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SUMMARY 28 

Expression of sonic hedgehog (Shh) in the limb bud is regulated by an enhancer called the 29 

ZRS, which in evolution belongs to an ancient group of highly conserved cis‐regulators found 30 

in all classes of vertebrates.  Here, we examined the endogenous ZRS in mouse using 31 

genome editing to establish the relationship between enhancer composition and embryonic 32 

phenotype.  We show that enhancer activity is a consolidation of distinct activity domains.  33 

Spatial restriction of Shh expression is mediated by a discrete repressor module; whereas, 34 

levels of gene expression are controlled by large overlapping domains containing varying 35 

numbers of HOXD binding sites. The number of HOXD binding sites regulate expression 36 

levels incrementally.  Substantial portions of conserved sequence are dispensable indicating 37 

the presence of sequence redundancy.  We propose a collective model for enhancer activity 38 

in which function is an integration of discrete expression activities and redundant 39 

components that drive robust expression.  40 

 41 

Key Words: Shh expression, limb development, ZRS, enhancer, HoxD genes, Werner 42 

mesomelic syndrome, genome editing, phenotype  43 

 44 

Highlights 45 

 The ancient vertebrate enhancer, the ZRS, shows sequence plasticity. 46 

 Discrete regulatory activities are assigned to specific sites in the enhancer.  47 

 Number of HOXD binding sites determines the level of Shh expression.  48 

 Robust expression is a collective of regulatory and redundant information. 49 

 50 

 51 
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In brief (eTOC)  52 

Lettice et al. examine the composition of a highly conserved limb‐specific enhancer, 53 

the ZRS, by dissecting the endogenous sequence using genome editing.  Analysis of the 54 

resulting phenotype gives insights into the complex composition of the enhancer which 55 

integrates discrete expression activities and redundant elements to drive accurate 56 

spatiotemporal gene expression. 57 

       58 

   59 



4 
 

 60 

INTRODUCTION 61 

The basis of embryonic development lies in the spatiotemporal control of gene 62 

expression, which is mediated by remote cis‐regulatory elements.  These cis‐acting 63 

elements, or enhancers, are fundamental to evolution and disease.  Despite these important 64 

roles, major unanswered questions remain about the information encoded by the enhancer 65 

sequence and the importance of the overall structural architecture to enhancer activity. One 66 

class of enhancers that operates during embryogenesis are those that are highly conserved 67 

acting at long distances from their target genes (Visel et al., 2009).  Here, we focus on a 68 

highly conserved element called the ZRS that is responsible for the spatiotemporal 69 

expression of Shh during limb bud development (Lettice et al., 2003; Sagai et al., 2005) and 70 

is essential for specifying digit identity and number.  This enhancer is   ̴770bp in length and 71 

shows a high degree of similarity in vertebrates across a lengthy evolutionary time scale 72 

including the sharks and rays (Dahn et al., 2007) and in accord, the mouse shows >70% 73 

similarity with the coelacanth (lobe finned fish) sequence (Fig. S1).  Hence, the ZRS has 74 

remained highly invariant against a backdrop of major evolutionary changes to the anatomy 75 

of the appendicular skeleton which includes the transition of fish fins to tetrapod limbs 76 

(Gehrke and Shubin, 2016).  The structural organisation of this class of deeply conserved 77 

vertebrate enhancers is under strong selective constraints and even in light of binding site 78 

redundancies exhibited by transcription factors few sequence changes are present.   79 

The ZRS is located 800‐1000 kb away from the Shh promoter in mouse and human 80 

and is necessary and sufficient for accurately activating and maintaining Shh expression in 81 

the limb (Lettice et al., 2003; Sagai et al., 2005).  An enhancer evolves not simply as a 82 

regulator that switches gene expression on or off but must also solve the challenges of 83 
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regulating expression from a distance (Lettice et al., 2014) while controlling gene activity 84 

accurately in space and time and at the appropriate levels.  Based on the evolutionary stasis 85 

of the ZRS, it is reasonable to expect that the sequence was finely honed during evolution 86 

such that that there is little tolerance for sequence change.  Indeed point mutations in and 87 

duplications of the ZRS result in a spectrum of appendicular skeletal defects (Anderson et 88 

al., 2012).  Point mutations in well over 20 different positions scattered across the ZRS cause 89 

autosomal dominant limb defects, called ‘ZRS associated syndromes’ (Wieczorek et al., 90 

2010). Some of the conditions associated with ZRS mutations include preaxial polydactyly 91 

type 2, triphalangeal thumb polysyndactyly, syndactyly type 4 and Werner mesomelic 92 

syndrome (WMS).   93 

To investigate the structural composition of this highly conserved vertebrate 94 

enhancer, we used genome editing technology (Dow, 2015) to target deletions in three 95 

regions within the ZRS.  Since ZRS activity is limb specific, the phenotypes were expected to 96 

be overt, accessible and nonlethal.  The regions that were targeted contain the 5bp site 97 

responsible for Werner’s mesomelic syndrome (Anderson et al., 2012), the single mutation 98 

responsible for hemimelic extra toes (Hx) (Lettice et al., 2008) in mouse and a previously 99 

identified site for binding the HAND2 transcription factor (Osterwalder et al., 2014).  This 100 

approach generated an overlapping series of mutations and deletions that scan across 101 

250bp of the endogenous ZRS.  Here, we show that the ZRS encodes multiple, diverse 102 

functions that contribute to the enhancer activity.  Spatial restriction of expression is, in 103 

part, controlled by a small repressor domain which confines Shh expression to the posterior 104 

limb bud margin.  In contrast, large overlapping domains regulate expression levels 105 

contingent on the number of HOXD binding sites.  In addition, in response to insertion 106 

mutations cryptic, unique phenotypes were generated that revealed the functional plasticity 107 
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potentially encoded in an enhancer.  Mutational analysis, however, also showed that even 108 

though the enhancer is highly conserved it could still tolerate quite substantial losses of 109 

sequence information without causing an abnormal phenotype.  We propose a collective 110 

model for enhancer composition in which discrete activities and redundant sequences in the 111 

ZRS accrue to provide for a robust regulatory response during development. 112 

 113 

RESULTS 114 

ZRS Mutations in Mouse Mimics Werner Mesomelic Syndrome 115 

The Werner mesomelic syndrome (WMS) is associated with point mutations in a 116 

single, short 5 bp stretch of the ZRS (green box, Fig. 1A) which results in preaxial polydactyly 117 

of the hands and feet but is uniquely associated with short limb dwarfism due to tibial 118 

hypoplasia.  WMS results from any heterozygous point mutation at position 404 (in human) 119 

(Fig. 1A) (Lettice et al., 2008), a heterozygous A to G change two nucleotides downstream at 120 

position 406 (Norbnop et al., 2014) and a homozygous C to T change at position 402 121 

