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Denis Duboule

Cours 2023: Les Temps du Développement Embryonnaire

Déroulé du cours

Cours #1: Introduction au cours et présentation des différents sujets abordés. Les différents temps du
développement. Le temps des différenciations cellulaires; les cellules souches neurales —neuroblastes-
de I'embryon de Drosophile et du systéme visuel des mouches. ‘'ldentités temporelles'.

Cours #2: Le temps des différenciations cellulaires: Exemples des cellules souches neurales chez
I'embryon et la larve de Drosophile et dans le systéme visuel (médulla). Progressions temporelles vers
des types cellulaires différents, notion d'identité temporelle et comparaison avec les mammiféres
(suite et fin).

Cours #3: Horloge de segmentation, mécanisme moléculaire et évolution, systémes in vitro.

Cours #4: |dentification moléculaire et destin des somites, les génes Hox, I'homéose, pseudo-
embryons in vitro comme sujets d'études.

Cours #5: Le temps génomique; exemple du timer Hox, importance et mécanisme potentiel.
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Cours 2023: Les Temps du Développement Embryonnaire

Cours #2, 23 mai 2023, 17h

Cours #2: Le temps des différenciations cellulaires: Exemples de cellules souches
neurales chez I'embryon et la larve de Drosophile et dans le systeme visuel
(médulla). Progressions temporelles vers des types cellulaires différents, notion
d'identité temporelle et comparaison avec les mammiféres (suite et fin).

Résumé de |'épisode précédent

*2 vagues de neurogenése (embryon et larve)

*Les neuroblastes dérivent du neuroépithélium (en vert)
*Les neuroblastes se divisent de fagon asymétrique pour donner:
*Un nouveau neuroblaste et une cellule GMC
*La cellule GMC se différencie en neurones ou en glie
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Résumé de I'épisode précédent

*Publication fondatrice
*Des facteurs de transcription sont activés dans chaque nouveau neuroblaste
*En suivant toujours la méme série...
*Ces facteurs sont maintenus dans les cellules GMC et descendantes

Call, Vol 106, 511-621, August 24, 2001, Copyright 2001 by Call Press 9 ()() ]

Question: quels sont les facteurs (génes
Drosophila Neuroblasts Sequentially Express . CI . s (g )
Transcription Factors which Specify the Temporal | Gu! déterminent les identités des GMC

Identity of Their Neuronal Progeny 4 leurs naissances et des neurones
el arot Pearsan; Scott Holbeosk; qu'elles produisent ensuite?

Les auteurs analysent une série de génes

AType) nadroblast codant pour des Afacteurs de transcription et
~ qui semblent étre exprimés dans des
NB () — neurones de types différents (Hunchback,

Hb, pdm, castor, cas et Kriipel, Kn.

2
ove @
Neurons/glia &

GMC: celllule progénitrice
ganglionnaire

— Kr — Pdm — Cas
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Résumé de |'épisode précédent

*Un schéma d'épistasie est proposé pour cette série de FTs
*Vérification par |'approche génétique (gain et perte de fonction)
*Schéma partiellement vérifié mais effets assez faibles
*Conc: Une autre horloge (mitotique) doit se superposer

>,
Hb == Kr— Pdm—Cas 1@tB
1@ 20kR
# ] 1 2@ 3(Qrom
1® 2 30 4Qcas
®_. - @ - (e)—
On voit que les résultats ne A HB KR PDM  CAS
matchent pas complétement le

modele proposé (mentionné par ®' 1
les auteurs eux-mémes..), car

méme les mutations nulles [:>
n'empéchent pas le déroulement

:Q
3
4Q
de  l'activation  séquentielle @
(contrairement aux gains de

fonctions) B hb~ Kr- Hb . t(r :
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Résumé de I'épisode précédent
*Conclusions des auteurs
*Conclusion: |'observation originale reste I'élément fondateur de ce type de

référentiel temporel. Les conclusions sur les mécanismes génétiques et sur la
nécessité d'une horloge complémentaire sont peut-étre moins claires aujourd'hui.

