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Cours #4, 6 juin 2023, 17h

Cours #4: L'horloge de segmentation, oscillateur cellulaire, front de
détermination et différences de périodes (suite et fin). Introduction au 'timer
Hox'.

Cours 2023: Les Temps du Développement Embryonnaire

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Biologie, Campbell, 8ème édition; Copyright 2008 Pearson education 
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Résumé de l'épisode précédent 1) Les somites se condensent à
partir du mésoderme paraxial 
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Gallus gallus

Pictures from: Developmental Biology, Scott Gilbert
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Résumé de l'épisode précédent 2) Les somites se condensent à
partir du mésoderme paraxial et donnent le sclérotome, le

dermatome et le myotome 
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Résumé de l'épisode précédent 3) Les somites se condensent
selon une progression de l'antérieur vers le postérieur 

*La partie céphalique a terminé sa neurulation alors
que la partie caudale est toujours en gastrulation!

Antérieur

Postérieur

*Les stades successifs de développement peuvent
être observés à des niveaux antéro-postérieurs
différents.

*Le mésoderme condensé est appelé 'somitique'.

*Le mésoderme non-encore condensé est appelé
mésoderme pré-somitique (PSM).

From: Developmental Biology, Scott Gilbert

Somites, fin
différenciation

Somites, début
condensation
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Gallus gallus
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Palmeirim et al.1997

15 somites                         16 somites                        17 somites

Trois phases 
d'expression toutes 

les 90 minutes I                   II                  III                   I... 

Visualisation sur l'embryon de poulet à des stades différent 
de l'expression (mARNs) du gène Hairy1,isolé par cross-
hybridation avec le gène de Drososophile Hairy

gène de 'segmentation'
(répresseur)

Résumé de l'épisode précédent 4) Les cellules du mésoderme pré-
somitique oscillent (90') de façon coordonnée à différents niveaux A-P
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L'Horloge de Segmentation

Source: O. Pourquié 

Gradient avec une
source postérieure, 
fixant un 'front de 

détermination'

Oscillateur moléculaire 
intrinsèque aux 

cellules
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La vague
L'oscillateur

*La synchronisation des oscillateurs cellulaires et leur
ralentissement le long du PSM donne l'impression
visuelle d'une vague qui se condense antérieurement.
Cette vague ne dépend pas de mouvements cellulaires

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Résumé de l'épisode précédent 6) L'oscillateur résulte des interactions
entre trois voies de signalisation
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*Hybridation in situ de Fgf8 mRNAs avec des 
temps de révélation différents, montrant la 
concentration différente de ces ARNs dans le 
PSM.

*Transcription intronique (In) révélant où les ARNs 
Fgf8 sont fabriqués (dans les cellules 
progénitrices (en bleu). Les ARNs sont alors 
transportés avec les cellules et disparaîssent 
progressivement ('decay'). Plus une cellules sera 
'antérieure', moins elle aura d'ARN Fgf8.

Transcription intronique: l'épissage des ARNs se fait dans le noyau alors que 
les mARNs 'matures' sont dans le cytoplasme... 

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Le 'wavefront' correspond à un gradient de ligands pour les voies
Fgf (et Wnt)

2001
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Épissage
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Les gènes eucaryotes sont généralement 'épissés'

Export vers le cytoplasme Protéines....

Instable...

Stable...

Détection par 
hybridation in situ

Sonde exonique,
détection des ARNm

(stables..cytoplasmiques)

Sonde intronique,
détection des pré-ARNm

(instables.., seulement dans
les cellules en produisant..)〰

〰

〰
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*Hybridation in situ de Fgf8 mRNAs avec des 
temps de révélation différents, montrant la 
concentration différente de ces ARNs dans le 
PSM.

*Transcription intronique (In) révélant où les ARNs 
Fgf8 sont fabriqués (dans les cellules 
progénitrices (en bleu). Les ARNs sont alors 
transportés avec les cellules et disparaîssent 
progressivement ('decay'). Plus une cellules sera 
'antérieure', moins elle aura d'ARN Fgf8.

Transcription intronique: l'épissage des ARNs se fait dans le noyau alors que 
les mARNs 'matures' sont dans le cytoplasme... 
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Le 'wavefront' correspond à un gradient de ligands pour les voies
Fgf (et Wnt)
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*Formation du gradient de Fgf8(Fgf4, Wnt3a?) par un
mécanisme de dégradation de l'ARN après sa production
dans des cellules postérieures.