(VanderMeer et al., 2014) (Green bases in Fig. 1A).  These three nucleotide positions lie 122 

within a highly conserved site and to date is the only site association with this syndrome.  123 

Initially, to examine the nature of these mutations in mouse and to ensure that it is 124 

possible to recreate the human abnormality, a G to A replacement in position 404 originally 125 

reported in a Cuban family (labelled as Cu; Fig.1A) (Lettice et al., 2003) was generated in 126 

mouse using conventional ‘knock‐in’ technology (Lettice et al., 2014).  The resulting 127 

heterozygous mice exhibited extra preaxial digits on the hindlimbs (Fig.1C) while 128 

homozygotes, in addition, had bent legs due to tibial dysplasia (Fig. 1D).  Bone stains 129 

confirmed the loss of the terminal portion of each tibia (Fig. 1D), which copied the dysplastic 130 
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tibias of the WMS patients; however, unlike the patients the forelimbs in mice were 131 

unaffected and tibia dysplasia only occurred in the homozygous mutant.   132 

To investigate further the nature of the dominant mutations at the WMS position, 133 

we targeted deletions using CRISPR/Cas9.  A guide RNA (gRNA) targeted to this region (black 134 

box in Fig. 1A) resulted in a number of different deletions and insertions.  The most common 135 

mutation that was recovered was the precise removal of the five basepairs (called the 136 

WMS5 deletion) (Green box in Fig. 1A) implicated as the site of WMS. The hindlimb 137 

phenotype of the WMS5 mutant mice is similar to that observed in the homozygous Cu 138 

mutant mice; in that, the hind limbs show extra preaxial digits and the tibia is hypoplastic 139 

ranging from a partial loss of the distal portion of the bone to its complete absence (Fig. 1E).  140 

In contrast to the point mutation, these phenotypes occurred in both heterozygous and 141 

homozygous WMS5 mice and both genotypes exhibit PPD in the forelimbs (Fig. 1F).  Thus 142 

the strength of the WMS5 allele is similar to the point mutation in human.  No differences 143 

in the severity of the phenotypes were observed between heterozygous and homozygous 144 

mice.   145 

Analysis of Shh expression in the developing limb buds in the homozygous Cu mutant 146 

embryos showed normal expression at E10.5, while by E11.5 ectopic anterior expression of 147 

Shh (Fig. 1l) was observed in approximately half of the embryos examined (3/7 mice).  By 148 

E12.5, ectopic Shh occurred at the anterior margin (Fig. 1J) in an outgrowth of limb tissue in 149 

all embryos examined. Heterozygous embryos showed normal Shh expression at all stages 150 

examined but analysis of Ptc1, a sensitive readout of Shh signalling, showed ectopic, 151 

anterior expression at both E11.5 and E12.5 (Fig. 1K, L) showing that low but sufficient levels 152 

of ectopic Shh were present in all mutant limb buds at these stages.  Both heterozygous and 153 

homozygous WMS5 mutant embryos showed appreciably more Shh and Ptc expression at 154 
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the ectopic site of the hind limb bud at E11.5 (Fig. 1M, N) than detected in the homozygous 155 

Cu embryos, with some also showing ectopic expression in the fore limbs. Thus, the levels of 156 

ectopic Shh signalling detected reflected the final phenotype with long bone abnormalities 157 

arising in those limb buds expressing higher levels of ectopic Shh earlier in development.  158 

The clustering of the human mutations within a short 5bp sequence causing WMS indicates 159 

that this is a single important site for transcription factor binding; while, the deletions 160 

confirm that WMS is due to the loss of binding of a repressor that actively represses ectopic 161 

expression.    162 

Small Insertions Extend the Limb Phenotypic Spectrum 163 

A second set of mutations arose adjacent to the 5bp WMS site resulting in the 164 

insertion of either one or two additional adenosines (called +A and +AA in Fig. 2A).  The 165 

mutant phenotype generated in the WMS+A mutant heterozygotes was a lengthening of the 166 

first digit and sometimes the addition of an extra terminal phalange on digit 1 of the hind 167 

limbs (Fig. 2B) with normal fore limbs.  Shh expression appears normal in +A mutant limb 168 

buds at E11.5 (Fig. 2C); however, the phenotype suggests a low level of expression at the 169 

ectopic, anterior margin of the limb bud.  Insertion of +AA resulted in a more severe 170 

phenotype which has not been previously described for ZRS associated mutations.  This 171 

dinucleotide insertion caused typical PPD in the fore limbs (Fig. 2D) but in the hind limbs 172 

extra digits occurred centrally in the digital array (Fig 2E), occasionally in conjunction with 173 

long bone anomalies (1 in 7 heterozygotes) (Fig. 2F).  The +AA hind limb buds showed an 174 

extended pattern of ectopic expression covering from the posterior margin all around the 175 

distal edge of the limb bud (Fig.2G).  The plasticity of a developmental enhancer in 176 

producing morphological changes has been investigated in Drosophila (Swanson et al., 2010) 177 

and in mouse, it is clear that point mutations in the ZRS give rise to additional preaxial digits 178 
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and to homeotic transformations of the thumb to a finger (Anderson et al., 2012).  The +AA 179 

mutant embryo presents an unusual skeletal configuration in the digital ray indicating that 180 

further cryptic plasticity is uncovered by mutational events that disrupt the enhancer’s 181 

organization.  182 

Large Regions within the ZRS are Dispensable  183 

We next focussed our mutation analysis on two highly conserved regions 3’ of the 184 

WMS site (Fig. 3A, see Fig. S1 for sequence comparison) to delve into the function of 185 

previously identified sites that are putatively important for Shh gene regulation.  186 

Corresponding gRNAs were designed that overlapped these sites (sequences shown as 187 

boxes in Fig.3B and J, with the PAM sites in italics).  One region contains the conserved E‐188 

box that binds the transcription factor HAND2 (Osterwalder et al., 2014) (Fig. 3A, and blue 189 

nucleotides in 3B) crucial to the spatial specific activation of Shh in the posterior margin of 190 

the limb bud.  The second region contains the Hx mouse point mutation which lies at 191 

position 553 (Fig.3A and red nucleotide in 3J) shown by transgenic analysis to operate as a 192 

dominant gain‐of‐function mutation and to encode important structural features crucial for 193 

enhancer activity (Lettice et al., 2014).  In addition, the Hx site is embedded in a large region 194 

of the enhancer that is crucial for the long‐range activity of the enhancer. 195 

A series of overlapping deletions targeting the Ebox were identified (Fig. 3B), two of 196 

these disrupted the Ebox; Ebox3 which was Ebox specific removing the 3 nucleotides from 197 

the middle, and Ebox17 which deleted the Ebox and surrounding nucleotides. Two other 198 

deletions Ebox8 and Ebox16 removed nucleotides at the 3’ side of the Ebox.  None of 199 

these four deletions showed a phenotype either as heterozygotes or homozygotes (number 200 

of homozygotes analysed shown as n=, in Fig. 3B)  For example, the largest deletion, 201 

