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Syndrome de Liebenberg (rappel)

'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 a |'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

Syndrome de Liebenberg (rappel)

ARTICLE

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

The American Jourmal of Human Genetics 91, 629-635, October 5, 2012 631

Famille 1 Clés du pédigree

K4
O Non-affected female

[ Non-affected male

@ Affected female
B Affected male
<> Unknown gender

/ Deceased

R e Analyses cliniques et
moléculaires faites
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Syndrome de Liebenberg (rappel)

Non-affecté 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 |

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

Results

Arm-to-Leg Transform

n Liebenberg Syndrome
Lted families affected by

igures 1A-1H). After initial inspec
ve performed in-depth Imaging of
the skebetal and soft-tise ab

tion of the phenotype.

emalities. In the nomal

eow, the distal head of the humerus aticulates with
the ulna at the trochlear notch, and the olecranon peocess
of the ulna extends peoximally from the elbow joint
(Figure 2A). In the affectod subjects, the olecranon way
hypoplastic or missing (Hgures 2B-2D), and the distal
humerus and the peoximal head of the ulna were broad
cned (Figures 2B and 2C) such that the distal humenss
resembled the distal head of the femur and the proximal
ulna resembled the proximal head of the tibla, (Figures
20, 2C, and 26, Threedimensional computed tonsog.
(CT) scans of the humenss showed 2 me
al condyle sparated by a \
(Figure 2F) resembling the femoral epiondybes of the
kiwee (Figure 26) and 4 patelia-like structure fused to the

distal head of the humenas (Figuse 20

transfomation phe
In fmily 3, the fusion of the triquetral and pesiform
(Figure 20, outhined in yellow) formed an ehersent that s
simsilar in shape and size to the calcanews of the ankle.

Syndrome de Liebenberg, mécanisme (rappel)

ARTICLE
Homeotic Arm-to-Leg Transformation Associated
with Genomic Rearrangements at the PITX1 Locus - — -
. _ A e e Souris transgénique portant une copie de
Danny Chin. b Ukich hieinem, v Kiooek. la séquence hs1473 mise devant un
promoteur quelconque et un géne LacZ
R R R P pour détecter I'activité de hs1473
PITX1 H2AFY C5orf20
P edbdbdedbaded ® L=
hs1473
204 Family 1
Family 2
Hypothése Encyclopédie des enhancers ayant

une spécificité pour les membres

499-502.

Les délétions dans les familles 1 et 2 Visel, A, Minovitsky, S, Dubchak, 1., and Pennacchio, LA

permettent de mettre en contact la (2007). VISTA Enhancer Browser—a database of tissue-specific

séquence enhancer hs1473 et le géne <::| human enhancers. Nucleic Acids Res. 35 (Database Issue),
] N . N $8-192.

PITX1 qui va dés lors étre exprimé a0

dans les bourgeons de membres Pennacchio, LA., Ahituy, N., Moses, AM., Prabhakar, S,

antérieurs, les 'transformant' ainsi en Nobrega, M.A., Shoukry, M., Minowitsky, S., Dubchak, I,

membres postérieurs. Holt, A, Lewis, K.D., ¢t al. (2006). In vivo enhancer analysis

of human conserved non-coding sequences. Nature 444,

hs1473




Capture de Conformation Chromosomique (rappel)

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

Interaction
strongth/
froquency

Woak/none

=
]
W Strong/irequant

Genome-wide measurement of

pairwise interaction frequency ~1 Mb in mammals

~100-500 kb in drosophila

Adapté de Long, Prescot and Wysocka, Cell, 2016

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

PITX1,; Paysage de régulation
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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)




PITX1, Pieges a enhancers

s ARTICLES

Insertion de transgénes 'sensors' (en fait ce sont

Dynamic 3D in archi il o R
to enhancer specificity and limb morphogenesis des pieéges a enhancers) (voir cours CdF 2020)
- HA: Bras d'homologies

Dr— Ovirtas b 1, reas

Wi Low o Mt ', Do L . Katoring a1, B T
Mt Vimgron . Asef Vings . Mo Mecodems . Stef M = amd
Pre—

Pit Pen
H2afy Neurog1
Forelimb Forelimb
il
-
=
w
Zoom 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...