*Le front de détermination, défini par des seuils de ces
gradients, se déplace donc avec le temps vers le postérieur

Front de 
détermination

ARN
Dégradation

ARN
production

Elongation

PSM

Somites

Frontière

Détermination
du segment

Comment
déterminer le 

segment ?

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Comment former ces gradients?

13

*Formation du gradient de Fgf8(Fgf4, Wnt3a?) par un
mécanisme de dégradation de l'ARN après sa production
dans des cellules postérieures.

*Le front de détermination, défini par des seuils de ces
gradients, se déplace donc avec le temps vers le postérieur
et va 'rencontrer' les cellules oscillantes, créant ainsi une
fenêtre particulière ou l'évènement cellulaire va se passer.

Nouveau 
somite

Nouveau 
segment

*Le nouveau segment (magenta) est déterminé 
par la combinaison de deux inputs; d'une part le 
front de détermination (bleu) qui descend vers le 
postérieur en même temps que l'élongation de 
l'embryon et, d'autre part, la rencontre avec 
l'horloge de segmentation dont la vague 
d'oscillations 'remonte' le PSM du postérieur vers 
l'antérieur.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Comment former le nouveau segment?

14
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1-Détermination du segment par l'horloge et le 'wavefront'

3-Triage des cellules Mesp2 positives et négatives dans des 
compartiments antérieurs et postérieurs du somite

2-Activation par Notch du gène Mesp2 dans les cellules du segment
de façon stochastique (?, poivre et sel)

La voie Notch a deux fonctions: 

1) Purement oscillatoire dans le PSM 
'postérieur'.
2)  'Instructive' par l'activation de mesp2 
dans le (pré)somite -2

MESP2 
expression

PSM

Notch 
activation

Somite 
cycle n+1

Somite 
cycle n+2

Somite 
cycle n

vertèbre

Couplage du 'patterning' antéro-postérieur à la production 
rythmique des somites

Miao et al., 2022

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Contrôle du nombre de segments

Le contrôle du nombre de segments dépend du rapport 
entre le taux de formation des somites et l'élongation de 
l'axe. Le taux de formation des somites dépend lui de la 
période de l'horloge ou/et de la vitesse de régression du 
wavefront

Un ralentissement de l'élongation ou une 
accélération de la formation des somites conduit à 
la réduction du PSM (appauvrissement en cellules) 
et donc à la terminaison de l'axe

Elongation

Formation 
des somites

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Contrôle du nombre de segments

Le contrôle du nombre de segments dépend du rapport 
entre le taux de formation des somites et l'élongation de 
l'axe. Le taux de formation des somites dépend lui de la 
période de l'horloge ou/et de la vitesse de régression du 
wavefront.

Nombre de générations cellulaires

315
somites

65
somites

55
somites

32
somites

2.8                                                               13.1             16.3                            21.5

*La balance entre le nombre de générations cellulaires ('approvisionnement' du PSM) et la période de 
l'horloge fixe le nombre total de segments dans différentes espèces

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Les variations relatives entre référentiels temporels ont été étudiées 
depuis de nombreuses comme source potentielle de différences 

interspécifiques et comme moteur évolutif (une littérature historique 
très riche qui ne peut faire l'objet de ce cours).

Lecture recommandée: 

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Gavin de Beer
(1899-1972)

Stephen J Gould
(1941-2002)

18
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Les variations relatives entre référentiels temporels ont été étudiées 
depuis de nombreuses comme source potentielle de différences 

interspécifiques et comme moteur évolutif (une littérature historique 
très riche qui ne peut faire l'objet de ce cours).

Lecture recommandée: 
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Stephen J Gould
(1941-2002)
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Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

Mise en culture de celllules ES (souris) ou iPS (humain) et 
protocole de différenciation en cellules du PSM. Introduction 
d'un transgène reporter Prom-Hes7/Luciférase de façon à 
pouvoir détecter les oscillations 'live'.

Les Luciférase sont des enzymes oxydatifs qui produisent de la 
bioluminescence (lucioles..).

PSM de souris: 122  minutes +/- 2'
PSM humain:  322  minutes +/- 6'

cultures de PSM

souris         Humain

Série temporelle (24 heures) de sections 
optiques en mesurant la luciférase 

culture de PSM de souris

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

20



11

Cellules de PSM souris isolées                   Luciférase

Les cellules de PSM de souris isolées continuent à osciller avec la 
bonne période, bien que le 'bruit' soit supérieur, en particulier 
avec les cellules humaines

Mise en culture de celllules ES (souris) ou iPS (humain) et 
protocole de différenciation en cellules du PSM. Introduction 
d'un transgène reporter Prom-Hes7/Luciférase de façon à 
pouvoir détecter les oscillations 'live'.