EboxΔ17, which disrupts the Ebox and removes surrounding nucleotides showed wildtype 202 
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skeletal patterns in both the fore and hind limbs (Fig. 3C and D, respectively).  Shh 203 

expression in the limb buds for all four deletions showed the normal posterior pattern in 204 

homozygous embryos (Fig. 3F‐I).  The EboxΔ3 and EboxΔ17 deletions suggest that removal 205 

of a single Ebox site has no detectable effect on Shh expression.  Possibly, a second 206 

conserved Ebox site downstream which has a lower affinity for HAND2 (Osterwalder et al., 207 

2014) may compensate for this loss.  The Ebox8, Ebox16 and Ebox17 mutations overlap 208 

in a conserved region (Fig. 3B and S1) deleting a total of 24bp.  No deletions in this region 209 

affected the limb phenotype showing that a substantial region of conserved information can 210 

be disrupted.   211 

Using gRNA targeted to the Hx mutation, we identified four deletions, 3’42, 3’11, 212 

3’12, and 3’8, all of which are encompassed in 56bp including the Hx site (Fig. 3J) and 213 

none of these had an effect on limb phenotype.  Similar to the deletions created for the 214 

Ebox, these removed highly conserved nucleotide stretches; the 3’Δ8 and Δ12 deletion 215 

disrupting a HOXD binding site (Hoxsite 4, orange nucleotides in Fig 3J, and Fig. 5) (see 216 

below).  The 3’11 and 3’42 remove the Hx mutant site and no polydactylous phenotype is 217 

detected in the heterozygotes confirming that, unlike the WMS mutations, the Hx point 218 

change is a gain‐of‐function mutation (Lettice et al., 2014).  The two other deletions, 3’8 219 

and 3’12, do not contain the Hx mutant site but do remove the adjacent highly conserved 220 

sequences containing the Hoxsite4 and these do not show a heterozygous phenotype.  221 

Homozygous mutants were made for all these deletions and no phenotype was detected (n 222 

numbers are shown in Fig. 3J). The larger 127 bp deletion (3’Δ127) (Fig. 3A and S1) 223 

confirmed this tolerance for loss of conserved sequence.  The large 3’Δ127allele, showed no 224 

dominant effect on digit number and in the homozygous state there was no influence on the 225 

limb phenotype (n=7) (Fig. 3K, L) while both in situ hybridization and qRT‐PCR showed no 226 
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appreciable change in the expression profile or levels (Fig. 3M, N).  This deletion showed 227 

that a large region of conserved sequence can be deleted from this enhancer.  Since the 228 

mutational analysis was performed at the endogenous locus, the lack of a phenotype 229 

suggests that the loss of the 3’Δ127 sequence is compensated for; thus, indicating that there 230 

is encoded redundancy within the enhancer.  231 

Large Deletions Encompassing the WMS Site Incrementally Affect Expression Levels  232 

Three other deletions were generated (FIG. 4A, Fig S1) when making the WMS 233 

mutations; a 20bp deletion, WMS20, which included the 5bp site of the WMS5 and two 234 

other deletions, WMS48 and WMS110; both of which lost 21bp on the 3’ side of the 235 

WMS site removing the E‐box element but extending to different positions at the 5’ end.  236 

The WMS20 deletion, unexpectedly showed no observable limb phenotype; neither a 237 

dominant phenotype displaying extra toes nor in the WMSΔ20/WMSΔ20 homozygote, a loss 238 

of activity phenotype displaying skeletal deficiencies (n=5) (Fig. 4B, C).  The WMS20 mouse 239 

was further crossed to the Shh null mutation to make the WMS20/Shhnull compound 240 

heterozygote to expose any subtle loss of activity but these again, showed no abnormal 241 

phenotype (n=5).  Analysis of Shh expression in WMS20 homozygotes showed little 242 

observable  differences in the expression pattern (Fig. 4H) compared to wildtype (Fig. 4K) 243 

and levels of expression measured by qRT‐PCR were not affected significantly (Fig. 4L). Thus 244 

the deleterious phenotypic effects of the WMS5 mutations were lost in the larger 245 

WMS20 deletion. 246 

The two deletions, WMS48 and WMS110 (FIG. 4A), were examined and in the 247 

homozygote removal of these sequences resulted in loss of digits. The WMS48 mutation 248 

showed loss of up to one digit on each on the forepaws (Fig. 4D), with some elements being 249 

retained and soft and hard tissue syndactyly and fusion being observed  The hindpaws were 250 
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mildly affected, some showing only partial loss of of a single digit (digit 3) (Fig.4E). The 251 

WMS110 embryos showed a precise loss of one digit on all four paws (Fig. 4F, G), with the 252 

rest of the digits apparently unaffected.   Since these phenotypes were seen only in the 253 

homozygous state, these were loss of activity mutations resulting in a decrease in enhancer 254 

activity.  Indeed Shh expression was lower but was retained at the posterior margin of the 255 

limb bud at E11.5 but by in situ hybridisation levels in 48 (Fig. 4I) appeared appreciably 256 

lower than wildtype (Fig. 4K), with further reductions in the WMS110 (Fig. 4J).  Levels of 257 

RNA measured by qRT‐PCR showed a significant reduction in Shh both WMSΔ110 and 258 

WMSΔ48 compared to wildtype (Fig. 4L).   259 

Multiple, Conserved HOX Binding Sites Control Expression Levels of Shh  260 

Within the ZRS, a highly conserved 6bp element composed of the sequence CATAAA 261 

was detected at four positions (boxed in Fig. 5, FigS1).  This 6bp sequence is embedded in 262 

sites that compare well to the consensus motif established for the 5’Hoxd genes (motif for 263 

HOXD9‐11 shown Fig. 5,) and these were numbered Hoxsites 1‐4.  Genetic analysis of the 264 

HOX complexes previously demonstrated that the 5’ Hoxd genes (Hoxd10‐13) and their 265 

counterparts in the Hoxa locus regulate Shh expression in the limb (Tarchini et al., 2006) and 266 

chromatin immunoprecipitation (ChIP) showed that at least two Hox proteins, HOXD10 and 267 

13, directly bind to the ZRS (Capellini et al., 2006). Three of these identified sites (Hoxsites1, 268 

2 and 3) are contained within the Δ110 deletion, the Δ48 contained two sites (Hoxsite2 & 3) 269 

and the Δ20 contained only Hoxsite 3 (Fig. 5, FigS1).  Hoxsite 4 was deleted in the series that 270 

included the Hx site (Fig. 3J) discussed above.  Each of the 5’Hoxd genes was cloned into the 271 

vector pT7CFE1‐CHis for subsequent expression in the human in vitro expression system (1‐272 