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

PITX1; Paysage de régulation, approche génétique
i [ T

Série de délétions faites in vivo en utilisant le

Dynasiic 30 chranatin aecht s systéme CRISPR/cas9 chez la souris
to enhancer specificity and limb morphogenesis
[eorm— R
S - Aneataginns . Cato A’ Senans B Ao N’
Wi e o, i D e v Kb 1, bt Expression de PITX
MarinVngon . A Vi, oMo . Sheen Wi~ and dans le membre
100kb postérieur
Pitx1™* RA1 Pitct RA R Pen Neurog! 3 . “
= =
& b
1
Pt 7 o
—— <
£
> Pitx e
———— «

Pitxi™ewen Py pRiI pipy yeied pjpy pouit
ENs Ens

— Pitx o

> Pitx oo l b
— Délétion de I'enhancer Pen seul: 45% réduction des ARNs Pitx1
5 Délétion de H2afy et RA4, Pen enhancer présent: 50% réduction des ARNSs Pitx1
e ——— Délétion partielle, Pen enhancer présent: 35% réduction des ARNSs Pitx1
 ————— Délétion totale du paysage de régulation: 95% réduction des ARNs Pitx1
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to enhancer specificity and limb morphogenesis
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PITX1; Paysage de régulation, approche génétique

Série de délétions faites in vivo en utilisant le
systéme CRISPR/cas? chez la souris

Expression de PITX
dans le membre

Skeletal preparation

N egre . AtV -
ot ey
100kb
Pitx1™* RA1 Pixt Pen Neurog!
P
—,—
o
4 E18.5 mouse
'~
Pitx1+* Pipc o
Délétion totale du paysage ’ S S
. . . . omw
de régulation: 95% réduction des St 7
ARNSs Pitx1. Le phénotype =
ressemble a une perte de Calcaneus Calcaneus
fonction de Pitx1. Donc, la
régulation de Pitx1 se trouve Pitx1** Pt fouvost
dans cet intervalle.
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PITX1; importance de ['enhancer 'Pen’

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

=, Ovintns P 51%,

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

Expression de PITX

MarinVingron . Al Vit . MarioMecadems . Shten i = dans le membre
bkl i b
100kb postérieur
Pitxr* RA1 Pixi Pen Neurog! i w
& ]
1
H
Pitx 1PePen é :
¥ &
& .
Ptx 1Pen/Pen Ptx 1Pen/-
\ s
n £71.4%  Adult mouse
i _(,’X Adult mouse ”} o
.
La délétion de I'enhancer Pen , L P— e
réduit de 45% l'activité de Pitx] | | st £t P, !
et conduit a la formation d'un e f
phénotype 'club foot' (‘pied bot',
13/37) rappelant une haplo-
insuffisance de Pitx1 chez les Pt PR
humains \
: ) \
Le phénotype s'accentue Pitx1** HL Pioet™""*" HL " . %
lorsque la délétion de Pen est 3 2 | \ ¥
mise sur un alléle de perte de || — 3 / £ A
fonction totale de Pitx1 (100% = |
pied bot , longueurs des os..) = 7 J
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PITX1; structures de la chromatine

== ARTICLES

30 i Capture Hi-C, extraction des contacts établis par PitxT dans les

to enhancer specificity and limb morphogenesis membres antérieurs et postérieurs
B U1 Mt b Ot b s
Ricson - Aoeaioen oA, s At OO
e o . Sttt e G Wi W
M Vg Ve, Mbb', S ek d » : Contacts trés enrichis dans les membres postérieurs
b ity

100 kb ————mm9

RA1 Pitx1 RA3 RA4 Pen Neurog1
chr +

E10.5

Membres

antérieurs

Membres @‘
postérieurs

1.5 Hindlimb
Soustraction @l B
-1.5 Forelimb

Membres 6 i
antérieurs 0 T : :

» H H '
Membres |G Li. ll jl 3 LK :
postérieurs o " i st ol s HW W

Profils ChIP-seq de H3K27Ac (‘active' chromatin) dans les
membres antérieurs et postérieurs

x : Contacts trés enrichis dans les membres postérieurs
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PITX1; structures de la chromatine, interactions au locus G
ic 30 in archi i Capture Hi-C, profils des contacts généraux observés au
to enhancer specificity and limb mo‘rphngenesis locus Pitx1 dans les membres antérieurs et postérieurs

CHi-C: forelimb (FL)

wild-type (WT)
& e
- ] 3
| » 5 Pitx 1-Neurog1
Membres N2 3 Pitx1-Pen
antérieurs A -

chri3
RAT

CHi-C: hindlimb (HL)

5 wild-type (WT)
- )
( \5&\/ * < Pitx1-Neurog1

Membres \/ p Pitx1-Pen
postérieurs X '

z

]

-

chr13 oo
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PITX1; structures de la

| genetics

3D i
to enhancer specificity and limb morphogenesis

1142, M Ssebman -+ Ovintns Pk 1, Vnrmas ¥,

Nt gt

Petns vt < bW sl P G harga Mg Do Ly Weser”
Wing Low o Martnbeark =, Dari . Liguar . Karia rah . B T
MarinVingre - Al Vet =, MaroMcadems .St Marein = and

score

<
s
]
2
&

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

Subtraction
WTFL - HL

[ 4 Pitx 1-Neurog?

