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

Cours #3, 31 mai 2022, 17h

Rappel des notions du cours #2, introduction au modèle du poisson-zèbre,
développement de la nageoire pectorale, endosquelette et exosquelette,

approches expérimentales de la formation et de l'origine de l'exosquelette
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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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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
Résumé de l'épisode précédent; Homologies
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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

Résumé de l'épisode précédent; Développement du membre
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Structure en 3D

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

Sonic Hedgehog
Shh Fgf8

?

Denis Duboule/2021-2022
Résumé de l'épisode précédent; Les axes du membre
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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

Denis Duboule/2021-2022
Résumé de l'épisode précédent; Croissance distale
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Capecchi, Chambon, Duboule laboratories; from Zakany and Duboule, 2007; Kmita et al., 2005

Hoxa13-/-

Hoxd13-/-

Hoxa11-/-

Hoxd11-/-

HoxA-/-

HoxD-/-

Denis Duboule/2021-2022

normal

Résumé de l'épisode précédent; Fonctions des gènes Hox
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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
Résumé de l'épisode précédent; Polarité antéro-postérieure
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*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
Résumé de l'épisode précédent; Polarité dorso-ventrale
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*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.

*Polarités PD et AP semblent
toutefois relativement bien
préservées !!

Dorsal Ventral Profil

Denis Duboule/2021-2022
Résumé de l'épisode précédent; Polarité dorso-ventrale
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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

Résumé de l'épisode précédent; Modèles cartilagineux
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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.

🐭

Denis Duboule/2021-2022

1986

Résumé de l'épisode précédent; Branchements, segmentation
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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
Résumé de l'épisode précédent; Axe métaptérigien
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Brève histoire d'une technologie révolutionnaire

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

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 

Résumé de l'épisode précédent; RNA-seq de cellules uniques
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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

Résumé de l'épisode précédent; RNA-seq de cellules uniques
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Denis Duboule/2021-2022

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

C1-C6: différents types de chondrocytes

CT0-CT2: tissu connectif, fibroblastes

P1-P3: progéniteurs mésenchymateux

Résumé de l'épisode précédent; Linéages cellulaires 2.0
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Denis Duboule/2021-2022

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

Résumé de l'épisode précédent; Cellules progénitrices

18
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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).

Résumé de l'épisode précédent; Carte présomptive

Notion de 'carte présomptive'

Notion de 'linéage cellulaire'

19

Denis Duboule/2021-2022
Notion de gène 'marqueur'

Msx1-/- ; Msx2-/-Contrôle

Arrière

Avant

Les gènes Msx1 et Msx2
sont exprimés dans cette
population de cellules
progénitrices 'naïves' mais
ils ne sont pas la cause
proximale de l'existence de
cette population. Ce sont
des gènes 'marqueurs' qui
peuvent donc être utilisés
pour identifier cette
population.

⚠

Il existe aussi un gène Msx3 mais 
qui ne fonctionne pas dans les 
membres (mais dans le CNS..)

20
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Le développement des nageoires  

Les nageoires paires sont d'une très grande variété chez les poissons actuels et il est
donc nécessaire de faire des choix de systèmes modèles qui sont généralement dictés
par un mélange de critères 'adaptatifs' (une nageoire montrant des particularités
intéressantes) et 'expérimentaux' (possibilité de séries embryonnaires, développement
observable, modifications génétiques possibles..).

Il est essentiel de garder à l'esprit une vue phylogénétique de la question et de bien
réaliser qu'aucune des formes actuelles ne peut représenter une forme ancestrale des
membres ptérygiens 'homologues' aux membres des tétrapodes, et cela que l'on
considère les poissons osseux ou cartilagineux.

Denis Duboule/2021-2022

21

Il n'y a pas de fossile vivant...

oiseaux
squamata

mammifères

-370 -350 -300
Arthur Escher / Robin Marchant

http://editionslep.ch

Amniotes

Poissons
osseux

Poissons
cartilagineux

Denis Duboule/2021-2022

-440/-430 Mio

22
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Il n'y a pas de fossile vivant...

oiseaux
squamata

mammifères

-370 -350 -300
Arthur Escher / Robin Marchant

http://editionslep.ch

Amniotes

Poissons
osseux

Poisson-zèbre
(danio rerio)

Denis Duboule/2021-2022

-440/-430 Mio

23

Le poisson-zèbre (Danio rerio)

Questions et réponses @http://www.uoneuro.uoregon.edu/k12/FAQs.html

*Petit poisson tropical
*Temps de génération de app 3 mois
*Oeuf transparent (imagerie..)
*Mutants, criblages génétiques
*Génome bien séquencé
*Transgenèse possible

*Modèle de développement vertébré
(le plus utilisé avec la souris)

Mais!