Step Human Coupled IVT Kit, Thermo Fisher Scientific).  The 5’ HOXD proteins were 273 

synthesised (Fig. S2) and used in an electromobility shift assay (EMSA) to establish binding 274 
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to double‐stranded oligonucleotides containing one of these four sites (Table S1).  The in 275 

vitro synthesized HOXD9, 10, and 11 proteins showed the highest binding activity with these 276 

sites (Fig. 5) while HOXD12 and13 showed lower activity across all oligos (Fig. S2B).  The 277 

HOXD proteins showed different preferences for these sites; HOXD9 and 11 bound all four 278 

sites, with D9 showing a preference for sites 3 and 4 while D11 favoured Hoxsites 1, 2 and 3.  279 

HOXD10 bound site 3 but bound weakly to Hoxsites 1, 2 and 4 (Fig. 5).  Specificity of binding 280 

was shown using competitor oligonucleotides with either wildtype sequence or Hox binding 281 

site mutations (Fig 5, Table S1).  Nuclear extracts from embryonic (E11.5) limb buds were 282 

also used in EMSA (Fig. 5) and was found to bind to all sites and the binding was specific for 283 

the putative HOX binding motif.   284 

The role played by the three HOX sites (Hoxsites 1‐3) contained in the 110 deletion 285 

on ZRS activity was assayed in a series of transgenic embryos. Each site was mutated by 286 

replacing three bases in the CATAAA element (mutations for each site shown in Fig. 6A) in a 287 

construct carrying the mutated, full‐length ZRS driving the expression of a LacZ reporter 288 

gene.  Mutations in each of these HOXD binding sites were made individually or in 289 

combination and expression was examined at E11.5 in each injected transgenic embryo (the 290 

transient G0 embryo).  As a measure of the relative extent of expression in each transgenic 291 

embryo, the width of expression as a percentage of limb bud width was plotted to show the 292 

trends (individual limbs are represented by dots in Fig. 6P).   Mutations in individual Hoxsites 293 

had no observable effects on transgenic expression in the limb bud (in Fig. 6, compare B 294 

with C, D and E; Fig. 5P); however, mutations in the two sites (Hoxsites 2 and 3) that were 295 

contained in the 48 deletion or mutations in Hoxsites 1 and 3 showed detectably 296 

decreased expression (Fig. 6F, G and P).  Mutation of all three sites (Hoxsites 1‐3) showed 297 

even further decreases (Fig. 6H and P) comparable to the ZRS carrying the 110 deletion 298 
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(Fig. 6I and P).  The accumulative decrease in expression of the endogenous Shh in the Δ48 299 

and Δ110 deletions correlates with the progressive loss of the HOXD binding sites Hoxsites 300 

1‐3.  301 

Deletions of the WMS Domain Restores the Wildtype Phenotype  302 

The deletion in WMSΔ20 removes the WMS repressor site but also includes the 303 

Hoxsite 3.  Transgenics carrying either the Cu point mutation (Lettice et al., 2003) (Fig. 6J) or 304 

the WMS5 deletion (Fig. 6K) drives reporter gene expression to an elevated level in the 305 

posterior margin of the limb bud (Fig.6P) with appreciable ectopic expression.  The WMSΔ20 306 

deletion appears to return transgenic expression to wildtype levels (Fig. 6L, P). The loss of 307 

the WMS repressor in combination with the mutant Hoxsite 3 binding site may be sufficient 308 

to nullify the increased and ectopic expression by the WMS mutations.  To examine this 309 

possibility, transgenic mice carrying the Cu mutation in the presence of the three basepair 310 

replacement (see above) that disrupts Hoxsite 3 was used in the transgenic assay, and 311 

showed no detectable upregulation of the reporter at E11.5 and importantly, no ectopic 312 

expression (Fig. 6M, P).  To show that the lack of ZRS upregulation was due to the 313 

independent action of the WMS mutations and loss of Hoxsite binding, transgenics carrying 314 

the Cu change and a different Hoxsite mutation (Hoxsite 2) also predominantly showed the 315 

wildtype pattern of expression (one out of five G0 embryos retained ectopic expression) (Fig. 316 

6N, P).  Reductions in expression were shown in the presence of the WMS point mutation 317 

when two Hoxsites are mutated (Fig. 6O, P). The transgenic expression reflects the WMSΔ20 318 

deletion suggesting that the WMS mutation, which affects the binding of a repressor, when 319 

in the presence of mutations that disrupt binding of an activator effectively cancel each 320 

other’s activities giving rise to wildtype expression levels.  The independent action of these 321 

opposing activities emphasize the combinatorial nature of elements that operate in the ZRS.     322 
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 323 

DISCUSSION 324 

The aim of this study was to investigate the composition of a vertebrate enhancer 325 

that falls into the highly conserved class of elements (Ovcharenko et al., 2004).  These 326 

vertebrate enhancers represent a class in which the structural architecture is under 327 

selective constraints resulting in apparent structural inflexibility in both the redundancy and 328 

the positioning of transcription factor binding motifs.  These enhancers which range in size 329 

from 100bp to >1kb have the capacity to bind a substantial number of transcription factors 330 

arguing that within a single functional element there is also a degree of structural 331 

complexity.  This structural complexity has enabled the dissection of the ZRS into discrete 332 

regulatory activities.  The expression pattern of the Shh gene in the limb bud is a 333 

consolidation of activities that control restriction of expression to the posterior margin, 334 

spatial and temporal expression, levels of expression and long‐range promoter activation 335 

(Summarised in Fig 7A).   336 

Other examples of a complex arrangement of components have been reported 337 

including an elegant analysis of the Drosophila spa enhancer that showed structural 338 

organisation underlies correct developmental gene expression (Swanson et al., 2010); for 339 

instance, sequence elements were defined that regulate long range activity and the 340 

organization of other elements repress expression in the wrong cell type.  Our analysis 341 

surveying deletions showed, further, a complex organization that included unexpected 342 

redundancy incorporated into the element.  The model for enhancer action that we propose 343 

here is one that relies on consolidation of discrete, discernible activities acting as a 344 

collective.  This collective model suggests an integration of these discrete activities and 345 

redundant elements in delivering robust spatiotemporal developmental expression.     346 
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Hox genes function at the ZRS to regulate levels of expression 347 

We show the homotypic clustering of conserved HOXD binding sites (Hoxsites 1‐4) in 348 

the ZRS.  At least three of these sites (Hoxsites 1‐3) are clustered in a 110bp domain of the 349 

ZRS and regulate levels of Shh expression.  The 5’HoxD genes, which include Hoxd 9‐13, are 350 

fundamental to limb patterning and are expressed in a temporal collinear fashion with the 351 

Hoxd9 gene expressing earliest in the limb bud followed in sequence with Hoxd13 being 352 

expressed latest (Tarchini and Duboule, 2006).  A clustering of highly conserved sites that 353 

contain the core motif for binding the 5’HOXD proteins operate in an accumulative manner 354 

to regulate activity levels of the ZRS enhancer.  In an in vitro assay, we showed that the early 355 