Conclusions de I'étude
We conclude that a cell

Ce modéle propose que chaque géne cycle-dependent “clock” is required to drive the transi-

active le géne suivant et réprime le sur- tions in Hb — Kr — Pdm — Cas gene expression (gray
suivant. 'Néanmoins, 'ces interactions ne arrows in Figure 6L).

sont pas nécessaires pour dérouler une

activation temporelle car des mutations ﬁ

dans ces génes ne supprime pas cette

activation séquentielle (elles ['altérent

légérement). Ainsi, un mécanisme relié et
indépendant doit exister en coordination

= We favor a model in which the timing of Hb — Kr —
avec le cycle cellulaire." (car chaque

Pdm — Cas expression is regulated primarily by a cell

division cellulaire 'fixe' I'expression dans cycle-dependent clock but also by regulation within the
un neuroblaste précis). Hb — Kr— Pdm — Cas pathway.
! ..mais, voir plus loin...

Régulation temporelle de la diversité des neurones pendant le
développement du systéme nerveux chez Drosophila

Les Neuroblastes sont les cellules souches précurseurs (progénitrices) des neurones

Neuroblasteside]Prosophils du systéme nerveux de la mouche Drosophile.

Deux vagues de neurogenese, embryonnaire et larvaire

tailles des neuroblastes!
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& s gf & Deux vagues de neurogenese, deux types
Eimm;—-’es - P‘?:m de neuroblastes (NBs, types 1 et 2). Les
. e NBs 1 se divisent dans l'embryon et
BEmbye Clana rentrent en quiescence, alors que les NBs

(}Q\ ((m 2 sont 'réactivés' (rerentrent en mitoses)
== [@JM chez la larve.
Newoseiheia o0l P e ' Jopment
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Homem and Knoblich, Drosophila neuroblasts: a
model for stem cell biology, Development, 2012.
Copyright 2023 The Company of Biologists
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A la fin du stade embryonnaire, les NBs expriment Cas et rentrent
en quiescence. Chez la larve, lors de la réactivation de la division,

les NBs de la VNC réexpriment puis d'autres facteurs non-encore identifiés (X)
*Dans le mutant , Cas n'est pas éteint et les divisions continuent
Entrée en Sortie de 15'000 neurones produits par 99
quiescence quiescence NBs/ chaque NB produit 150
7 7 neurones différents (difficile..)
A Cas Cas
Cell cycle
NB — " Tk exit
GMC
B
e a8 c!ones mduosd Cas
NB — — —_— = —— cell cycle
exit
aMC
Embryonic stages Larval stages Pupal stages
Key

@ Osw Qrk  Orim @cas

est un facteur de transcription de type récepteur nucléaire ' fopment
(hormones stéroides etc...ligand ?) Homem and Knoblich, Drosophila neuroblasts: a
model for stem cell biology, Development, 2012.

Copyright 2023 The Company of Biologists
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Une 'stratégie’ similaire a I'ceuvre pendant le développment
du systéme visuel

ARTICLE 2013 semns

Temporal patterning of Drosophila
medulla neuroblasts controls neural fates

Xin Li'%, Ted Exclik'®, Chaire Bertet', Zhenginng Chen', Roumen Voutev”, Srnidhi Venkatesh', Javier Morante's, Arzu Celik't
& Claude Desplan®

Dans le lobe optique, la medulla processe l'information visuelle provenant des photorécepteurs..[...] La
medulla contient app 40'000 neurones appartenant & app 70 types différents...."

In the Drosophila optic lobes, the medulla processes visual information coming from inner photoreceptors R7 and R8 and
from lamina neurons. It contains approximately 40,000 neurons belonging to more than 70 different types. Here we
describe how precise temporal patterning of neural progenitors generates these different neural types. Five transcription
factors—Homothorax, Eyeless, Sloppy paired, Dichaete and Tailless—are sequentially expressed in a temporal cascade in
each of the medulla neuroblasts as they age. Loss of Eyeless, Sloppy paired or Dichaete blocks further progression of the
temporal sequence. We provide evidence that this temporal sequence in neuroblasts, together with Notch-dependent
binary fate choice, controls the diversification of the neuronal progeny. Although a temporal sequence of transcription
factors had been identified in Drosophila embryonic neuroblasts, our work illustrates the generality of this strategy, with
different sequences of transcription factors being used in diffeI'ent contexts.

