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Collége de France; Chaire:
Evolution du Développement et des Génomes

Cours 2026: L'ADN, acteur et témoin de
I'évolution des animaux

Legon #1: Introduction et objectifs du cours. Un bref résumé d'une bréve histoire de I'Evo-
Dévo. Introduction au développement et & |'évolution de la queue chez les mammiféres.

Legon #2: TbxT et la disparition de la queue chez les grands singes et chez I'homme. Histoire
du locus T, approche ciblée.

Legon #3: Les génes Hox et la formation de la queue. Approche par I'analyse globale de
variants évolutifs intra-spécifiques

Legon #4: Les génes Hox et la formation de la queue. Approches par gains de fonction.




Biology
A Global Approach 10%™ Edition

Campbell « Reece » Urry + Cain + Wasserman * Minorsky * Jackson

Résumé de |'épisode précédent 1/6

Rappel de la structure d'un géne eucaryote
et de I'ARN messager produit aprés épissage

Enhancer (group of

Proximal
distal control elements)

ona AN\

Upstream

1 NE N

Eléments de régulation
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ARN précurseur (pre-ARN)

ARN messager

mRNA

control elements

Transcription Poly-A signal  Transcription
start site sequence termination
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Exon Intron Exon Intron  Exon
i,_, 7N
Downstream
Promoter Transcription Poly-A
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Exon Intron Exon Intron Exon Cleaved 3" end
- A of primary
transcript
RNA processing: .
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Résumé de |'épisode précédent 2/6

Review Article "

regulatory and phenotypic evolution

Carissa Emerson Hunter'™ & Yi Xing ¢

The splice of life: how alternative splicing shapes

Keywords Alternative Splicing; Exon Evolution; Splicing Regulation:
Comparative Transcriptomics: Phenotypic Diversity

Subject Categories Evolution & Ecology: RNA Biology
https//dol.org/10.1038/544318-025-00666-2
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Accepted 7 December 2025

Published online: 16 January 2026
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Figure 1: Alternative splicing patterns and regulation.
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Plusieurs fagons de générer de la diversité (développementale, évolutive..)
par épissages alternatifs avec ou sans maintien du cadre de lecture
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Review

Exon-Skipping in Duchenne Muscular
Dystrophy

Shin'ichi Takods®, Paula R. Clomens® and Eric P: Hoffmen**

Le ‘exon skipping' peut étre induit
sélectivement et représente une approche
thérapeutique prometteuse dans un certain
nombre de pathologies d'origines génétiques

Panel B.
DMD A52
MRNA out-of-frame
No dystrophin protein
DMD a52
Exoo 54 intren 53 = inerom 52

MRNA in-frome
Becker-like dystrophin protein

Le geéne de la dystrophine a 79 exons..
ARN de 14kb, géne immense...trés
grande protéine..

Une forme de DMD implique la
délétion de l'exon 52, induisant une
erreur du cadre de lecture...(un enfant
DMD présentant cette délétion...)

Cette erreur du cadre de lecture peut
étre compensée par le 'skipping'
artificiel de I'exon voisin, en utilisant un
oligonucléotide empéchant I'épissage
et produisant une DM moins sévére
(DM Becker)

AN

Le Viltolarsen, un oligonucléotide antisens ciblant le
saut de l'exon 53 du géne DMD autorisé au Japon et
aux Etats-Unis en 2020, agit encore sur la progression
de la maladie aprés 4 ans de traitement, confirmant les
premiéres donnéessur2ans. (Théléthon)

Efficacy and Safety of Viltolarsen in Boys With Duchenne
Muscular Dystrophy: Results From the Phase 2, Open-Label, 4-Year
Extonsion Study.

o R0 VK Connolly AM et al

scul Dis. 2023 May 2.

7 Nex
Long-Term Functional Efficacy and Safety of Viltolarsen in

Patients with Duchenne Muscular Dystrophy.
Clomens R R VK Cannoly AM of aL) Neuromuscul Dis. 2022 May 24,
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Développement de la queue chez les vertébrés
Un paradigme utile et fécond

*Une structure anatomique visible et variable
*Une structure souvent adaptée a des conditions environnementales
*Un développement tardif, donc observable et manipulable
*Un développement faisant appel a des principes généraux
applicables a toutes autres situations (facteurs, voies de signalisations

gradients, cellules souches, mouvements cellulaires etc)

*Une structure d'une grande importance historique dans I'émergence
de la génétique du développement chez la souris (Locus T)

*Une perte caractéristique des Hominoides (grands singes) il y a app
25 Mio années, probablement associée a une transition critique




Résumé de I'épisode précédent 4/6

Transition entre les 'types' de gastrulation, d'abord par ingression le long de la ligne
primitive, puis par formation d'un 'bourgeon de queue'. Les cellules progénitrices
(NMPs) sont dans la ligne primitive, puis dans le bourgeon.

