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Gènes du développement et évolution. La transition 
des nageoires aux membres des tétrapodes

Cours #5, 14 juin 2022, 17h

Rappel des notions du cours #4, fonction des gènes Hox dans la nageoire 
pectorale, approche génétique et criblage en gain de fonction, études du

développement des nageoires et expression des gènes Hox 
chez le poisson-spatule (polyodon)
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Denis Duboule

2021-2022
Gènes du développement et évolution. La transition 

des nageoires aux membres des tétrapodes

Déroulé du cours
Cours 1: Des nageoires aux membres, introduction, définitions des membres ptérygiens et chiridiens,
notions de phylogenèse des animaux à membres pairs, fossiles.

Cours 2: Homologies 'classiques', 'profondes', 'super-profondes', développement embryonnaire des
membres tétrapodes, développement de l'appareil cartilagineux, branchements et segmentation

Cours 3: Développement des membres ptérygiens (nageoires), AER versus AEF, squelette dermique
(exo-) versus squelette endochondral (endo-), origine de l'exosquelette

Cours 4: Utilisation de marqueurs génétiques, gènes Hox et marquages cellulaires, inactivations
fonctionnelles et mutagenèse chez le poisson-zèbre

Cours 5: L'études d'espèces 'intermédiaires', poisson-spatule, roussette, poissons à poumons, nous
éclaire-t-elle sur les homologies possibles?

Cours 6: Homologies super-profondes (mécanistiques, régulatives..) et conservation des régulations
dans les membres ptérygiens et chiridiens. Conclusions
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Danio rerio est un poisson osseux téléostéen et ses nageoires ne
sont donc que peu appropriées à l'étude de la transformation
nageoire-membre. Comment peut-on extrapoler ces
informations et en tirer des enseignements généraux?

chondrostéens

phylogénie adaptée de P. Janvier (1996)

sarcoptérigiens

actinoptérigiens

chondrichtyens

poisson-zèbre

poisson-castoresturgeon

polyptère

les chondrostéens sont
considérés comme les
actinoptérigiens les plus
primitifs, en partie car ils
ont un squelette qui est
incomplètement ossifié,
principalement formé de
cartilages.

Les éléments proximaux
semblent former une
structure 'homologue', au
niveau anatomique. Peut-on
étayer cela avec des
marqueurs moléculaires?

homologie simple

homologie profonde

téléostéensholostéens

Denis Duboule/2021-2022
Rappel; Homo et Danio, aux extrêmes des formes
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Rappel; Marqueurs moléculaires sur l'axe PD

Dans ce cas particulier de recherche d'homologies, il s'agit d'utiliser des marqueurs distribués le long de
l'axe proximo-distal, puisque l'hypothèse de l'apparition ou de l'extension d'une partie distale concerne
avant tout cet axe précis. L'axe PD étant lié, pendant le développement, à l'axe antéro-postérieur (voir
avant), des marqueurs de ce dernier peuvent aussi être utiles.

Gènes exprimés dans
des structures précises
du membres tétrapode:

Distal

Intermédiaire

Proximal

Denis Duboule/2021-2022
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Rappel; Gènes Hox, marqueurs de l'axe PD 
*Deux clusters de gènes Hox (sur les
quatre) furent 'recrutés' pour fonctionner
dans les membres, A et D.

*Il s'agit en particulier des gènes des
groupes 11 (zeugopode) et 13 (autopode)

Denis Duboule/2021-2022
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Rappel; 7 groupes Hox chez le poissons zèbre 

Relations d'orthologies entre les clusters Hox de la souris
(M) et du poisson-zèbre (ZF)

Denis Duboule/2021-2022
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Rappel; Phases d'expression précoces comparables... 

34hpf

40hpf

Hoxd9

Hoxd11

Hoxd13

E9.5

L'expression des gènes Hox
pendant la période précoce
(phase I) est très comparable
entre le poisson-zèbre et les
amniotes (souris, poulet), avec
une stratégie de distribution des
domaines d'ARNs en poupées
russes centrées sur la partie
postérieure. Quid de la phase
tardive (II), dans la partie distale?