"Bien qu'une séquence temporelle de facteurs de transcription ait été identifié¢e dans les neuroblastes
embryonnaires de Drosophila, notre travail illustre la généralité de cette stratégie, avec différentes séquences
de FTs utilisées dans des contextes différents..."
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Une 'stratégie’ similaire a |'ceuvre pendant le développment
du systéeme visuel

ARTICLE 2013 4remss

Temporal patterning of Drosophila
medulla neuroblasts controls neural fates

Xin Li'*, Ted Erclik'®, Claire Bertet', Zhenging Chen', Roumen Voutev?, Srinidhi Venkatesh', Javier Morante, Arzu Celik't
& Claude Desplan®

In the Drosophila optic lobes, the medulla processes visual information coming from inner photoreceptors R7 and R8 and

from lamina neurons. It contains approximately 40,000 neurons belonging to more than 70 different types. Here we
describe how precise temporal patterning of neural progenitors generates these different neural types. Five transcription
factors—Homothorax, Eyeless, Sloppy paired, Dichaete and Tailless—are sequentially expressed in a temporal cascade in

each of the medulla neuroblasts as they age. Loss of Eyeless, Sloppy paired or Dichaete blocks further progression of the
temporal sequence. We provide evidence that this temporal sequence in neuroblasts, together with Notch-dependent

binary fate choice, controls the diversification of the neuronal progeny. Although a temporal sequence of transcription
factors had been identified in Drosophila embryonic blasts, our work illustrates the generality of this strategy, with |
different sequences of transcription factors being used in different contexts.

NE  Medulla NBs Medulla (une partie du lobe optique): app 40'000 neurones; s
70 types différents...a partir de 800 NBs -

Figure 1 | The developing medulla. a, Model of alarval brain showing that the
neuroepithelium (blue) gives rise to the lamina on the lateral (L) side and to the
medulla on the medial (M) side. A wave of neurogenesis (light red) converts
neuroepithelium (NE) cells (blue) into neuroblasts (NBs) (red). A, anterior;
D, dorsal; P, posterior; V, ventral; VNC, ventral nerve cord.

NE: neuroepithélium; NBs: Neuroblasts
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Une 'stratégie’ similaire a I'ceuvre pendant le développment
du systéme visuel

ARTICLE 2013 s

Temporal patterning of Drosophila
medulla neuroblasts controls neural fates

XinLi', Ted Erclik', Clare Bertet', Zhenqing Chen’, Roumen Voutev?, Sinidhi Venkatesh, Javier Morante'f, Arzu Geli't
& Claude Desplan'

vue de surface Modeéle, linéage des neurones

Lamina NE Medulla NB

Lateral Medial

Medulla NBs

/——)OIdest
neuroblastes

4 I cellules progénitrices
ganglionnaires
PR axons
Medulla —»|  neurones de la
neurons medulla

ELlVE =0 qest
europil

O : exemple du développement d'un clone
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Une 'stratégie’ similaire a |'ceuvre pendant le développment
du systéeme visuel

ARTICLE 2013 s

Temporal patterning of Drosophila
medulla neuroblasts controls neural fates

XinLi', Ted Erclik', Clare Bertet', Zhenqing Chen’, Roumen Voutev?, Sinidhi Venkatesh, Javier Morante'f, Arzu Geli't
& Claude Desplan’

Larve 3 (L3) @
We found that five transcription factors, Homothorax (Hth), Eyeless
Lateral Medial (Ey), Sloppy paired 1 and 2 (Slp), Dichaete (D) and Tailless (Tll), are
Medulla NBs Oldest sequentially expressed in medulla neuroblasts as they age.

Le méme déroulement successif dans I'activation temporelle de facteurs de

NE . ( . GMC transcription, mais les identités de ces facteurs sont différentes de celles
/ des facteurs impliqués dans le CNS de I'embryon.

O/ Medulla Hth — Ey — Slp —> — Tl

neurons
() i
Medulla Gl IR e il iy o
Moddla (homeobox) Evel (Forked head (récépteur
. ye! ess domaine) nucléaire)
- N o (homeobox)

B-0-0-6-6-6
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Séquencage d'ARNs de cellules uniques (scRNA-seq):
Une bréve histoire d'une technologie révolutionnaire

*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 a la fois leurs liens de parenté et leurs histoires développementales.