Late
gastrulation

End of tail
extension

PROGENITORS
and EARLY
DESCENDANTS

Ces cellules Progénitrices (NMPs)
passent par une EMT et sont a
I'origine des dérivé
Neuroectodermiques axiaux et

Primitive Mésodermiques paraxiaux.

streak

Driven by cells in caudal progenitor zone:
initially the Primitive Streak (PS), later the Tail Bud (TB)

Q/AEmmMOO i

Résumé de I'épisode précédent 5/6

Neuromesodermal specificat

A Late headiod > Transition entre les 'types' de
: o gastrulation, d'abord par ingression
ol AR s le long de la ligne primitive, puis
K - e par formation d'un 'bourgeon de
B85 S g queue'. Les cellules progénitrices
Sl Psu (NMPs) sont dans la ligne primitive,
4 ¢ puis dans le bourgeon.
J =
Nss - Territoires de localisation des NMPs
D Et05 e 5 ou NMCs (neuromesodermal
» a P ‘competent cells', |égérement
v différentes...)

Effets des génes Sox2 et Thxt au sein de
la population
Within the NMC, more motile cells (TbxT>Sox2) will be

mesoderm and less motile cells (Sox2>TbxT) will be neural.
Bénazeraf et al., 2021, 2024




Résumé de I'épisode précédent 6/6

Dans le 'bourgeon de queue’, ces cellules progénitrices (NMPs) sont sous les mémes
influences de signalisation (Wnt, Fgf, RA), mais se divisent donc en deux sous-
populations marquées par |'expression de Tbxt (Bra) et de Sox2

|

Transient bipotent neuromesodermal progenitors give rise to neural and presomitic progeny

NMPs
Bra*

Wnt & FGF
signaling

Bra

Tbx6 *
Mesodermal diff
genes

Tbxt (Bra; T): ==» Différentiation mésoderme

Sox2: —> Différentiation neuronale

Wnt & FGF

=
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Collége de France; Chaire:
Evolution du Développement et des Génomes

Cours 2026: L'ADN, acteur et témoin de
['évolution des animaux

Legon #1: Introduction et objectifs du cours. Un bref résumé d'une bréve histoire de I'Evo-
Dévo. Introduction au développement et & |'évolution de la queue chez les mammiféres.

Legon #2: TbxT et la disparition de la queue chez les grands singes et chez I'homme. Histoire
du locus T, approche ciblée.

Legon #3: Les génes Hox et la formation de la queue. Approche par I'analyse globale de
variants évolutifs intra-spécifiques

Legon #4: Les génes Hox et la formation de la queue. Approches par gains de fonction.
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

DOBROVOLSKAIA-ZAWADSKAIA, N., 1927 Sur la mortification spontanée de la queue chez Ia souris
nouveau-née et sur 'existence d'up caractire (facteur héreditaire) non-viable. C. R. Soc. de
Biol. 97: 114-110.

DonRrovOLSKAIA-ZAWADSKAIA, N, and Kosozierr, N., 1927 Sur la reproduction des souris E—J‘
anoures. C. R. Soc. Biol. g7: 116-118. —y
1932 Les souris anoures et la queuc filiforme qui se reproduisent entre clles sans disjunction.
C. R. Soc. Biol. 110: 782-784.

*Médecin-Chirurgienne Russe-Ukrainienne-Francaise (Kiev..) <J;
*Exil a Paris post-révolution (1920) T
*Premiers mutants isolés a 'Institut Curie en 1927

*Criblage génétique aux rayons X et mutant 'Short-tail' (hétérozygote)
*Mutation 'dominante (‘semi-effet' chez I'hétérozygote déja)
*Croisements entre F1 et déviation observée des génotypes
*Conclusion: Homozygotes létaux

*Travail poursuivi par Lesley C. Dunn et al. aux USA (Columbia)
*Compréhension des défauts induits entre 1935 et 1945

Nadine Dobrovolskaia-Zawadskaia

1878-1954
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

THE INHERITANCE OF TAILLESSNESS (ANURY) IN
THE HOUSE MOUSE
PAUL CHESLEY axo L. C. DUNN'
Cobumbis Usisersity, New Verk City
Recelved Agell 6, 1936

INTRODUCTION
HE short-tailed (Brachyury) mutant form of the bouse mouse, dis-
covered by DOBROVOLSKAIA-ZAWADSKAIA (1927a), behaves as a dom-
inant to the normal or wild type. The homozygotes show characteristic
abnormalities (Cuxstey 1932, 1935) and die in utero about eleven days
after fertilization.

