Suivi de la destinée des cellules par injection
de dextrane et de composes fluorescents

Marquage par un traceur
de lignage cellulaire
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Les techniques modernes utilisent des composeés fluorescents pour
marquer les cellules de I’embryon.
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Document 1. Expériences de
Nieuwkoop : mise en culture
d’explants de blastula isolément.

Au stade blastula, des explants sont
prélevés dans les 3 régions : calotte
ectodermique, zone marginale et
endoderme.

Apres 3 jours de culture isolée, les
resultats sont les suivants :

- calotte ectodermique --> épiderme
atypique

- zone marginale dorsale -->
mésoderme de type dorsal (chorde,
somites)

- zone marginale ventrale -->
mesoderme de type ventral (vésicules
rappelant le cocelome entouré par les
lames latérales, cellules sanguines)

- cellules endodermiques -->
endoderme indifféerencié
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Document 1 (suite). Expériences de Nieuwkoop : mise en
culture d’explants de blastula recombinés.

Les recombinaisons entre la calotte ectodermique et des explants
endodermiques au stade blastula produisent du mésoderme.
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Document 2.

Expériences de Dale
et Slack, (1987) :
mise en évidence
d’une régionalisation
de I’action
Inductrices des
blastomeres in vitro.
Recombinaisons
effectuées entre les
blastomeres animaux de la

rangée A avec un
blastomere végetatif.

- Une régionalisation de
I'induction mésodermique
est mise en évidence.



Document 3. Expérience de Spemann et
Mangold : un autre exemple d’induction.

__ neurulation dorsale
lévre dorsale dos normale

ini delhdte
lévre dorsale
du greffon
greffon
> m/(cordo-mésoblastc)
ven
“néurulation ventrale
Jeune gastrula Jeune gastrula  induite
sur laquelle on préléve le greffon héte Début de neurula
(vue dorsale) (vue du péle végératif)

Fin du stade bourgeon caudal _.

5L
® ) teard g
normal E.E
=
embryon o g g
induit E g
ventre dos W\ |
induction éventuelle\Ng = rd
1 | SRt - > (A
embryon d'une seconde ~ KB somite
Copyright @ 2006 Nature Publishing Group umi arcnen nquc
Nature Reviews | Molecular Cell Biology SO[ni[C in dUi[
Fin de neurula Vue externe oupe transversale

tube nerveux induit




Document 4. Etude de la compétence des

cellules lors de I'induction.

Calotte animale de blastula + blastoméres  Epiderme

vegeétatifs de blastula Cellules de la chorde
Cellules musculaires
Cellules sanguines
Epithélium endodermique

Calotte animale de gastrula + blastoméres  Epiderme
végeétatifs de blastula Epithélium endodermique

Calotte animale de blastula Epiderme
a mi-segmentation

Blastomeres vegétatifs de blastula Epithélium endodermique
a mi-segmentation

Calotte animale de gastrula Epiderme
a mi-gastrulation



Document 5. La compétence des
cellules, une fenétre temporelle.

1 ] 1 L ] 1 1 | 1 1 1 1
. P,
Heures aprés lafécondation
4 5
Cellules de la calotte
~ animale provenant Pet_\dmt}'heures.lmoelltdesdelawotte
d'une blastula de xénope 3"“‘?‘350‘“'00“‘06‘9"‘9?' u’(;‘“me‘
mésoderme aprés i '
1T Expression d%%\
, ‘ spécifiques
AU DoU S CEIU-T T muscles dans les
IS Pt cellules induites

v

L. Wolpert & coll., Biologie du développement, Ed Dunod 1999
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o N filtre
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(analyses histologiques mesoderme pas de mésoderme mésoderme
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Document 6. Mise en évidence de
'intervention de substances inductrices.

Perrier C. et coll. Biologie tout en un, Dunod 2013.




Document /.
Conditions et
regulation de la
compétence des
cellules.

T. Darribére, Introduction a la biologie du
développement, Ed. Belin 2002.

a. en absence d'induction

b. induction

CELLULE
INDUCTRICE CELLULE CIBLE

c. régulation de la compétence
— pas de récepteur

A A
.‘ ‘ ‘ . .
A 4 4 A

— pas de transduction du signal

— pas d'activation de la transcription
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(b)

analyses in vivo

(c)

analyses in vivo
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analyses in vivo

ARNmM codant
la protéine
a tester

microdissection

—

calotte animale

molécule a tester

de la

culture in vitro
en milieu salin

oligonucléotides

anti-sens .
analyse du phénotype,

analyses histologiques,
recherche des marqueurs
ventraux et/ou dorsaux

 —

Sous-expression
de la protéine

o
>

7

analyses histologiques,
extraction et
analyse des ARNm,
recherche de
marqueurs ventraux
et/ou dorsaux

analyse du phénotype,

embryonnaire ?

| — \;: C——— restauration d'un axe
i )

7

PV
ARNm codant
la protéine
a tester

sur-expression

- t6i
e la protéine analyse du phénotype,

— axe embryonnaire

expression surnumeéraire ?
ectopique de

la protéine

Document 8.

