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Les gènes THRA et THRB codent pour, les récepteurs nucléaires de 
l’hormone thyroïdienne TRα1 et TRβ1 

RXR                                                       TR 

Domaine de fixation de l’hormone

Domaine de fixation à l’ADN 



Human 1     MEQKPSKVECGSDPEENSARSPDGKRKRKNGQCSLKTSMSGYIPSYLDKDEQCVVCGDKA 60
||||||||||||||||||||||||||||||||| || |||||||||||||||||||||||

Mouse  1     MEQKPSKVECGSDPEENSARSPDGKRKRKNGQCPLKSSMSGYIPSYLDKDEQCVVCGDKA 60

61    TGYHYRCITCEGCKGFFRRTIQKNLHPTYSCKYDSCCVIDKITRNQCQLCRFKKCIAVGM 120
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

61    TGYHYRCITCEGCKGFFRRTIQKNLHPTYSCKYDSCCVIDKITRNQCQLCRFKKCIAVGM 120
Fixation ADN

121   AMDLVLDDSKRVAKRKLIEQNRERRRKEEMIRSLQQRPEPTPEEWDLIHIATEAHRSTNA  180
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||

121   AMDLVLDDSKRVAKRKLIEQNRERRRKEEMIRSLQQRPEPTPEEWDLIHVATEAHRSTNA  180

181   QGSHWKQRRKFLPDDIGQSPIVSMPDGDKVDLEAFSEFTKIITPAITRVVDFAKKLPMFS  240
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

181   QGSHWKQRRKFLPDDIGQSPIVSMPDGDKVDLEAFSEFTKIITPAITRVVDFAKKLPMFS  240
Fixation ligand

241   ELPCEDQIILLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESDTLTLSGEMAVKREQLKNGGLGVVSDAIF  300
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

241   ELPCEDQIILLKGCCMEIMSLRAAVRYDPESDTLTLSGEMAVKREQLKNGGLGVVSDAIF  300

301   ELGKSLSAFNLDDTEVALLQAVLLMSTDRSGLLCVDKIEKSQEAYLLAFEHYVNHRKHNI  360
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

301   ELGKSLSAFNLDDTEVALLQAVLLMSTDRSGLLCVDKIEKSQEAYLLAFEHYVNHRKHNI  360

Hotspot mutations  
361   PHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFEDQEV 410

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
361   PHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFEDQEV  410

TRα1  humain et murin sont 
presques identiques.  



La préhistoire de la génétique du gèneThra de souris



Production de chimères
et dérivation d’animaux transgéniques. 
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ThraAMI: Un allele knock-in pour exprimer le récepteur dominant-négatif
TRα1L400R



L’expression ubiquitaire deTRα1L400R est létale
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2012: Identification de patients porteurs de mutations du gène THRA. 
RTHα :
 50 cas connus à ce jour. 
 Des symptômes similaires à ceux de l’hypothyroidie congénitale.
 Pas d’anomalie majeure des niveaux circulants d’hormone  (rapport T3/T4 elevé)
 Sévérité très variable (Revue: van Gucht et al. Curr Top Dev Biol. 2017;125:337-355. 



Les résultats conflictuels du phénotypage: 
quel est le modèle pertinent pour la maladie RTHα? 

(Mittag et al Heart Fail Rev 2010)

Mutation Phénotype Reference

TRα1R384C Pas de nanisme.
Sensibilité résiduelle à 
l’hormone

Tinnikov et al EMBO J. 21 
(2002) 5079–5087.

TRα1PV Niveau d’hormone élevé. 
Létalité partielle. 
Nanisme.  

Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. 
A. 98 (2001) 15095–15100

TRα1P398H Obesité. Pas de 
nanisme.

Liu J. Biol. Chem. 278 
(2003) 38913–38920

TRα1L400R Nanisme. 100% létalité
(P15-P21)

Quignodon Mol. Endocrinol. 
21 (2007) 2350–2360.



2013: la révolution Crispr
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acagtattaatatttagagta

P

Coupure                            Réparation          Erreur de réparation

Apparition d’indels
Perte d’homologie 
avec l’ARN guide. 