*Equivalence génomique (les cellules ont le méme génome)
*Non-équivalence des transcriptomes (ensemble des ARNs d'un échantillons biologique)
*Séquencgage en 'batch’ (tissue, culture de celllules, organisme): Mélange des ARNs

*Identité cellulaire par le transcriptome de la cellule unique

Q: Comment séquencer de 'ARN?

Q: Comment séquencer les ARNs d'une cellule unique?

14
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La fabrication d'un ADN (double brin) a partir d'un ARN (simple brin)

La dé: une enzyme, la transcriptase inverse:
La transcriptase inverse ou rétrotranscriptase (en anglais reverse micri 0bl0[ 0g’emed'cale'h

transcriptase ou encore RT) est une enzyme utilisée par les
rétrovirus et les rétrotransposons qui transcrivent linformation Site de fixation de Ia
génétique des virus ou rétrotransposons de I'ARN en ADN, qui T7 ARN polymérase

peut s'intégrer dans le génome de I'héte. s

Amorce A

It

3

&
Wikipedia

hitps://frwikipedia.org » wiki > Transcriptase_inverse

Activité transcriptase inverse

«

— \ )
ARN simple brin, avec une amorce (multiples séquences..) ‘
Transcription inverse, ADN simple brin N -
Elimination de I'ARN par digestion enzymatique \ ° ‘ ’
Activité RNase
Fabrication du brin d’ADN complémentaire B
N\ -
\\ ‘ Activité transcriptase inverse
SM 3
‘ T

]

(

Séquengage! ‘-’ Amplification par PCR, 10% copies d/ADN ‘ =

15

La fabrication d'un ADN (double brin) a partir d'un ARN (simple borin)

La dé: une enzyme, la transcriptase inverse:
La transcriptase inverse ou rétrotranscriptase (en anglais reverse micri 0’””’ 0g'emed'cale'h
transcriptase ou encore RT) est une enzyme utilisée par les
rétrovirus et les rétrotransposons qui transcrivent l'information Site de fixation de la
génétique des virus ou rétrotransposons de I'ARN en ADN, qui T7 ARN polymérase
peut s'intégrer dans le génome de I'héte. 3

Amorce A

It

3

5
Wikipedia
hitps:/fr wikipedia.org > wiki> Transcriptase_inverse

w

Activité transcriptase inverse

(}

— 5
Amorce B

1

’ Séquencage! ‘- ’ Amplification par PCR, 10X copies d/ADN = :h

| — ‘ -
*l faut une certaine quantité d'ARNs/celllule pour pouvoir passer ‘
au travers de cette procédure. Donc seul un certain % des ARNs N "
(les plus abondants) seront séquencés in fine... 3 e
‘ Activité RNase
*Le nombre de séquences (reads) obtenues pour un ARN sera s,
fonction de sa concentration dans les cellules de départ (donc un p— 3
aspect quantjtaﬁf...) ‘ Activité transcriptase inverse
.
N >

16
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Séquencage d'ARNs de cellules uniques (scRNA-seq):
Une bréve histoire d'une technologie révolutionnaire

*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 a |a fois leurs liens de parenté et leurs histoires développementales.

Approches en
cellules uniques..

® Genome

® Chromosomal conformation
DNA methylome
ChIP

® Transcriptome

2009 2010 2011

2020

2021

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

17
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THESE DE DOCTORAT UYL Stratégie générale de l'approche par micro-
DE L'UNIVERSITE psL ‘°100cre20® fluidique en goutte (avec un systeme de codes
barres pour amorcer la synthese ....).

Préparée a I'Ecole supérieure de physique et de chimie
industrielles de la ville de Paris

Réactifs Huile fluorée + Tous les ARNs d'une celllule
d:‘F:{'Ir t:ll;i olj;)::i(fes se_rt_)nt transcrits  (inverse) en
utilisant le barre-code apporté
Billes par la bille comme amorce et
d'hydrogel 1 donc tous seront marqués avec
Préparation de 1;?,,?3 Co-encapsulation d’'une UlN code. ADN_ ) (petite
billes contenant iIIee’(d‘uneceIIuIe squer}ce unique) différent de
des amorces .* — d ~ eq- § celui d'une autre celllule...
barres-codes B ) _ Apros s& il
différents ot prés sequengage[de X milliers
injection dans le de cellules différentes, les
tube . ADN§ (ARNS) son_t triés par un
B Suspension logiciel en fonction de leurs
cellulaire I I barres-codes..
Préparation d'une suspension cellulaire Injection  d'une  solution
(cellules dissociées) et injection de tensio-active pour faire une
cellules une par une dans le tube.... goutte

