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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 l'embryon de Drosophile et du système visuel des mouches. 'Identités temporelles'.

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

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

Cours #4: Identification moléculaire et destin des somites, les gènes Hox, l'homéose, pseudo-
embryons in vitro comme sujets d'études.

Cours #5: Le temps génomique; exemple du timer Hox, importance et mécanisme potentiel.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Cours #2, 23 mai 2023, 17h

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

Cours 2023: Les Temps du Développement Embryonnaire

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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*2 vagues de neurogenèse (embryon et larve)
*Les neuroblastes dérivent du neuroépithélium (en vert)

*Les neuroblastes se divisent de façon asymétrique pour donner:
*Un nouveau neuroblaste et une cellule GMC

*La cellule GMC se différencie en neurones ou en glie

Copyright 2023 The Company of Biologists

Homem and Knoblich, Drosophila neuroblasts: a 
model for stem cell biology, Development, 2012.

Deux vagues de neurogenèse, deux types 
de neuroblastes (NBs, types 1 et 2). 

👉

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Résumé de l'épisode précédent
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2001 Question: quels sont les facteurs (gènes) 
qui déterminent les identités des GMC 
à leurs naissances et des neurones 
qu'elles produisent ensuite?

Les auteurs analysent une série de gènes 
codant pour des facteurs de transcription et 
qui semblent être exprimés dans des 
neurones de types différents (Hunchback, 
Hb, pdm, castor, cas et Krüpel, Kr).

👉

GMC: celllule progénitrice 
ganglionnaire
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Résumé de l'épisode précédent

Hb       Kr        Pdm Cas

*Publication fondatrice
*Des facteurs de transcription sont activés dans chaque nouveau neuroblaste

*En suivant toujours la même série...
*Ces facteurs sont maintenus dans les cellules GMC et descendantes
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On voit que les résultats ne 
matchent pas complètement le 
modèle proposé (mentionné par 
les auteurs eux-mêmes..), car 
même les mutations nulles 
n'empêchent pas le déroulement 
de l'activation séquentielle 
(contrairement aux gains de 
fonctions)

Résumé de l'épisode précédent

*Un schéma d'épistasie est proposé pour cette série de FTs
*Vérification par l'approche génétique (gain et perte de fonction)

*Schéma partiellement vérifié mais effets assez faibles
*Conc: Une autre horloge (mitotique) doit se superposer
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Ce modèle propose que chaque gène 
active le gène suivant et réprime le sur-
suivant. 'Néanmoins, 'ces interactions ne 
sont pas nécessaires pour dérouler une 
activation temporelle car des mutations 
dans ces gènes ne supprime pas cette 
activation séquentielle (elles l'altèrent 
légèrement). Ainsi, un mécanisme relié et 
indépendant doit exister en coordination 
avec le cycle cellulaire.' (car chaque 
division cellulaire 'fixe' l'expression dans 
un neuroblaste précis).

Conclusions de l'étude

?

..mais, voir plus loin...⚠
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Résumé de l'épisode précédent

*Conclusions des auteurs

*Conclusion: l'observation originale reste l'élément fondateur de ce type  de 
référentiel temporel. Les conclusions sur les mécanismes génétiques et sur la 

nécessité d'une horloge complémentaire sont peut-être moins claires aujourd'hui. 
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Régulation temporelle de la diversité des neurones pendant le 
développement du système nerveux chez Drosophila

Neuroblastes de Drosophile

Facteurs de transcription

Identité temporelle

'Progéniture' neuronale

Les Neuroblastes sont les cellules souches précurseurs (progénitrices) des neurones 
du système nerveux de la mouche Drosophile.

Les Facteurs de transcription sont des protéines nucléaires qui contrôlent la 
transcription, i.e., la production d'ARN messagers.

L'Identité temporelle fait référence à l'acquisition progressive, dans le temps, 
d'identités différentes pour des neurones produits par les neuroblastes.

Par 'Progéniture neuronale, on entend les séries de neurones dérivant des 
neuroblastes par divisions cellulaires successives.

Deux vagues de neurogenèse, embryonnaire et larvaire

Copyright 2023 The Company of Biologists

Homem and Knoblich, Drosophila neuroblasts: a 
model for stem cell biology, Development, 2012.

Deux vagues de neurogenèse, deux types 
de neuroblastes (NBs, types 1 et 2). Les 
NBs 1 se divisent dans l'embryon et 
rentrent en quiescence, alors que les NBs 
2 sont 'réactivés' (rerentrent en mitoses) 
chez la larve.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

tailles des neuroblastes!
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Copyright 2023 The Company of Biologists

Homem and Knoblich, Drosophila neuroblasts: a 
model for stem cell biology, Development, 2012.