& Pitx1-Pen

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

Membres antérieurs Membres postérieurs

Neurog1
Neurog?
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PITX1; origine de |'expression différentielle, genes Hoxc [

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

[ eterewirfooramsir{ e rretrrer e Y Les génes Hoxc, en particulier Hoxc10 et Hoxc11
Martin Vingron 0. Asef Vine? 5%, Marto Mucodens 1", Steflen Mundion 4~ and
Py fvideoy
Hoxc11 Hoxc10 Hoxc9 Pitx1
Hybridations - H S
in-situ 3 b
e Hoxc locus c13 ¢12 c¢11 ¢10¢c9 c8 ¢6 ¢5 ¢4 50 kb mm9
chr
g Membres 7
R antérieurs o ] W Tenpre o s
% Membres |7 |I I
I posteneurs 044- N 2 e cabls sk
(%] Membres ! é
% antérieurs {1 o e Lt L e A —
X Membres 6
£ postérieurs Qi i e Al ‘I i “
Hoxe11 Hoxc10

[EEN
[e)]




PITX1; origine de I'expression différentielle; Génes Hoxc

Dynamic 3D ¢ in archif i Observation des profiles d'interactions en absence
to enhancer specificity and limb morphogenesis des génes Hoxc (en utilisant des souris qui portent une
oo oo Cotoraeentt,Soans B, g U délétion du complexe de génes Hoxc)

o o . it o o e

Interactions a partir du géne Pitx1

Pitx1
RA1  Pitxt RA3 RA4 Pen  Neurog!
9 hindlimb
chr13 »
v
A .
HoxC+/+ & 4‘ Lthp i s
.y A i a 5 =
& w

Del/Del g/\' e Jv

el

HoxC K@(L;,,,,,,,, s L..J-ML .
Soustraction @

Hoxc™"
E115

+1.5 HoxcH9l ity 1 Hoxc®"* gain

MM—M WWWW_#
-15 M W Hoxc™'* loss

N/

Pertes d'interactions

Une perte d'interactions semble étre observée entre le géne Pitx1 et I'enhancer Pen mais cette
perte n'est pas trés 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 réle dans la
régulation de Pitx1, ces génes ne sont pas suffisant.
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PITX1; Importance des contacts avec le géne Neurog1?

fectics ATCS

Dynamic 3D ¢ in archif i La perte de contact entre PitxT et Neurog1 dans |'activation
to enhancer specificity and limb morphogenesis de Pitx1 (membre inférieur) semble indiquer une fonction
T e i particuliére pour cette interaction

et o, et P i Wt P, LY,

Subtraction
WTFL - HL

e @&u 1-Neurogt
S ey itx1-Pen

MAIS!, une délétion du géne
Neurog1 ne produit pas de
contacts supplémentaires et
aucune up-régulation de
Pitx1 n'est observée...

) i
£

...modification de la

topologie du locus en

induisant une inversion qui y  Neurogi

change la position relative

de Pen en I'éloignant de
Neurog1

Membres antérieurs Membres postérieurs
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Dynamic 3D archi il
to enhancer specificity and limb morphogenesis

PITX1; Importance de la topologie?

Inversion du géne H2afy et de RA4 et Pen

O g 11, M St - Ot o 1 s *Les contacts entre PitxT et Neurog1 sont perdus Py
o T e T i e *Des contacts entre Pitx1 et Pen sont visibles dans le membre antérieur {  }
Wing Low Cra MartinSeabe: Dare G Luguster Wrtaria Krahy B T e ™ S’

CHI-C: forelimb (FL)
Pt

Membres ' '

antérieurs

200 kb
chr13
CHi-C: hindlimb (HL)
Pitx i/
| 5 Pitx1-Pen
Membres % 9,55 reedy S —
postérieurs 0
¥ AR
& A 7
chr13

Pitxi—Neurog1

’ '\, Pitx1-Pen

Neurog1

Pitx1-Neurog 1

Soustraction membre antérieur

Gagné dans I'inversion  +15 |1 forelimb gain
A g
Perdu dans l'inversion _1.5 Inv1 forelimb loss

Pipc 1. pip 14+
¥ ¥ ¥

Pitx1**_ pitxpnvifmt

Y

v

forelimb
E11.5

%
g

LS
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Syndrome de Liebenberg

ARTICLE

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

n.' Danel M. fbrahim,
Nardoew.* Paola Ferrari,*
1 Exa Mlopock

The American Journal of Human Genetics 91, 629-635, October 5, 2012 631

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 étre exprimé dans le
bourgeon de membre antérieur...)