. . . B B= Séquencage de I’ARN a I'échelle de la cellule
unique en utilisant la microfluidique en gouttes. Des cellules et des billes d’hydrogel porteuses d’amorces & code-barres
sont encapsulées dans des gouttes, dispersées dans de I'huile fluorée. La cellule est lysée une fois dans la goutte et ses
ARN messagers sont capturées par les amorces apportées par la bille.

18
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Developmental Cell ] Un exemple simple: Une fenétre dans le développement des

. CoProen membres mammifére

of @ Whatsthis?

i

e 16

*scRNAseq de bourgeons de membres de souris se développant,
A single-cell census of mouse limb entre les jours 10.5 et 14.5
development identifies complex _ *Chaque point représente une cellule. Les points de méme couleur
spatiotemporal dynamics of skeleton formation . .

représentent des cellules qui globalement partagent leurs ARNs et
Svetlana Markman * %, Mor Zada 23, Eyal David %, Amir Giladi?, o Amit2* 2 . N .
premITy sont donc comparables. Ces cellules se regroupent en 'clusters'.

Clustering total: tous dges confondus

C1-Cé: différents types de chondrocytes
CTO-CT2: tissu connectif, fibroblastes
P1-P3: progéniteurs mésenchymateux

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

19

Developmental Cell o]

CelPress

. e 16

A single-cell census of mouse limb
development identifies complex
spatiotemporal dynamics of skeleton formation

Svetlana Markman 1%, Mor Zada ?*, Eyal David , Amir Giladi?, Ido Amit** 9, &,
Elzar Zelzer 15 8, &

C1-Cé: différents types de chondrocytes
CTO-CT2: tissu connectif, fibroblastes
P1-P3: progéniteurs mésenchymateux

Distribution des types cellulaires dans le temps
(transition de progéniteurs a cellules différenciées)
On peut donc établir des trajectoires de cellules (filiations) dans le temps (pseudotime)

E11.5 E125

20
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Inférence de trajectoires et pseudotimes’

De trés nombreux logiciels existent qui reconstituent les trajectoires

cellulaires a partir de datasets obtenus par séquencage d'/ARN de cellules
uniques. Ces logiciels permettent également de déterminer un

'pseudotime’ pour les apparitions des types cellulaire.

21

Une définition
Inférence de trajectoires et jpseudotimes’

Advanced Single-Cell Analysis with Bioconductor

Authors: Robert Amezquita [aut], Aaron Lun [aut, cre], Stephanie Hicks [aut], Raphael Gottardo [aut]
Version: 1.2.1

Modified: 2021-11-08

Compiled: 2021-11-12

Environment: R version 4.1.2 (2021-11-01), Bioconductor 3.14

License: CC BY 4.0

Copyright: Bioconductor, 2021

Source: https://github.com/OSCA-source/OSCA.advanced

Many biological processes manifest as a continuum of dynamic changes in the cellular state. The most
obvious example is that of differentiation into increasingly specialized cell subtypes, but we might also
consider phenomena like the cell cycle or immune cell activation that are accompanied by gradual
changes in the cell’s transcriptome. We characterize these processes from single-cell expression data by
identifying a “trajectory”, i.e., a path through the high-dimensional expression space that traverses the
various cellular states associated with a continuous process like differentiation. In the simplest case, a
trajectory will be a simple path from one point to another, but we can also observe more complex

trajectories that branch to multiple endpoints.

The “pseudotime” is defined as the positioning of cells along the trajectory that quantifies the relative
activity or progression of the underlying biological process. For example, the pseudotime for a
differentiation trajectory might represent the degree of differentiation from a pluripotent cell to a terminal
state where cells with larger pseudotime values are more differentiated. This metric allows us to tackle
questions related to the global population structure in a more quantitative manner. The most common
application is to fit models to gene expression against the pseudotime to identify the genes responsible
for generating the trajectory in the first place, especially around interesting branch events.

