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

Cours #2, 24 mai 2022, 17h

Rappel des notions du cours #1, définition et profondeurs des homologies, 
développement du membre chiridien, initiation, élongation et établissement
des axes, condensation et segmentation des modèles cartilagineux et origine

des population de cellules progénitrices
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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'exo-squelette

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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Résumé de l'épisode précédent; définitions, question

*Anatomiquement, les membres des vertébrés se classent
en deux grands types:

1) Les membres ptérygiens (les nageoires), chez les
cyclostomes et les poissons (formes très variables).

2) Les membres chiridiens (chez les tétrapodes),
généralement pentadactyles (formes très contraintes
(concept de 'Bauplan'ou d'archétype').

? ?

poissons

tétrapodes

Dans ce cours, il ne sera question que des membres pairs supérieurs (bras, pattes avant, ailes, nageoires pectorales..)⚠

Denis Duboule/2021-2022

L'espérance d'une compréhension de cette transition
évolutive capitale se trouve donc dans l'analyse détaillée des
mécanismes qui fabriquent ces structures et dans la possibilité
de pouvoir ensuite identifier des relations d'homologies entre
ces mécanismes afin de pouvoir à la fois proposer un point de
départ, puis le schéma de transformation le plus probable ET
le mieux soutenu par les différents corpus de résultats...
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Anale Pectorales (paires)
Pelviennes (paires)

Dorsale 2 (adipeuse)
Dorsale

Pattes arrières (paires)
Pattes avant (paires)

Caudale

Notion d'homologie'

*Pas de dérivation directe

*Une structure commune...

*..chez un ancêtre commun

Denis Duboule/2021-2022
Résumé de l'épisode précédent; définitions, question
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oiseaux
squamata

mammifères

-370 -350 -300

Panderichthys

Tiktaalik

Acanthostega

Ichthyostega

Arthur Escher / Robin Marchant
http://editionslep.ch

Denis Duboule/2021-2022
dévonien

inf
moyen

supérieur

Résumé de l'épisode précédent; Phylogénie
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Panderichthys

Tiktaalik

Acanthostega

Ichthyostega

Eusthenopteron

Pederpes

Denis Duboule/2021-2022

Ce sont là bien entendu des reconstructions à partir de fossiles d'animaux disparus...⚠

Résumé de l'épisode précédent; Paléontologie
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Ichthyostega

Acanthostega

Tiktaalik

Cladistique: reconstruction des liens de parenté entre êtres vivants 
par groupes de ressemblance (clades) et leurs relations évolutives 
(cladogrammes)

Des traits similaires sans origine commune...

poissons
tétrapodomorphes

Denis Duboule/2021-2022
Résumé de l'épisode précédent; Tiktaalik
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Denis Duboule/2021-2022
Résumé de l'épisode précédent; Tiktaalik

Tweet du 20 mai 2022, museum de Chicago (     100K followers..)V

Tiktaalik, un poisson vieux de 375 millions
d'années, que ses 'nageoires de type
membre' permirent de s'aventurer sur la
terre ferme. C'est un fossile transitionnel
clé qui montre comment un poisson
ancien put évoluer en animaux terrestres,
incluant les humains (trad. DD).
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1) 'Homologie classique' (structures issues de la même structure ancestrale)

Denis Duboule/2021-2022

Pierre Belon du Mans 
(1517-1564)

Anatomie comparée

(André Vésale (1514-1564)
Anatomie humaine

Tibia, péroné

Tarsométatarse
(fusion du tarse –cheville- et
du métatarse –pied- des
mammifères)

Résumé de l'épisode précédent; concept d'homologie'
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Denis Duboule/2021-2022
Résumé de l'épisode précédent; concept d'homologie'
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Homologie, homologie, homologie et homologie

1) 'Homologie' (structures issues de la même structure ancestrale)

2) 'Homologie profonde' (formalisée par Shubin, Tabin and Carroll, 1997, revue  2009); 
structures différentes (non-homologues) issues de l'utilisation de réseaux de gènes et de leurs 
interactions mises au point à l'origine pour une structure qui n'est pas sensu stricto 'homologue')

3) 'Homologie super-profonde mécanistique' (formalisée par Wagner et Collègues, notion 
de ChIMs..)