Denis Duboule/2021-2022
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P D D

Hoxd11 Hoxd13

Hoxa11 Hoxa13

DP

H
ox

D
H

ox
A

hoxa11b hoxa13b

hoxd11 hoxd13

souris (patte avant) poisson-zèbre (pectorale)

Rappel; Phases d'expression tardives différentes... 
Denis Duboule/2021-2022
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En 2016, Shubin et collègues ré-évaluent l'expression des
gènes Hoxa13a et b et Hoxd13a.

Hoxa13a exprimé dans le
mésenchyme distal à 48 hpf puis dans
le repliement ectodermique proximal
à 72 hpf.

Hoxa13b exprimé dans le
mésenchyme distal à 48 hpf puis reste
exprimé dans le disque endochondral.

Hoxd13a exprimé dans le
mésenchyme distal et postérieur à 48
hpf puis reste exprimé dans le disque
endochondral.

barres d'échelle: 100 microns

Denis Duboule/2021-2022
Rappel; Expression de hoxa13a dans l'exosquelette
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GFP (fluorescence)promoteur ubiquitaire

*Promoteur ubiquitaire: promoteur qui fonctionne partout, dans toutes les cellules.. (par exemple les
gènes qui codent pour des enzymes cellulaires etc....)

STOP-STOP-STOP X1) Système marqueur

X

Site LoxP (petite séquence d'ADN reconnue par la recombinase CRE. Le recombinase délète (par 
recombinaison...) l'ADN localisé entre deux sites LoxP

enhancer promoter recombinase CRE 2) Système déclencheur

Denis Duboule/2021-2022

GFP (fluorescence)promoteur ubiquitaire

STOP-STOP-STOP

enhancer promoter recombinase CRE 

💥

Rappel; Cellules hoxa13a+ colonisent l'exosquelette
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Chaque cellule dans laquelle l'enhancer CNS65 (ou e16) est
actif va produire de la recombinase CRE. Cette
recombinase va rendre actif un transgène reporter qui va
fabriquer de façon stable de la m-cherry fluorescente. Par
conséquent, toutes les cellules descendantes de ces
celllules initiales seront marquées.

Les cellules marquées précocement par
l'enhancer CNS65 restent pour la plupart dans le
disque endochondral*, avec quelques-unes dans
le repliement ectodermique**

Les cellules marquées plus tardivement par
l'enhancer e16 se retrouvent pour la plupart
dans le repliement ectodermique. Ces cellules
émettent des philopodes dans la direction
distale, indiquant leur mouvement dans cette
direction.

*
**

**
*

m-cherry; DAPI

Denis Duboule/2021-2022
Rappel; Cellules hoxa13a+ colonisent l'exosquelette

12



7

Chaque cellule dans laquelle l'enhancer CNS65 (ou e16) est
actif va produire de la recombinase CRE. Cette
recombinase va rendre actif un transgène reporter qui va
fabriquer de façon stable de la m-cherry fluorescente. Par
conséquent, toutes les cellules descendantes de ces
celllules initiales seront marquées.

Les cellules marquées plus tardivement par
l'enhancer e16 se retrouvent pour la plupart
dans le repliement ectodermique. Ces cellules
émettent des philopodes dans la direction
distale, indiquant leur mouvement dans cette
direction.

A 120 Dpf (nageoire adulte), le m-cherry n'est
détecté que dans le squelette dermique** et
aucune cellule n'est visible dans la partie
endochondale*

Les rayons des nageoires (dermique) sont
marqués par la m-cherry et par des ARNs Zns-5,
spécifiques des ostéoblastes

*
**

**
*

m-cherry; DAPI

*
**

Zns-5 (ostéoblastes)   e16-'positive'      Zns-5 + Cre 

Denis Duboule/2021-2022

Enhancer e16

(ou déclenchées)  

m-cherry CRE!!

Rappel; Cellules hoxa13a+ colonisent l'exosquelette

13

Les gènes Hox13 et les autopodes

*Deux clusters de gènes Hox (sur les
quatre) furent 'recrutés' pour
fonctionner dans les membres, A et D.

*Les gènes #13 sont impliqués dans la
fabrication des autopodes.

*L'inactivation des gènes Hoxa13 et
Hoxd13 produit des animaux
pratiquement sans autopodes.