*Génome 'compliqué' par une
duplication additionnelle (téléostéens)
*Quelques problèmes techniques dues
à la vitesse de développement
(mosaïcisme..).
*Animal anamniote...

Images de Uwe Irion, Tübingen

Denis Duboule/2021-2022

24
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Le poisson-zèbre (Danio rerio)

oeuf

vitellus

chorion

allantois

vitellus

sac vitellin

chorion

amnios

Campbell, 8th édition
Images de Uwe Irion, Tübingen

Denis Duboule/2021-2022
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Le poisson-zèbre (Danio rerio)

Images de Uwe Irion, Tübingen

Micro-injections possibles:

*poissons transgéniques (tol2, CRISPR)..
*Ingéniérie chromosomique (CRISPR)
*Inactivations géniques (CRISPR; morpholinos)
*Gain de fonction (expression d'ARNs)

Développement très rapide et accessible
(observable en continu sous le microscope)

Le poisson est 'produit' en moins de 24h, le
temps qu'il faut généralement aux
mammifères pour faire leur première
division....

Cela conduit souvent à des problèmes de
mosaïcisme dans les manipulations

*Clivages de type 'méroblastique' (partiel)
(similaire aux oiseaux..)

Denis Duboule/2021-2022

26
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Le poisson-zèbre; développement des nageoires paires

sc: scapula (omoplate)

pec: nageoire pectorale

pel: nageoire pelvienne

co: coracoïd

cl: cleithrum

pr: radiaux proximaux

dr: radiaux distaux

mr: mesocoracoïde

lep: lépidotriches

bpl: point de branchement #1

ff: crête (repliement) de la nageoire

Denis Duboule/2021-2022
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Le poisson-zèbre; développement des nageoires paires
Denis Duboule/2021-2022

sc: scapula (omoplate)

pec: nageoire pectorale

pel: nageoire pelvienne

co: coracoïd

cl: cleithrum

pr: radiaux proximaux

dr: radiaux distaux

mr: mesocoracoïde

lep: lépidotriches

bpl: point de branchement #1

ff: crête (repliement) de la nageoire

28
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Le poisson-zèbre; développement des nageoires paires

endosquelette

Exosquelette 

Endosquelette: ossificastion de type endochondrale, similaire 
aux os longs des membres tétrapodes.

Exosquelette: ossification de type membranaire, ce type
d'ossification n'existe pas dans le membre des tétrapodes

Denis Duboule/2021-2022

sc: scapula (omoplate)

pec: nageoire pectorale

pel: nageoire pelvienne

co: coracoïd

cl: cleithrum

pr: radiaux proximaux

dr: radiaux distaux

mr: mesocoracoïde

lep: lépidotriches

bpl: point de branchement #1

ff: crête (repliement) de la nageoire
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Le poisson-zèbre; développement des nageoires paires

sc: omoplate

pr1-4: radiaux proximaux #1-4

dr 3: radial distal #3

Denis Duboule/2021-2022

30
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Nageoire pectorale du ZF: origine et bourgeonnement

B

Le bourgeon de la nageoire pectorale émerge vers 25hpf à
partir du mésoderme latéral. A ce stade, l'embryon contient
encore beaucoup de vitellus et le bourgeon apparaît donc
comme posé sur ces réserves. Comme chez les tétrapodes,
le bourgeon est couvert par une couche d'ectoderme

Denis Duboule/2021-2022

Amniotes

31

Nageoire pectorale du ZF: origine et bourgeonnement

hpf: heures après fertilisation

pfb: bourgeon de nageoire pectorale

y: vitellus (yolk) 

nt: tube neural

n: notochorde

sm: muscles somitiques (mésoderme)

en: endoderme

epi: epiderme

Barres échelles 100 microns

B

Le bourgeon de la nageoire pectorale émerge vers 25hpf à
partir du mésoderme latéral. A ce stade, l'embryon contient
encore beaucoup de vitellus et le bourgeon apparaît donc
comme posé sur ces réserves. Comme chez les tétrapodes,
le bourgeon est couvert par une couche d'ectoderme

Denis Duboule/2021-2022

32
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hpf: heures après fertilisation

peri: périderme

epi: épiderme

som: somatopleure (mésoderme)

y: vitellus

bm: membrane basale

at: épaississement apical

af: repliement apical

cc: condensations chondrogéniques

mm: future musculature

ed: disque endosquelettique

Barres échelles 20 microns

Rapidement se forme un repliement de l'ectoderme apical
sur lui-même, coincidant avec la fin de la croissance distale
du bourgeon et des structures endosqelettique, repliement
qui va permettre le déployement du squelette dermique à
l'intérieur.