Familles 1 et 2: Délétions de e att l Car20 Tel
tailles comparables incluant le hs1473
géne H2AFY (core-histone H2A). 08K Family 1
Les délétions se trouvent a 270 Family 2
kb du géne PITX1. —
|
Pen

20
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Gain d'expression causé par un gain d'interactions?
Dynamic 3D in archi il
to enhancer specificity and limb morphogenesis
e e Ol ’ O ———
Bt Scnsphn . Anatigouns = Cao S ot - Ani s O
I et < b sl P [T ———— W PITX HRAFY  Fen
Wi Lo o, Mtk Dure . Lsater  Katerra K
MarinVingre - Al Vet =, MaroMcadems .St Marein = and
P
Liobenborg
£
Cee———
Pitx1 mRNA
E11.5 forelimt
Subtraction: forelimbs Boaey
Pitx 1% vorsus WT s +
Membres Membres
antérieurs g‘ w antérieurs
s :> 2 A PCR
oustraction “ 32 q
w Pitx1-Pon
Del/control % —-— R Del/control
o R o SR B i K e,
200 kb RAT  Pitxi f
>—
A 4
Pitx1**
Membres Sk oz s e, h“- Membres
antérieurs antérieurs
Pitx s
Soustraction e oy " WISH Pitx1
Del/control Del/control
15 Pioer® o= _pix 1+ |
vthon | Pt yrtivet
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fectics s
Dynamic 3D in archif i
to enhancer specificity and limb morphogenesis

PITX1; 3D structure et régulation?

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

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

&» Humerus
i

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

Wileg 1

g

/
Femur

»

<

3 ‘.3’4

R
.
o 3
3

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

g vation Arm-to-log transformation |

Neurog!

17-‘ Humerus —

/ B
Pitc1 Pen D)

Critique: la relation de causalité entre la

pas formellement démontrée et on ne peut pas exclure, en I'état, que les contacts variables entre
Pitx1 et I'enhancer Pen ne soient pas la source de ces structures différentes (et non leurs effets..)

structure de la chromatine et I'expression de Pitx1 n'est

22
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Réseaux de genes, pleiotropie, syndromes...

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

23

Oligosyndactylies, synostoses radio-ulnaire

Genomic rearrangements of the GREM1-FMN1 locus
cause oligosyndactyly, radio-ulnar synostosis,
hearing loss, renal defects syndrome and
Cenani—Lenz-like non-syndromic oligosyndactyly

Boyan lvanov Dimitrov," Thierry Voet,' Luc De Smet,” Joris Robert Vermeesch,'
Koen Devriendt,' Jean-Pierre Fryns,' Phiippe Debeer'?

J Med Genet 2010;47:569-574. doi:10.1136/jmg.2009.073833

Oligodactylie: Absence de doigts
Syndactylie: Fusion latérale de doigts

Synostose: Union de deux piéces
osseuses normalement séparées

24
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Oligosyndactylies, synostoses radio-ulnaire

Genomic rearrangements of the GREM1-FMN1 locus
cause oligosyndactyly, radio-ul y i
hearing loss, renal defects syndrome and

Cenani—Lenz-like non-syndromic oligosyndactyly

v.! Thierry Voet," Luc De Smet.? Joris Robert Vermeesch

73833

Parents porteurs sains

Famille avec consanguinité:

Deux enfants hétérozygotes et un

homozygote. Utilisation de marquages
fluorescents associés a des BACs

Absence du marquage sur les deux
chromosomes chez C255625

Délétion homozygote

25

Délétion au locus Gremlin-Limb deformity (Formin; Fmn1) &
Genomic rearrangements of the GREM1-FMNT1 locus Une délétion de 246 Kb (min) sur |e
cause oligosyndactyly, radio-ul y is,
hearing loss, renal defects syndrome and chromosome 15, au locus de la Formin (Fmn1).