4) 'Homologie super-profonde 'ontologique' (structures 'homologues' produites suite à 
l'évolution de systèmes de régulations spécifiques à la fonction (nouveauté, structure..)

Denis Duboule/2021-2022

12
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Homologie 'profonde' 1.0 ('deep homology')

Homologie 'classique'

Homologie 'profonde'

Denis Duboule/2021-2022

2) 'Homologie profonde' 

13

Homologie 'profonde' 1.0 ('deep homology')

*Etablir un système génétique intégré
qui pourra être utilisé pour
promouvoir à la fois l'extension
d'appendices divers et leur
patterning, sans que ceux-ci ne soient
homologues sensu stricto

*Q: Les modifications génétiques et
de régulations de ce système intégré
sont-elles nécessairement intégrées ?

L'homologie profonde reste-t-elle
toujours profonde?

Disque imaginal
de patte de mouche

Bourgeon de
patte de tétrapode

L'organisation générale des
régions importantes est 'conservée',

considérant les domaines 
d'expression géniques

Aucune structure 
commune n'existait 

comme point de départ
de ces deux 

types d'appendices

Denis Duboule/2021-2022

14
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Homologie 'profonde' 2.0 ('deep homology')

Structure ancestrale A

Structure ancestrale C

Structure ancestrale B

Homologie
profonde

Structure C'

Structure C''

Homologie

Mais variation
importante qui peut
sortir de l'homologie

Denis Duboule/2021-2022
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Homologie 'profonde' 2.0 ('deep homology')

Structure ancestrale A

Structure ancestrale C

Structure ancestrale B

Homologie
profonde

Structure C'

Structure C''

Homologie

Mais variation
importante qui peut
sortir de l'homologie

?
Structure transformée

ou néomorphe

Denis Duboule/2021-2022

16
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Homologie 'super-profonde'

?
Structure transformée

ou néomorphe

Pour répondre à cette question, il faut creuser dans les mécanismes qui
produisent ces différentes parties, comprendre les détails fins des
régulations génétiques mises en oeuvre afin de décider si il s'agit là de
transformations sur la base d'homologies ou alors d'éléments néomorphes.
En d'autres termes, il faut rechercher les homologies ontologiques, définies
comme étant produites non pas par l'expression de la même batterie de
gènes et de protéines, mais par des phénomènes communs de régulations.

Cela implique naturellement la compréhension 1) du développement des
structures concernées et 2) des chaînes de régulations géniques qui y sont
spécifiquement associées.

Si ces structures se développent de la même
façon, suite aux activités de cellules et de
gènes identiques et à des contrôles
identiques des unes et des autres, alors
seulement pourra-t-on parler de leur
homologie

Denis Duboule/2021-2022
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Homologie 'super-profonde' mécanistique
Denis Duboule/2021-2022

..proposer une notion de la co-option plus riche et plus empiriquement précise, qui va 
au delà de l'évocation commune (pratique) à une 'homologie profonde' (trad. DD)

'empiriquement': qui relève de l'expérience
scientifique concrète

18
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Denis Duboule/2021-2022

Concept de 'ChIMs': 'Character Identity Méchanisms':

Définition d'une batterie de mécanismes qui peuvent définir 
l'identité d'un caractère... 

Définition de l'homologie profonde' essentiellement
basée sur l'examen de patrons d'expression géniques
et est donc incomplète et théorétiquement biaisée

Besoin de critères plus mécanistiques

ChIMs 

Homologie 'super-profonde' mécanistique

19

Denis Duboule/2021-2022

Concept de 'ChIMs': 'Character Identity Méchanisms':

Définition d'une batterie de mécanismes qui peuvent définir 
l'identité d'un caractère... 