5’ HOXD proteins (HOXD9‐11) bind this motif suggesting that these play an initial role in 356 

establishing the activity levels of the ZRS.  The region of the ZRS that contains three of these 357 

HOXD motifs is crucial for activity and deletions show decreasing Shh expression 358 

corresponding to the number of Hox binding sites lost.  In addition, loss of a Hox binding site 359 

counterbalances the increased and ectopic expression generated by the loss of the WMS 360 

repressor site.  Thus, multiple HOXD factors coordinate, through the binding at multiple 361 

sites, the expression levels of Shh.   362 

Additional HOXD binding sites have been identified near the 5’ end of the ZRS which 363 

have a preference for binding HOXD13 (Leal and Cohn, 2016) (Fig 7B).  Two sets of HOX 364 

sites, therefore, regulate gene expression reacting to the temporal changes in the 365 

expression of the 5’Hoxd genes.  We suggest that the sites we identified play a role in 366 

establishing the levels of Shh expression in the initial stages of limb development by binding 367 

the early expressing 5’HOXD proteins (HOXD10, 11) but adjusts to the changing embryonic 368 

environment within the developing limb by also interacting with the later expressed 369 

HOXD13 at different sites.   370 
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This establishes a regulatory loop that operates by positive feedback, reinforcing the 371 

expression of the Shh gene by the 5’HoxD genes (Fig 7B).  The early 5’HOXD proteins 372 

interact with the ZRS at the HOX binding sites examined in this study to establish the levels 373 

of Shh expression based on the sum of the sites occupied (Arrow 1, Fig.7B).  SHH, in turn, is 374 

crucial for the shift in the regulation of HoxD gene expression from a set of early acting 375 

enhancers to the enhancers at the 5’ end of the gene cluster (Arrow 2, Fig. 7B) that regulate 376 

the late expressing genes, in particular Hoxd13 (Zákány et al., 2004).  HOXD13 subsequently 377 

binds to sites at the 5’ end of the ZRS established by Leal and Cohn (2016) (Arrow 3, Fig. 7B). 378 

We suggest that a temporal response to HoxD genes is important for continued Shh 379 

expression as the regulatory environment in the limb bud changes over the 2 days that Shh 380 

is expressed in the mouse limb. 381 

In accord, the pythons and boa snakes which have lost the HOXD13 binding sites in 382 

the ZRS initially express Shh in the rudimentary limb buds, presumably dependent on the 383 

early 5’HOXD proteins binding sites that we established; however, Shh expression is lost 384 

later and limb development is prematurely terminated.  This loss of the HOXD13 binding 385 

sites in combination with loss of an ETS binding site (Leal and Cohn, 2016; Kvon et al., 2016) 386 

is responsible for the loss of limbs in these snakes.    387 

Homotypic clustering of binding sites in the ZRS appears to play a number of roles in 388 

determining the spatial expression pattern of Shh expression in the embryonic limb bud. We 389 

previously showed multiple binding sites for the ETS factors, ETS1 and GABPα (Lettice et al., 390 

2012).  Multiple occupancy of these sites determine the extent of the boundary of Shh 391 

expression.  Mutations in the human ZRS which generate an extra ETS site results in the 392 

extension of this expression boundary and ectopic expression in the limb bud resulting in 393 

preaxial polydactyly (Lettice et al., 2012; Laurell et al., 2012).  Here, occupancy of multiple 394 
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HOXD binding sites regulates the levels of expression, sequential loss of these sites result in 395 

a gradual decrease in expression levels.  Homotypic clustering of binding sites in the ZRS, 396 

therefore, operates to adjust incrementally the expression of the Shh gene and is therefore, 397 

a fundamental mechanism for fine‐tuning the regulatory activity of the enhancer.  398 

ZRS Activity and Congenital Abnormalities 399 

Mutations in the human ZRS cause skeletal abnormalities (Anderson et al., 2012). 400 

The point mutations act in a dominant fashion to cause digital abnormalities and 401 

presumably, most operate by switching restricted posterior expression to expression at both 402 

the posterior margin and an ectopic site at the anterior margin.  One set of point mutations 403 

generates additional binding sites for ETS1/GABP transcription factors, acting as dominant 404 

gain‐of‐activity mutations (Lettice et al., 2012).  WMS, on the other hand, is highlighted by 405 

point mutations in three distinct positions in a single 5bp site.  The action of these point 406 

mutations, confirmed by the WMS5 deletion data, is consistent with the loss of binding of 407 

a repressor and thus, an overall loss of functional activity.  Hence, point mutations in ZRS 408 

have two modes of action, operating as both gain and loss of activity, but both resulting in 409 

dominant genetic effects on the phenotype.   410 

Insertions Reveal Cryptic Phenotypes 411 

The WMS+AA insertional mutation reveals an unusual phenotype showing the latent 412 

capacity for phenotypic innovation carried by this enhancer.  The potential for appreciable 413 

morphological change shows that developmental enhancers may have the capacity for 414 

change without undergoing large sequence and structural changes in evolution.  Selection 415 

against such substantial morphological changes may be one of the evolutionary constraints 416 

operating on the ZRS but, in contrast, this also highlights the capacity for appreciable change 417 

in vertebrate evolution.  These additions reveal the plasticity that is potentially hidden 418 
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within an enhancer in controlling the phenotype and highlights mechanisms that may be 419 

available for phenotypic change during the evolution of an enhancer. 420 

Evolution of the ZRS  421 

The function of a cis‐regulator is encoded in its molecular architecture. Overlapping 422 

deletions in the ZRS that would predictably disrupt this architecture were made near and 423 

encompassing the proposed E‐Box binding site and the WMS site that removed a total of 44 424 

basepairs of highly conserved sequence and these do not affect the limb phenotype.  425 

Moreover, the large 3’127 mutation removes conserved sequence from the 3’half of the 426 

ZRS, which overlaps this 44bp and also displays neither a limb phenotype nor a detectable 427 

reduction in expression. The ability to compensate for loss of sequence information 428 

suggests that there is encoded redundancy within the enhancer. This seemingly redundant 429 

activity may contribute to phenotypic robustness during development.  Robustness is 430 

deemed important to buffer developmental processes from environmental and genetic 431 

perturbations and was proposed as canalization by Waddington (Waddington, 1942).  For 432 

enhancers, such redundancy is widespread in Drosophila (Cannavo et al., 2016). Secondary 433 

or ‘shadow enhancers’ in Drosophila provide redundant activity for the primary enhancer 434 

and analysis of specific examples show these can buffer a developmental process against 435 

environmental perturbations (Frankel et al., 2010; Perry et al., 2010).  It is clear that the ZRS 436 

is able to tolerate losses of highly conserved sequence without affecting phenotype under 437 

ideal breeding conditions and defined genetic background.  In contrast to shadow 438 

enhancers, the robustness apparent in the ZRS is encoded within a single enhancer element, 439 

since no compensatory activity is apparent in ZRS deletions.  Hence, redundancy is an 440 

important characteristic of enhancers whether this is encoded in secondary enhancers or is 441 

contained within a single element such as in the ZRS.   442 
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The evolutionary stability of the ZRS sequence raises a number of questions about 443 

the evolvability of this, and perhaps other, highly conserved enhancers.  In addition, this 444 

stability occurs in light of the major morphological changes that have occurred to the limb 445 

during vertebrate evolution.  Thus the ZRS displays low sequence variability in a 446 

morphologically plastic developmental system.  The recurrent role that the ZRS plays in the 447 

diverse species so far analysed is to ensure that Shh is expressed specifically along the 448 

posterior margin of the developing appendage whether it is an embryonic fin (Dahn et al., 449 