Nageoire pectorale du ZF: repliement apical
Denis Duboule/2021-2022
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Nageoire pectorale du ZF: endosquelette

hpf: heures après fertilisation

ed: disque endosquelettique

dm, vm: futurs muscles

ac: actinotriches

ff: repliement apical

pr1-4: radiaux proximaux #1-4

mdz: zones de décomposition de la matrice

Barres échelles  20 ou 100 microns (C, D)

Alignement des cellules dans le disque
endosquelettique, condensations et apparition
des quatre radiaux proximaux (pr1-4). La matrice
se décompose entre les condensations (mdz)

pr1

pr2

pr3

pr4

mdz

mdz

mdz

Denis Duboule/2021-2022

34
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Nageoire pectorale du ZF: quatre radiaux proximaux

hpf: heures après fertilisation

sco: scapulocoracoïde

pr1-4: radiaux proximaux #1-4

dr1-4: radiaux distaux #1-4

mdz: zones de décomposition de la matrice

lep2: lépidotriche #2

Barres échelles  100 microns 

Individualisation des quatre radiaux proximaux (pr1-4) et
apparition des radiaux distaux qui vont articular avec les
lépidotriches. La matrice se décompose entre les
condensations (mdz)

Denis Duboule/2021-2022

35

Le repliement apical (ff) va
rapidement interrompre la
signalisation de croissance effectuée
par des facteurs distaux et, par
conséquent, le moment du repliement
de l'ectoderme a été interprété
comme un interrupteur possible
réglant la transition entre endo- et
exo-squelettes, ce dernier se formant
à l'intérieur de ce replis (hypothèse de
Peter Thorogood). Cette hypothèse
peut s'appliquer à un schéma évolutif
impliquant l'hétérochronie.

Nageoire pectorale du ZF: résumé 
Denis Duboule/2021-2022

36
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Modèle de l'horloge AER versus AEF (P. Thorogood, 1991)

En 1991, Peter Thorogood propose l'hypothèse d'un
développement inégal des structures
endosquelettiques le long de l'axe proximo-distal, en
fonction de l'arrêt ou de la persistance de la
signalisation distale controllant la croissance du
bourgeon. Un arrêt tardif conduirait au
développement de plusieurs 'segments', suite à
l'extension distale de modèles cartilagineux
(sarcoptérygiens, tétrapodes) alors que le repliement
de l'ectoderme produirait un arrêt plus ou moins
précoce de la croissance, conduisant à des formes
réduites des éléments osseux (poissons téléostéens).
Les formes intermédiaires pourraient représenter une
variation hétérochronique de ce mécanisme.

S: Signalisation, facteurs de croissance..

S S X

Denis Duboule/2021-2022
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Modèle de l'horloge AER versus AEF (P. Thorogood, 1991)

En 1991, Peter Thorogood propose l'hypothèse d'un
développement inégal des structures
endosquelettiques le long de l'axe proximo-distal, en
fonction de l'arrêt ou de la persistance de la
signalisation distale controllant la croissance du
bourgeon. Un arrêt tardif conduirait au
développement de plusieurs 'segments', suite à
l'extension distale de modèles cartilagineux
(tétrapodes) alors que le repliement de l'ectoderme
produirait un arrêt plus ou moins précoce de la
croissance, conduisant à des formes réduites des
éléments osseux (poissons téléostéens). Les formes
intermédiaires pourraient représenter des variations
hétérochroniques de ce mécanisme.

Ce modèle a été utilisé comme base explicative dans
de nombreuses publications et des tentatives de
vérification font penser qu'il pourrait ne pas être
incorrect. Par exemple, que se passerait-il si l'on
pouvait empêcher le repliement de l'ectoderme chez
le poisson-zèbre et par là même surseoir à l'arrêt de
la signalisation?

Exemple: Yano et al., Development, 2012

Denis Duboule/2021-2022
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Transition AER-AEF Ablation(s) (multiples) de l'AEF

AEF

AER

ectoderme

membrane basale

vaisseau sanguin

mésenchyme de l'AEF

disque endosquelettique

pAF: repliement apical proximal

dAF: repliement apical distal

*Membrane basale (laminin) localisée entre
le mésoderme et l'ectoderme, puis
extension distale. Les noyaux cellulaires
sont visibles par coloration DAPI

*L'AEF distale faite de cellules
ectodermiques alors que l'AEF proximale
commence à accueillir des cellule du
mésoderme (*)

*Extension de l'AEF, vaisseaux sanguins par
marquage génétique (GFP). Condensation
du disque endosquelettique (ed)

Denis Duboule/2021-2022

39

Ablation(s) (multiples) de l'AEF (...épiderme..)