Cenani—Lenz-like non-syndromic oligosyndactyly

Smet.? Joris Robert Vermeesch

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

Gremlin
. chri§; 30850000, 30900000 30950000/ 31000000 31050000, 31100000/ 31150000, 31200000 31250000
Chr. 15 humain GREM1 i
FMN1
Chr. 2 souris env2: 113200000] 113251 000, 1 1 | 1 1 1 1 113600000
Idl’-,\/l-l ’dn.' IdJ
Fmn1 | —+—-H— T |'” 1t i - 'A'il
T gfei
|__a10-24 L IG'“"T.._".
| A1-24 : |
0 " "
24,5,6 \9 A10 i 1 Grem?
e "
Mouse GCR
Chr. 15 humain inversé Homo FMN1 [}~~~ T e
Homo GREM1 I
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Dynamic and self-regulatory
interactions among gene

regulatory networks control Le géne Gremlin (Grem1) au centre du
vertebrate limb bud ; , . ..
morphogenesis réseau de régulation génique de la
e o pozeter morphogenése des membres

C Initiation Propagation Termination

GLI3R
SMAD
GREM1—|BMP4
i \,
SMQD# 2 GREM1—| uzn
g 3 g A
L %
snn—/

—I effet négatif (terminaison)

*GRN a boucles de feedback négatifs

~—® effet négatif (diminution)

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

27

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

‘Formins”: proteins deduced from Disruption of formin-encoding
the alternative transcripts of the transcripts in two mutant
limb deformity gene limb deformity alleles

Richard P. Woychik®, Richard L. Maas®, Rolf Zeller®, Richard L. Maas®, Rolf Zeller®, Richard P. Woychik*,
Thomas F. Vogt & Philip Leder Thomas F. Vogt & Philip Leder

*Mutagenése par insertion de transgéne au locus limb deformity, créant un alléle IdHd
*Cet alléle est similaire & deux autres alléles décrits & ce locus: Id” (1960) et IdOR(1962)
*Des alléles multiples isolés a ce locus car le phénotype anormal touche les membres

L'histoire compliquée de Gremlin et de la Formin... L4

Id+/+ |gHd/Hd

28
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Identification des enhancers: localisation...

Gremlin is the BMP antagonist required for maintenance  nature
of Shh and Fgf signals during limb patterning genetics, 2003

Mustafa K Khokha'~, David Hsu'%, Lisa ] Brunet', Marc S Dionne' & Richard M Harland'

Mouse Reference Build GR( ~ File  View  Help @O Share
0 50,000,000 100,000,000 150,000,000 25 Kb
I Q Q QQ ch2| v | chr2:113276001..114011000 (735 Kb) | Go @
113,500,000 113.750.000 11400000 Les deux génes
Reference sequence Zoom fn to see sequence Zoom in to see sequence sont des voisins
trés proches sur
S et - = > T ~HH 4 4 HH—bBH le génomel!
..A] $ t + = i Rl -
- - - - -
t t i E E Gremlin had

Limb deformity (formin)

Pour vérifier cette hypothése, Khoka et al. font un 'test de complémentation’, en croisant des souris :
Gremlin*” avec des souris Ld¥* Parmi les petits, des animaux trans-hétérozygotes Gremlin-/Ld’

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

du méme geéne)

remlin
Fmn m ild

ldT!Hd ~40 kb

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

Genomic rearrangements of the GREM1-FIMIN1 locus Une délétion de 246 Kb (min) sur le
cause oligosyndactyly, radio-uli i .
hearing loss, renal defects syndrome and chromosome 15, au locus de la Formin (Fmn1).

Cenani—Lenz-like non-syndromic oligosyndactyly

Boyan anov Dimitrov." Thierry Voet,' Luc De Smet.” Joris Robert Vermeesch,'

Koen Devri y n-Pierre Fryns,’ Phil r . .
o B AR 4 B Ve B Locus orthologue de la souris bien connu et
saturé de mutations diverses affectant le géne
Gremlin
. chriS: 30850000 30950000| ) ) 31100000, 31150000| 31200000 31250000
Chr. 15 humain A% 2
GREM1 ]
FMN1 | 8 5 it } 1
- —‘—"‘h“&—;-. _________
Chr. 2 souris cv2: 113200000 113250000 113300000] 1 | 113400000 1 1 1
1% [ I
Fomt e et e/
| atoze ! g o
I at1-24 : L |
000 - ) 0
24,5,6 A9 A10 i + Gremt*
A "
Mouse GCR
Chr. 15 humain inversé Homo FMN1 4 # i
Homo GREM1 I