She studied chemistry and zoology in Kénigsberg and Berlin before she joined
Spemann's laboratory at the University of Freiburg in 1928. She commented on
both Spemann's nationalist tendencies and prejudice against women scientists;
prejudices she faced as a Jewish woman limited her career options in Germany.
[2)3] Salome started to quietly disagree with Spemann as he and his peers
believed adamantly that there was no overlap in genetics and embryonic
development. However, it would have not been wise to go against her professor
at that time so she kept quiet until later on in her professional career.|*! In 1932
she received her doctorate from the University of Freiburg “) for her work on the
embryological limb development of aquatic salamanders. ! In the same year she
married the biochemist Rudolph Schénheimer, with whom she escaped from Nazi
Germany in 1933.1%! Wikipedia

Salome Gluecksohn-Waelsch

T

1907-2007
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

THE DEVELOPMENT OF TWO TAILLESS MUTANTS
IN THE HOUSE MOUSE
S. GLUECKSOHN-SCHOENHEIMER
Department of Zookogy, Columbia Univerrity
Received June 30, 1038
INTRODUCTION
HE cvents that take place in the development of the mammalian
embryo have not been subjected to an extensive causal analysis so
far. The reasons for this are to be found mainly in the lack of suitable
methods. It is not possible yet to use transplantation, isolation or vital

staining techniques on mammalian embryos as they have been used on Influence de H. Spemann et de la
amphibian embryos. In the course of time it probably will be possible to - .

analyze the lian embryo by ) ion and isolation just as E:> . l:jntwrcklungsmechamk .
thoroughly as has been done with the amphibian. For the present, how- (héritée de K. Von Baer, W. His..)

ever, the experimenter is not able “to take an active part in the course of
cvents that take place during the embryogeny of the mammalian embryo,”
nor “to alter the course of events at a chosen point in a chosen manner and
draw conclusions on their relations from the resulting changes.” (Sre-
MANN 1036)

A mutation that causes a certain malformation as the result of a devel-
opmental disturbance carries out an “experiment” in the embryo by inter-
fering with the normal development at a certain point. By studying the P ' £
details of the disturbed development it may be possible to learn something E:> La genethue comme ‘experience
about the results of the “experiment” carried out by the gene. However naturelle' des génesm
to discover anything about the nature of the action of the gene is a much
harder task. It is necessary for this purpose to be able to trace back all the
results of the action to certain original causes. While the i
embryologist carries out a certain experiment and then studies its results, L., . e,
the developmental geneticist first has to study the course of the develop- Des épistémologies différentes...
ment S(hl( is, the rtsulu.o( the developmental dislulbln(t? md-un ﬂ!en E:> avant leur fusion dans les années 1980..
sometimes draw conclusions on the nature of the “experiment™ carried
out by the gene.

‘Embryologie causale’
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

Références et infos supplémentaires

Nadine Dobrovolskaia-Zavadskaia
and the dawn of developmental genetics

Viesimir Korsh'® and David Granwald® Le mirage est celui d'une théorie du
Belomers 2536371, 6 201 e Wy S, b BioEssays 20.4 35 développement construite sur la base
d'interactions entre des protéines de

membranes cellulaires, renforcée par la

Le complexe T de la souris : Un mirage riche d'ensei position du locus T a proximité

/ The complex of the mouse : An instructive mirage [articie) —N dlmr$>mosom|qu-e' ) (flu complexe - majeur
Fan d'histocompatibilité H-2 chez la souris

Revun dbitson don sciancs | And0 2000 / 5334 / pp. 521554 (chromosome 17), I'équivalent du systeme

HLA chez les humains...

Ancedotal, Historical and Critical Commentaries on Genetics
it by fxws F. Crow aund Wikioms F. Dhne

The Ascendency of Developmsental Genetics, or How the T Complex Educated Pendant quelques années, le groupe de Jacob fut convaincu que le développe-
& Generation of Developmental Blokoglsts ment embryonnaire précoce des mammiféres reposait sur I'activité d'une famille de

Vieginta & ,,_‘._,,____ |l dans la b lul et codées par une partic spécifique

et i ot et B, Gty of st and S f s Uinena, Now N, Now ik MR du génome appelkée complexe 7. Dans un modéle élaboré par Dorothea Bennett et

Karen Artzt, et publié dans les meilleures revues, les propriétés et les fonctions de
Copyright © 1999 by the Genetics Soctety of America

ces protéines tl.ncnl uppmuhoc‘ de «lk\ des pmdun\ du complexe majeur
d'h pas ces hypo-
theses et ke mndck fut ..l'umlonnc Cependant son tludc révele uwnmcnl les biolo-
gistes moléculaires concevaient un progr que de dé P au
début des années soixante-dix. Elle montre aum ¢ qui permet a nn nouveau
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

Hist. Phil. Life Sci., 22 (2000), 397411 o
O 2 v L
- Frangois Jacob’s Lab in the Seventies: The T-complex

~and the Mouse Developmental Genetic Program

' - Michel Morange

rtement de Biologie, Ecole normale supérieure
D“"‘G r:f;’ulm 75230 Paris Cedex 05, France

constitutes a good case study of an erroneous model and
t. However, I will not claborate on this aspect of the | Q
-ause, understanding how the errors were stabilized in =
least for a while — would require a

Probléme général et
toujours d'actualité
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

Hist. Phil. Life Sci., 22 (2000), 397411 o
O 2 v L
- Frangois Jacob’s Lab in the Seventies: The T-complex

