UNIVERSITE

DE GENEVE Archive ouverte UNIGE

https://archive-ouverte.unige.ch

Article scientifique 1996 Published version

This is the published version of the publication, made available in accordance with the publisher’s policy.

Herault, Yann; Duboule, Denis

How to cite

HERAULT, Yann, DUBOULE, Denis. Le contrble génétique du développement des membres. In:
Annales de génétique, 1996, vol. 39, n° 4, p. 222-232.

This publication URL:  https://archive-ouverte.unige.ch/unige:164913

© This document is protected by copyright. Please refer to copyright holder(s) for terms of use.


https://archive-ouverte.unige.ch
https://archive-ouverte.unige.ch/unige:164913

222

LE CONTROLE GENETIQUE
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Ann Génét, 1996, 39, n° 4, 222-232.

HERAULT Y., DUBOULE D. — The genetic control of limb
development. (In French).
Ann Génét, 1996, 39, n° 4, 222-232.

RESUME: Les membres des vertébrés présentent
dans leur diversité morphologique des adaptations
parfaitement réussies aux multiples conditions de
I’environnement. Chez les vertébrés supérieurs, les
membres servent aussi bien a voler, a nager, a
creuser, a attraper ou a jouer la Passacaille, bien que
leur structure de base (la séquence et I’arrangement
spatial des éléments osseux) soit toujours la méme
[1]. Ceci implique I’existence d’une stratégie
unique de développement pour la construction du
membre (le plan du membre) qui trés tét impose un
schéma de base, sur lequel des caractéristiques
spécifiques des espeéces apparaissent [2]. La
description d’un tel plan universel du membre et
I’idée, que les processus génétiques qui le générent
sont trés anciens, sont restés des éléments contro-
versés pendant plus d’un siécle [3, 4, 5]. Aussi, est-
il intéressant de se demander comment les décou-
vertes récentes des génes clés de ces processus
peuvent apporter de nouveaux arguments pour
éclairer ce débat ?

SUMMARY : Vertebrate limbs are an amazing
example of successful adaptation to various
environmental conditions. In higher vertebrates,
forelimbs help to fly, swin, walk, dig, grasp or play
the Passacaille, yet their basic structure (the
sequence and spatial arrangement of bony
elements) is always the same [1]. This implies the
existence of a unique developmental strategy for
building a limb (a limb plan) that imposes early on
a basic scheme, on the top of which subsequent
species-specific customizations will occur [2]. The
description of such a universal limb plan, hence the
idea that the genetic and developmental processses
that generate this plan are very ancient, has been
controversial for about a century [3, 4, 5]. It is
worth asking whether recent discoveries of impor-
tant genes involved in these processes can bring
novel arguments to the debate.

MOTS-CLES : Hox. — Membre. - Développement.

KEY-WORDS : Hox. — Limb. — Development.

INTRODUCTION

Le développement du membre est caractérisé par
deux phénomenes essentiels. Tout d’abord, une
structure doit étre produite, ce qui implique que les
cellules proliférent rapidement. Ensuite, cette struc-

ture doit étre organisée, ce processus est habituelle-
ment appelé modélisation. Méme si ces deux aspects
de I’ontogénese du membre ont souvent été considé-
rés comme relativement indépendants, il apparait de
plus en plus évident qu’ils sont étroitement liés, en
particulier au niveau de leurs contrbles génétiques.
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Formation d’un bourgeon appendiculaire