Les cellules (et non pas les gènes) sont les 'causes
proximales' du développement et une considération plus
générale des mécanismes cellulaires est nécessaire pour
établir des 'homologies...

*interactions entre protéines
*ARNs non codant

*Signalisation inter-cellulaire
*Role de la matrice extra-cellulaire

....

Homologie 'super-profonde' mécanistique

20
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Denis Duboule/2021-2022

ChIMs

Définition d'un type
cellulaire, par activation
d'un Core Regulatory

Complex (CoRE)..

Définition d'un type
de tissu, par contacts 

inter-cellulaires

Définition d'un type
d'organe et de sa topologies

suite à des signalisations     sur
des tissus différents 

Homologie 'super-profonde' mécanistique

21

Denis Duboule/2021-2022
Homologie 'super-profonde' 'ontologique'

*Essayer de remonter en amont des mécanismes cellulaires et génétiques pour
définir des systèmes de régulation des gènes, fortement associés à la
construction et/ou au fonctionnement de la structure considérée, afin de voir si
ces systèmes sont conservés dans les structures potentiellement 'homologues'.

*Voir si une approche fonctionnelle de ces régulations (pas exemple des
modifications ou leur suppression) donne des effets comparables dans ces
structures, exclusivement.

*Cela pourrait toujours n'être 'qu'un phénomène de co-option' mais la probabilité
diminue à chaque niveau d'analyse de l'homologie.

*La transition de la nageoire au membre chiridien en donne un illustration
parlante.

22
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Comprendre l'origine embryonnaire des structures

*Anatomiquement, les membres des vertébrés se classent
en deux grands types:

1) Les membres ptérygiens (les nageoires), chez les
cyclostomes et les poissons (formes très variables).

2) Les membres chiridiens (chez les tétrapodes),
généralement pentadactyles (formes très contraintes
(concept de 'Bauplan'ou d'archétype').

? ?

poissons

tétrapodes

Denis Duboule/2021-2022

L'espérance d'une compréhension de cette transition
évolutive capitale se trouve donc dans l'analyse détaillée des
mécanismes qui fabriquent ces structures et dans la possibilité
de pouvoir ensuite identifier des relations d'homologies entre
ces mécanismes afin de pouvoir à la fois proposer un point de
départ, puis le schéma de transformation le plus probable ET
le mieux soutenu par les différents corpus de résultats...
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Le développement des membres et des nageoires

Les questions principales sont celles de la croissance et de l'organisation de ces 
structures dans le temps.  

Plus particulièrement:  
1) D'où sortent les appendices?

2) Comment fixer leur nombre?

3) Mécanismes de croissance?

4) Organisation et polarités:

*Antéro-postérieure

*Proximo-distale

*Dorso-ventrale

5) Séquences d'ossifications

6) Linéages cellulaires (scRNA-seq)

Denis Duboule/2021-2022

Lewis and Martin, 1991

*Certains aspects du développement des membres des mammifères et des oiseaux ont également été traités dans le cours du 
Collège de France 2020-2021, cours centré sur les syndromes génétiques impliquant les membres. 

https://www.college-de-france.fr/site/denis-duboule/course-2020-2021.htm

24
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Les membres sont des dérivés mésodermique, de la lame latérale

Tôt au cours du développement apparaîssent trois types généraux de
tissus, les 'feuillets germinatifs' dont dériveront tous nos types cellulaires et
nos tissus futurs.

L'endoderme (Endon, en dedans); l'ectoderme (Ektos, au dehors) et le
mésoderme (Mesos, médian).