Denis Duboule/2021-2022
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Inactivation fonctionnelle des gènes Hox13 

La fonction des différents gènes 13 est alors évaluée par un
approche de perte de fonction utilisant CRISPR/cas9
(lignées et croisements pour KO multiples). Examen des
spécimens par micro CT-scan

contrôle

Hoxd13a-/-

Hoxa13b-/-

Hoxa13a-/-

Hoxa13a-/-

Hoxa13b-/-

Hoxd13a-/-

Hoxa13a-/-

Hoxa13b-/-

Morphologie 'normale'

Morphologie app 'normale'

Rayons réduits en longueur, endosquelette normal

Rayons réduits en longueur, endosquelette normal

Rayons très réduits en longueur, endosquelette augmenté 
de app 10% (masse) et augmentation de #radiaux distaux

Rayons très réduits en longueur, endosquelette augmenté 
de app 10% (masse) et augmentation de #radiaux distaux, 
plus un 'pattern' anormal de radiaux proximaux (?)

Denis Duboule/2021-2022
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Conclusion et hypothèse 

adultdéveloppement

souris

Hox13

ZF

Hox13-/-

contrôle

Hox13-/-

Les gènes Hox13 marquent les cellules distales
du bourgeon du membre amniote. L'inactivation
de ces gènes conduit à la perte des structures
les plus distales (les autopodes).

Chez le ZF, les gènes Hox13 marquent
également les cellules distales (?) du bourgeon
de la nageoire (mais voir Ahn and Ho..). Ces
cellules migrent dans le repliement
ectodermique et participent au squelette
dermique. Leur inactivation affecte ce squelette
et augment légèrement la partie endochondrale

Interprétation: En absence de protéine HOX13,
les cellules du mésenchyme du disque
endochondral ne migrent plus dans le repli et
donc vont faire plus de disque endochondral..

Hox13-/-

Denis Duboule/2021-2022

résultat

hypothèse

16



9

Conclusion et hypothèse 

adultdéveloppement

souris

Hox13

ZF

Hox13-/-

contrôle

Hox13-/-

MAIS!

*gènes Hox13's exprimés aussi dans la partie proximale

*gène Hoxa11 exprimé dans la partie distale

*seules les cellules Hoxa13a+ migrent dans
l'exosquelette, pas les cellules Hoxa13b+. Double
mutant?

*L'étude du laboratoire de Peter Currie (cours #3)
montrait que les cellules dans le repli dérivaient du
mésoderme somitique...(mais peut-être seulement pour
la transition AER-AEF, ensuite elles pourraient venir du
disque endochondral... (Currie, juillet 2016; Shubin,
septembre 2016....)

Marquer des somites ne veut pas dire que TOUTES les
cellules migrantes dans le repliement sont de cette
origine...

*Des expressions géniques suffisent-elles à assigner des
homologies ? TITRE de la publication....

Denis Duboule/2021-2022

résultat

hypothèse

17

Gènes HoxA comme marqueurs de l'axe PD 

*Deux clusters de gènes Hox (sur les
quatre) furent 'recrutés' pour
fonctionner dans les membres, A et D.

*Il s'agit en particulier des gènes des
groupes 9 à 13, tous orthologues au
gène AbdB de la mouche Drosophila.

*Ces gènes déteminent des segments
différents le long de l'axe proximo-
distal, comme le montrent à la fois les
effets de leurs inactivations et leurs
domaines d'expression

*Dans le cas du cluster A, les gènes
#11 et #13 ont des domaines
complémentaires qui se séparent
pendant la croissance du bourgeon.

Denis Duboule/2021-2022

DISTAL... PROXIMAL...

18
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https://france3-regions.francetvinfo.fr/paris-ile-de-france/paris/paris-tour-eiffel-130-ans-1647182.html

information qualitative (1er, 2ème, 3ème...)

information topologique (le plus distal..)

Denis Duboule/2021-2022

Dans le contexte du développement des membres (chiridiens et ptérygiens), 
les gène Hox déterminent-ils une structure ou une position relative?

Chez la souris, le double mutant Hox13 induit-il la perte des 'mains'  ou la 
perte 'de la partie la plus distale des membres'?

Gènes Hox; Information de qualité ou de position?

19

*Partager des histoires développementales (?) Des mécanismes? Des linéages?... 

*Des structures homologues (homologie simple, profonde ou ontologique?)

Comment faire avancer la discussion?