~and the Mouse Developmental Genetic Program

' - Michel Morange

rtement de Biologie, Ecole normale supérieure
D“"‘G r':t";'uln, 75230 Paris Cedex 05, France

L'esprit scientifique errant
comme des pseudopodes..

ch was the case for Jacob,
relation between cancer and de-

differentiation.
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

'‘Cartographie génétique'(ancétre des cartes moléculaires)
Une carte ou les loci sont disposés de facon relative les uns par rapport aux autres

La recombinaison méiotique, se déroulant lors de la prophase |, consiste en wikipedia
I'appariement des ch homologues, suivi d'échanges de frag

d'ADN, appelé ing-over, entre ch ides non-sceurs. Ce brassage Sunshpes St
intrachromosomique, combiné a la répartition aléatoire (brassage o

interchromosomique), génére une diversité génétique unique chez les
gamétes. © Khan Academy +2

he delaR b siotique (C ing-over) : A oo S "a "
8 (I L ] 0
c € o e € ¢
Frecombnant
chvomatcs
A .
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

'‘Cartographie génétique'(ancétre des cartes moléculaires)
Une carte ou les loci sont disposés de facon relative les uns par rapport aux autres

La recombinaison méiotique, se déroulant lors de la prophase |, consiste en wikipedia
I'appariement des ch homolog: suivi d'échanges de frag

d'ADN, appelé ing-over, entre ch ides non-sceurs. Ce brassage Sunshpes St
intrachromosomique, combiné a la répartition aléatoire (brassage o

interchromosomique), génére une diversité génétique unique chez les
gamétes. © Khan Academy +2

héma de la Recombinaison Méiotique (Crossing-over) : A A . .
L] L ) » L] 1 ]
c C ¢ [3 c [3

1) @ et sont deux marqueurs en cis, éloignés I'un de l'autre
et donc la probabilité d'un crossing-over entre les deux sera élevée.. Fecombmare

Mo rexombrant
vomanas

18
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

'‘Cartographie génétique'(ancétre des cartes moléculaires)
Une carte ou les loci sont disposés de facon relative les uns par rapport aux autres

La recombinaison méiotique, se déroulant lors de la prophase |, consiste en wikipedia
I'appariement des ch h log! suivi d'échanges de fragments

d'ADN, appelé ing-over, entre ch ides non-sceurs. Ce brassage s s h oo
intrachromosomique, combiné a la répartition aléatoire (brassage Soned

interchromosomique), génére une diversité génétique unique chez les
gameétes. © Khan Academy +2

Schéma de la Recombinaison Méiotique (Crossing-over) : ‘AR .« a .

1) @ et sont deux marqueurs en cis, éloignés I'un de I'autre
et donc la probabilité d'un crossing-over entre les deux sera élevée.. Fecombmare
ccenaten
2) @ et @ sont deux marqueurs en cis, proches |'un de l'autre, et donc
la probabilité d'une recombinaison en meiose sera trés basse...

Cette probabilité sera mesurée en % de recombinaison. Par exemple, si une A .
parmi cent mouches/souris montre une séparation de deux marqueurs
(caracteéres, traits particuliers..), alors la distance entre ces marqueurs sera de
1 cM (centimorgan, correspond a app 1Mb (10¢ pb) (50 cM maximum..)

Mo rexombrant
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

'‘Cartographie génétique'(ancétre des cartes moléculaires)
Une carte ou les loci sont disposés de facon relative les uns par rapport aux autres

Genetic and Physical Mapping of the Mouse Ulnaless Locus

Catherine L. Peichel,* Catherine M. Abbott"' and Thomas F. Vogt*

*Department of Molecular Biology, Princeton University, Princeton, New Jersey 08544 and 'MRC Human Genetics Unit,
Western General Hospital, Edinburgh EH4 2XU, Scotland

Genetics 144: 17571767 ( December, 1996)

Mapping of the Mouse Ulnaless Locus

s Ul 183
11 92 Dix2 Hoxd1l 93 159 75 248 14  Mdk 15

1 1 1 1 L1l 1 1 1 1. 1l v
Chr2 .—/"llﬁl Tttt

11 02 1.0 1.0 06 14 04 04 10 02

Croisements et recroisements (backcrosses) de mus musculus intra- ou inter-spécifique..
Distance génétique = 1 cM (app 1 Mb); Distance réelle = 4'151'445 bp (Chr. 2: ca. 182 Mb; 2% 'écart’)
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)
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[ R r——— P R —
Cane’ | 1ot Pronee st | e romse e
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Orpamaen’ | Mas s Denaet

oy Virsstvewer @ Femervems  Gonmkcuniutes  Pubcoden  Griemdiods Wty
Genomic coordinates’ : 2
PUintA Genomic location | 17:8,653,363 - 8,660,698 [
Gene ENSMUSG00000062327 1
- Nucteoite © | 0010593
S | forvand ot gooe © | DSRICO0000062377 ¢