Les membres des tétrapodes

Campbell, 8ème édition

Denis Duboule/2021-2022
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Origine embryologique des membres 

Les membres sont des dérivés mésodermique, de la lame latérale 

Somitique
(muscles, vertèbres)

Intermédiaire
(néphrons)

Latéral (somatopleure)
(...membres)

Le développement précoce des embryons vertébrés consiste à organiser
ces trois feuillets embryonnaires avec la bonne géométrie. De là
découlera la suite de l'organisation et de la morphogenèse des
embryons

Denis Duboule/2021-2022
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Les molécules clés:

Tbx4,5: (T-Box facteurs de transcription 4, 5), app 15 Tbx facteurs
lient une T box TCACACCT et régulent la transcription de gènes cibles

Fgf8, Fgf10: Facteurs de croissance des fibroblastes (23 différents).
Molécules de signalisation intercellulaire (ligands) qui lient 4 récepteurs
différents (FGFR1-FGFR4). Effets multiples (division cellulaire..). 
Signalisation principalement par la voie Jak/Stat

Initiation des membres 

Tbx5

Fgf10

EMT Epithelial to
mesenchymal transition

Fgf10
(mesenchyme)

Fgf8
(ectoderme)

feedback loop

outgrowth

Denis Duboule/2021-2022

27

Positions et initiation des membres 

Q1 Q2

?

Denis Duboule/2021-2022

28
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Positionnement des membres (3 phases) 

RA: acide rétinoïque

Denis Duboule/2021-2022

29

Croissance et 'patterning' (organisation) des membres 

Structure en 3D

*Proximo-distal
*Antéro-postérieur
*Dorso-ventral

Sonic Hedgehog
Shh Fgf8

?

Denis Duboule/2021-2022

30
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Croissance du membre, axe proximo-distal 

Structure en 3D

*Proximo-distal

Signalisation du tronc Croissance indépendante du membre

Temps absolu (app 3 jours)

spécification
proximale

spécification
intermédiaire

spécification
distale

prolifération, expansion
différentiation

omoplate
humérus

radius
cubitus

poignet
doigts

*Deux systèmes coordonnés: 1) système d'expansion et de croissance distale
2) système de spécification progressive

Denis Duboule/2021-2022

31

1) système d'expansion et de 
croissance distale

*GRN a boucles de rétroaction 
effet positif (augmentation)

effet négatif (diminution)

Croissance du membre, axe proximo-distal 

*BMP4 est un membre de la famille TGFbeta, qui 
signalise par l'intermédiaire des protéines smad

*Gremlin est un inhibiteur de BMP4 

initiation propagation terminaison

Denis Duboule/2021-2022

32
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Croissance du membre, axe proximo-distal 

Au début, boucle positive qui stimule
la production de Fgf dans l'AER.
Cependant, l'accumulation de trop de
Fgf dans cette structure va engendrer
une boucle négative qui, en inhibant
l'inhibiteur de BMP va conduire à une
rétraction de l'AER, en parallèle à
l'éloignement des cellules exprimant
Gremlin de cette AER...

Ce système contient les éléments
nécessaires à la balance entre
l'initiation de la croissance de la
structure, sa persistance et sa
terminaison

Un système auto-entretenu, qui
contient les éléments de sa propre
dynamique

Denis Duboule/2021-2022

33

Signalisation du tronc Croissance indépendante du membre

Temps absolu (app 3 jours)

spécification
proximale

spécification
intermédiaire

spécification
distale

prolifération, expansion
différentiation

omoplate
humérus

radius
cubitus

poignet
doigts

Croissance du membre, axe proximo-distal 

Actions opposées de deux systèmes

34
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Signalisation du tronc Croissance indépendante du membre

Temps absolu (app 3 jours)

spécification
proximale

spécification
intermédiaire

spécification
distale

prolifération, expansion
différentiation

omoplate
humérus

radius
cubitus

poignet
doigts

2) système de spécification
des 'segments' du membre

Hox9-10        Hox11                  Hox13

Croissance du membre, axe proximo-distal 
Denis Duboule/2021-2022

35

La double fonction des gènes Hox dans les membres

1) Détermination de la position sur l'axe AP 

2) Croissance et organisation 

Denis Duboule/2021-2022

Moreau et al., J. Gros (2019)
Current Biology, PMID: 30554902

36
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Gènes Hox et organisation des membres (HoxA/HoxD) 