Les membres émergent du tronc sous la forme de
bourgeons. Ceux-ci sont composés de différentes
régions, chacune possédant des fonctions spéci-
fiques [6, 7]. La « créte apicale ectodermique »
(«Apical Ectodermal Ridge » ou AER) est une
structure distale de cellules ectodermiques différen-
ciées qui maintient la prolifération des cellules
localisées en dessous, dans la «zone de progres »
(PZ). D’autre part, une aire située postérieurement,
la «zone d’activité polarisante» (ZPA), est impli-
quée dans I’établissement de la polarité antéro-pos-
téricure (fig. 1). U'information de modélisation est
délivrée au niveau de la PZ. Ainsi, aprés avoir quitté
cette région au cours du bourgeonnement du
membre, les cellules perdent leur capacité de crois-
sance et commencent a se différencier, puis se
condensent pour former des blastemes. Ces conden-
sations pré-cartilagineuses se diversifieront pas la
suite, soit par branchements, soit par segmentations
pour donner les différents éléments squelettiques
[8]. Une des caractéristiques majeures de la forma-
tion du membre découle de ce phénoméne de crois-
sance apicale: le membre se développe en suivant
une progression proximo-distale, de telle sorte que
le stylopode (le bras) est déterminé et fabriqué
avant le zeugopode (I’avant-bras) puis 1’autopode
(la main). Par conséquent, I’information de modéli-
sation n’est pas seulement différente en terme de
qualité mais également en terme d’occurrence dans
le temps. La fabrication d’un membre complet est
donc un processus progressif par lequel les parties
tardives (distales) se développent a partir des struc-
tures déja formées.

Depuis quelques années, plusieurs molécules ont
été identifiées de part leur capacité a mimer
certaines des fonctions des régions du bourgeon.
Ainsi, le facteur de croissance FGF-8 (« Fibroblast
Growth Factor 8»: [9]) est un des acteurs partici-
pant a I’initiation du bourgeon appendiculaire. Sa
sécrétion par les cellules du mésoderme des pieces
intermédiaires, au niveau des futures aires des bour-
geons (fig. 1Aa; fleche), va conduire a la synthése
de ce méme facteur dans les cellules ectoder-
miques, localisées sur une ligne séparant la face
ventrale de la face dorsale de I’embryon. Ces
cellules formeront plus tard I’AER. Elles maintien-
dront la prolifération des cellules mésenchyma-
teuses de la PZ par la synthése d’autres facteurs de
type FGF ([9, 10, 11, 12]; fig. 1Ab; fleches).
L’ AER a aussi pour fonction d’induire la formation
d’une aire spécialisée située postérieurement au
niveau du bourgeon, la région d’activité polarisante
(fig. 1Ab, c; ZPA). Cette derniére posséde la singu-
liere capacité d’organiser la partie distale du bour-
geon appendiculaire. Ainsi, quand des cellules de la
ZPA sont greffées sur la marge antérieure du bour-
geon de I’aile de poulet, il en découle une spectacu-
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laire duplication en miroir des doigts de ’aile
(fig. 1Ba). Cet effet peut étre reproduit & différents
degrés par I’application de molécules comme le
produit du géne sonic hedgehog (shh) [6, 7] dont
I"activité est présente dans la ZPA et qui en est
vraisemblablement I’agent actif principal.

D’autres protéines sont impliquées dans la déter-
mination des faces ventrales ou dorsales des
membres. Ainsi, les souris homozygotes pour une
mutation du geéne En-I, normalement exprimé par
les cellules de I’ectoderme ventral du bourgeon, ont
des mains qui n’ont plus de face ventrale mais, par
contre, deux faces dorsales [13]. Inversement chez
les souris mutantes pour Wnt-7a, les mains sont
formées de deux faces ventrales [14]. Le réle de la
protéine WNT-7A4, sécrétée par les cellules de I’ecto-
derme dorsal du bourgeon, dans I’établissement de
I’axe dorso-ventral du membre, a aussi été vérifié a
Ioccasion d’expériences de sur-expression
ectopique [15, 16]. De maniére inattendue, ces
sur-expressions ont également permis d’observer
un effet négatif sur la formation des autres axes,
conduisant a considérer que I’ensemble de ces
molécules, FGF, SHH et WNT-74, participent a un
réseau coordonné de signaux qui définissent les
trois axes de symétrie du membre [7, 17]. Ainsi, la
sécrétion de FGF-4 dans la partie postérieure de
I’AER, associée a la synthése de WNT-74 par
I’ectoderme dorsal du bourgeon, maintient la
production de SHH dans la ZPA, qui en retour ira
stimuler la production de FGF-4 au niveau de
I’AER postérieure, établissant ainsi une boucle
rétroactive [18, 19, 20]; fig. 1Ac, fléche courbe).
D’autres molécules de type FGF, ou appartenant a
la famille des BMPs (« Bone Morphogenetic
Protein») ou des TGFfs (« Transforming Growth
Factor Beta ») sont exprimées dans les zones spécia-
lisées du membre. Bien que leurs roles ne soient pas
encore bien définis [11, 21, 22, 23, 24, 25],
certaines de ces molécules pourraient étre impli-
quées dans la mort cellulaire [26, 27] ou dans le
recrutement des précurseurs non-chondrogéniques
pour former des cartilages [27, 28]. Lensemble de
ces signaux est relayé au niveau cellulaire par 1’acti-
vation de facteurs de transcription. LMX/ est ainsi
exprimé par les cellules du mésoderme dorsal en
réponse a WNT-74 [15, 16] alors que les produits
de shh et de Fgf-4 sont capables de stimuler et
maintenir ’expression des génes architectes HoxD
[12, 18, 29].