A la recherche
des inducteurs
du mésoderme.

Perrier C. et coll. Biologie tout en un, Dunod 2013.



Document 9.

Mise en

évidence du |

centre }

inducteur de /
Nieuwkoop %D
(Expériences g
de Gimlich et o :
Gerhrart, ;, :
1984-1986). / g

T. Darribere, Introduction a la biologie du
développement, Ed. Belin 2002.

Symetrie radiale.



expérience contrble

Document 10.

Analyses
expérimentales

d eS r(’j | eS d U / \\\“-\‘ embrY?p atyg'iqlue
. . \ ) symeétrie radiale
C ro |Ssant g ”S \\\// pas d'axe dorso-ventral
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nocodazole
restauration d'un

ou UV
rotation de 90° )
développement normal

et de la
rotation de
symeétrisation.

séparation des
blastoméres

(b)
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Perrlljer C.dezt(;:fclgl. Biologie tout en i Ve du coté du
un, buno ' vue dorsale croissant depigmente vue dorsale




Document 11. Mise en évidence de l'activite
dorsalisante du cytoplasme dorsal.

Le transfert du

) — | « — S - cytoplasme dorsal
specifie une
nouvelle face

~ = - -3
) . dorsale
It e ' = : -
| § @ 4 == =
- o
, | En absence de
| = | — cytoplasme dorsal,
- I'embryon est
ventralisé

http://www.edu.upmc.fr/sdv/docs_sdvbmc/Licence/biodev/Moreau/amphibien/0O4axes.pdf



Les molécules candidates a
I'activité dorsalisante

* Plusieurs ARNms sont
localisés dans le cortex
vegetatif de 'ovocyte et
transloqués apres la
fécondation: Vg 1, XWnt, ...

* Des protéines traduites
apres la fécondation sont
concentrées dans les
cellules dorsales

Les points brillants correspondent aux
ARNms Vg1 détectés par hybridation in situ

La technique d’hybridation in situ utilise des sondes d’ADN
complémentaires de ’ARN que I'on cherche a repérer. Les sondes sont ici
marquées par une substance fluorescente.

http://www.edu.upmc.fr/sdv/docs_sdvbmc/Licence/biodev/Moreau/amphibien/0O4axes.pdf



Blastocéle Localisation de la 3 - caténine

/au début de la gastrulation

embrane
plasmique
7~
Wit B lnhnbmon égradation
#7 yq de GSK3 Stomplexe Libératlon,de
3 la H-caténine
GSK3
«t "“““'"’ 4Translocation
brane
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Promoteur du géne dble

Crédit photographique:

Christophe Magn La B - catenine,
Professeur niversg Paris 7 facteur de transcription




TGFB

Mode d’action des T
facteurs de
croissance de la
famille des TGF :
Activine, BMP... o o

ge type |l de type |
Leur liaison a des récepteurs "
spécifiques entraine leur ACES g g R
hétérodimérisation et la
phosphorylation de domaines Pig
cytoplasmiques. i
Ceux-ci recrutent et activent des n
protéines cytoplasmiques qui forment a Q{
leur tour des complexes qui, apres gﬁ

translocation dans le noyau, joueront le
role de facteurs de transcription. P

T. Darribere, Introduction a la biologie du

développement, Ed. Belin 2002 activation ou répression de fa transcription



Des AR (V91 e Document 12. Modele des
V ) et des protéines " : Z ;
o (50 korit coneerirs | nter_actl ons moléculaires
o e eestatit. | INduisant le mésoderme.
fécondation 4y Premieres étapes :
PA redistribution des
S déterminants cytoplasmiques
La rotation corticale et domaines de répartition
déplace et active les ,.
ARNm et les proteines deS pI’OteIneS.
A dans la région dorso-
rotation vegetative.
corticale
PV
segmentation W
PA
v D
centre de
STADE Nieuwkoop, T. Darribére, Introduction a la biologie du
32 CELLULES B-caténine, Vg1, Veg T développement, Ed. Belin 2002.




Les domaines de répartition des molécules
iInductrices permettent leur action conjuguee
dans certaines régions

Pdle animal

déterminant végetatif (Vg
louVegT)

Pdle vegétatif

http://www.edu.upmc.fr/sdv/docs_sdvbmc/Licence/biodev/Moreau/amphibien/0O4axes.pdf



Modéle de I'induction mésodermique

PA PA PA

_ Mésoderme
\. dorsal

> - Dos
e A

Ventre =
A —

"
— ——

1h post Féc. - Blastula 2 Gastrula

Signaux végétatits Réglonalisatian Mésoderme réglonalisé
Fortes 2
@eaténlne - concentrations ——=- Megg:l:ar.me

/ de Nodal
Vegtlugt Falbles

Mésoderme
\ e ventral

Voir aussi : Document 12. Modeéele des interactions moléculaires induisant le
mésoderme.