Capecchi, Chambon, Duboule laboratories; from Zakany and Duboule, 2007

Denis Duboule/2021-2022

37

Gènes Hox et organisation des membres (HoxA/HoxD) 

Capecchi, Chambon, Duboule laboratories; from Zakany and Duboule, 2007, Fromental-Ramain et al., 1996

X

X

HoxA13-/-

HoxD13-/-

Denis Duboule/2021-2022

38
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Gènes Hox et organisation des membres (HoxA/HoxD) 

Capecchi, Chambon, Duboule laboratories; from Zakany and Duboule, 2007: Davis et al., 1995

X

X

HoxA13-/-

HoxD13-/-

HoxA11-/-

HoxD11-/-

Denis Duboule/2021-2022
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Gènes Hox et organisation des membres (HoxA/HoxD) 

Capecchi, Chambon, Duboule laboratories; from Zakany and Duboule, 2007; Kmita et al., 2005

HoxA13-/-

HoxD13-/-

HoxA11-/-

HoxD11-/-

HoxA-/-

HoxD-/-

Denis Duboule/2021-2022

40
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Le gène sonic hedgehog (Shh)
gène clé de la polarité antéro-postérieure

*GRN a boucles de feedback négatifs
effet négatif (diminution)

effet négatif (terminaison)

Croissance du membre, axe proximo-distal (et A-P..) 
Denis Duboule/2021-2022

41

Sonic hedgehog (Shh) et l'axe antéro-postérieur 

ZPA: Zone of Polarizing Activity
(Zone à Activité Polarisante)

ZPA: Expériences de Saunders et
Gasseling dans les années 1960-70 qui
consistent à greffer dans la partie
antérieure du bourgeon de membre du
poulet, des cellules provenant de la
partie postérieure.

Le résultat est une duplication en miroir
de la partie distale du membre. Par
conséquent, ces cellules postérieures
ont une activité 'polarisante'. Quelle est
la nature de cette activité?

Denis Duboule/2021-2022

42
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Sonic hedgehog (Shh) et l'axe antéro-postérieur 

Shh est un des trois membres, chez les
mammifères, d'une famille de protéines
extracellulaires, sécrétées, qui
signalisent à courte et longue distance,
à travers une voie de signalisation
impliquant deux protéines
membranaires (desert hh; indian hh).

Le clonage original (1993) est fait en
utilisant le gène Hedgehog (hh) de la
Drosophile mélanogaster, par
homologie, un gène qui est exprimé
dans les cellules postérieures de chaque
segment de la l'embryon de mouche.

Expression (ARNs) de Shh est
restreinte à une population de cellules
localisée à l'aspect postérieur du
bourgeon

Denis Duboule/2021-2022

43

https://www.researchgate.net

La voie de signalisation hedgehog  

*Liaison de la protéine hedgehog à son récepteur Patched (Ptch), qui 'libère' l'activité 
de signalisation de smoothened (famille des récepteur couplés aux protéines G (RCPG)

*Par une chaine de transduction du signal, cela va permettre au facteur de 
transcription GLI de rentrer dans le noyau, lier l'ADN et activer des gènes cibles

Denis Duboule/2021-2022

44
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Sonic hedgehog est l'activité polarisante de la ZPA

*La protéine SHH peut-elle être
l'activité polarisante présente
dans la ZPA?

*Expérience de gain de fonction
dans la partie antérieure du
bourgeon d'aile de poulet.

*Virus réplicatif RCAS. Greffon
fait de fibroblastes de poulet
infectés par le virus/Shh

!

Denis Duboule/2021-2022

45

Sonic hedgehog est l'activité polarisante de la ZPA
Greffon (bleu)             Après 24 heures

Conclusion:
*La protéine SHH seule est
capable de reproduire une
grande partie de l'effet d'une
greffe de ZPA.

