh, une histoire de mutations..

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

Les souris portant cette mutation par insertion expriment Shh de façon
ectopique (tardivement), sur l'aspect antérieur du bourgeon de membre 

Sasquatch (bigfoot) 
créature imaginaire

au Canada

Shh

Shh
Fgf8

Hoxd13
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Régulation du gène Shh, une histoire de mutations..

Sasquatch (bigfoot) 
créature imaginaire

au Canada

Plusieurs sondes fluorescentes sont utilisées pour des hybridations sur le 
chromosome 5 afin de préciser la localisation du transgène

Le Tg total est utilisé comme 
sonde fluorescente.

Transgène:
Gène contrôle:

Transgène:
Shh:

(Il y a une deuxième copie 
du Tg intégrée ailleurs..)
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Régulation du gène Shh, une histoire de mutations..

Sasquatch (bigfoot) 
créature imaginaire

au Canada

Conclusions

Conc: Une interférence soit
avec la régulation de Shh
dans les membres, soit
avec la formation d'une
structure de la chromatine
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Régulation du gène Shh, une histoire de mutations..

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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Régulation du gène Shh, une histoire de mutations..

L'analyse chromosomique révèle une 
translocation chromosomique

t(5 7)(q11, q36)

La cartographie fine révèle un point 
de cassure localisé entre les exons 5 

et 6 du gène Lmbr1, lui-même 
localisé à ca. 1 Mb de Shh! 

Analyse du gène Lmbr1 chez de 
nombreux patients présentant des 
polydactylies pré-axiales et aucune 

mutation n'est trouvée dans les exons.
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Connection Shh, Polydactylie, Lmbr1 et Sasquatch..

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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L'effet de Sasquatch sur Shh s'exerce-t-il en
cis ou en trans?

Test génétique cis/trans

Animaux trans-hétérozygotes entre 
Sasquatch et un allèle 'nul' de Shh

Les recombinaisons meïotiques 
redistribuent les allèles

(1 Mb = app 1 centi-Morgan i.e. 1% 
de recombinaison...)

Phénotypes

!

Connection Shh, Polydactylie, Lmbr1 et Sasquatch..

Conclusion: l'effet est en cis
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https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/OC_Exp.php?Lng=FR&Expert=2162

Différents types d'holoprosencéphalies humaines (HPE's) dont les 'HPE3' (de type 3) 
qui sont alors associées a chromosome 7q36 (...). Et Shh est exprimé dans des 

régions du cerveau en développement qui pourraient correspondre au phénotypes 
observés avec, comme extrêmes, des anophtalmies ou même des cyclopies

Points de cassures de translocations  

Shh

Shh et régulation à longue distances
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