La greffe par transplantation d’une ZPA sur la
marge antérieure du membre, conduit a ce qui était
parfois interprété comme une re-spécification ou
une modification du patron global de I’aile (par
exemple, [7]). Cependant, le patron original de
I’aile (doigts 2, 3 et 4) demeure inchangé chez les
animaux greffés (fig. 1B, comparez les rectangles
dans a et b). Dans ces expériences, la production de
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Fig. 1. - Le développement du membre. (A) vue schématique du membre antérieur de poulet
en développement a un stade précoce (st 15) et au stade plus tardif du bourgeon (st 18)
possédant une créte apicale ectodermique (AER), une zone de progrés (PZ) et une zone
d’activité polarizante (ZPA). Au stade 15 commence la sécrétion de facteur FGF-8 par les
cellules du mésoderme intermédiaire (im) au niveau du futur territoire présomptif du membre
qui va conduire a Pinduction de PPexpression du FGF-8 au niveau de I'’ectoderme sus-jacent
(se, stade 17), puis a Pactivation du géne shh dans la partie postérieure (ZPA, stade 17) du
bourgeon. Une cascade s’ensuit, entrainant la synthése de FGF-4 au niveau de I’AER. Dans
ce schéma, les interactions avec les signaux dorso-ventraux ne sont pas montrées (D’apres
[9]. (B) Squelette normal d’une aile de poulet (& gauche) comparé a celui d’une aile apreés la
greffe d’une ZPA sur la marge antérieure (a droite). Le rectangle délimite le squelette originel
et démontre que le patron de départ reste inchangé chez I’animal manipulé. h : humerus ;
r: radius ; U : ulna. Les doigts sont numérotés de postérieur (4) vers antérieur (2).

Fig. 1. — The development of the limb. (A) Schematic view of a developing chicken forelimb bud,
from an early stage (st15) to older stages (up to st 18) showing the apical ectodermal ridge (AER),
the progress zone (PZ) and the zone of polarizing activity (ZPA). At stage 15, the FGF-8 growth
factor starts to be secreted by intermediate mesoderm (im) cells, at the level of the future limb buds,
which will then induce the expression of FGF-8 in surface ectoderm (se, stage 17). The shh gene will
be activated by FGF-8 in the posterior bud mesoderm (ZPA, stade 17), which will induce, in turn, the
synthesis of FGF-4 in the AER. In this sheme, the interactions with dorso-ventral signals are not
shown (adapted from Crossley, 1996 #84]. (B) Normal chick wing skeleton (left) compared with a
skeleton obtained after implantation of a ZPA at the anterior magin of a host bud (right). The
rectangles show that the original skeletal pattern is not affected in the grafted animal. h : humerus ;
r : radius ; u : ulna. Digits are numbered from posterior (4) to anterior (2).
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la structure surnuméraire est associée a une réponse
de prolifération cellulaire. Aussi la ressemblance,
entre le patron de la structure pré-existante et celui,
bien qu’inversé, de la structure surnuméraire,
pourrait étre expliqué si I’asymétrie antéro-posté-
rieure, dans le membre, dépend des différents états
de croissance des populations cellulaires le long de
cet axe (antérieur étant la valeur par défaut). Une
légére sur-prolifération donnerait un doigt antérieur
alors qu’une prolifération massive générerait toute
la palette des doigts. Cette hypothése semble étre
confirmée par la situation normale puisque le
mesenchyme semble proliférer un peu plus rapide-
ment dans la région postérieure du membre que
dans la région antérieure ; une possibilité confirmée
par la carte des territoires présomptifs et d’autres
données [30]. Quand un fort taux de prolifération
est induit dans la partie antérieure du membre,
comme dans les traitements expérimentaux décrits
précédemment, les cellules pourraient progresser
de plusieurs étapes dans la séquence de développe-
ment et changer leur devenir afin de produire des
structures postérieures. Si la prolifération est limi-
tée a la zone la plus distale, les cellules du doigt 2
seront devenues plus « postérieures» en entrainant
la suppression du doigt le plus antérieur dans la
structure dupliquée. Dans un tel schéma, la prolifé-
ration engendre la modélisation, qui n’existe donc
pas dans un systéme qui ne prolifére pas. La
production de structures surnumeéraires identiques a
celles préexistantes démontre la stabilité des méca-
nismes a I’intérieur d’une espéce donnée et I’exis-
tence de contraintes développementales treés fortes.
Ceci illustre aussi la grande difficulté de produire
des structures aléatoires, sans organisation précise.