La délétion observée dans la famille No1 ne contient aucun des spots dont la mutation conduit
a un phénotype 'Gremlin'. En plus, l'inactivation du gene de la Formin chez la souris
ne produit pas de phénotype anormal. Probablement un effet inconnu sur le géne Grem1
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*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

principe et touchant aux différents aspects du développement des membres, a
savoir:

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

Syndromes génétiques affectant les membres

31

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

Importance des anomalies des membres / classifications

32
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Importance des anomalies des membres/ classifications i

soarch artce | Open Access | Published: 16 Novermber 2013
Birth prevalence for congenital limb defects in the~ 2220 m .‘ p

northern Netherlands: a 30-year population-bas

@ Eszen, Jorieko £ M Borgman, Peterl Loww ime
K ce Walle

BMC Muscufoskeletal Disorders 14, Article number: 323 (2013) | Cite this anticle
Les polydactylies sont parmi les
malformations congénitales les plus
fréquentes a la naissance

n@on
o
o -~
Post-axiale & -
(postérieure) d
\ (
- -
0@ o
o
Pré-axiale ~os
(antérieure) ) e
\ ( =

https://fr.wikipedia.org/wiki/Polydactylie#Polydactylie_postaxiale
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Croissance du membre, axe proximo-distal (et A-P..)

Dynamic and self-regulatory

interactions among gene
regulatory networks control Le géne sonic hedgehog (Shh
vertebrate limb bud s ,g " 9 , 9( )
morphogenesis géne clé de la polarité antéro-postérieure

Almée Zuniga*, Rolf Zeller*

C Initiation Propagation Termination
= TBX2
GLI3R
SMAD
a0,
snzm—lanim Gaem—\c'wn =
SMAD2 1 S/ > GREM1—{BMPa
\NZ GLIA z who 2
»
- snu/
, . —] effet négatif (terminaison)
*GRN a boucles rétroactives + et -
@ cffet négatif (diminution)
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Croissance du membre, axe proximo-distal (et A-P..)

Cod. Vel 75, 14011416, December 31, 1963, Copyright © 1993 by Cel Press

B
Sonic hedgehog Mediates the |
Polarizing Activity of the ZPA
Robert D, Riddle, Randy L. Johnson, Ed Laufer,
and Clitf Tabin 4
Department of Genetics 2
Marvard Medical Schoo A B A B A B

Boston, Massachusetts 02115

Stage 17 Stage 19 Stage 21

Expression de Shh restreinte a la partie postérieure

Greffon (bleu)

Aprés 24 heures

\

Une greffe de cellules
exprimant Shh sur la
face antérieure induit
une duplication en
miroir des structures

A. Control B. ZPA Graft
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Régulation du géne Shh, une histoire de mutations..

et Communicasion 91

of Sonic asa di gene

ible for the poly mouse mutant Sasquatch
James Sharpe®, Laura Lettice, Jacob Hecksher-Sorensen!, Margaret Fox?,
Robert Hillt and Robb Kerumlaut*

Published: 18 January 1999

Current Blology 1999, 9:97-100

hitp:,

Lors d'une étude d'une gene Hoxb1 par transgenése (le géne étant inactif)
une souris est produite avec un phénotype polydactyle (mutation par ]
insertion; comparable a 'Limb deformity'..) Cette lignée de souris sera Sasquatch (bigfoot)

A ' ' : i i inai
appelée 'Sasquatch' (Ssq) o Canaa

Current Blology
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Wetel Communication 91

ion of Sonic h asa i gene
ible for the p mouse mutant Sasquatch
James Sharpe®, Laura Leulce' Jacob Hecksher-Serensent, Margaret Fox?,
Robert Hill' and Robb Krumiaut*
Published: 18 January 1999

Current Blology 1999, 9:97-100
http:// com/elec 7

Régulation du gene Shh, une histoire de mutations..

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

(a) (b) gy ) « (@ & (e)
Shh
- -

sy 4/~
@ 4 rorgh)

SV 4=
) 0

-

Hoxd13 ‘ ‘ i ? ‘

— Shh -I=

quljas04

=
5
=
“ ) " g
&
++ +/- o
Current Blokgy

Sasquatch (bigfoot)
créature imaginaire
au Canada
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Trtel Communication 91

of Sonic h asa i gene
ible for the poly y mouse mutant Sasquatch
James Sharpe®, Laura Lettice, Jacob Hecksher-Sorensen!, Margaret Fox?,
Robert Hill' and Robb Krumiaut*
Published: 18 January 1999

6un‘en| Biology 1959 9:97-100
http: 7

Régulation du gene Shh, une histoire de mutations..