Ces oscillations sont-elles dues au couplage des cellules (par la 
voie Notch?

1) Inhibiteur de la voie Notch:            pas d'effet drastique

2) Examen de cellules uniques isolées:

Souris      Humain  

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

21

Dérivé du génome humain (20Kb)

Dérivé du génome murin (14Kb)

recombinaison homologue
par CRISPR/Cas9

Différence peut-être due  des séquences spécifiques dans le 
promoteur du gène Hes7 qui ralentiraient/accéléreraient la 
prériode (car feedback loop..)?

Expérience d'échange de gènes complets (incluant le 
promoteur et des régions amonts et avals etc...

Echange de gène en cellules ES

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

22
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Différence peut-être due  des séquences spécifiques dans le 
promoteur du gène Hes7 qui ralentiraient/accéléreraient la 
prériode (car feedback loop..)?

Expérience d'échange de gènes complets (incluant le 
promoteur et des régions amonts et avals etc...

La période d'oscillation de Hes7 humain s'adapte à celle de la souris, dans des cellules PSM et chez la souris live! 

cellules PSM souris

Temps [min] PSM:    souris              humain             

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

23

MAIS!! peut-être y a-t-il une séquence de régulation du 
gène Hes7 éloignée du promoteur et donc NON INCLUSE 
dans les transgènes....

DONC: Expérience de 'sauvetage', avec des celules qui 
n'ont plus de Hes7 (inactivé) et dans lesquelles les auteurs 
réintroduisent les transgènes souris ou humains sans les 
cibler quelque part.

cellules PSM souris

cellules PSM humain

Temps [min]

*Pas d'oscillations en absence de Hes7 (noir)

*Les oscillations sont réétablies en réintroduisant 
les transgènes souris ou humains, dans les cellules 
Hes7 mutantes murines ou humaine.

*Conclusion: Les différence de périodes ne sont 
pas dues à des enhancers éloignés des promoteurs 
et donc non-inclus dans les transgènes.

KO: cellules dans lesquelles Hes7 est inactivé

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

24
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Restent des différences possibles dans les vitesses de 
réactions biochimiques entre les deux espèces, qui 
pourraient alors expliquer les périodes distinctes.

*De nombreux paramètres biochimiques sont susceptibles de varier 
entre la souris et les humains, comme par exemples la dégradation des 
ARNs, leurs vitesses d'épissage (maturation), la durée des délais 
introduits par le feedback loop impliquant Hes7...
*Donc, les auteurs mesurent les vitesses de dégradation des ARNs et des 
protéines ainsi quen plusieurs délais dans le feedback loop...

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

25

Mesure de la dégradation des ARNs

Le système TeT-off (Dox) permet de stopper la production 
des ARNs au temps T et la luciferase permet de regarder la 
stabilité (donc la dégradation).

*Sans doxycycline, le 
transactivateur se lie et 
active le gène souhaité. 

*Avec doxycycline, le 
transactivateur ne se lie 
plus et le gène cesse 
d'être transcrit.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

26
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Mesure de la dégradation des ARNs

Le système Tet-off (Dox) permet de stopper la production 
des ARNs au temps T et la luciferase permet de regarder la 
stabilité (donc la dégradation).

*Stimulation de l'expression de Hes7 puis arrêt 
soudain en ajoutant de la Dox.

*les auteurs mesurent alors la quantité de luciférase 
(fluorescence quantitative) pour estimer la vitesse 
de dégradation de l'ARN Hes7

*Fait avec Hes7 murin ou humain dans des cellules 
PSM murines ou humaines.

*Demi-vies = 20' (PSM souris) et 40` (PSM humain).

Conclusion. La vitesse de dégradation dépend 
uniquement du milieu cellulaire et non de l'origine 
du gène.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

27

Un délai différentiel peut également être introduit par la 
durée de l'épissage (splicing) des ARNs précurseurs en ARN 
messagers. 

Des constructions avec ou sans introns sont introduites et les délais dans les oscillations calculés (différences de 
phases en luciférase entre les deux conditions). Le délai est de 

.

PSM souris           PSM humain

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

Construction avec promoteur HES7, la Luciferase/ stop / 
Hes7 avec (w/) ou sans (w/o) introns... 

L'un des ARNs doit être épissé (w/), l'autre (w/o) pas.... 

28
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Finalement, mesure d'une différence possible dans les délais 
de la répression directe du promoter Hes7 par la protéine 
HES7. Utilisation d'un reporter promoter Hes7/Luc et 
activation/terminaison de la transcription de Hes7 
(transgène). 

