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

Cours #4, 7 juin 2022, 17h

Rappel des notions du cours #3, les gènes Hox comme marqueurs de l'axe
proximo-distal chez les amniotes, structure, expression et fonctions des

gènes Hox pendant le développement de la nageoire pectorale
du poisson-zèbre
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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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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

Rappel; Il n'y a pas de fossile vivant..
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Rappel; 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
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Rappel; développement des nageoires (téléostéens)

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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sc: omoplate

pr1-4: radiaux proximaux #1-4

dr 3: radial distal #3

Denis Duboule/2021-2022
Rappel; développement des nageoires (téléostéens)

7

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

Rappel; développement des nageoires (téléostéens)
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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.

Denis Duboule/2021-2022
Rappel; développement des nageoires (téléostéens)
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Rappel; Modèle de l'horloge AER versus AEF 

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

empirique empiriquehypothèse
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Rappel; 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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Phase précoce et Shh chez les amniotes

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

mécanismes partagés avec le membre tétrapode

Denis Duboule/2021-2022

*La phase précoce du membre chiridien est
caractérisée entre autre par l'activation du gène
sonic-hedgehog à la face postérieure du bourgeon
de membre (polarité AP...)

*Inactivation de Shh
dans les membres

12
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Phase précoce et Shh chez le poisson-zèbre
Denis Duboule/2021-2022

*Clonage du gène Shh chez le poisson-zèbre
en 1993. Caractérisation de son expression
pendant le développement de la nageoire
pectorale...

Neumann et al., 1999, Development

13

Phase précoce et Shh chez le poisson-zèbre
Denis Duboule/2021-2022

*Criblage génétique pour des mutations chez le ZF et caractérisation
plusieurs allèles mutants sonic-you (syu)

*syu mutant hypomorphe
(fonction partielle)

*syu mutant nul
(pas de fonction)

14
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Rappel; Le squelette dermique (exosquelette)

*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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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
Rappel; Le squelette dermique (exosquelette)
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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).

Rappel; Le squelette dermique (exosquelette)

17

Rappel; Homo et Danio; aux extrêmes des formes

tétrapodes

actynoptérigiens
(Danio rerio)

pas de repliement

repliement précoce

dipneustes

endosquelette

squelette dermique

phase
précoce

phase
tardive

Dans ce modèle (ou dans d'autres) la partie distale (autopode ) est-elle une structure 'néomorphique'
(nouvellement produite) ou est-elle une extension/complexification/'amélioration' d'une structure pré-
existante? Les poissons (avaient-) ont-ils des doigts?

Denis Duboule/2021-2022

18



10

Nageoire pectorale du ZF: valeur heuristique?

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
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Homologies classique et profonde

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

?

Denis Duboule/2021-2022

20



11

Utilisation de marqueurs moléculaires

Utilisation de l'expression de certains gènes dont les fonctions sont restreintes à des structures
particulières afin de conclure sur l'existence de ces structures et sur leurs status d'homologie. Exemple:
les gènes des actinodines (And) discutés précédemment, que l'on ne trouve que chez les vertébrés ayant
un squelette dermique (donc pas de structures a priori homologues chez les amniotes...)

Gènes exprimés dans
des structures précises
du membres tétrapode:

Distal

Intermédiaire

Proximal

Denis Duboule/2021-2022

And1, And2

Xprobablement..

21

Utilisation de marqueurs moléculaires

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

22



12

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

A chaque 'segment' correspond l'expression de gènes Hox
particuliers, en fonction de leurs positions sur le cluster
génomique (le #13 étant le dernier, donc dans les doigts).

Hox9-10        Hox11                  Hox13

Gènes Hox comme marqueurs de l'axe PD 
Denis Duboule/2021-2022

23

Gènes Hox 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

Denis Duboule/2021-2022
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Denis Duboule/2021-2022
Hoxd13 et cellules progénitrices distales

Hoxd13

Distribution
des ARNs

Cartes
présomptives

et linéages

25

Gènes Hox 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.

*Les gènes exprimés à la fois dans les
parties distales et proximales (#10 et
11) ont une zone de non-expression
entre les deux domaines...

*Cette zone coïncide avec le
mésopode et sera critique dans
l'évaluation des homologies...(présence
ou non d'une articulation...)