Domaine d’expression de goosecoid (a gauche) et
chordin (a droite) en debut de gastrulation

Les produits de I'expression de ces génes sont localisés au niveau de la Iévre
dorsale du blastopore, qui correspond au centre de Spemann. Chordin,
protéine sécrétée, diffuse a partir du domaine d’expression.

L'utilisation de genes rapporteurs permet de repéerer les cellules qui
expriment le gene étudie. Un gene rapporteur peut étre fusionné au gene
étudié ou mis sous le contrble du promoteur de ce dernier.

Exemple : le gene GUS code pour la 3 — glucuronidase qui colore en bleu les cellules ou

le gene est actif.
http://www.xenbase.org/gene/expression.do?method=displayGenePageExpression&geneld=480637&tabld=



ROle du centre de Spemann
dans lI'induction du mésoderme

goosecoid,
siamois?

-

B-caténine \®
VegT
Vgl

endoderme

VegT

- Xwnt-8
. mésoderme ventral

L'expression de Goosecoid (et de
siamois ?) dans le centre de
Spemann inhibe I'expression du
gene Bmp4 - absence de BMP4,
production de mésoderme axial

Production et diffusion de noggin,
chordin, frizbee a partir du centre
de Spemann - blocage de BMP4
et Xwnt-8, production de
mesoderme paraxial

Production et diffusion de BMP4
et XWnt-8 par la zone marginale
ventrale et latérale - production
de mésoderme ventral et latéral

T. Darribere, Introduction a la biologie du
développement, Ed. Belin 2002.



Le centre de Spemann dorsalise le mésoderme adjacent
Endoderme
pharyngien

http://www.chups.jussieu.fr
/polys/biodudeveloppeme
nt/chapitre6.pdf

-.o,‘\

Cellules Blastopore

en bouteille

BMP4 ( hordin Zone marginale dorsale
Xwnt-8 b—~Nogzm
Zone marginale ventrale b  Frizhee
Mésoderme ventro- ﬁlé SOdlert Ifleal
' latéral orso-later
Mésoderme ventral i Mésoderme
intermédiaire paraxial
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Expression régionalisee des genes Pax dans le tube

neural et les somites de 'embryon de Poulet.
En jaune : domaine d’expression de Pax3
En bleu : domaine d’expression de Pax1

http://www.snv.jussieu.fr/lbmedia/homeotique/homeo5.html



Epaxial (back)

muscles ' '
S

Dermis

Body wall
and limb
muscles

-------

Schéma trés simplifié de la détermination des dérivés des somites
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La réqgionalisation des somites :

exemple de I’édification de la
colonne vertebrale



Formation des somites lors du
developpement de ’'embryon de Poulet

A gauche : a 25-26 h, les
bourrelets neuraux cephaliques
sont affrontés (neurulation), le
mesoderme dorsal commence a
se découper en somites.

A droite : a 38 h d 'incubation, la
neurulation se poursuit et on
reconnait dans la région
antérieure le cerveau passant du
stade 3 au stade a 5 vésicules,
avec les vésicules optiques
latéralement.

Une dizaine de somites est
formeée.




Expérience d’inversion des somites

Inversion du mésoderme pré-somitique

Formation des somites en ordre inverse

lube nerveux
en cours de
développement

corde

mesoderme ~|'
pré-somitique

i

neeud de ——————
Hensen

seal lomo.i“‘u

.............

tube nerveux

Ordre de formation des somites

L. Wolpert & coll., Biologie du développement, Ed Dunod 1999




Du mésoderme pré-somitique provenant de la région
de formation des vertebres thoraciques est préleve
sur un embryon de poulet au stade 10 et transplanté
dans la région cervicale d'un embryon au stade 8

Le squelette de I'embryon-hdte a 9 jours montre
le développement de vertébres thoraciques
dans larégion cervicale

vertébre
formeée

a partir

des cellules
du donneur

1y

L

Mise en évidence de l'identité de position du
mesoderme presomitigue chez I’embryon de Poulet.

L. Wolpert & coll., Biologie du développement, Ed Dunod 1999



wild-type drosophila antennapedia mutant
L - Faces antérieures de

tétes de drosophile de

type sauvage (A) et

mutante homéotique (B).

La mutation
Antennapedia a modifié
les antennes en pattes.
MEB.