2007) or a limb bud.  Many of the genes and signalling pathways known to regulate Shh in 450 

mouse; such as the HoxD complex, Hand2, Gli3 and the FGF pathway are implicated in chick 451 

and fish suggesting that the gene network responsible for Shh activation is also conserved 452 

(Gehrke and Shubin, 2016).  For vertebrate enhancers, which are found in all vertebrate 453 

classes from cold‐blooded fishes to warm‐blooded mammals, it is unlikely that the apparent 454 

robustness is a response to environmental factors since these insults would be different for 455 

each species.  The genetic network of transcription factors and signalling pathways that 456 

converge at the ZRS is complex and we suggest that the regulatory robustness observed for 457 

the ZRS buffers against variability and perturbations in this genetic network.  This network 458 

that converges at the ZRS would, therefore, have evolved early in vertebrates operating 459 

relatively unchanged in the appendicular skeleton in all classes of vertebrates.  The 460 

conserved enhancer architecture is a response to this complex network and would be a 461 

constant factor that pervades species evolution during the morphological changes that have 462 

occurred during the fin to limb transitions  463 

 464 

EXPERIMENTAL PROCEDURES  465 

Production and analysis of CrispR mice 466 
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Guide RNAs were designed using the Optimized CrispR design site 467 

(http://crispr.mit.edu/) and the exact guides chosen on the basis of their precise location 468 

relative to the desired sites in ZRS (Oligonucleotides selected are listed in Table S1).  Oligos 469 

were cloned into px330 vector (Addgene) (Cong et al., 2013), and DNA prepared using 470 

Qiagen Plasmid Maxi kit (manufacturer’s protocol).   471 

Transgenic mice were made by pronuclear injection of plasmid DNA at a 472 

concentration of 5ng/µl.  All resulting pups were screened phenotypically and had their ZRS 473 

sequence amplified by PCR and sequenced.  All genotyping was performed by direct 474 

sequencing.   475 

Skeletal preparations were stained simultaneously with Alizarin Red and Alcian Blue 476 

(Nagy et al., 2009a, b).  Whole‐mount in situ hybridisation was performed as previously 477 

described (Hecksher‐Sorensen et al., 1998) using probes for Shh (Echelard et al., 1993) (a 478 

kind gift from Andy McMahon) and Ptc (Hayes et al., 1998) (a kind gift from Chris Hayes).  479 

qRT‐PCR for Shh expression was performed on individual pairs of limb buds as described in 480 

Lettice et al., (2014). Expression was normalised within a litter to the wildtype level and 481 

statistical significance calculated by Prism using the Kruskal‐Wallis test with Dunn’s multiple 482 

comparisons.   Mouse studies were approved by the University of Edinburgh AWERB and 483 

carried out under the auspices of the UK Home Office.  484 

EMSAs/IVT proteins 485 

The coding regions of mouse Hoxd 9‐13 were amplified by PCR using KOD 486 

polymerase (Merck Millipore). The primers used are listed in Table S1.  Products were 487 

cloned into the expression vector pT7CFE1‐CHis for subsequent expression in the human in 488 

vitro expression system (1‐Step Human Coupled IVT Kit, Thermo Fisher Scientific) following 489 

the manufacturer’s instructions.  Synthesis of each of the HOXD proteins was verified on a 490 
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western blot using a rabbit anti‐His Tag antibody (#2365, Cell Signalling Technology) (Fig. 491 

S2), before the protein was used in an electromobility shift assay (EMSA).  The double 492 

stranded oligonucleotides were biotin labelled by the manufacturers (Sigma) and assayed to 493 

ensure that each was labelled to a similar specific activity.  EMSAs were conducted as 494 

previously described (Lettice et al., 2012) and used either 2ul of a 1/25 dilution of protein 495 

from the IVT reaction or 4ug of limb bud extract (prepared using NE‐PER® Nuclear and 496 

Cytoplasmic Extraction Reagent Kit, Thermo Scientific). The specificity of binding was 497 

confirmed by competition with 100x excess of either unlabelled wild type or mutant (mut) 498 

HoxSite oligonucleotides. (Table S1)  499 

Mutant ZRS transgenic constructs 500 

Reporter gene transgenic analysis were made as previously described (Lettice et al., 501 

2012).  The mutant ZRS deletions (WMS 5, 20, 110) used were generated by PCR using 502 

primers ZRSF and R  (Table S1) from the appropriate mutant DNA. The Cu point mutation 503 

and MutHoxsite constructs were created using primers in Table S1 and a QuikChange II Site‐504 

Directed Mutagenesis Kit (Agilent). For combinations of sites, multiple rounds of 505 

mutagenesis were conducted and the correctly mutated ZRS subsequently cloned into fresh 506 

lacZ containing vector.  507 
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Figure Legends 615 

Figure 1.  Mutational analysis of the WMS site in the ZRS.  The position of the three 616 

sites within the ZRS that were targeted for mutation analysis are depicted in (A) and the 617 

WMS site is boxed. The conservation of the region containing the Werner mesomelic 618 

syndrome site is shown. The 3 nucleotides (green) mutated in WMS are shown in a green 619 

box and labelled WMS5, the Cu mutation is highlighted by the red box and the position of 620 

the gRNA is contained in the black box (the PAM site is underlined and in italics).  The 621 

position of the +A and +AA insertion is also shown. The wildtype and mutant allele 622 

sequences are shown at the top of each panel.  The wildtype hind limb (B) and expression 623 

patterns of Shh (G) and Ptc (H) at E11.5 hind limb buds are shown for comparison.  The 624 

hindlimbs of the Cuban mutation (a G > A point change) shows an extra anterior digit in the 625 

heterozygote (C) and a polydactylous hindlimb and the hypoplastic tibia in the homozygote 626 

(D).  Shh expression in the Cu homozygote  at E11.5 (I) and E12.5 (J) and Ptc in the 627 

heterozygote at E11.5 (K) and E12.5 (L) are shown. Ectopic expression is highlighted by the 628 

black arrows.  The heterozygous WMS5 deletion mutants are shown in (E, F, M and N).  629 