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 Svp puis d'autres facteurs non-encore identifiés (X)

*Dans le mutant Svp, Cas n'est pas éteint et les divisions continuent

Svp est un facteur de transcription de type récepteur nucléaire
(hormones stéroides etc...ligand ?) 
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Entrée en 
quiescence

Sortie de 
quiescence

15'000 neurones produits par 99 
NBs/ chaque NB produit 150 
neurones différents (difficile..)

9

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

Une 'stratégie' similaire à l'œuvre pendant le développment
du système visuel

👈

2013
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''Bien qu'une séquence temporelle de facteurs de transcription ait été identifiée 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 à l'œuvre pendant le développment
du système visuel

👈

👈

NE: neuroepithélium;  NBs: Neuroblasts

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

2013

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Une 'stratégie' similaire à l'œuvre pendant le développment
du système visuel

vue de surface Modèle, linéage des neurones

neuroblastes
cellules progénitrices

ganglionnaires

neurones de la 
medulla

: exemple du développement d'un clone

2013

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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2013

Une 'stratégie' similaire à l'œuvre pendant le développment
du système visuel

Le même déroulement successif dans l'activation temporelle de facteurs de 
transcription, mais les identités de ces facteurs sont différentes de celles 

des facteurs impliqués dans le CNS de l'embryon.

Hth Ey Slp D Tll

Homothorax
(homeobox)

Eyeless
(homeobox)

Sloppy paired
(Forked head

domaine)
Dichaete

(HMG domaine
Sox-like)

Tailless
(récépteur
nucléaire)

Larve 3 (L3)

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Séquençage d'ARNs de cellules uniques (scRNA-seq):
Une brève 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 à la fois leurs liens de parenté et leurs histoires développementales. 

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

*Equivalence génomique (les cellules ont le même génome) 

*Non-équivalence des transcriptomes (ensemble des ARNs d'un échantillons biologique)

*Séquençage en 'batch' (tissue, culture de celllules, organisme): Mélange des ARNs

*Identité cellulaire par le transcriptome de la cellule unique

Q: Comment séquencer de l'ARN?

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

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

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

La clé: une enzyme, la transcriptase inverse:

ARN simple brin, avec une amorce (multiples séquences..)

Transcription inverse, ADN simple brin

Elimination de l'ARN par digestion enzymatique

Fabrication du brin d'ADN complémentaire

Amplification par PCR, 10X copies d'ADN Séquençage!

15

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

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

La clé: une enzyme, la transcriptase inverse:

Amplification par PCR, 10X copies d'ADN Séquençage!

*Il faut une certaine quantité d'ARNs/celllule pour pouvoir passer
au travers de cette procédure. Donc seul un certain % des ARNs
(lesplusabondants) seront séquencés in fine...

*Le nombre de séquences (reads) obtenues pour un ARN sera
fonction de sa concentration dans les cellules de départ (donc un
aspectquantitatif...)

⚠
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Séquençage d'ARNs de cellules uniques (scRNA-seq):
Une brève histoire d'une technologie révolutionnaire

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

*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. 

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Approches en 
cellules uniques..
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Stratégie générale de l'approche par micro-
fluidique en goutte (avec un système de codes 
barres pour amorcer la synthèse ....).
 

Tous les ARNs d'une celllule 
seront transcrits (inverse) en 
utilisant le barre-code apporté 
par la bille comme amorce et 
donc tous seront marqués avec 
UN code ADN (petite 
séquence unique) différent de 
celui d'une autre celllule...

Après séquençage de X milliers 
de cellules différentes, les 
ADNs (ARNs) sont triés par un 
logiciel en fonction de leurs 
barres-codes..
 

Préparation d'une suspension cellulaire 
(cellules dissociées) et injection de 
cellules une par une dans le tube....

Préparation de 
billes contenant 
des amorces 
barres-codes 
différents et 
injection dans le 
tube..
 

Injection d'une solution 
tensio-active pour faire une 
goutte

18
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Un exemple simple: Une fenêtre dans le développement des 
membres mammifère

*scRNAseq de bourgeons de membres de souris se développant, 
entre les jours 10.5 et 14.5

*Chaque point représente une cellule. Les points de même couleur 
représentent des cellules qui globalement partagent leurs ARNs et 
sont donc comparables. Ces cellules se regroupent en 'clusters'. 

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

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Distribution des types cellulaires dans le temps
(transition de progéniteurs à cellules différenciées)

On peut donc établir des trajectoires de cellules (filiations) dans le temps (pseudotime)

C1-C6: différents types de chondrocytes
CT0-CT2: tissu connectif, fibroblastes
P1-P3: progéniteurs mésenchymateux

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Inférence de trajectoires et 'pseudotimes'

De très nombreux logiciels existent qui reconstituent les trajectoires 
cellulaires à partir de datasetsobtenus par séquençage d'ARN de cellules 

uniques. Ces logiciels permettent également de déterminer un 
'pseudotime' pour les apparitions des types cellulaire.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Inférence de trajectoires et 'pseudotimes'

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Une définition

22
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Inférence de trajectoires et 'pseudotimes'

De très nombreux logiciels existent qui reconstituent les trajectoires 
cellulaires à partir de datasetsobtenus par séquençage d'ARN de cellules 

uniques. Ces logiciels permettent également de déterminer un 
'pseudotime' pour les apparitions des types cellulaire.