AumrebtyName | CaC3®

Comomicocetion | $7A53363. Aas0AN T
Nomter of evorm | &

[erT———

- DRONCOMDMATES raan
VAN s >
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Une bréve histoire du locus T et de Tbxt (Bra, T)
(naissance de la génétique du développement des mammiferes)

Chromosome 17: 35,481,706-35,486,475
N T

== Chromosome 17: 35,481,706-35,486,475
Region in detail @

O Adiverove swn | o5 S | 53 Mesen e | (@ Expirt rmage | s Reset ioniguten | B et tacn ivser | 8 Swic) inage

1 11 | | | 1"
o WA mne o omis

i '
ll“lnm|||wux|xn " & nEmEn

' | 11 i pinm g
LT RTTTTI TRETT I T B SO (TTRAY TR TR T I 1

22

11



Cloning of the T gene required in mesoderm
formation in the mouse e - vou 3u3 - 15 resrusay 1000

& Hans Lehrach’

* Laboraery of Molecular Embryoiogy, Natons! nsciiute for Medicl Research The Rogeway, Mll I Londos NW7 1AA, L%

& Eeropeen Mokeouar Bickaty Lituralory, Meyorholstasse 1. 8900 Hodeberg, HG

§ Garman Cancar Research Contitr, in Navostmes Feic 250, G900 Hesselturg, FRG

1 Laoratcry of Gantics and McArow laocratory for Cancer Research Urwersty of Wisconsin Madeon. Wiscomsin 53706 USA
< imparial Corcer Reseach 7nc Laboratory, Leeoln's o Fiekds, PO Box No 123, London WOZA 39X LK

Bernhard G, Herrmann™', Siegfried Labeit’, Annemarie Poustka', Thomas R. King"

Ty Seletica

rerTTs, e e

Dup et Def

*T est sur le chromosome 17 proximal

¥

*Microdissection du chromosome
en métaphase

*Fabrication d'une librairie ADN

*Cartographie de ces fragments par
rapport au locus T (% recombinaison)

¥
*Sélection de deux fragments proches
de T(#119 et #66Pmais...

¥

*Fragments a double... donc une

duplication inversée (650Kb>

*Point de cassure d'une
délétion/perte de fonction The
est entre ces duplicats

¥
*T (phénotype) plus proche de 11911
que 1191
¥

*Clonage de cosmides et marche
chromosomique...jumping clones..

*Analyses d

. 4
*Bingo! T (?)

23

We determined the complete nucleotide sequence of clone
pme75 (Fig. 5) and partial sequences of two other cDNA clones
that extend less at the §' end We ldcnuﬁed a single long open
rcadmg frame of 436 ded by two
in-frame stop codons at bases 13-15 and bases 49-52. The
predicted T gene product does not have significant homology
with any known protein stored in the PIR20 and NBRF
databases. It does not seem to have a signal peptide or a potential

" The T gene is hmhl) conserved among \enebnles. indicating
that its function is also required in other The predic-
ted 7 gene product is not related to any protein in the available
data libraries. It lacks asignal peptide and a membrane-spanning
region, indicating that it has an i llular or possibly nuclear
localization.

e 300 CAZ a0 A%e

% Ay 2o a6 GG

LLEGE
- FRANCE
1530
Cloning of the T gene required in mesoderm
formation in the mouse e vo 313 - 15 resrnny 190
Bernhard G, Herrmann"", Siegfried Labeit', Annemarie Poustka', Thomas R. King"
& Hans Lehrach’
Lty o Vot o ot s r e s The g, M R Lerdn W7 1AA (%
e S o e 0 e
o e e e e o 0 0
ey o s o oy e G e ) e s W ST A
e e o e i PO B 1 o WA 4 ",
' T
*Clonage d'un cDNA (librairie)
A 4 .
*Séquencage ADN R S8
*Recherche de cadre de lecture [:> v
protéique E

X+ g»

S :
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Crystallographic structure of the TBX3 protein
dimer (cyan and green) complexed with DNA
(brown) based on the PDB: 1h6f coordinates.

Wikipedia

T-box refers to a group of transcription factors involved in embryonic limb and
heart development.!!! Every T-box protein has a relatively large DNA-binding
domain, generally comprising about a third of the entire protein that is both
necessary and sufficient for sequence-specific DNA binding. All members of the
T-box gene family bind to the "T-box", a DNA consensus sequence of

TCACACCT.?! Wikipedia
25
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Early evolution of the T-box transcription factor family

Arnau Sebb-Pedrin ™', Ama Ariza-Corano® ", Matthew T, Webrauch”, Svan Laininger”, Ally Yang. Gulfré Torreet’.
Marcin Adamshi”, Maja Adamsha’, Timothy R Mughes', Josk Luis Gomer Skarmeta™”, snd Maki Ruiz-Trito**+*
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——~COther evkaryotes