P P PD D D D

cellules négatives
mésopodes

poignet

Denis Duboule/2021-2022

Pascal Dollé; Marie Kmita

26



14

Les gènes Hoxd; phases précoce (prox) et tardive (dist)

:Croissance distale. Gènes d'abord exprimés 
dans les FUTURES cellules proximales (vert), 
mais qui sont distales à 9.5 (...) puis dans les 
cellules distales (noir)

t1 (E9.5)

t2 (E11)

zeugopode
stylopode

autopode

autopode

zeugopode

stylopode

mésopode

Denis Duboule/2021-2022
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Les gènes Hoxd; phases précoce (prox) et tardive (dist)

:Croissance distale. Gènes d'abord exprimés 
dans les FUTURES cellules proximales (vert), 
mais qui sont distales à 9.5 (...) puis dans les 
cellules distales (noir)

t1 (E9.5)

t2 (E11)

zeugopode
stylopode

autopode

autopode

zeugopode

stylopode

mésopode

Denis Duboule/2021-2022

axe métaptérygien

28
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Gènes HoxA et D 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

Denis Duboule/2021-2022
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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.

Woltering et al., (2014)
PLoS Biol.

DP

Denis Duboule/2021-2022
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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

31

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...

32
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Gènes Hox chez le poissons zèbre 

Un cluster ancestral (1C)

Deux duplication génomiques 
à l'origine des vertébrés (4C)

Une duplication supplémentaire, à 
l'origine des poissons (8C)

Perte de gènes et d'un cluster,
à l'origine des téléostéens (7C)

Poisson-zèbre; 7 clusters, 47 Hox
Souris; 4 clusters, 39 Hox

orthologie?

Denis Duboule/2021-2022

..  et aussi des
invertébrés...

Ce sont des 
duplications
génomiques 
complètes..!

33

Gènes 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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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
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Gènes Hox chez le poissons zèbre 

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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Gènes Hox chez le poissons zèbre 

La première impression d'une différence apparaît avec
l'expression du gène Hoxa11 dont l'expression se restreint
dans la partie proximale chez les amniotes, une dynamique
qui n'est pas observée dans la nageoire pectorale du ZF

37hpf                                            48hpf                                        60hpf

Denis Duboule/2021-2022

37

Gènes Hox chez le poissons zèbre 

Cette observation est vérifiée en 2008
par l'analyse générale des domaines
d'expressions des gènes Hox des
clusters HoxA et HoxD (Ahn and Ho).

Cette analyse révèle que Hoxa11 n'est
pas 'exclu de la partie la plus distale
du mésoderme et que Hoxa13 n'est
pas restreint à cette partie la plus
distale, comme c'est le cas chez les
amniotes.

Une expression dans le mésenchyme
distal du disque endochondral semble
spécifique à Hoxa13 et Hoxa11
(flèches blanches). Cette expression
distale représenterait une 'phase
distale' comparable à celle des
amniotes (selon ces auteurs). Chez les
amniotes, seule cette phase existe
pour Hoxa13...

Denis Duboule/2021-2022

amniotes

38
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Gènes Hox chez le poissons zèbre 

Quant aux gènes Hoxd, les domaines
d'expression tardifs (48, 60hpf)
indiquent des différences notables
d'avec les amniotes. Hoxd13 n'est pas
plus distal que Hoxd11 avec lequel il
semble partager son domaine
d'expression.

Ce domaine conserve la préférence
postérieure observée dans le
bourgeon (30hpf) et est continu,
contrairement aux deux domaines
observés pour Hoxd11 (proximal et
distal) chez les amniotes.

Denis Duboule/2021-2022

amniotes Hoxd11                        Hoxd13

39

Gènes Hox chez le poissons zèbre 

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
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THOMAS HUXLEY, 1893

Importance des enhancers pour modifier les régulations dans des 
tissus différents de la même espèce ('paysage de régulation', 2003)

Séquences 'enhancers'

Modifié de: de Laat and Duboule, 2013 Nature

Ces séquences enhancers ont une grande modularité, de telle sorte que
l’expression de ces gènes peut être modifiée de façon locale, intra-
(pleïotropie) ou inter-spécifique (évolution).

Denis Duboule/2021-2022
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THOMAS HUXLEY, 1893
Les gènes 'de développement sont régulés par des enhancers multiples qui ont une
grande modularité, de telle sorte que l’expression de ces gènes peut être modifiée
selon les contextes cellulaires.