Conclusion: Les délais de répression sont négligeables et 
donc à ne pas considérer dans la différence de périodes

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

29

Construction d'un modèle mathématique basé sur les 
paramètres suivants: 

Conclusion: le modèle fonctionne sans considérer les 
niveaux de transcription et de translation, ainsi que l'auto- 
répression, qui n'affectent pas la période.

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

30



16

Construction d'un modèle mathématique et simulation des 
oscillations Hes7 dans des cellules PSM de souris et 
d'humains

CONCLUSION: Des réactions biochimiques plus lentes 
chez les humains (dégradations, délais..) sont suffisantes  
pour expliquer quantitativement des périodes 
d'oscillations plus longues de l'horloge de segmentation.

Plus généralement, d'autres gènes humains montrent les 
mêmes 'ralentissements', mais pas tous....

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Différentes périodes de l'oscillateur entre les espèces

!

31

Différences d'activités métaboliques entre espèces et 
pendant le développement

En utilisant un système in vitro comparable  
(cellules PSM qui oscillent..), les auteurs montrent 
que les niveaux métaboliques (qui sont associés à 
la masse globale -loi de Kleiber-) varient de 
concert avec les vitesses de développement et 
sont donc plus élevés chez la souris que chez 
l'homme. 

En modifiant la balance redox cellulaire 
NAD+/NADH, l'horloge de segmentation peut 
être soit ralentie, soit accélérée

*Loi de Kleiber
*Balance redox NAD+/NADH ⚠

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Différences d'activités métaboliques entre espèces et 
pendant le développement

*Loi de Kleiber
⚠

La loi de Max Kleiber (1930) dit que dans la majorité 
des cas, chez les vertébrés dits 'supérieurs' 
(amniotes?), le métabolisme est ajusté (proportionnel) 
à la masse corporelle à la puissance ¾.

Par conséquent, un mammifère 100 fois plus lourd 
qu'un autre aura un métabolisme consommant 32 fois 
plus d'énergie que l'autre.

(les temps de gestation également....)

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

*Poids d'une souris Mus musculus:   20 grammes
*Poids d'un être humain Homo Sapiens:   80 Kilos
    (4000 X)

*Métabolisme: Kcal/jour (log)

*Poids Kg (log)

33
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*Balance redox NAD+/NADH ⚠

forme oxydée 
oxydant          

forme réduite 
réducteur          

*Dans le métabolisme, NAD est impliqué dans les 
réactions redox, en portant des électrons d'une réaction à 
l'autre. On le trouve donc sous deux formes, le NAD+ 
(oxydant) et le NADH (réducteur). NAD+ accepte des 
électrons provenant d'autres molécules (et devient NADH) 
et le NADH sera utilisé comme donneur d'électrons 
(réducteur). Le NAD a donc une fonction essentielle de 
transfer d'électrons.
*Le ratio [NAD+]/[NADH] reflète l'état redox de la cellule, 
donc de son activité métabolique.

Différences d'activités métaboliques entre espèces et 
pendant le développement

34
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Différences d'activités métaboliques entre espèces et 
pendant le développement

*Balance redox NAD+/NADH ⚠

*En diminuant le ratio NAD+/NADH (inhibition du 
transfer d'électron), l'horloge de segmentation est 
ralentie due à une diminution globale de la 
synthèse des protéines 

*En augmentant le ratio NAD+/NADH, l'horloge 
de segmentation est accélérée due à une 
accélération de la traduction et donc une 
augmentation globale de la synthèse des protéines 

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

35

'Convergenz'

'Divergenz'

'Similarity'
(Ähnlichkeit; His)

Franz Keibel (1906)

Les embryons vertébrés précoces sont 'flexibles', adaptables, jusqu'au début de la 
gastrulation. Ils passent alors au travers d'un étranglement de 'constance phénotypique' 

avant de pouvoir diverger à nouveau, en exprimant les traits de leurs espèces

Duboule, 1994, 2022

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Les gènes architectes 
(homéotiques; Hox) (bref historique)

Des mutations aux phénotypes
spectaculaires (homéotiques)

Antennapedia (Antp)

Ultrabithorax (Ubx)

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1995/illpres/more-l-segmspec.html

Huit gènes Hox chez Drosophila 

*Les gènes Hox sont en groupes (‘clusters’)
*L’expression reflète la distribution des gènes (‘colinéarité’)

Antérieur Postérieur

Complexe Antennapedia Complexe Bithorax

(Laboratoires de E. Lewis, G. Morata, D. Hogness, T. Kaufman, W. Gehring, M. Levine…) 

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Modifié de: https://www.researchgate.net