The hindlimb shows the absence of the tibia and polydactyly (E) and unlike the Cu mutation, 630 

polydactyly on the forelimb (F).  Strong ectopic expression of Shh (M) and Ptc (N) are 631 

observed (highlighted with arrows).  Scale bars = 500µm in (B) and (C); 1mm in (D), (E) and 632 

(F); 100µm in (G) to (N).  633 

 634 

Figure 2. Insertion mutations disrupt limb development to generate an unusual 635 

skeletal phenotype.  The position of the adenosine insertions are shown (A) adjacent to the 636 

WMS site to create the +A and the +AA mutations.  The skeletal features of the +A hindlimb 637 

in (B) show a triphalangeal digit 1 (arrowhead). (C) shows expression of Shh at E11.5 in the 638 
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hindlimb of +A mutant. Forelimb of the +AA mutant in (D) shows fusion and duplication of 639 

internal digits (asterisks) while the hindlimb in (E) shows bifurcation at the tip of the extra 640 

preaxial digit (arrowheads) and the centrally located extra digit (arrow).  (F) shows the 641 

bending of the hindlimb caused by a shortening of the tibia. The E11.5 WMS+AA hindlimb 642 

bud in (G) shows expression of Shh along the entire distal edge (black arrowheads).  Scale 643 

bars = 500µm in (B), (D) and (E); 100µm in (C) and (G); 1mm in (F).   644 

 645 

Figure 3. Mutational analysis of the Ebox and the Hx sites in the ZRS.  The ZRS 646 

(yellow rectangle) is depicted in (A) and the relative locations of the WMS site, the Ebox and 647 

the Hx mutation are indicated.  Boxes highlight the relative positions of the sequences 648 

shown in (Ebox, B) and (Hx, J) respectively. Linking these two regions, the position of the 649 

3’127 deletion is also shown.  The gRNA sequences are boxed in the wildtype sequences in 650 

(B and J) with the PAM site (in italics).  In (B) the EBox (highlighted in blue font) and the 651 

deleted nucleotides for each mutation are shown and the numbers of the homozygous 652 

animals analysed are indicated below each mutation (as n=).  Representative fore limb (C) 653 

and hind limb (D) from an Ebox17 homozygote demonstrate no detectable deviation from 654 

wildtype. The Shh expression in hind limbs at E11.5 for the wildtype (E), and Ebox3 (F), 655 

Ebox17 (G), Ebox16 (H), Ebox8 (I) homozygotes are depicted showing a normal pattern 656 

of expression.  The mutant sequence affected by the 3’ deletions near Hx are shown in (J).  657 

The wildtype sequence with the position of the Hx mutation (the red base and box) is 658 

indicated.  The position of Hoxsite 4 is highlighted in orange.  The sequences of all the 659 

deletions are shown below and the numbers of the homozygous animals analysed are 660 

indicated below each mutation (as n=).  The apparent unaffected fore limb (J) and hind limb 661 

(K) of the large 3’127deletion are shown and  The levels of expression of Shh at E11.5 hind 662 
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limb buds shown by in situ hybridization (M) and by quantification by qRT‐PCR (N) in 3’127 663 

homozygous embryos. Scale bars = 500µm in (C), (D), (K) and (L); 100µm in (C) – (I) and (M).    664 

 665 

Figure 4.  Deletions near the WMS site reduce the levels of Shh expression.  (A) The 666 

three deletions WMS20, WMS48 and WMS110 are shown relative to the WMS (green 667 

line), Ebox sites (blue line) and Hx mutation (red) within the ZRS (yellow rectangle).  The 668 

homozygous WMS20 mutants are shown in (B, C and H).  No limb abnormalities are 669 

detected in the forelimb (B) or the hind limb (C).  WMS48 limbs are shown in (D) and (E). 670 

The forelimb (D) shows loss of a digit and two terminal phalanges on the adjacent digit 671 

(arrowheads) and the hindlimb in (G) shows partial loss of digit 3 (arrow).  Loss of the middle 672 

digit in forelimb (F) and hind limb (G) are shown in the WMS110 deletion. H‐K shows Shh 673 

expression at E11.5 in the hindlimbs of WMS20 (H), WMS48 (I), WMS110 (J) and 674 

wildtype (K) embryos. (L) shows the outcome of the quantification by qRT‐PCR of Shh 675 

expression in E11.5 limb buds from wildtype and WMSΔ20, WMSΔ48 and WMSΔ110 676 

homozygous embryos. WMS48 and WMS110 expression levels are significantly (p< 0.001) 677 

lower than wildtype (Kruskal‐Wallis test with Dunn’s multiple comparisons). Scale bars = 678 

1mm in (B) and (C); 500µm in (D)‐ (G); 100µm in (H) ‐ (K).   679 

 680 

Figure 5. HoxD binding to conserved motifs in the ZRS. The top line shows the 681 

genomic sequence round the 4 Hox binding sites (designated Hoxsites1‐4), with the position 682 

of the WMS region indicated. Also the relative positions of the WMSΔ20, WMSΔ48 and 683 

WMSΔ110 deletions are indicated.  Below, the sequence of the 4 Hoxsites are shown in the 684 

same orientation. The consensus binding sites for each of the proteins HOXD9, D10 and D11 685 

are shown as position weight matrices under their gene names. For each triplet of EMSAs, 686 
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the lanes are shown as binding to a labelled Hoxsite oligonucleotide with no competition, 687 

with excess of the wildtype oligo as competitor and with the mutated Hoxsite oligo in 688 

competition to show specificity of binding to the Hoxsite. The specific binding is indicated by 689 

the arrowheads.  In the case of the E11.5 limb bud extract binding to Hoxsite2 a higher 690 

mobility shift is observed, indicated by the asterisk. The non‐specific band (arrow) is marked 691 

as a comparison with Fig S2.  692 

 693 

Figure 6.  Transgenic analysis of embryos carrying mutant ZRS sequences. (A) shows 694 

the sequences of the wildtype Hoxsites 1‐3 and the mutated sequences (designated 695 

MutHoxsite) that were used in the transgenic constructs.  (B‐E) Limb buds from transgenic 696 

embryos (E11.5) carrying the following ZRS sequences driving LacZ expression: (B) the 697 

wildtype ZRS sequences while C‐E show the no effect on expression of mutating the 698 

Hoxsites singly, MutHoxsite 1 (C),  MutHoxsite 2 (D) and MutHoxsite 3 (E).  Mutating 699 

combinations of sites results in lower LacZ expression; MutHoxsite2+3 shown in (F), 700 

MutHoxsite1+3 in (G) and MutHoxsite1,2 +3 in (H). The low level of expression in 701 