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

r4 enhancer Hoxb1

LI Gpap =& m

E H3  Stop PBE BRV

(c) Ix+Tg (d) Msx1+Tg

Ix + Msx1 Shh + Tg
)
juniChromosome 5

1kb

SXY

Sasquatch (bigfoot)
créature imaginaire
au Canada

Le Tg total est utilisé comme
sonde fluorescente.

Transgéne: [}
Géne contréle: @

Transgéne: [
Shh: [ )

(Il'y a une deuxiéme copie
du Tg intégrée ailleurs..)
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Régulation du gene Shh, une histoire de mutations..

el Communicaton 97
I ification of Sonic hi asa i gene

ible for the poly mouse mutant Sasquatch
James Sharpe®, Laura Lettice?, Jacob Hecksher-Sorensen!, Margaret Fox?,
Robert Hill' and Robb Krumiaut*

Published: 18 January 1999

Current Blology 1999, 9:97-100
http:// com/ 7

Conclusions

Sasquatch (bigfoot)
créature imaginaire
Despite these similarities in the limb, transgene expres- au Canada

sion has not been detected in the floor plate, lung, gut or
whisker barrels, which are other normal sites of Sik
expression. Expression of Sk# itself in these sites was
unchanged in Ss¢ mutants (Figure 4 and data not shown).
Therefore, the interaction between S#4 and the transgene
is specifically restricted to the limb.

These observations strongly suggest that, unlike previous
hemimelia-luxate mutants, the Ssg phenotype is caused
by a direct interference with the ¢is regulation of S44. This
may be effected by interference with specific limb regula- <:j
tory elements, or by interruption of a general chromatin

Conc: Une interférence soit
avec la régulation de Shh
dans les membres, soit
avec la formation d'une
structure de la chromatine

configuration important for limb-specific regulation.
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Régulation du gene Shh, une histoire de mutations.. w

Disruption of a long-range cis-acting regulator for
Shh causes preaxial polydactyly

Laura A, Lattice*®, Taizo Horikosh%, Simon 1. H. Heaney**, Marifke J. van Baren*, Heema C. van deor Linde”,
Guido 1. Breedveld®, Marike Joosse®, Nurten Akarsu', Ben A. Oostra®, Naoto Endo*, Minoru Shieat, Mikio Srukd,
Klichi Takahash?, Toshikatsu Shinka', Yutaka Nakahor?, Dai Ayusaw’, Kazuhiko Nekabayashi', Stephen W, Scherer®,
Putar Meutink®, Robert €. M&*), and Sumihace Noji'

7548-7553 | PNAS | May 28,2002 | vol.99 | mo.11

Un patient présentant une
polydactylie pré-axiale

translocation chromosomique

8 7)(q11, q36)

L'analyse chromosomique révéle une | ’ ‘

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

B HSC7E461
SHSCTRI92
HSCTETS

YAC

I
PAC DJSBOK21 — DJ1121A15

BAC —— RP11-332£22
= 19

cosmid
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Disruption of a long-range cis-acting regulator for
Shh causes preaxial polydactyly

W.Al-n-r' Taizo Horikosh™ <2, Simon 1. H. Heaney**, Marijke J. van Baren™*, Herma C van der Linde®,
Guido 1. Breedveld”, Marike Joosse”, »umnuw Ben A Oostra®, Naoto Endo”, Minoru Shibatas, Mo Surukd,
Tk oty Sk, Yohs Nkabor 5o Arsons o Nksps. S W S

7548-7553 | PNAS | May28,2002 | vol.99 | no. 11

L'analyse chromosomique révéle une
translocation chromosomique

5 7)(q11, q36)

La cartographie fine révéle un point
de cassure localisé entre les exons 5
et 6 du géne Lmbr1, lui-méme
localisé & ca. 1 Mb de Shh!

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

mutation n'est trouvée dans les exons.

Régulation du gene Shh, une histoire de mutations..