TbxT, premier géne d'une grande famille,
trés ancienne

Context-dependent T-BOX transcription factor 2
family: from biology to targeted therapy

Plus de 20 génes avec des fonctions critiques
pendant le développement et la physiologie
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Résumé
Theloss of the tail isamong the most notable anatomical changes to have occurred
along the evolutionary lineage leading to humans and to the ‘anthropomorphous

apes™, witha proposed rolein contributing to human bipedalism**, Yet, the genetic Nous présentons des évidences...
mechanism that facilitated tail-loss evolution in hominoids remains unknown. Here .insertion d'un élément Alu dans
we present evidence thatanindividuat ofanAluel tinthe g f un intron de TBXT a peut-étre
thehomlnoldances(o(mayhavecumributmy. il Wed rate [> contribué a |'évolution de la perte
that this Alu element—inser 7on of the TBXT gene’ *~pairs witha de la queue chez un ancétre des
neighbouring ancestral Alu element encoded inthe rever or and hominoides...

leads to a hominoid-specific alternative splicing event. To study the effect of this
splicing event, we generated multiple mouse models that express both full-lengthand

exon-skipped isoforms of 7bxt, mimicking the exp patternof its d

orthologue TBXT. Mice expressing both Thxtisoforms exhibita complete absence of Conclusion développementale d'une
the tail or ashortened tail depending on the relative e of Thxtisoforms étude qui  concerne une perte
expressed at the embryonic tail bud. These results support the notion that the [j> évolutive (titre). Renforcement d'une
exon-skipped transcript s sufficient to induce a tail-loss phenotype. Moreover, mice hypothése  évolutive  par  une
expressing the exon-skipped Thxtisoform develop neural tube defects, a condition ok?sewation expérimentale liée au
thataffects approximately1in 1,000 inh 9, Thus, tail-loss evoluti développement.

may have been associated with an adaptive cost of the potential for neural tube

defects, which continue to affect human health today. Rhétorique d'association
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Recentprogressinprimate
genome sequencing projects have made it possible toinfer causal links
between genotypic and phenotypicchanges™ *°, and have enabled the
search for hominoid-specific genetic elements that control tail develop-
ment?.

Séquencages récents de nombreux
génomes de primates permettent
maintenant des analyses comparatives
poussées pour chercher des éléments
spécifiques aux hominoides.

For example, the Mouse Genome Informatics
(MGI) database includes more than 100 genes identified from natu-
ral mutants and induced mutagenesis studies relating to the absence
or shortening of the tail phenotype*

Il'y a plus de 100 génes répertoriés chez
la souris dont les mutations induisent
des queues plus courtes ou absentes..

Withthe goal ofidentifying genetic variants associated with the loss
of the tail in hominoids, we initially screened 31 human genes—and
their primate orthologues—for which mutations are associated with
the absence of an external tail

31 génes de ce type sont initialement

analysés, a la recherche de variants chez
les hominoides..
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Examining non-coding hominoid-specific variantsamongthe genes
related totail development (Methods), we recognized an Alu element in
thesixthintron of the hominoid TBXT gene™

AluY insertion in hominoid TBXT AluY
AluSx1 ._ﬂ
H e =
Exon1 Exon2 Exon3 Exond4-5 Exon 6 Exon7 : Exon8

the following notable combination of features: (1) ahominoid-specific [> Alu élément présent dans TBXT chez les
phylogenetic distribution; (2) presenceinagene known foritsinvolve- hominoides seulement...

ment in tail formation; and (3) proximity and orientation relative to

aneighbouring Alu element. First, this particular hominoid-specific AluY sont des éléments assez 'jeunes’
Alu element is from the AluY subfamily, a relatively ‘young’ but not dont la date d'insertion estimée
human-specific subfamily shared among the genomes of hominoids [:> correspond app au moment de la perte
and Old World monkeys. Moreover, theinferred insertion time—given de la queue chez les hominoides...
the phylogenetic distribution (Fig. 1a)—coincides with the evolutionary (présents chez les cercopithéques —old
period when early hominoids lost their tails™. world monkeys-)

29

Séquences ‘Alu’

Une séquence Alu est un court fragment d'ADN appartenant a la famille des éléments nucléaires dispersés courts ou SINE
(short interspersed nuclear element). Elles sont caractérisées par la présence d'un site de restriction de I'endonuciéase de
restriction Alul (5'-AGCT-3')'. Elle provient de la ition de I'ARN 7SL (Cet ARN non codant fait normalement partie
du complexe appelé particule de reconnaissance du signal, qui intervient lors de la synthése par le ribosome des protéines
membranaires et des protéines excrétées) qui a eu lieu chez I'ancétre commun des Euarchontoglires, Cette séquence a
évolué en séquence Alu chez les primates. Elle est longue d'environ 300 pb et ne comporte aucun géne.

On pense que i e Alu sont de se P dans le gé Elles seraient transcrites en ARN par
I'ARN polymérase |l avant d'étre rétrotransposées ADN, en utilisant la machinerie des éléments LINE-1, d'autres séquences
répétées appartenant a la famille des éléments nucléaires dispersés Iongsz.