Les génes architectes

Quelles pourraient-étre les bases moléculaires
d’un tel processus antéro-postérieur, progressif et
unidirectionnel, liant prolifération et modélisation ?
Une part importante de ce mécanisme doit proba-
blement dépendre de I’activation précisément
orchestrée des génes architectes de la famille Hox.

Les 39 geénes Hox présents chez les vertébrés
sont regroupés dans le génome en quatre
complexes : Hox4, B, Cet D (fig. 2A; [31, 32, 33]).
Chaque complexe, localisé sur un chromosome
particulier, contient 9 a 11 génes, transcrits a partir
du méme brin d’ADN et régulierement répartis sur
100 a 150kb [34]. Canalyse des séquences a révélé
que les génes Hox étaient les homologues des génes
homéotiques des complexes Antaennapedia et
Bithorax (ANT-C et BX-C) de la mouche drosophile,
si ces deux complexes sont artificiellement regrou-
pés (fig. 2A). Il semble donc qu’au cours de
I’évolution un complexe ancestral HOM-C/HOX ait
été séparé chez les arthropodes, ou amplifié¢ dans la
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lignée des vertébrés [35, 36]. Comme conséquence
de ces duplications, les génes, localisés a des posi-
tions identiques a 1’intérieur des complexes Hox,
présentent de plus importantes homologies de
séquence et la méme dynamique d’expression. Ils
définissent ainsi 13 sous-groupes ou paralogues
[32]. De plus, comme chez la drosophile, leur
expression spatiale est réalisée séquentiellement en
suivant I’ordre des genes le long du chromosome
dans des domaines de plus en plus restreints (voir
les références dans [37]). Briévement, les génes,
situés prés de I’extrémité 3’ des complexes, sont
exprimés a un stade précoce au cours de 1’embryo-
genese et dans des domaines antérieurs (comme le
rhombencéphale). Au contraire les génes en posi-
tion 5° de ces complexes sont activés tardivement
dans des aires progressivement plus postérieures
dans les structures axiales, ou plus distales dans les
structures appendiculaires (comme les membres ou
le tubercule génital).

En fonction de leur appartenance a un complexe
donné, les génes Hox présentent quelques particula-
rités au niveau de leur domaine d’expression dans
les membres [38]. Ainsi, la premiere partie du
membre, dans laquelle les génes Hoxa et Hoxd sont
activés, correspond a la région postérieure. Ensuite
les domaines d’expression des génes Hoxd s’éten-
dent plus antérieurement dans les parties les plus
distales tout en conservant une polarisation antéro-
postérieure (fig. 2B, fleche). Par contre, cette pola-
rité n’est pas observée pour les aires d’expression
des geénes Hoxa qui deviennent alors uniquement
distales (fig. 2B; [38, 39]. Lactivation colinéaire
des genes Hoxa et Hoxd survient donc uniquement
dans la zone de progression [40]. Il est alors fort
possible que le taux élevé de division cellulaire dans
cette zone puisse entrainer une activation de génes
Hox supplémentaires dans les cellules postérieures
que dans celles antérieures. Ainsi, lors du traite-
ment in situ des cellules antérieures par des agents
mitogenes, 1’activation de génes Hox supplémen-
taires est observée [10, 18]. I1 en découle une
production de structures plus postérieures. Dans ce
modele, il est alors difficile, voire impossible, de
produire une extra-structure qui ne ressemble pas a
I’original.