Séquences 'enhancers';  interrupteurs fonctionnels

Hoxd13Main-Pied   Organes
génitaux   

mARNs

Hoxd13 mARNs (WISH)

enhancer GFP (fluorescence)promoteur

enhancer LacZ (coloration)promoteur

Lonfat et al., Science, 2014; Bolt et al., Nature Com. 2022

Transgenèse

Denis Duboule/2021-2022
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Enhancers et marquages cellulaires 

Quelles sont les cellules, dans la nageoire adulte, qui
exprimaient les gènes Hox11 et 13 pendant le
développement? Quelles sont les destinées des cellules qui
transcrivent les gènes Hox11 et 13 dans le bourgeon de
nageoire?

Expériences de marquages des destins cellulaires avec
utilisation de séquences enhancers comme agents de
spécificités géniques...

CNS65

e16

proximal précoce
contrôle les gènes Hoxd

distal tardif, contrôle
Hoxa13

Denis Duboule/2021-2022

43

Enhancers et marquages cellulaires 
Denis Duboule/2021-2022

L'utilisation d'une séquence enhancer avec un promoter et un gène rapporteur montre où et
quand cet enhancer est actif, en regardant où et quand le gène rapporteur est exprimé...

enhancer GFP (fluorescence)promoteur

Transgenèse

spécificité     démarrage du gène      rapporteur

Mais, ce système ne nous montre pas ce que ces cellules vont devenir, ce qu'elles vont
donner plus tard lorsque la séquence enhancer ne fontionnera plus....(car alors la
fluorescence (le gène rapporteur) ne sera plus visible.....

⚠

Il faut donc un système qui non seulement est visible lorsque la séquence enhancer
fonctionne mais également dans les cellules descendantes dans lesquelles une séquence
enhancer particulière s'est arrêtée de fonctionner 🤔

Système en deux composants qui active une recombinaison qui elle déclenche l'activation
d'un gène rapporteur qui ne s'arrêtera pas.....

44
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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

GFP (fluorescence)promoteur ubiquitaire

STOP-STOP-STOP

X
enhancer promoter recombinase CRE 2) Système déclencheur

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 

Dans les poissons qui ont les deux transgènes, la recombinase sera produite dans les cellules dans lesquelles
l'enhancer fonctionne. Cette enzyme enlèvera les signaux STOP et donc activera la fluorescence sous le contrôle
d'un promoter ubiquitaire, donc dans toutes les cellules où l'enhancer fonctionne ET les cellules descendantes....

Enhancers et marquages des destins cellulaires  
Denis Duboule/2021-2022

💥

45

Marquage génétique/ traçage de lignée cellulaire

Tg(CNS65X3Cre)/+ Tg(ubi:switch)/+

*CRE : Recombinase (enzyme) qui recombine entre sites LoxP.
le transgène reporter ubi:switch va exprimer la m-cherry en
présence de CRE recombinase (délétion d'un stop...)

X

Tg(CNS65X3Cre/ubi:switch)

spécificité/effecteur reporter/marquage

m-cherry!

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.

Enhancers et marquages cellulaires (destins) 
Denis Duboule/2021-2022
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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

GFP (fluorescence)promoteur ubiquitaire

STOP-STOP-STOP

X
enhancer promoter recombinase CRE 2) Système déclencheur

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 

Dans les poissons qui ont les deux transgènes, la recombinase sera produite dans les cellules dans lesquelles
l'enhancer fonctionne. Cette enzyme enlèvera les signaux STOP et donc activera la fluorescence sous le contrôle
d'un promoter ubiquitaire, donc dans toutes les cellules où l'enhancer fonctionne ET les cellules descendantes....

Enhancers et marquages des destins cellulaires  
Denis Duboule/2021-2022

💥
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CNS65
proximal précoce

contrôle les gènes Hoxd

e16 distal tardif, contrôle
Hoxa13

CNS65

e16

Détection des 
ARNs Cre par 

hybridation in situ 

Enhancers et marquages cellulaires (destins) 
Denis Duboule/2021-2022
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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.

Enhancers et marquages cellulaires (destins) 

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
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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.

Enhancers et marquages cellulaires (destins) 

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!!
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