Les séquences Alu sont les répétitions dispersées (ou é iles) les plus du génome humain

(1 090 000 séq Alus), éparties dans | le des ce qui rep: environ 10 % du génome
humain®. A titre de comparaison, I'ensemble des SINE (comprenant les séquences Alu, MIR et MIR3) équivaut a 13,14 % du
génome humain.

Les séquences Alu peuvent se en plusi égories, de séquences nucléotidiques légérement différentes. Les
deux principaux groupes sont appelés AluJ et Alus®. La premiére est la plus dans notre gé et serait app: il
y a environ 65 millions d'années, elle est aujourd'hui Iavgemem inactive. La famille AluS est apparue plus récemment, ily a
encore q actives, c'est-a-dire capables de tmmposmon dans notre
génome Un sous-groupe d'AluS, appelé AluY contient en particulier le plus grand nombre de ces éléments actifs®.

wikipedia
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AluY insertion in hominoid TBXT AluY
ASxt ™
[ TR - - -
Exon1 Exon2 Exon3 Exon4-5 Exon6 Exon7 Exon 8
Non-hominoid TBXT Hominoid TBXT -—
— — -
FHrmsnammmnemmsndde H st
AuSxt  Exon6 AuSx1  Exon6 AlY
EJ\
iy ol
1 "
-
PNy A
. -
= Exon 6 ——"
- e [ —
TBXT4avont - =l | e
ﬁ L9i’d
Presence of tail Absence of tail

Les ARNs précurseurs ayant deux
séquences  Alu  en  orientations
opposées vont former un 'RNA stem
loop' qui, avec une certaine probabilité,
va faire épisser I'exon 5 directement sur
le 7, en 'sautant' I'exon 6. Comme un
cadre de lecture protéique est conservé
dans cette condition, une nouvelle
isoforme de la protéine TBXT sera
produite, qui sera donc spécifique aux
hominoides....

1

N

Vérifications !
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HUESC différenciées en mésoderme (T actif..)

¢~ Vérifications de I'hypothese

1) Y a-t-il effectivement un épissage
anormal lié aux éléments Alu?

"AALYIAMY
TBXTAAUYL /\
- 4 -} Délétion homozygote de AluY
Exon1Exon2 Exon3 Exond-5 Exon6 Y X Exon7 Exon 8
rBXT.\msnuAn&v A\
H v . ] = Délétion homozygote de AluSx1
Exon1Exon2 Exon3 Exond-5 Y X Exon6 Exon 7 xon 8
AluSx1 AluY Alusq
TBXT RT-PCR —ﬁg—
TBXT-I- TBXT.IM/Y/DMAV "‘BXTJMSJ 13 AUSKT
1 2 1 2
— —_
bp — —_—
000 — —_—
TEXT fullonan o o s e o e | Tt protéine complete
TBXTA=orS e W S —_— 4m Tbxt protéine sans I'exon 6
TBXTAew06-7 — S— .
—- — 4m Tbxt protéine sans les exons 6-7
- — (tronquée car pas de cadre ouvert..)
300 B
Fragments des produits de|PCR (ADN)
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¢~ Vérifications de I'hypothése

1) La présence de la protéine raccourcie
(sans I'exon é) est elle suffisante pour
induire le phénotype brachyurie?

Deleting exon 6 of Tbxt
= —
Exon1 Exon2 Exon3 Exond4-5 Vexon GV Exon 7 Exon 8
Sexonle moice ) , s
L o l Délétion de I'exon 6 chez la souris a
i < " 3 . -
- T L L Wl ot hétérozygote, reflétant ainsi la
[ - - - P situation 'normale’ chez I'homme qui
produit ces deux formes a des
Thxt** mouse Thxt%ws/s mouse Human (TBXT*) concentrations semblables
Full-length + Full-length Full-length + Aexoné Full-length + Aexoné
el [ e s [N e L BB
N — sl | — | e—
Exon b Exon 7
Ref: CGGGGTATTCCCAATCCTATGCGGACAATTC Vérification que la délétion de I'exon
Seq: CGGGGTATTCCCAATCCTATGCGGACAATTC 6 chez la souris produit bien la méme
protéine raccourcie que la situation
'normale' chez les humains (et non
pas une interruption du cadre de
lecture...)
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¢~ Vérifications de I'hypothese

1) La présence de la protéine raccourcie
(sans I'exon é) est elle suffisante pour

induire le phénotype brachyurie?