22
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Inférence de trajectoires et pseudotimes’

De trés nombreux logiciels existent qui reconstituent les trajectoires

cellulaires a partir de datasets obtenus par séquencage d'/ARN de cellules
uniques. Ces logiciels permettent également de déterminer un
'pseudotime’ pour les apparitions des types cellulaire.

Exemple du logjiciel Slingshot et d'une expérience de scRNAseq a partir
d'épithelium offactif a des temps différents

po®
Clustering des cellules ~ Construction d'un arbre Les trajectoires pour Les valeurs relatives de
par comparaison de  minimum qui donne le chaque linéage sont pseuc!onme ~ sont
leurs ARNs principaux. nombre de branchements affinées (smoothing). données par projections

et de linéages. orthogonales des cellules

sur la trajectoire.

& Kelly Street, Davide Risso, Russel B. Fletcher, Diya Das, John Ngai, Nir Yosef, Elizabeth Purdom, Sandrine Dudoit -
https://bmcgenomics.biomedcentral.com/articles/10.1186/s12864-018-4772-0
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Inférence de trajectoires et jpseudotimes’

De trés nombreux logiciels existent qui reconstituent les trajectoires
cellulaires & partir de datasets obtenus par séquencage d'ARN de cellules
uniques. Ces logiciels permettent également de déterminer un
'pseudotime’ pour les apparitions des types cellulaire.

Trajectoires des cellules souches de I'épithelium olfactif (en 3D)

Cell Stem Cell

Volume 20, Issue 6, 1 June 2017, Pages 817-830.¢8

CelPress

Deconstructing Olfactory Stem Cell Trajectories
at Single-Cell Resolution

19

Russell B, Fletcher ! °, Diya Das ' %, Levi Gadye ?, Kell
18, Cole **, Quetzal Flores

N, Street >, Ariane Baudhuin ',

24
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seriesin the fly visual system

A complete temporal transcription factor

!, Thinh N, Tran', Azalia M. Martinez Jaimes',

Anthony M. Rossi“",

Received: 24 February 2021

Mehmet Neset Ozel’,Félix Simon', Zhiping Shao*, Nadelda M. Tsankova®*, John F. Fullard®’,

Uwe Walldor’,
Published online: 6 April 2022

316 | Nature | Vol 604 | 14 April 2022

Utilsation de scRNAseq pour identifier toute la série
de facteurs de transcription (TFs) qui spécifient la
plupart des neurones du lobe optique de Drosophila.

Vérification par des approches génétiques que ces
TFs régulent la progression de la série en activant le
prochain facteur et en réprimant celui d'avant (en plus;
d'autres mécanismes de régulations complexes.

Nous établissons les fenétres temporelles de I'origine
et de l'ordre de naissance de chaque sous-type
neuronal dans la medulla et montrons que ces TFs
suffisent & expliquer la génération de la diversité|
neuronale dans cette région du cerveau.

Résumé

The brain consists of thousands of neuronal types that are generated by stem cells
producing different neuronal types as they age. In Drosophila, this temporal
patterning is driven by the successive expression of temporal transcription factors
(tTFs)". Here we used single-cellmRNA sequencing to identify the complete series of
tTFs that specify most Drosophila optic lobe neurons. We verify that t TFs regulate the
progression of the series by activating the next tTF(s) and repressing the previous
one(s), and also identify more complex mechanisms of regulation. Moreover, we
establish the temporal window of origin and birth order of each neuronal type inthe
medullaand provide evidence that these tTFs are sufficient to explain the generation
of all of the neuronal diversity in this brain region. Finally, we describe the first steps of
neuronal differentiation and show that these steps are conserved in humans. We find
that terminal differentiation genes, such as neurotransmitter-related genes, are
presentas transcripts, but not as proteins, inimmature larval neurons. This
comprehensive analysis of atemporal series of t TFs in the optic lobe offers
mechanistic insights into how tTF series are regulated, and how they canlead to the

generation of acomplete set of neurons.
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Article