5’ACAGTATTAATATTTAGAGTAGGAGTAAG3’
3’TGTCATAATTATAAATCTCATCCTCATTC5’

PAM

5’ACAGTATTAATATTTAG  AGTAGGAGTAAG3’
3’TGTCATAATTATAAATC  TCATCCTCATTC5’

5’ACAGTATTAATATTTAGCAGTAGGAGTAAG3’
3’TGTCATAATTATAAATCGTCATCCTCATTC5’

5’ACAGTATTAATATT--GAGTAGGAGTAAG3’
3’TGTCATAATTATAA--CTCATCCTCATTC5’

5’ACAGTATTAA------GAGTAGGAGTAAG3’
3’TGTCATAATT------CTCATCCTCATTC5’

Edition génomique: génération aléatoire de mutations après coupure de l’ADN par 
la nucléase Cas9 guidée par un ARN.

.

Cas9

ARN guide



PAM  PAM PAM PAM PAM PAM PAM

Choix d’une cible dans l’exon 9 de Thra

ctc cac atg aaa gtc gaa ctc ttc ccc cca ctc ttc ctg gag gtc ttt gag gat cag gaa gtc taa
Gag gtg tac ttt cag ctt gag aag ggg ggt gag aag gac ctc cag aaa ctc cta gtc ctt cag att
F   L   H   M   K   V   E   L   F   P   P L   F   L   E   V   F   E   D   Q   E   V   * 

PAM
5’ AAGACCTCCAGGAAGAGTGG/GGG
3’ TTCTGGAGGTCCTTCTCACC/CCC

Sequence génomique exon 9 Thra

Extrémité 5’ de l’ARN guide. 
5’ AAGACCUCCAGGAAGAGUGG----



Utilisation d’une procédure sans clonage couplée à l’électroporation pour 
l’édition génomique dans le zygote de souris. 

acagtattaatatttagagta



wt RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFEDQEV
Helix 11                                                           Helix 12

Mutations humaines
N359Y           RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFEDQEV
R384C  RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASCFLHMKVECPTELFPPLFLEVFEDQEV
A380Pfs387XRKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGATPAASST 
A382Pfs393XRKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHALSATTLRATP
E403X     RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLE
F397fs406X RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPTLPRGL

Modèles knock-in précédents
PV                RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPHRTLPPFVLGSVRGLD
R384C  RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASCFLHMKVECPTELFPPLFLEVFEDQEV
P398H     RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFHPLFLEVFEDQEV
L400R RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPRFLEVFEDQEV

CRISPR  
E395fs401X RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTTLPGGL
E395fs406X RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTRTLPPTLPGGL
E395fs485X RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTNSS…PQTLQPLDRAINELAMKGSMGG        
K389fs479X RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMNS…................PQTLQPLDRAINELAMKGSMGG        

Quatre nouvelles mutations de Thra chez la souris en une seule expérience. 
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La ségrégation génétique permet d’éliminer d’éventuelles mutations 
« hors cible ».  



E395fs401X

E395fs406X

K389fs479X

E395fs485X

Contrôle

Délai d’ossification: 
un effet variable qui dépend du type de décalage de trame 



La sévérité du phenotype reflète la capacité du récepteur à interagir 
avec le corépresseur NcoR en présence d’hormone

JOURNEE ANNUELLE 
FIRENDO - 14 DECEMBRE 
2016
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Pourquoi la mutation TRα1L400R est-elle létale? 

loxP1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ThraS1 FS

ThraAMI xCre



TRα1L400R Tau-LacZ

loxP

Expression Cre/loxP dépendante  de TRα1E395fs401X

loxP

Cas9  

TRα1Slox Tau-LacZ

loxPloxP

cccaccgaactcttccccccactcttcctggaggtctttgaggatcaggaagtctaa

P  T  E  L  F  P  P L  F  L  E  V  F  E  D  Q  E  V  * Wild-type 

P  T  E  R  F  P  P R F  L  E  V  F  E  D  Q  E  V  * TRα1L400R

P  T  T L  P  G  G L  *                               TRα1E395fs401X



ADN génomique

ADNc cerveau

ADN génomique

ADNc cerveau

ThraE395fs401X/+

ThraAMI/+ x nestin Cre 

L’élimination de l’épissage alternatif augmente l’expression de TRα1L400R



La mutation L400R a des conséquences plus sévères 
qu’un décalage de trame.
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Une souris « avatar » pour modéliser un cas atypique de RTHα 
(Espiard et al MCE 2015)