Des expériences d’inactivation des génes homo-
logues a Abdominal B et positionnés en 5’ des
complexes HoxA et HoxD (voir fig. 2A) ont apporté
des preuves supplémentaires quant a 1’étroite
relation entre la prolifération et la modélisation. En
particulier, I’absence du produit du dernier géne du
complexe HoxD, Hoxd-13, le plus tardif et le plus
postérieur, entraine un retard général de la morpho-
genése des extrémités. Les os sont plus petits dans
tous les doigts, indiquant que le membre n’a pas été
correctement terminé [41]. Les modifications du
squelette appendiculaire, observées lors de I’inacti-
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Fig. 2. - Les génes architectes Hox. (A) Organisation structurelle des génes Hox des ver-
tébrés et leur correspondance avec les complexes homéotiques de la mouche drosophile.
La partie supérieure montre les deux complexes homéotiques Bithorax (BX-C) et
Antaennapedia (ANT-C). Les lignes indiquent la relation phylogénétique entre ces génes
et les génes Hox murins. Les génes Hox sont localisés sur quatre complexes différents
(HoxA a HoxD) et les génes paralogues sont situés sur des lignes verticales. Tous les
génes Hox sont transcrits de gauche a droite, alors que les deux génes Evx localisés aux
extrémités 5’ des complexes HoxA et HoxD sont transcrits & partir du brin compiémen-
taire. (B) Domaines d'expression des génes murins Hoxa-13 et Hoxd-13 au stade de jeune
bourgeon (en haut et T1) et durant la formation de la main (en bas et T2). Aprés une
expression initiale restreinte postérieurement (T1), les domaines s’étendent antérieure-
ment dans la partie la plus distale (T2). Dans le cas de Hoxd-13, I'antériorisation conduit a
une courbure des domaines (voir fleche) qui pourrait refléter la torsion de I'axe majeur du
membre (la formation de 'arche digitale) montrée dans la figure 4.

Fig. 2. — The Hox Gene family. (A) Structural organisation of the mammalian HOX gene com-
plexes and their correspondence with the Drosophifa homeotic complexes. The upper part
shows the two homeotic Bithorax (BX-C) and Antaennapedia (ANT-C) complexes. The lines indi-
cate the cognate relationships between these genes and the mouse Hox genes. The Hox genes
are found in four different complexes (HoxA to HoxD) and paralogous genes are located on the
same vertical line. All Hox genes are transcribed from left to right. In contrast, the two evx genes
located at the 5’ end of both HoxA and HoxD complexes are transcribed from the opposite
strand. (B) Expression domains of the mouse Hoxa-13 and Hoxd-13 genes at an early bud stage
(top, T1) and during handplate formation (bottom, T2). After an initial expression restricted
posteriorly (T1), the domains extend anteriorly, in the most distal part (T2). In the case of Hoxd-
13, the anteriorization results in skewed expression boundaries (see arrows) that may reflect the
bending of the major limb axis (the formation of the digital arch) as shown in figure 4.
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Fig. 3. - Localisation des altérations morphologiques observées dans les membres des souris mutantes pour les génes
localisés en 5’ des complexes HoxA et HoxD. Le nom du ou des génes mutés est indiqué sous les lignes qui rendent compte
des zones affectées pour chacun des simples ou doubles (+) mutants. Les génes Hox paralogues et non paralogues inter-
agissent ensemble pour définir le long de I'axe proximo-distal (de gauche a droite) la formation des différents éléments
osseux du membre. (tiré de: Hoxa-9 et Hoxd-9 [42], Hoxa-10 [43], Hoxa-11 [44], Hoxd-11 [45, 46], Hoxd-12 [47, 48], Hoxd-13 [41]).
Fig. 3. - Localization of morphological alterations observed in limbs of mice mutant for the 5'-located genes of the HoxA and HoxD
complexes. The name of mutated genes are indicated below the lines which display the extent of the defects observed in either
simple or double mutants (+). Paralogous and non-paralogous Hox genes interact which each others to define the structure of limb

bony elements (from : Hoxa-9 and Hoxd-9 [42], Hoxa-10 [43], Hoxa-11 [44], Hoxd-11 [45, 46), Hoxd-12 [47, 48], Hoxd-13 [41)).