2 Larve 3 (L3)

differentiation

seriesin the fly visual system

A complete temporal transcription factor

~ Neuroepithelium

Medulla
differentiation

", Anthony M. Rossi"™", Arisi

Received: 24 February 2021

, Tran', Azalia M. Martinez Jai
Mehmet Neset Ozel’,Félix Simon’, Zhiping Shao*, Nadeida M. Tsankova®*, John F. Fullard"’, Lateral

Uwe Walldorf",
Published online: 6 April 2022
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*Le passage de NB vers les
celllules progénitrices
ganglionnaires (GMC) forme un
sablier  (réduction de la
diversité des ARNs).

o> R
ﬁ Neuroepithelium

*Egalement observé a la
transition entre NE et NB

(fleches rouges) trajectory

Mehmet Neset Ozel’, Félix Simon', Zhiping Shao, Nld_ild.n M. Tsankova®, John F. Fullard*’, Lateral
L - Uwe Walldorf", Posterior Dorsal Neuroblasts

Published onine: 6 Aprit 2022
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*Mi-larve 3 et pupaison précoce combinés UMAP

*70'000 cellules

*Différenciation vers la medulla d'ﬁLamlr]al

(fleche noire) I ergntlatlon
< _ trajectory
.

Medulla differentiation

UMAP: 'Uniform Manifold Approximation and Projection' (une fagon condensée de représenter des similarités)
https://github.com/Imcinnes/umap
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On peut donc placer les cellules sur ces trajectoires en
inférant le temps d'apparition (pseudotime) des NB
exprimant des signatures de TFs différentes...

Ce qui permet la découverte d'une série de nouveaux
TFs pour compléter ceux déja connus et ainsi en avoir
une liste exhaustive
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age des neuroblastes

Early Middle

@% ==

*Ces auteurs proposent que cette chaine d'événements et de boucles de régulation (épistasie) est
suffisante pour expliquer le temps de génération des neuroblastes (et des neurones)

We have therefore identified most, if not all, tTFs in a developing
neuronal system and show that these tTF the progression causalité?
of the temporal series. We also confirmed many of these interactions
by analysing the effect of tTF mis-expression on the temporal cascade
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N = Dans le cortex (le pallium dorsal), les
ScienceDirect neurones glutamatergiques sont générés par
vagues successives, qui vont former 6
Principles of progenitor temporal patterning in the couches de neurones dans le néocortex

developing invertebrate and vertebrate nervous system m adulte.
Polina Oberst™*, Gulistan Agirman’>* and Denis Jabaudon'* ey
Current Opinion in Neurobiology 2019, 56:185-193 2019 v Dorsa\ pallium
Embryo Adult
Temporal patterning in the mammalian - MENEEEIEds o Cledencss -
Superficial
cerebral cortex Superic
As is the case in Drosophila, at least some neural progeni- . (@] v
tors in vertebrates also generate distinct neuronal sub- v e
5 Astrocytes \ Desp
types over time, ¥ ayers
vi -
b 0
svz o
Control of temporal transitions in APs O "‘F
In contrast to the well-characterized temporal sequence
of tTFs in Drosophila, the temporal transcriptional vz OLO*O*OAP == O
dynamics in mammalian cortical progenitors are still
relatively poorly described with only few genes identified Developmental time 4
so far. Cortical progenitors express the transcription factor
well studied in the mouse neocortex. The neocortex is AP: Progéniteurs apicaux
ized in si T P [Py . P . IP: Progéniteurs intermédiaires

organized in six layers, each enriched in specific subtypes VZ: Zone ventriculaire
of neurons with distinct molecular identities, morpholo- SVZ: Zone sub-ventriculaire
gies, and connectivity [19,20]. In the developing neocor- LV: Ventricules latéraux
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Trajectoires déterminées par scATAC-seq

BC
Rod

Rod precursor

Early NG
MG
RPC S3

€llules —
neuroépitheliales

RPCS1

Précoce

Un mécanisme similaire de patterning temporel par TFs
est observé pendant le développement de la rétine de
la souris, avec des trajectoire comparables de
spécifications des neurones (analyse par scATAC-seq).

Tardif

Cone Rod

Rod: Batonnets; AC/HC: cellules amacrines, horizontales; NG, progéniteurs neuronaux; RGC, cellules ganglionnaires rétinales; MG,
cellules gliales; RPC, cellules progénitrices de la rétine; BC, celllules bipolaires.
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