7cen - Q_e 7qter
« =3 822 8 )
EQ ZREX F&
3% XLB% X%
21 { | |
14 . -I/
Probe 13-293 13479

‘_’1 kb Breakpoint

(Fig. 1B). bc.quxnunuhx ends of the cosmid insert identificd the
genomic fragment as lying inside one of the genes (originally
given the designation Clorf2 (5) within the genetically defined
critical region for PPD. This gene is the orthologue of the mouse
Lmbrl gene (14). Southern blot analysis of DNA from a lym-
phoblastoid cell line further refined the site of the breakpoint
(Fig. 1D). A number of repeat-free STSs including 13-293 md
13-479 were PCR-amplified and used as pmhu This
showed that the translocation breakpoint is located in a 714- l\p
BamH1/Xbal fragment residing between exons 5 and 6 of
LMBRI without an accompanying large deletion (Fig. 1E). This
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Disruption of a long-range cis-acting regulator for
Shh causes preaxial polydactyly

Laura A, Lattice*®, h\:nmlmm‘ ', Simon ). H. Heaney*®, Marijie ). van Baren™*, Heema C van der Linde®,
Gutd ) Bremdk, Margh Nt ALarts b A Oons Naote fndor, o ibota, Wil itk
T, Tt ket b 04 Ay, o e Ko, b S

7548-7553 | PNAS | May28,2002 | vol.99 | no. 11

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

}

Séquencage et identification du
géne...Lmbr1

LMBR1
exont 2 4 (3 [ 91018 17
1L | il ™ 1}

'\s

l:ur.r_» m nu].:-rr_—*rnrml
1 2 3 I n

¥

*L'insertion du Tg a produit une duplication partielle de séquences
introniques entre les exons 5 et 6 du gene Lmbr1. Toutefois, chez les souris
mutantes, la transcription de Lmbr1 ne semble pas étre affectée
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Connection Shh, Polydactylie, Lmbr1 et Sasquatch..

Disruption of a long-range cis-acting regulator for
Shh causes preaxial polydactyly

Lo i T kot S e i B e b L'effet de Sasquatch sur Shh s'exerce-t-il en
e e T e o e e S ek, -
lm::‘nmr YM:M“M.A‘?-::; vmnn:‘m Dal Ayusaws’, Kazuhiko Nekabayash’, Stephen W. Scherer, cis ou en trans?

7548-7553 | PNAS | May28,2002 | vol.99 | no. 11

A " "
. . || +4 bshn™
Test génétique cis/trans |
Ssq4 +Ssq
Animaux trans-hétérozygotes entre 7;7.“*“«}
Sasquatch et un alléle 'nul' de Shh [ F1 | L san~
in trans 17 | X wild type

polydactyl
Les recombinaisons meiotiques G2 Recombinants
redistribuent les alléles in cis

. . . I 1

,,‘L, s s~ d be o ko shn™

Ssq+ b+ 44 -4+ +

[ ‘ [

|
+ |44 F Ssq

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

—
’ Phénotypes }—> Mp&'y‘;’:’;v e wpe B ype

| Conclusion: I'effet est en cis s ' A

Yoot 218 220 3 5

[
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Shh et régulation a longue distances

Identification of Sonic Le portail des maladies rares et des médicaments orphelins
Racigeiiog se a oandiiete Holoprosencéphalie

gene responsible for

holoprosencephaly

E. Belloni', M. Muenke®, E. Roessler®,

G. Traversol, J. Siegel- Bartelt!, A. Frumkin!, Définition
H.E Mitchell’, H. Donis-Keller!, C. Helms*, " HPE estune N -
A . HH.Q. Heng', B. Koop?, b
3 \:,‘::fd:,:sH'?' ur:,mz,‘:‘:";_( Toui'? & mncéohalv sarvwammne!el&-ellozsenurwsmthloucnanlIoceweauanlémurmlevlsaae a
sy horives lies faciales de degré variable.
@ © 1996 Nature Publishing Group
https: Lorpha. gi-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 736 (...). Et Shh est exprimé dans des
régions du cerveau en développement qui pourraient correspondre au phénotypes
observés avec, comme extrémes, des anophtalmies ou méme des cyclopies

but it is possible that these chromosome rearrangments [ Shh 7 _ 2,
exert a long-range position effect, decreasing expression 4 & & £
of SHH, by separating distant cis-acting regulatory cle-
ments from SHH or by juxtaposing the gene near a chro-
matin-mediated silencing region such as the telomere™ .
Recent examples of pumw: position effects include (;LI 3
in Grieg’s cephalopolysyndactyly?!, SOX9in camp
dysplasia®? and PAX6 in aniridia®’, suggesting a poten-
tially significant mechanism in human genetic disease.
Variations in the severity of the HPE phenotype may be
related to the amount of SHH protein produced from
the normal and rearranged chromosomes and influ-
enced by other genetic factors.

Points de cassures de translocations |:|

44

22