vation des génes HoxA et HoxD, peuvent étre inter-
prétées comme résultantes soit d’une limitation de
la capacité a recruter assez de cellules pour les
condensations des futures cartilages, soit comme
une conséquence attendue d’une baisse du taux de
prolifération (Hoxa-9, Hoxd-9 [42], Hoxa-10 [43],
Hoxa-11 [44], Hoxd-11 [45, 46], Hoxd-12 [47, 48]
et Hoxd-13 [41]). Chez ces mutants, les altérations
sont réparties suivant une orientation proximo-
distale dans les différents segments du membre.
Leur localisation correspond au domaine d’expres-
sion du gene muté et par conséquent a sa position au
sein du complexe (fig. 3). Un géne exprimeé
précocement dans un domaine proximal (comme
Hoxd-9) aura une fonction déterminante dans la
modélisation du stylopode, alors qu'un géne
exprimé tardivement dans un domaine distal
(comme Hoxd-13) aura un réle majeur dans la
formation de 1’autopode. De plus, il existe des
redondances de fonctions entre génes paralogues,

souvent associées a un effet de dose de compensa-
tion. Ainsi, la double mutation des génes Hoxa-9 et
Hoxd-9 entraine un raccourcissement du stylopode
plus important que chez les mutants d’un seul de
ces deux genes [42]. Ceci est encore plus frappant
chez des double-mutants pour les génes Hoxa-11 et
Hoxd-11 dans lesquels le radius et 1’ulna sont
quasiment absents, alors qu’une seule copie
sauvage d’un de ces paralogues est capable de
préserver la formation du zeugopode [49].
Cependant, la fonction d’un groupe de paralogue ne
doit pas étre associ¢e a un seul segment du membre.
En effet, des redondances fonctionnelles ont été
également mises en évidence entre génes non-para-
logues. Par exemple, les génes Hoxa-10 et Hoxd-11
[43], ou encore les génes Hoxa-11 et Hoxd-12 [47)
ont une action synergique sur la formation du
zeugopode. La corrélation entre les domaines
d’expression et la localisation des altérations chez
les mutants des génes Hox est évidente au niveau du



228 Y. HERAULT, D. DUBOULE

stylopode et du zeugopode. Néanmoins, le role de
ces génes au cours de la morphogenése de I’auto-
pode est beaucoup plus complexe. Ainsi, méme si
les mutations de chacun des génes Hoxd des
groupes 11 a 13 entrainent des altérations spéci-
fiques de certains ¢léments de la main [41, 45, 46,
47, 48], la combinaison de ces mutations dans des
animaux trans-hétérozygotes démontre qu’ils inter-
agissent en synergie dans la formation de I’auto-
pode, tout en suivant le principe de prévalence pos-
térieure [50]. Ce principe rend compte d’une
hiérarchie fonctionnelle des génes Hox, organisée
selon leur position relative sur le complexe. Il se
caractérise par la suppression d’un phénotype d’un
géne antérieur par le produit d’un géne plus posteé-
rieur au niveau du domaine d’expression de ce der-
nier. Ce phénoméne a été observé a plusieurs
reprises au niveau du tronc et des membres. Ainsi,
un simple mutant Hoxd-11, ou Hoxd-12, aura un
phénotype moins sévere qu’un mutant Hoxd-13 au
niveau de ’autopode [41, 47, 48]. Par contre, chez
un triple mutant pour les génes Hoxd-11, d-12 et
d-13, I’altération de I’autopode sera plus importante
que I’addition des trois phénotypes [51]. Ces études
soulignent la position hiérarchique dominante du
géne Hoxd-13 dans la modélisation de la structure
finale de I’autopode.