Méthodes Résultats (une ablation)

Résultats de trois ablations successives

*Après trois ablations successives de l''épiderme',
le disque endosquelettique est coloré et mesuré.

*Le disque 'manipulé est app 15% plus allongé 
que le disque contrôle. 

*Par contre, sa largeur est maintenue. Donc un 
effet sur la croissance distale uniquement.

Denis Duboule/2021-2022

40



21

Ablation(s) (multiples) de l'AEF (...épiderme..)

Résultats de trois ablations successives

.

*Cet allongement du disque se traduit plus tard par des anomalies dans le nombre et la morphologie des radiaux 
proximaux et distaux (plus 'compacts' et plus 'allongés')(observés sur ce spécimen seulement). La conclusion est 
que la transition AER-AEF 'pourrait restreindre' la croissance et la forme de la région endosquelettique, en accord 
avec le modèle de P. Thorogood (1991)

Denis Duboule/2021-2022

41

Deux phases distinctes, proximale et distale

*Une première phase (36hpf) qui ressemble
passablement au développement précoce des
membres tétrapodes

*Transformation de l'AER en une AEF, arrêt de la
croissance distale du mésoderme du disque et
début de colonisation de mésenchyme du futur
exosquelette

*Développement et formation du squelette
dermique

mécanismes partagés avec le membre tétrapode

mécanismes spécifiques aux nageoires des poissons

Denis Duboule/2021-2022
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Deux squelettes (phases) chez Tiktaalik aussi...

Ichthyostega

Acanthostega

Tiktaalik

Lepidotrichia
(antérieur)

Lepidotrichia (postérieur)

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-662-45719-1_1

Endosquelette
(radiaux, os ou cartilage)

Exosquelette
(rayons, actinotriches ou 

lépidotriches –téléostéens-)

!

Les actinotriches sont composés essentiellement d'élastoidine
(comprenant les protéines Actinodine 1 et 2; Zhang et al., 2010, Nature) 

Denis Duboule/2021-2022
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Deux phases distinctes, proximale et distale

*Une première phase (36hpf) qui ressemble
passablement au développement précoce des
membres tétrapodes

*Transformation de l'AER en une AEF, arrêt de la
croissance distale du mésoderme du disque et
début de colonisation de mésenchyme du futur
exosquelette

*Développement et formation du squelette
dermique

mécanismes partagés avec le membre tétrapode

mécanismes spécifiques aux nageoires des poissons

Denis Duboule/2021-2022
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Quelques mots sur le squelette dermique

*La formation du repliement ectodermique (AEF) est suivie
par l'apparition de deux séries de fibres rigides mais non-
minéralisées (les actinotriches) qui vont à la fois donner la
flexibilité à la nageoire 'embryonnaire' mais également
servire de matrice pour guider la migration de cellules du
mésoderme qui, après ossification de type membranaire
donneront les lépidotriches (squelette dermique
minéralisé).

*Les actinotriches sont composé d'une substance appelée
'élastoidine', un mélange contenant du collagène et des
protéines de types Actinodine (And) 1-2. Les gènes and1
et and2 sont exprimés dans le repliement ectodermique.

*Les actinotriches sont-ils nécessaires pour le bon
développement de la nageoire (actifs ou passifs?)

PFF: Repliement ectodermique de la nageoire pectorale

barres d'échelles: 40 (d, e); 20 (c, h) ou 5 (i) microns

Denis Duboule/2021-2022
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Quelques mots sur le squelette dermique

*Les actinotriches sont-ils nécessaires pour le bon
développement de la nageoire (actifs ou passifs?).

*Expériences de perte de fonction en utilisant des
morpholinos. Double perte de fonction car danger de
redondance fontionnelle...(protéines similaires).

PFF: Repliement ectodermique de la nageoire pectorale

barres d'échelles: 20 microns

*La coloration verte reflète la présence de cellules
mésenchymateuse dans le repliement ectodermique. Il
s'agit d'une lignée enhancer-trap #ET37 (voir cours du
19 mai 2020).

*Les morpholinos sont des oligonucléotides
synthétiques (généralement de app 25pb) 'antisenses'
de molecules d'ARN et qui contiennent des
modifications chimiques. L'appariement entre le
morpholino et l'ARN cible va empêcher ces ARNs d'être
utilisés correctement par la cellule et conduira donc à
l'inactivation (partielle?) des gènes en question par
défaut de protéines.