Trois angles d'attaque:

*Poursuivre et creuser les analyses chez le ZF (outils génétiques et cellulaires..imagerie..).

*Comparer avec d'autres systèmes 'phylogénétiquement''intéressants' afin de voir si telle ou
telle hypothèse est confirmée/infirmée.

*Comparer les systèmes de régulations de ces gènes Hox en détails pour estimer la
profondeur de l'homologie...

La suite...
Denis Duboule/2021-2022

20
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*Partager des histoires développementales (?) Des mécanismes? Des linéages?... 

*Des structures homologues (homologie simple, profonde ou ontologique?)

Comment faire avancer la discussion?

Trois angles d'attaque:

*Poursuivre et creuser les analyses chez le ZF (outils génétiques et cellulaires..imagerie..).

*Comparer avec d'autres systèmes 'phylogénétiquement''intéressants' afin de voir si telle ou
telle hypothèse est confirmée/infirmée.

*Comparer les systèmes de régulations de ces gènes Hox en détails pour estimer la
profondeur de l'homologie...

La suite...
Denis Duboule/2021-2022

21

Les auteurs procèdent à un criblage génétique par gain de
fonction, en utilisant le mutagène ENU (N-nitroso-N-éthylurée (fr)
-N-ethyl-N-nitrosourea (ang.), qui agit par transfert du groupe
éthyl de l'ENU sur une base d'ADN (en général la thymine).
Efficacité très élevée de 1 hit par 700 loci...

Approche par mutagenèse chez le poisson-zèbre
Denis Duboule/2021-2022

22
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Approche par mutagenèse en gain de fonction

Production d'animaux F1 (14'000..)
Anesthésie, examen microscopique et
sélection des mâles intéressants.
Croisements avec des femelles type sauvage

Génotypage, recherche du gène affecté

Traitement au ENU, mutagenèse des
spermatozoïdes et croisement avec des
femelles de type sauvage

Production d'animaux F2. Anesthésie,
examen microscopique et sélection des
lignées intéressantes après confirmation du
phénotype et de sa stabilité

Denis Duboule/2021-2022
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Génotypage (identification du gène et de la mutation)

La soustraction des SNPs présents chez les
'frères/soeurs' permet alors d'identifier le
chromosome (morceau de-) contenant la
mutation (car sélection sur le phénotype..)

Examen visuel des gènes candidats, nature de la 
mutation (synonyme, non-synonyme..)

Séquençage des exomes (parties codantes
des gènes), comparaison avec la même
ponte ('frères, soeurs', #4-6) qui tous
contiennent des SNPs

Nouvelle soustraction en incluant aussi des
séquençes exomiques obtenues d'autres
animaux 'frères/soeurs/mutants', conduisant
à un resserrement de la localisation...

Hypothèse sur un gène cible         Vérification fonctionnelle         

Mêmes chromosomes 
provenant d'animaux non-
mutés de la même ponte 

paire de chromosomes
d'un animal muté

Denis Duboule/2021-2022
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Identification d'une lignée mutante montrant des pièces
surnuméraires en position distale des rayons endosquelettiques. Ces
pièces (intermédiaires) sont considérées comme 'homologues' au
zeugopode des amniotes, basé sur le patron d'articulation.

Mutant appelé 'Rephaïm' (reph) en référence aux Ephraïms (des
créatures humaines à la taille supérieure, hébreu ancien)

Articulation directe 
avec l'épaule

Pas d'articulation 
directe avec l'épaule

Gain de fonction (dominant)

La mutation Rephaïm (reph)
Denis Duboule/2021-2022

Homologies plus
prudentes que dans 

d'autres études 
(topologiques)

'qui touche l'épaule ou pas'

🙂

..mais... 

25

La mutation Rephaïm (reph)

wpf: semaines après fertilisation 

Développement du phénotype mutant:

*Formation normale du bourgeon de la nageoire

*Formation normale du repli ectodermique

*Apparence normale du disque endosquelettique

*A 3 wpf, séparation en quatre condensation cartilagineuse
visible mais un peu perturbée dans l'aspect distal du rayon
#4

*A 4 wpf, début de minéralisation proximale des rayons et
début de segmentation anormale en partie distale

*A 5 wpf, cette segmentation anormale des modèles
cartilagineux se transforme en ossification de pièces
surnuméraires.