N359Y  
RKHNIPHFWPKLLMKVTDLRMIGACHASRFLHMKVECPTELFPPLFLEVFEDQEV



CCGCAAACACAACATTCCGCAC

GGCGTTTGTGTTGTAAGGCGTG 

Coupure                            Réparation                         

PAM

RNP 

ssODN 150 nt

NHEJ indels

TCAGGAGGCCTACCTGCTGGCGTTTGAGCACTACGTCAACCACCGCACCGCAAACACAACATTCCGCACACACAACATTCCGCACTTCTGGCCCAAGCTGCTGATGAAGGTGACTGACCTCCGCATGATCGGGGTTCCCCC

AGTCCTCCGGATGGACGACCGCAAACTCGTGATGCAGTTGGTGGCGTGGCGTTT GTGTTGTAAGGCGTGTGTGTTGTAAGGCGTGAAGACCGGGTTCGACGACTACTTCCACTGACTGGAGGCGTACTAGCCCCAAGGGGG

5’AGTCAGGAGGCCTACCTGCTGGCGTTTGAGCACTACGTCAACCATCGAAAACACTACATTCCGCACTTCTGGCCCAAGCTGCTGATGAAGGTGACTGAC 3’

///////////////////////////////////////////    ////// ////////////////////////////////////////////

Réparation par homologie (HDR)
CAT CGA AAA CAC TAC ATT
H   R   K   H   Y I

Utilisation de la recombinaison homologue pour générer la mutation N359Y  
dans le gène Thra de souris

acagtattaatatttagagta



Utilisation de la recombinaison homologue pour générer la mutation N359Y  
dans le gène Thra de souris

ssODN TaqI
5’TAC GTC AAC CAT CGA AAA CAC TAC ATT CCG CAC TTC

Y   V   N   H   R   K   H  Y   I   P   H   F 

ThraN359Y

5’TAC GTC AAC CAC CGC AAA CAC TAC ATT CCG CAC TTC
3’ATG CAG TTG GTG GCG TTT GTG ATG TAA GGC GTG AAG

Y   V   N   H   R   K   H  Y  I   P   H   F 

Thra PAM        ARN guide  Antisens
5’TAC GTC AAC CAC CGC AAA CAC AAC ATT CCG CAC TTC
3’ATG CAG TTG GTG GCG TTT GTG TTG TAA GGC GTG AAG

Y   V   N   H   R   K   H   N   I   P   H   F 



ThraN359/+                                      Thra+/+  

TRα1N359Y ne cause pas de malformation du squelette.



Le syndrome d'Allan-Herndon-Dudley: mutation du gène Slc16a2/Mct8 
codant pour un transporteur membranaire de l’hormone thyroïdienne 



Alphafold predicted structure

Mct8/Slc16a2 P253L



Souris Mct8P253L/+ : 
un modèle du syndrome Allan-Herndon-Dudley plus fidèle que le knock-out

Valcarcel-Hernandez et al Neurobiol Dis 2022 Nov:174:105896



Avant: 

 2 Janvier: design d’un plasmide de grande 
taille. 

 1er Avril: Introduction dans les cellules ES. 

 15 Avril: Clonage cellulaire. Extraction 
d’ADN 

 30 Avril: génotypage de >100 clones 
cellulaires 

 1er Juin: greffe des cellules ES.

 21 Juin: naissance des chimères. 

 1er Septembre: Transmission germinale de 
la mutation. 

Pourquoi l’édition génomique CRISPR/Cas9 est une révolution 
Après: 

 2 Janvier: design d’un ARN guide. Commande 
ARN + protéine Cas9 recombinante (+ matrice 
d’ADN simple brin)

 5 Janvier: electroporation des zygotes.

 26 Janvier: naissance des fondateurs 
(mosaïques)

 1er Mai: transmission germinale de la 
mutation.
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