*Il semble que la structure entière est affectée lorsque
les deux gènes sont inactivés. Les cellules
mésenchymateuses semblent absentes et il apparaît
donc que ces cellules pourraient prendre part au
développement de la PFF, et pas seulement la
coloniser

Denis Duboule/2021-2022
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Quelques mots sur le squelette dermique

*Les gènes And1-4 n'ont pas de gènes orthologues
chez les tétrapodes mais on trouve un gène similaire
dans le génome de Callorhinchus (requin éléphant)

*Holocéphales, faisant parties de poissons
cartilagineux, ils partagent des caractères avec
les requins et les raies (Chimaeridae)..

wikipedia

Denis Duboule/2021-2022
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Poissons cartilagineux, poissons osseux..

oiseaux
squamata

mammifères

-370 -350 -300
Arthur Escher / Robin Marchant

http://editionslep.ch

And

And

And

And

*Les gènes And furent
perdus quelque part
pendant la transition
vers le membre
tétrapode..

Denis Duboule/2021-2022
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Origine du squelette dermique

*Marquage des cellules de la crête neurale avec une fluorescence
mCherry (rouge) couplée à l'activité du gène Sox10 (indicatif
d'une origine de la crête neurale)-

*Les cellules dérivées de la crête neurale (fluorescence
mCherry, rouge) ne sont pas les ostéoblastes qui eux
sont marqués en vert, par l'utilisation du gène zns-5.
Les cellules rouges sont vraisemblablement des cellules
de Schwann associées aux axones (co-coloration avec
des protéines spécifiques.

Les ostéoblastes de la nageoire 'dermique' dérivent
donc de la migration tardive de cellules du mésoderme
paraxial.

Denis Duboule/2021-2022
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Origine du squelette dermique

Trois approches différentes:

1) Photoconversion du somite #4 (transgène convertible)

2) Transfert homotypique de somite marqués

3) Traçage de linéage par recombinaison ('zebrabow')

*Kaede: Protéine photoactivable (corail)
*Homotypique: transfert en position du même somite
*Zebrabow: système de marquage de clones par
recombinaison

Denis Duboule/2021-2022
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Origine du squelette dermique
Denis Duboule/2021-2022

Migration dans le bourgeon de cellules d'origine somitique
qui seront nécessaires à l'induction du repliement de la
couche ectodermique et au développement du squelette
dermique (exosquelette).

51

Origine du squelette dermique

Tg(UAS-NfsB-mCherry ) (25%..)

+ Mtz

Ablation génétique de ces cellules somitiques

Tg(Tbx6:gal4-vp16)/+ Tg(UAS-NfsB-mCherry)/+

*NfsB : Nitroreductase transforme le Metrodinazole
(Mtz, inerte) en métabolite toxique (DNA interstrands crossing).
*Toxicité restreinte aux cellules affectée

X

Tg(Tbx6.gal4-vp16)/

✝

Denis Duboule/2021-2022
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Origine du squelette dermique

Tg(UAS-NfsB-mCherry ) (25%..)

+ Mtz

Ablation génétique de ces cellules somitiques

Tg(Tbx6:gal4-vp16)/+ Tg(UAS-NfsB-mCherry)/+

*NfsB : Nitroreductase transforme le Metrodinazole
(Mtz, inerte) en métabolite toxique (DNA interstrands crossing).
*Toxicité restreinte aux cellules affectée

X

Tg(Tbx6.gal4-vp16)/

✝

spécificité somitique de l'activateur vp16 activation spécifique de l'effecteur (enzyme)

substrat

Denis Duboule/2021-2022

La séquence protéine gal4 reconnait la séquence ADN UAS et la
séquence protéique vp16 est un activateur de transcription (des
ARNs du gène NfsB) ...donc enzyme produite etc...
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Origine du squelette dermique

Ablation génétique de ces cellules somitiques

inhibition de la 
formation de l'AFF

augmentation (...) de la 
quantité de mésenchyme

Denis Duboule/2021-2022
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Balance entre endo- et exo-squelettes

Une confirmation du modèle proposé par Peter Thorogood qui suggère que le moment auquel le
repliement de l'ectoderme se produit va fixer la quantité de matériel de l'exo-squelette qui sera
produite. L'absence totale de repliement conduira au membre des tétrapodes..

formation du
bourgeon

infiltration de cellules dans 
l'AER et induction du repli 

induction de l'AEF formation des 
actinotriches

Denis Duboule/2021-2022
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