*La protéine SHH est l'activité
polarisante découverte par
Saunders et Gasseling.

*Par conséquent, la polarité
antéro-postérieure est fixée par
la localisation des ARNs Shh
dans la partie postérieure du
bourgeon de membre.

Denis Duboule/2021-2022

46
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Polarité dorso-ventrale

*La polarité dorso-ventrale est initiée par l'expression de Wnt7a dans 
l'ectoderme dorsal, alors que l'ectoderme ventral exprime engrailed1 

*le signal Wnt7a active la transcription du gène LMX1B qui est
le déterminant de la polarité DV

(d'après Loomis et al., 1998)

Denis Duboule/2021-2022

47

La voie de signalisation Wnt  

*Un même récepteur (Frizzled)
mais des voies différentes. Une
'canonique' utilisant la béta-
caténine comme agent
principal, et d'autres voies
'non-canonique' qui n'utilisent
pas cette molécule.

*Dans l'ectoderme dorsal, la
signalisation Wnt semble
passer par une voie non-
canonique bien que cela ne
soit pas encore totalement
clair.

Denis Duboule/2021-2022

48
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Lmx1b, effecteur de la polarité dorso-ventrale  

H&E: Coloration hematoxyline et éosine, sur coupe

Révélation des ARNs Lmx1b par hybridation in situ
sur coupe avec une sonde marquée par un isotope.

Spécificité d'expression dorsale, exclusivement

Denis Duboule/2021-2022

49

Lmx1b, effecteur de la polarité dorso-ventrale  

*Une mutation induite dans le
gène Lmx1b et qui inactive
totalement fonction produit
des membres qui ont deux
faces ventrales...

*Ce gène est donc bien le
déterminant principal de la
polarité dorso-ventrale.

Dorsal Ventral Profil

Denis Duboule/2021-2022
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La construction cellulaire du membre  
Denis Duboule/2021-2022

1986

Rechercher une unité morphologique à travers une approche purement descriptive des mécanismes de la formation 
des modèles cartilagineux, de leurs branchements et de leur chronologie...    

51

La construction cellulaire du membre  

Deux façons complémentaires d'approcher l'étude de l'évolution des
morphologies. La première est le résultat direct de la révolution
Darwinienne, l'autre trouve ses racines dans des temps pré-Darwiniens. La
première se concentre sur les questions de diversité et de l'origine des
adaptations. Les changements de morphologies sont considérés comme
des progressions chronologiques d'adaptations et de pré-adaptations [..]
Cette approche est dominée par [..] le concept de sélection naturelle.

Inversément, la seconde approche (celle prise dans ce travail) recherche
l'unité morphologique parmi des formes diverses sans tenir compte de
leurs différences fonctionnelles ou adaptatives. Cette méthode
'typologique' reprend les idées de la Naturphilosophie Allemande [...] et
étudie la diversité des formes avec une perspective sur l'organisation
interne.

Naturphilosophie est à prendre au sens du romantisme Allemand (et non pas une 'philosophie de la nature'), une
philosophie (Schelling, Goethe, Novalis.., fin XVIIIème, mi-XVIIIIème) qui émerge en réaction aux visions mécanistes se
développant alors (la physique, les mathématiques, Newton..✝1727) remettant au centre une vision inclusive du vivant,
d'une organisation générale du monde. Cette vision persiste aujourd'hui (dans une certaine mesure) façe aux abus
d'arguments explicatifs basés sur des concepts par trop réductionnistes (le gène...)

Denis Duboule/2021-2022
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La construction par branchement et segmentation  

Un système de morphogenèse cellulaire porté par le
développement de condensation cartilagineuses (qui plus tard
seront ossifiées) progressant du proximal vers le distal en suivant
une série de branchements

*Condensation

*Extension distale du modèle cartilagineux

*Branchement suite à des modifications de
paramètres

Denis Duboule/2021-2022

1986
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Patterns de connectivité, branchements et segmentation chez la souris. Les lignes
représentent les 'connections embryologiques' On observe une asymmétrie par laquelle
la plupart des condensations de l'autopode et du mésopode dérivent de la
condensation postérieure (Ulna/Cubitus)

*Structure avec un avec un axe proximo-distal faisant un coude de la partie postérieure
(post-axiale) vers l'antérieur. Dans ce schéma, les doigts proviennent tous de la partie
post-axiale.