Des mutations mettant en
evidence les genes homeotiques Ak
chez la Drosophile. A

Haltere ™

The Story with
the Ries

Drosophile mutante homeéotique
pour le gene Ultrabithorax.

Cette mutation transforme le
troisieme segment thoracique en

- . An extra pair of
un deuxieme segment thoracique. wings instead of

halteres

vl



Document 13.
Localisation et
domaines
d’expression des
genes a homéoboite.
a. Genes Hom chez la
Drosophile,

b. Genes Hox chez la
Souris,

c. Expression des
genes Hox chez la

Souris.

Les genes qui dérivent
probablement d'un méme
gene ancestral sont
representes de la méme
couleur.

[PEYCRU P. et coll., “ Biologie 1°" année

BCPST ”, Dunod Ed., 2007].
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Exemple du domaine d’expression
des homéogénes du complexe Hox b
chez I'embryon de souris agé de 12 jours

w




Rappel : la technique d’invalidation d’'un gene ou Knock out

séquences identiques entre la construction et le géne cible,
permetiant la recombinaison homologue

y , LY Lac Z

s

’”
~

Construction insérée
dans un vecteur
Recombinaison homologue

Géne cible, dans le
génome de l'organisme

gene A

Résultat :
gone invatice I —

Elle consiste a remplacer les deux copies d'un gene, dans le génome de
I'organisme, par un autre allele (le plus souvent, inactif).

Cette technique est basee sur la recombinaison homologue entre un vecteur et
le génome d’une cellule souche embryonnaire. Une fois modifiée, cette cellule
est injectée dans de tres jeunes embryons de souris : il en résulte des souris
mosaiques. Celles dont la lignée germinale est modifiée sont selectionnées
puis croisées pour obtenir des homozygotes pour le gene invalidé.




Cages thoraciques d'une jeune souris sauvage (+/+) et
d'une souris KO pour Hox B8 (-/-) vues de face.

L'invalidation de Hox B8 conduit a
plusieurs défauts de
déeveloppement, en particulier a
une fusion partielle des deux
premieres cotes.

Ceci correspond a un
changement d'identité des
vertebres (qui portent les cotes) :
la deuxiéme vertebre thoracique
(T2) "prend l'identité" de la
premiere vertébre thoracique (T1).
C'est ce changement qui conduit
a la fusion partielle de cotes.

En plus de ce changement

d'identité T2 vers T1, on détecte La technique du Knock Out a été utilisée ici : le
aussi souvent une modification de ~ gene HoxB8 a ete remplace par le gene Lac Z,
la premiére vertébre thoracique dont I'expression produit la - galactosidase,

(T1) vers une identité de 7e facilement détectable par une réaction coloree.

vertébre cervicale (C7) adjacente. On peut alors connaitre précisement les lieux
ou s’exprime normalement HoxB8.



Domaines d’expression de genes Hox-B2 et Hox-B4
chez la Souris

SOMITES
Ocdpitaks Cendcales Thoraciques Lombaires Sa-
CHee s Caudales
m_ ........ e AL et ) Sy - s pAR:
[HOX-B2  SNNSRRRRRIRRR AR A E—
N AR S——— 0 S B E S S s e e —e s e e e mm ..
RPN 0X-B4  SaaaaRRR
FREE ALEL L S mm—— . . -
HON ASTETS s— o e

L R L R ———— L T
Hoy A{D1

La mise en évidence des
territoires d’expression des genes
a ici eté reéalisée par hybridation
In situ utilisant des sondes
marquees d’ADN
complémentaire.

HOX-B2

http://www.db-gersite.com/BDDMOL/embmol/embmol.html



La détermination de valeurs de position par
I'activité des genes

Comment le mode d’expression de génes peut déterminer
I'identité de quatre régions distinctes : W, X, Y etZ

génel geénell géneclll génelV

P\ TR v TV D W e T /.

gene |l

gene i

gene IV

W X ) Y4 Tissu

L. Wolpert & coll., Biologie du développement, Ed Dunod 1999



La détermination de valeurs de position par
I'activité des genes

Comment le mode d’expression de génes peut déterminer
I'identité de quatre régions distinctes : W, X, Y etZ

genel genell genelll genelV

AV

Temps

w X Y Z Tissu

L. Wolpert & coll., Biologie du développement, Ed Dunod 1999



Document 13.
Localisation et
domaines
d’expression des
genes a homéoboite.
a. Genes Hom chez la
Drosophile,

b. Genes Hox chez la
Souris,

c. Expression des
genes Hox chez la

Souris.

Les genes qui dérivent
probablement d'un méme
gene ancestral sont
representes de la méme
couleur.

[PEYCRU P. et coll., “ Biologie 1°" année

BCPST ”, Dunod Ed., 2007].
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Exemple du domaine d’expression
des homéogénes du complexe Hox b
chez I'embryon de souris agé de 12 jours
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