»mye

Toxtiest's founder-1

>
No tail Notal  Shottal  Short tal wr
{no sv and cv) (no cv) 2-5cv) (8-12¢cv) Kinked tail Long tadl Normal tad
The phenotypes of Thxt**™** mice exhibited strong but heteroge- Phénotype hétérogéne  (21/63), et

neous tail morphologies, including no-tail and short-tail phenotypes hétérogéne & chaque génération de
(Fig. 3d,e and Extended Data Fig. 5b,c). Specifically, 21 out of the 63 mutants, indépendamment des parents

heterozygous mice showed tail phenotypes, whereas none of their [:> La présénce de Ia forme courte de ‘;
35 wild-type littermates showed phenotypes (Table 1). The incom- protéine semble donc causer le
plete penetrance of phenotypes among the heterozygotes was stable hénotype
ionsand der lines: no-tail or short-tailed (Thxt****") P ype:

ACrOss &
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1) Le mécanisme potentiel de 'exon-

skipping' est-il vraiment la cause du
raccourcissement de la protéine?

To that end, we first generated two mouse ES cell lines with Thxt
modifications, including simultaneously inserting the human AluY
and AluSx1 elements into introns 6 and 5 of Thxt, respectively, and
inserting a reverse complementary sequence (RCS) from Thxtintron 5

intointron 6 - \
N4 \

RCS: 'Séquence complémentaire inverse'

Deux stratégies:

*Reproduire chez la souris la méme configuration génétique de Tbxt que chez les
humains, en introduisant les séquences AluY et AluSx1 aux endroits orthologues du locus

murin.

*Introduire dans Thxt murin une séquences complémentaires inverses (non-Alu-like..) déja
présente dans |'intron 5, pour voir si la complémentarité seule suffit a I'exon-skipping'.

Vérification que les cellules ES expriment les deux formes et passer en souris....
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¢~ Vérifications de I'hypothese

AlsSx1 Ay
. -

¥ S R——— TV IRRRT /AR TR TR s————— S [ [ R R— ' W—
Exon 1-2 Exon3 Exon4-5 Exon6 Exon7 Exon 8 Exon 1-2 Exon 3 E):unt—i Exon6 Exon7 Exon 8
e L
T i)
o) P
|
!

Souris RCS initialeS non-obtenues, mais le
CRISPR induit fortuitement un couper-coller
d'une séquence exonique 'hasardeuse'..: RCS2

Souris obtenues, hétéro- et homozygotes

Les queues sont
plus courtes de
10% mais
absentes  quand

RCS2 est croisé
(100% absence),

Les queues ne donc une forte
sont pas plus[:> potentialisation
courtes de l'effet de del
" oM F M £ M F exon 6 seul
TRt TR | [ RS TS

Inserting a reverse complementary sequence (RCS) in mESC:
= E> Pas de
- W@ * W— souris...
ikl mod oS | e e [y
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¢~ Vérifications de I'hypothese

Observation et 'quantifications' des formes de TBXT & partir d'ARNs de bourgeons de
queues de souris a E10.5 (quand ThxT est encore actif...)

Mouse Tbxt mANA RT-PCR ull _

TOXPTSASAVIRSASAY T, sASAYYe Toxte' TOXIPACSHACS? Ty eaRCSH Toxt
1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

bp
1,000

500 w— —-— —— — —
Toxt full-length = N ———— | —
Tt ouniisl — _
200

Souris RCS2/RCS2 qui ont une

i By contrast, réduction de la queue de 10%
A28 3 s = . !
Thxe™ embryos expressed higher levels of the Tbxe*** tran: en prodwsant P'US de forme

scriptthan the Toxe full-length transcript (Fig. 4¢, right). | B
b GG AR AT sans exon 6' qu'avec...

]
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Toxtie=8's founder-1 1
>
4 4%

Souris avec exon 6
délété hétérozygotes (50%)

>
No tai Notal  Shorttal  Short tai wr
(osvandcy)  Mocy)  (-5cv)  (B-12cv)  Kinked tail Longtal  Normal tal
TBXT4I-
! — Phénotype hétérogéne (21/63), et hétérogeéne a chaque
bp = génération de mutants, indépendamment des parents..
000
1,
TBXT full-length W i ! La présence de la forme courte de la protéine semble
TBXTAS0NS sy s S [> donc causer le phénotype.
TBXTJI!W'7 _—
Cellules ES humaines - Dosage ratio app 50/50 semble comparable avec la del
différenciées...(app 50%) T— exon 6 hétérozygote souris et la situation 'normale’
300 humaine, mais pas le phénotype...??
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¢~ Effet de la protéine raccourcie
sans aucune protéine normale

__ Tostudy the extreme case in which the mice only express
Thxe*™™ transcript and not the 7bxt¢ full-length transcript, we inves-
tigated the developmental phenotypes of Thxt******** mjce through
intercrossing experiments.

Croisements trans-hétérozygotes pour obtenir des souris
homozygotes pour la délétion de I'exon 6. Ces souris n'ont
donc plus de forme 'normale de la protéine TBXT

U

C Condition létale a 100%, avec une fenétre temporelle de

létalité allant de E9.5 a la naissance (beaucoup de
malformations, dont certaines du systéme nerveux axial)

v

Que fait (ou ne fait pas) cette petite protéine pour
phénocopier la perte de fonction de TbxT?
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