MutHoxsite1, 2 +3 is reproduced in the WMS110 construct (I). Addition of the Cu point 702 

mutation (J) or deletion of the WMS5 (K) results in distal and ectopic anterior expression; 703 

whereas, deletion of WMS20 (L) returns expression to wildtype levels. M‐O show the Cu 704 

mutation in combination with mutant Hox sites; MutHoxsite3+Cu (M), MutHoxsite2+Cu (N) 705 

and MutHoxsite2+3+Cu (0).  (P) Graphical representation of the LacZ expression patterns 706 

resulting from mutations within the ZRS. The width of the expression domain was divided by 707 

the width of the limb and expressed as a percentage. One spot represents the extent of 708 

reporter gene (LacZ) expression for each individual limb from a set of transient transgenic 709 

embryos. Data was subjected to a one‐way ANOVA and TukeyHSD test and those that differ 710 
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significantly from wildtype are indicted. (* P ≤0.05, *** P ≤ 0.001,  ****P≤0.0001) Scale bars 711 

= 100µm. 712 

 713 

Figure7. A representation of different functional regions and sites established for the 714 

ZRS is depicted in (A).  The ZRS is represented by the yellow rectangle and the position of 715 

the WMS 5bp site (green), the Ebox (blue), the Hx mutations (red) and Hoxsites (orange) are 716 

indicated in the ZRS.  The positions of the 5 ETS sites that control the position of the 717 

expression boundary are represented by the red ovals.  The region that contributes to 718 

regulating levels is in the blue box and the deletions that revealed this activity are shown.  719 

The region that mediates long range activity is shown in the black box.  The large region of 720 

this domain that is redundant is shown by the grey shading.  The two systems that control 721 

posterior restriction are shown below the ZRS rectangle indicating the position of the two 722 

ETV binding sites and the position of the WMS 5bp site.  (B) summarises the positive 723 

feedback loop between the 5’ HoxD genes and Shh to reinforce expression of Shh. ZRS 724 

(yellow box) and its position relative to Shh is shown on the left hand side, while a schematic 725 

of the HoxD complex including the two flanking regulatory domains (the early enhancer and 726 

the late enhancer) is depicted by green boxes on the right hand side.   Early expressing 727 

5’HOXD proteins bind Hoxsite 1‐3 within the ZRS to establish the levels of Shh expression in 728 

the initial stages of limb development (arrow 1). The levels of Shh expression is dependent 729 

on the number of Hox sites occupied.  SHH, in turn, is crucial for the shift in HoxD gene 730 

expression to the later genes, in particular Hoxd13 (arrow 2).  HOXD13 subsequently binds 731 

to sites at the 5’ end of the ZRS established by Leal and Cohn (2016) (arrow 3) to maintain 732 

Shh expression later in limb development.  733 

 734 

















Table S1-  Relates to Figures 5 and 6  
Oligonucleotides used.  

Px330 oligos  
WMS guideF CACCGTGGTCATAAAATACAGTACA 
WMS guideR AAACTGTACTGTATTTTATGTCCAC 
EBox guideF CACCGCACTGAGGGGAAAAGTCATC 
EBox guideF AAACGATGACTTTTCCCCTCAGTGC 
3’ guideF CACCGAACAATTTATGGATCATCAG 
3’ guideR AAACCTGATGATCCATAAATTGTTC 
  
Hox gene IVT constructs  
HoxD9F CATGATCATATGTCGTCCAGTGGCACCC 
HoxD9R CATGATCTCGAGGTCTCCTTTAGGGCACTTCTC 
HoxD10F CATGATCATATGTCCTTTCCCAACAGCTCTC 
HoxD10R CATGATCTCGAGAGAAAAGGTGAGGTTGGCGGTC 
HoxD11F CATGATCATATGAACGACTTTGACGAGTGCG 
HoxD11R CATGATCTCGAGAAATAAGGGGTTTCCAGTGAAATATTG 
HoxD12F CATGATCATATGTGTGAGCGCAGTCTCTAC 
HoxD12R CATGATCTCGAGATAGAGGGCCAGTGCTTGCTC 
HoxD13F CATGATCATATGAGCCGCTCGGGACTTGG 
HoxD13R CATGATCTCGAGGGAGACAGTGTCTTTGAGCTTG 
  
Hoxsites EMSA oligos  
Hoxsite 1F TTGTCCTGGTTTATGTCGCTTTTG 
Hoxsite 1R CAAAAGCGACATAAACCAGGACAA 
MutHoxsite 1F TTGTCCTGGTTgcgGTCGCTTTTG 
MutHoxsite 1R CAAAAGCGACcgcAACCAGGACAA 
Hoxsite 2F CAAACTTACATAAAAGTGACCTTGT 
Hoxsite 2R ACAAGGTCACTTTTATGTAAGTTTG 
MutHoxsite 2F CAAACTTACATAcgcGTGACCTTGT 
MutHoxsite 2R ACAAGGTCACgcgTATGTAAGTTTG 
Hoxsite 3F TGTACTGTATTTTATGACCAGATGACT 
Hoxsite 3R AGTCATCTGGTCATAAAATACAGTACA 
MutHoxsite 3F TGTACTGTATTTcgcGACCAGATGACT 
MutHoxsite 3R AGTCATCTGGTCgcgAAATACAGTACA 
Hoxsite 4F CTGATGATCCATAAATTGTTGGAA 
Hoxsite 4R TTCCAACAATTTATGGATCATCAG 
MutHoxsite 4F CTGATGATCCcgcAATTGTTGGAA 
MutHoxsite 4R TTCCAACAATTgcgGGATCATCAG 
  
LacZ Transgenic 
constructs 

 

ZRS F GATCATAAGCTTTACTTTAAGCCATCTTTG 
ZRS R GATCATAAGCTTCACATAGAACACTTAGTGAG 
  
Mutate ZRS oligos  
Cu F GACCTTGTACTaTATTTTATGACCAGATGACTTTTCCCTC 
Cu R GAGGGAAAGTCATCTGGTCATAAAATAtAGTACAAGGTC 
MutHoxsite 1F CAGTTTGAGATTGTCCTGGTcgcTGTCGCTTTTGGCAAAC 
MutHoxsite 1R GTTTGCCAAAAGCGACAgcgACCAGGACAATCTCAAACTG 
MutHoxsite 2F GTCGCTTTTGGCAAACTTACATAcgcGTGACCTTGTACTG 
MutHoxsite 2R CAGTACAAGGTCACgcgTATGTAAGTTTGCCAAAGCGAC 
MutHoxsite 3F GACCTTGTACTGTATTTcgcGACCAGATGACTTTTCCCTC 
MutHoxsite 3R GAGGGAAAGTCATCTGGTCgcgAAATACAGTACAAGGTC 
MutHoxsite 3F+Cu GACCTTGTACTaTATTTcgcGACCAGATGACTTTTCCCTC 
MutHoxsite 3R+Cu GAGGGAAAGTCATCTGGTCgcgAAATAtAGTACAAGGTC 
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