PostérieurAntérieur

H
um

ai
n

Paralogies

PostérieurAntérieur

Drosophile

Ancêtre

Graham, Papalopulu and Krumlauf, Cell (1989); Duboule and Dollé, The EMBO J. (1989)

Orthologie

Conservation des gènes et de leur stratégie d’expression

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Zakany et al, Dev. Biol. 1996

L8                       L7                          L6                       L5                        L4

Antériorisation Postériorisation

gain de
fonction

perte de
fonction

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

Modifications des gènes Hox et transformations homéotiques  (Hox11) 

40
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Modified from: Wellik and Capecchi, 2003, Carapuco, et al, 2005

*** *

Sacral}
Lumbar

{
T13 T13

*** *

}
{

Normal Perte de fonction    Gain de fonction    

Modifications des gènes Hox et transformations homéotiques  (Hox10) 

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire

WT Hoxd10 

perte de fonction Hoxd10 

gain de fonction Hoxd10 

41

Modified from: 
https://www.researchgate.net

Paralogies

*Le temps relatif d'activation de chaque gène correspond à sa position topologique 
dans le cluster

Gaunt and Duboule labs 1988; Dollé et al., 1989

Day 7.5 Day 8.5 Day 9.5

Les gènes Hox sont activés aussi dans une séquence temporelle

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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Les gènes Hox sont activés pendant la
seconde partie de la gastrulation, lors
de la segmentation de la partie sous-
occipitale de l'axe antéro-postérieur.

Leurs transcription est activée dans la
partie la plus caudale de l'embryon,
dans une population de cellules
progénitrices du mésoderme et du
neuro-ectoderme, les cellules NMPs

NMP

PSM

LPM

TB

somites

E8.5
Ant.

Post.

Node

CLE, NMP
PS
LPM, IM

All

Vue latérale

NMP: Neuro-mesodermal precursors
PSM: Presomitic mesoderm
LMP: Lateral plate mesoderm
CLE: Caudal lateral epiblast
IM: Intermediate mesoderm
PS: Primitive streak (ligne)
All: Allantois

Denis Duboule/2023 Les Temps du Développement Embryonnaire
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12 hpf                              16 hpf

mésoderme               NMPs             neuro-ectoderme
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Schéma général de distribution des types cellulaires (UMAP,
clustering) après séquençage d'ARNs de cellules uniques
d'embryons de différents âges. Production d'un atlas.

120'444 cellules séquencées à partir de 40 spécimen couvrant 10
stades de développement différents (10, 12, 14, 16, 19, 24 hpf et 2, 3, 5
et 10 jpf.

4 duplicats et un minimum de 1000 transcriptomes de haute qualité
pour les stades de développement précoces ainsi que plus de 20'000
cellules pour les stades ultérieurs.

Minimum de 3'000 gènes 'lus' par cellule pour les stades avant 24hpf
(séquençage très 'profond').
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Dynamique de transcription des cellules NMP

Schéma général de distribution des types cellulaires (UMAP,
clustering) après séquençage d'ARNs de cellules uniques
d'embryons. Clusters cellulaires concernant le 'tail bud' et ses
dérivés

muscles
somites

notochorde

tube 
neural

floor
plate

neural 
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lame latérale
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groupes de paralogie
1      2     3          4          5           6      7     8          9            10            11        12        13  

Bourgeonnement (0 somite)
5 somites
10 somites
15 somites
20 somites
30 somites

Activation des gènes Hox dans les cellules NMP

Les gènes Hox sont activés en séquence temporelle,
principalement dans les cellules NMPs.
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. . .
.. .

temps

*Cellules progénitrices du 
PSM (NMPs) dans lesquelles 
le timer Hox se déroule..  

*Les cellules sortant de cette 
niche 'mémorisent' leur 
transcription et ne déroulent 
plus le timer...

Hoxn

Hoxn+(Hoxn+1)

Hox(x)+(x+1)

Hox(x)+(x+1)(x+2)

Hox(x)+(x+1)(x+2)(x+3)

Hox(x)+(x+1)(x+2)(x+3)(x+4)

Hoxn+(Hoxn+1)+(Hoxn+2)
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Modèle:  Les gènes Hox sont activés dans une séquence temporelle, au 
sein des cellules progénitrices NMPs en suivant un timer qui s'arrête dès
que les cellules 'sortent' de cette niche (qui s'éloigne..).

Quelle est la nature de ce timer? 

Résultat: A chaque niveau A-P correspondra une distribution particulière de protéines Hox, 
qui 'identifiera' les dérivés de chacun de ces niveaux
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