Contrairement a des hypothéses largement
répandues, ’information de modélisation du
membre ne semble donc pas étre distribuée par un
systéme de gradients et de coordonnées définis le
long des axes antéro-postérieurs et proximo-distals.
« L'identité » d’un segment donné du membre
semble plutét étre fixée par des petites variations
dans 1’équilibre de I'information a I’intérieur du
méme plan de construction et par la mise en ceuvre
progressive de nouveaux genes. La construction
d’un membre ne se fait pas a partir d’un systéme de
coordonnées cartésiennes définissant les structures
comme des pions sur un échiquier, mais plutot
selon un référentiel dynamique avec trois dimen-
sions spatiales et une temporelle. Le membre est
une structure homogene et cohérente, ce n’est pas
I’addition de morceaux définis séparément.

L'axe majeur du membre

Chez la plupart des tétrapodes, la mise en place
du motif pré-chondrogénique du membre (le futur
squelette) suit une séquence spatiale et temporelle
conservée et bien définie, faite de condensations
spontanées, de segmentations et de branchements.
Sur la base d’une analyse embryologique comparée
de ce processus chez plusieurs vertébrés, Shubin et
Alberch [52] proposent I'idée selon laquelle 1’axe
principal du membre (I’axe de base du plan du
membre) passe par I’humérus, ’ulna, I'ulnare et est
ensuite infléchi antérieurement pour former I’arche
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digitale, qui correspondra plus tard a la rangée dis-
tale des os carpiens (fig. 4B). C’est un axe dyna-
mique établi sur les apparitions progressives des
foyers de condensations pré-condrogéniques qui
donneront naissance aux éléments osseux du
membre. Une correspondance frappante existe
entre cette courbure hypothétique de I’axe majeur et
la transition postéro-distale dans les domaines
d’expression des génes Hoxd activés lors de
I’excroissance du membre [37, 53, 54, 55], ce qui
laisse supposer que les génes Hoxd sont impliqués
dans la courbure terminale de cet axe. En terme de
prolifération cellulaire, cela conforte I’idée selon
laquelle les cellules postérieures (postaxiales) vers
I’extrémité distale du membre en développement
(I’autopode) tendent a diriger la majeure partie de la
morphogenése des doigts.

La relation entre prolifération, condensation et
mécanismes de branchement est spéculative [52].
Cependant, plusieurs évidences laissent penser que
les génes Hox sont impliqués directement dans ces
phénomenes. Dans un premier temps, la sur-expres-
sion du géne Hoxa-13 a permis de démontrer que
ces geénes pouvaient influencer la croissance cellu-
laire et la différenciation du cartilage par le contrdle
des capacités d’adhérence des cellules [56]. Dans
cette perspective, I’augmentation locale du nombre
de cellules capables de se condenser peut conduire
un blastéme a se diviser par branchement. De
méme, une diminution locale du nombre de cellules
peut entrainer |’arrét prématuré d’une condensa-
tion. Par conséquent, les produits des génes Hox
pourraient intervenir non seulement dans le
contrdle des voies de prolifération, mais aussi dans
les voies de condensation et de segmentation :
I’activation progressive des génes Hox dans des
sous-populations cellulaires de la partie postérieure
du membre pourrait engendrer un patron précis de
condensation en fonction des masses cellulaires a
disposition. Ainsi, ils seraient responsables de la
mise en place du patron du membre.

Des nageoires aux doigts

Ces résultats, ainsi que les nouvelles bases
conceptuelles qu’ils engendrent, peuvent-ils nous
aider a comprendre I’évolution des appendices chez
les vertébrés ? Le passage de la vie aquatique a un
environnement terrestre a été accompagne d’impor-
tantes modifications du squelette appendiculaire.
Chez les fossiles des poissons a nageoires lobées, et
dans les especes survivantes représentant des
taxons de base, comme le dipneuste Neoceratodus,
un poisson pulmong, le squelette des nageoires pec-
torales montre un axe majeur s’étendant de I'os le
plus proximal jusqu’a I’extrémité distale de la par-
tie endosquelettique. Cette situation est quelque peu
similaire aux nageoires pectorales des poissons car-
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Fig. 4. - Position proposée de I'axe métaptérygien (trait gras) chez les esturgeons
(Acipenser) (A) et dans la patte de souris (B). Les éléments post-axiaux sont de couleur

grise. Les données sont adaptées de [8].