Interprétation: Les cartilages des rayons #3 et 4 (ad minima)
sont trop longs et (donc) se segmentent dans leur partie
distale.

Denis Duboule/2021-2022

26
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Rephaïm (reph), un allèle du gène waslb (waslbReph)

La mutation Reph est associée au gène waslb (wiskott-aldrich syndrom-
like b) (WAS est une maladie du système immunitaire, inflammation,
irritation de la peau, problèmes de coagulation...)

*Les protéines de la famille WAS sont impliquées
dans la régulation du cytosquelette actinique. Waslb
interragit avec d'autres protéines (e.g. Cdc42) dans
la formation des filaments de F-actin. Fonctionne
également dans la migration et la polarité cellulaire...

La mutation Reph est une substitution d'un résidu sérine (S) par un
résidu proline (P) en position 265 (AA#265), changement qui
n'interrompt pas la protéine mais qui probablement modifie sa
fonction (gain de fonction)

*L'inactivation complète de waslb (CRISPR/Cas9)
(mutant non-sens) ne donne aucun phénotype
visible

*Des mutations par CRISPR/Cas9 en cis avec le
gène muté (donc une deuxième mutation sur le
même allèle déjà muté..) mais en amont de la
mutation Reph, suppriment le phénotype

*Des petites délétions 'in frame' 'en cis' ne
suppriment pas le phénotype

Cela démontre que la mutation Reph (waslbReph)
est responsable du phénotype observé.

⚠ Trois contrôles essentiels

Denis Duboule/2021-2022
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Interactions génétiques avec les gènes Hox?

*Les auteurs décident d'induire une série de mutations conditionnelles de
waslb chez la souris afin de voir si ce gène est également impliqué dans la
formation des structures osseuses (membres, squelette axial..).
Effectivement, ils voient des problèmes dans la fabrication des os longs,
avec une réduction et des anomaIies. Ils en concluent que:

*Quelle relation avec les gènes HoxA et HoxD?

Série de croisements génétiques avec des mutants des gènes HoxA et
HoxD pour voir si effectivement la fonction du gène Waslb pourrait être
'médiée' par les gènes Hox.

Denis Duboule/2021-2022

28



15

Interactions génétiques avec les gènes Hox?

*Le mutant waslbReph/+ montre le phénotype
'attendu' avec les rayons (radiaux) surnuméraires

*Le mutant waslbReph/+ en absence de fonction des
gènes Hox11 ne montre PAS le phénotype 'attendu'.
Absence de rayons (radiaux) surnuméraires

Conclusion. Les gènes Hox11 sont nécessaires pour
la formation des éléments surnuméraires (mais pas
pour les rayons 'normaux')

*Le mutant waslbReph/+ en absence de fonction des
gènes Hox13 montre un phénotype exacerbé
(multiples rayons (radiaux) surnuméraires), en
plus du phénotype attendu sur le squelette
dermique

Conclusion: Effet des protéines HOX13 sur la
fonctionnalité des gènes Hox11.....

*

Denis Duboule/2021-2022

..mais pas d'anomalie en absence des gènes 11 

..mais disque endochondral plus grand..(mutants 13) 

29

Conclusion scientifique

protéines HOX13

gènes Hox11

..En l'absence de protéine 13, les
gènes Hox11 sont surexprimés et
donc vont favoriser la croissance des
radiaux (en présence de la protéine
wasbl anormale...

**Cela pourrait tout de même dire que
l'expression des gènes 13 dans le disque
endochondral a une fonction et que cette
fonction n'est pas restreinte aux cellules qui
vont migrer dans le squelette
dermique....Cette situation de contrôle
négatif de 13 sur 11 est exactement ce qui
est observé dans la partie distale du membre
amniote, contrairement au schéma...

Denis Duboule/2021-2022

30
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Conclusion médiatique

Communiqué de presse du magazine Cell:

(DD traduction; ''...Image: Cette image montre
comment des poissons-zèbres mutants
transforment leurs 'membres' pour devenir
proches des membres humains.''

https://www.eurekalert.org/news-releases/660491

Denis Duboule/2021-2022

31

Commentaire heureusement plus balancé

1) partie 'proximale/intermédiaire

2) partie 'dépendante'....(mais 13 dans endosquelette..)

3) points d'interrogation pour le zeugopode...