🐭

La construction par branchement et segmentation  
Denis Duboule/2021-2022

1986
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Déviation de l'axe métaptérygien chez les tétrapodes  

Repliement de l'axe  métaptérygien en 
parallèle avec l'apparition des doigts 
et du mésopode, largement à partir de 
l'aspect postérieur des condensations

Metapterygium: axe créé par le prolongement
postérieur de la série de cartilages radiaux des
nageoires paires, très développé chez les
Sarcoptérigiens

Denis Duboule/2021-2022
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🐥
Même plan de base ('Bauplan', archétype) montrant une asymétrie identique à celle
observée chez les mammifères avec l'autopode dérivant de la condensation postérieure
de l'ulna (cubitus). Il y a cependant des différences (secondaires) touchant le mésopode
(variations dans la segmentation, persistance de fusions etc..).

Dans tous les cas, cette vue mécanistique du développement des membres (qui bien
entendu se superpose -par causes et effets- à la vue génétique, implique un passage
obligé par le mésopode lors de la construction de l'autopode. Cela permet aussi de
produire en même temps les éléments de l'autopode (doigts) et la machinerie de leur
articulation, qui est bien entendu nécessaire de co-évoluer... (ce dernier point n'est pas
discuté par les auteurs suite à leur position théorique exposée précédemment)

La construction par branchement et segmentation  
Denis Duboule/2021-2022

1986
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Expression du gène Sox9

Jour 10.5                    Jour 11.5                             Jour 12.5

La construction par branchement et segmentation  
Denis Duboule/2021-2022

Ces phénomènes mécaniques de condensations cartilagineuses se passent dans des
territoires cellulaires qui ont eux-mêmes une histoire développementale faite de voies
de différentiation différentes, à partir de cellules 'primordiales' différentes. La
compréhension de cette succession d'évènements cellulaires ainsi qu'une vue
comparative pourraient également informer sur la conservation de ces mécanismes entre
espèces et sur leurs homologies.

COMMENT RECONSTRUIRE LES PARCOURS CELLULAIRES ET LEURS HISTOIRES?

2006
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‘Developmental Biology’ Scott Gilbert Figure 1.7

Les débuts du linéage cellulaire
Denis Duboule/2021-2022

Notion de 'carte présomptive', qui
représente le potentiel futur des
cellules en terme de différenciation

Edwin Grant Conklin (1863-1952)
Styela (genre, urochordés)

Théorie de l'embryon mosaïque 1905

Forme sessile                                 Forme larvaire
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Brève histoire d'une technologie révolutionnaire

Asada, Ken, et al., Biomedicines (2021)

Séquençage d'ARNs de cellules uniques (scRNA-seq)  
Denis Duboule/2021-2022

*Les cellules se caractérisent par la panoplie d'ARNs qu'elles produisent 
*La possibilité de décrire ces ARNs dans des cellules uniques permet donc de les classer et ainsi 
d'établir à la fois leurs liens de parenté et leurs histoires développementales 
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Cell capture

Cell lysis

Reverse transcription (ADN simple brin)

Amplification

Library preparation

Sequencing

Single-cell RNA-seq experimental workflow
(le même principe général pour de nombreux protocoles)

(micromanipulation, laser-capture 
microdissection, FACS, 

microdroplets, microfluidics)

(PCR or in vitro transcription)

Séquençage d'ARNs de cellules uniques (scRNA-seq)  
Denis Duboule/2021-2022

Comment différencier les cellules les unes des autres?