Exemple du logiciel Slingshotet d'une expérience de scRNAseqà partir 
d'épitheliumolfactif à des temps différents

Clustering des cellules 
par comparaison de 
leurs ARNs principaux.

Construction d'un arbre 
minimum qui donne le 
nombre de branchements 
et de linéages. 

Les trajectoires pour 
chaque linéage sont 
affinées (smoothing).

Les valeurs relatives de 
pseudotime sont 
données par projections 
orthogonales des cellules 
sur la trajectoire.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Inférence de trajectoires et 'pseudotimes'

De très nombreux logiciels existent qui reconstituent les trajectoires 
cellulaires à partir de datasetsobtenus par séquençage d'ARN de cellules 

uniques. Ces logiciels permettent également de déterminer un 
'pseudotime' pour les apparitions des types cellulaire.

Trajectoires des cellules souches de l'épitheliumolfactif (en 3D)

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Résumé

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 fenêtres temporelles de l'origine 
et de l'ordre de naissance de chaque sous-type 
neuronal dans la medulla et montrons que ces TFs 
suffisent à expliquer la génération de la diversité 
neuronale dans cette région du cerveau. 

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Larve 3 (L3)

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Larve 3; lobe optique

26
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Larve 3 (L3)

*Mi-larve 3 et pupaison précoce combinés

* 70'000 cellules

*Différenciation vers la medulla
  (flèche noire)

*Le passage de NB vers les 
celllules progénitrices 
ganglionnaires (GMC) forme un 
sablier (réduction de la 
diversité des ARNs).

*Egalement observé à la 
transition entre NE et NB
(flèches rouges)

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

UMAP

UMAP: 'Uniform Manifold Approximation and Projection' (une façon condensée de représenter des similarités)
https://github.com/lmcinnes/umap

27

2023

Génération des types cellulaires neuronaux 
(et glie) dans le système visuel de la mouche 
(rappel), analyse par scRNAseq. Séquence 
temporelle de FTs.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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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 déjà connus et ainsi en avoir 
une liste exhaustive

trajectoires des neuroblastes

force 
d'expression

(relative)

TFs
connus

TFs
nouveaux

TFs ayant une fonction 
dans les NBs

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

odd-paired zf
ermuff zf

homeobrain hb
escargot zf

oaz zf

scarecrow hb

BarH1-2 hb

29

NBs

Tm20neurones cholinergiques (acetylcholine)

11 'fenêtres temporelles' !

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

neurones glutamatergiques (glutamate)

Dm3

30



16

âge des neuroblastes

TFs
connus

TFs
nouveaux

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

causalité?

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

interaction positive

interaction négative

31

AP: Progéniteurs apicaux
IP: Progéniteurs intermédiaires
VZ: Zone ventriculaire
SVZ: Zone sub-ventriculaire
LV: Ventricules latéraux

Dans le cortex (le pallium dorsal), les 
neurones glutamatergiques sont générés par 
vagues successives, qui vont former 6 
couches de neurones dans le néocortex 
adulte.

2019

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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2023

temps

VNC mouche

Rétine souris

Lobe optique
mouche

Cascades temporelles de facteurs de 
transcription: similarités entre la mouche et la 
rétine des mammifères.

Plusieurs paires de gènes 'orthologues' existent 
entre la VNC de la mouche et la rétine de la 
souris.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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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).

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Organisation (repliements multiples) de l'ADN (chromatine) dans le noyau

Job Dekker, Nancy Kleckner et collègues... source: Susan Mango
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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).

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

2023

2015

L'approche ATACseq mesure l'accessibilité à la 
chromatine, donc les endroits 'actifs' (là où des facteurs 
sont déposés, ou où la chromatine est modifiée etc..

L'approche ATAC globale (X milliers-ions de cellules)
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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).

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

2023

2015

L'approche ATACseq mesure l'accessibilité à la 
chromatine, donc les endroits 'actifs' (là où des facteurs 
sont déposés, ou où la chromatine est modifiée etc..

L'approche ATAC globale (X milliers-ions de cellules)
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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).

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

L'approche ATACseq en cellules uniques requiert 
l'association de noyaux uniques avec des billes bar-
codées (micro-fluidique)

L'approche ATAC en cellules uniques

Gel Beads in 
Emulsion (GEMs)

Amplification

Fragments ADN
barcodés

Purification, séquençage
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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).

Trajectoires déterminées par scATAC-seq Précoce Tardif

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

cellules 
neuroépitheliales

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

2021
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