4) point d'interrogation pour le domaine 13 de neoceratodus

Conclusion scientifique
Denis Duboule/2021-2022

32
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*Partager des histoires développementales (?) Des mécanismes? Des linéages?... 

*Des structures homologues (homologie simple, profonde ou ontologique?)

Comment faire avancer la discussion?

Trois angles d'attaque:

*Poursuivre et creuser les analyses chez le ZF (outils génétiques et cellulaires..imagerie..).

*Comparer avec d'autres systèmes 'phylogénétiquement''intéressants' afin de voir si telle ou
telle hypothèse est confirmée/infirmée.

*Comparer les systèmes de régulations de ces gènes Hox en détails pour estimer la
profondeur de l'homologie...

La suite...
Denis Duboule/2021-2022

33

Etude du poisson-spatule (spatulaire)

chondrostéens

phylogénie adaptée de P. Janvier (1996)

sarcoptérigiens

actinoptérigiens

chondrichtyens

Les éléments proximaux
semblent former une
structure 'homologue', au
niveau anatomique. Peut-on
étayer cela avec des
marqueurs moléculaires?

téléostéensholostéens

esturgeon poisson-spatule

poisson-zèbre

Acipenseriformes (espèces assez proches)

les chondrostéens sont
considérés comme les
actinoptérigiens les plus
primitifs, en partie car ils
ont un squelette qui est
incomplètement ossifié,
principalement formé de
cartilages.

Denis Duboule/2021-2022
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Etude du poisson-spatule (spatulaire)

Les ARNs HoxA11 et Hoxa13 sont restreints aux cellules les plus distales du disque
endochondral. Très vraisemblablement dans (partiellement) les mêmes cellules.

Pas d'exclusion des deux domaines d'expression comme chez les amniotes, une situation
similaire à celle décrite chez le ZF

2007 HoxA

Denis Duboule/2021-2022
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Etude du poisson-spatule (spatulaire)

poisson-spatule

Les ARNs Hoxd11, comme ceux de Hoxd13, sont aussi restreints
à l'aspect distal sans distinction entre deux domaines
concomitants comme c'est le cas chez les amniotes. La partie la
plus distale se trouve au niveau des radiaux distaux. Comme
pour les Hoxa, l'expression n'est pas détectée dans le AEF et FF.

HoxD

Denis Duboule/2021-2022

2007

36
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Etude du poisson-spatule (spatulaire)

poisson-spatule

a) 'Aquisition de la phase 'tardive' des gènes
Hoxd11 et Hoxd13

c) Perte du repliement ectodermique

e) Perte de la phase 'tardive' des gènes
Hoxd11 et Hoxd13

En fait, on ne voit jamais des phases différentes
en même temps comme c'est le cas pour les
amniotes, alors que la terminologie (précoce,
'tardive') est prise de chez la souris. Chez le ZF,
les gènes Hoxd sont-ils exprimés en plusieurs
phases? Si oui pourquoi ne les voit-on jamais
ensemble et si non, est-ce une phase précoce
ou une phase tardive?

Poisson-zèbre poisson-spatule Tiktaalik tétrapode
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Etude du poisson-spatule (spatulaire)

Les ARNs HoxA11 et Hoxa13 sont clairement détectés
dans le repli ectodermique?? Mêmes gènes, même
espèce... même auteur? Problèmes techniques, manque de
matériel pour développer de vrais SOP risque de
mauvaises interprétations...

Stade 45

2016

HoxA
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Etude du poisson-spatule (spatulaire)

Stade 45

2016

HoxA
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Etude du poisson-spatule (spatulaire)

L'expression des gènes
#11, 12 et 13 est très
similaire, avec un seul
domaine visible. Ensuite,
les auteurs identifient une
deuxième phase (late
phase) d'expression dans
la partie exo-squelettique
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Etude du poisson-spatule (spatulaire)

L'expression des gènes #11, 12 et 13 est très
similaire, avec un seul domaine visible. Ensuite,
les auteurs identifient une deuxième phase (late
phase) d'expression dans la partie exo-
squelettique.

Est-ce un deuxième domaine, l'extension du
premier, des cellules migrantes ?

Là encore, les deux 'phases' ne sont pas visibles
en même temps, comme dans le cas des
amniotes.

actinodine (And)
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