Courtesy of Gioele La Manno, EPFL
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Highly Parallel Genome-wide Expression Profiling of Individual cells

Droplet-based microfluidics

The technical revolution of sequencing thousands 
cells in a single experiment

Séquençage d'ARNs de cellules uniques (scRNA-seq)  
Denis Duboule/2021-2022

L'idée est de rajouter des barcodages différents aux ARNs provenant de cellules différentes

Courtesy of Gioele La Manno, EPFL
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Localisation des cellules dans un ''espace d'expression' génique'

Distribution par regroupement ('clustering') des cellules en fonction des 
gènes qu'elles expriment (ARNs)

Exemples de gènes  
exprimés différemment 

Séquençage d'ARNs de cellules uniques (scRNA-seq)  
Denis Duboule/2021-2022

Regroupement (clustering) 
par similarités d'expression

Courtesy of Gioele La Manno, EPFL
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Atlas cellulaires
Denis Duboule/2021-2022
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Un exemple d'atlas cellulaire; le cerveau du foetus de souris

Atlas cellulaires
Denis Duboule/2021-2022

Courtesy of Gioele La Manno, EPFL
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Un exemple d'atlas cellulaire; le cerveau du foetus de souris

Atlas cellulaires
Denis Duboule/2021-2022

Courtesy of Gioele La Manno, EPFL

*Plusieurs types de représentations
incluant les distributions des
cellules, leurs origines, leurs
niveaux de différenciation...

*Possibilités de corrélations (âge
avec activité mitotique etc..)

65

Dynamique des populations cellulaires
Denis Duboule/2021-2022

Etude de la dynamique des populations cellulaires en exploitant leurs asynchronicités
Analyses de pseudo-time

Courtesy of Gioele La Manno, EPFL
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Application au membre de la souris
Denis Duboule/2021-2022

pre-print déposé sur une plateforme d'open access avant reviewing
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Différents types cellulaires (E10.5-E14.5)
Denis Duboule/2021-2022

Clustering total: tous âges confondus

C1-C6: différents types de chondrocytes

CT0-CT2: tissu connectif, fibroblastes

P1-P3: progéniteurs mésenchymateux

Les sous-classes sont séparées par certains 
gènes marqueurs différentiellement exprimés

pre-print déposé sur une plateforme d'open access avant reviewing
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Denis Duboule/2021-2022

Distribution des types cellulaires dans le temps
(transition de progéniteurs à cellules différenciées)

Différents types cellulaires (E10.5-E14.5)

C1-C6: différents types de chondrocytes

CT0-CT2: tissu connectif, fibroblastes

P1-P3: progéniteurs mésenchymateux

69

Denis Duboule/2021-2022

Trois grands domaines de cellules progénitrices du mésenchyme, 
marquées par les gènes Msx1, Shox2 et Hoxd13

Cellules progénitrices 'naïves' et autres

70
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Séquences d'apparition des modèles cartilagineux
Denis Duboule/2021-2022

Les cellules Msx1 sont les progénitrices naïves, dont dérivent les cellules Shox2 et Hoxd13-positives

Marquage de ces cellules afin d'observer la séquence temporelle des linéages cellulaires: utilisation 
d'un marquage contrôlable dans le temps: CreERT2; Rosa26-tdTomato

Une séquence qui ne correspond pas exactement au modèle classique proximo-distal (méta's...)

71

scRNAs-seq des membres de la souris, conclusions
Denis Duboule/2021-2022

Des dérivations des futures populations
cellulaires proximales et distales en parallèle
plutôt qu'en série, à partir de la population naïve
initiale.

Dans ce contexte, la partie distale n'est pas
'rajoutée' de façon terminale mais évolue en
même temps que la partie proximale. Des
analyses du même type en utilisant des
nageoires variées pourraient être informatives
quant à la présence (concomitante ou pas) de
ces deux populations cellulaires (homologie au
niveau des types cellulaires et de leurs
trajectoires développementales (ChIMs).

Notion de 'carte présomptive'
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