Fig. 4. - Proposed position of the metapterygial axis (bold line) in sturgeons (Acipenser) (A) and
in mouse limb (B). The post-axial elements are in gray. Adapted from [8].

tilagineux vivants, comme les requins ou des acti-
noptérygiens primitifs comme les esturgeons
(fig. 4A; [52]). Chomologie entre cet axe metapté-
rygien droit et I’axe courbé des vertébrés supérieurs
(fig. 4A et 4B) a fourni de nouveaux éclaircisse-
ments sur la relation ontogénique entre ces appen-
dices divergents [4, 52, 57, 58], laissant supposer :
soit que la partie distale du membre est homologue
a la partie distale mais postérieure d’une nageoire
ancestrale, soit qu’il n’existe pas de structure
homologue chez les poissons ancestraux. Dans
cette derniére hypothése, la transition de la nageoire
au membre pourrait avoir impliqué une stimulation
de la prolifération post-axiale de la nageoire en
développement, simultanément & la formation de
I’autopode.

Labsence d’une structure homologue a 1’auto-
pode des vertébrés supérieurs est frappante chez les
poissons téléostéens, tels que la truite ou le poisson
zébre. En effet, dans la nageoire pectorale de ces

poissons, la partie osseuse est réduite comparative-
ment au squelette ectodermique, flexible, qui
constitue la majeure partie du membre et qui a une
origine différente au cours du développement. Au
cours de la formation de la nageoire, la région du
futur endosquelette s’arréte de proliférer juste apres
le bourgeonnement, probablement a cause de chan-
gements dans la couche ectodermique sus-jacente,
qui se plisse sur elle-méme pour servir de support
au squelette ectodermique de la nageoire. Dans ce
contexte, une hypothése a été proposée [59], selon
laquelle le laps de temps, ou s’effectue la transition
entre la créte apicale et le repli apical, pourrait
déterminer |’étendue du développement des €lé-
ments de I’endosquelette. Une transition précoce,
juste aprés le bourgeonnement, engendrerait une
nageoire pectorale de type téléostéen, alors qu'une
transition tardive entrainerait plus de prolifération a
I’intérieur de la future partie de ’endosquelette et
donc permettrait a plus d’éléments de se différen-
cier. Dans cette optique, le membre des tétrapodes
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Fig. 5. ~ Représentation schématique et comparaison des squelettes des mains normales (wt) et des mains de patients
souffrant de synpolydactylie a I'état hétérozygote (Hoxd-135PD/+) et homozygote (Hoxd-13SPD/SPD), Les os dont la forme est
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Fig. 5. — Schematics of a human hand skeleton in normal (wt), heterozygous (Hoxd-13SPD/+) or homozygous (Hoxd-13SPD/SPD) for
the synpolydactyly syndrome. Bones with an abnormal shape are in black. Digits are numbered from | to V, from thumb to minimus.

m : metacarpal ; P1, P2 et P3 phalanges (Adapted from [62]).

représente un cas extréme avec une prolifération
étendue de la partie endosquelettique et une
absence coincidente de squelette dermique. Par
conséquent, les similitudes morphologiques et
moléculaires, entre les appendices antérieurs et
postérieurs, pourraient refléter une expansion rela-
tivement comparable de la prolifération cellulaire
dans ces deux types de membres, plutdt que I’effet
d’une soudaine transformation d’une structure a
I’image de ’autre.

Létude de I’expression des génes Hoxa et Hoxd
au cours du développement de la nageoire chez le
poisson Zebre (Danio rerio) a permis d’établir une
base moléculaire aux homologies entre les appen-
dices des vertébrés [60, 61]. En effet, chez ce
poisson, les domaines d’activation des genes Hoxa
et Hoxd sont localisés dans des aires similaires.
Cependant, lors des phases secondaires d’expres-
sion de ces geénes, aucune antériorisation des
domaines d’expression des génes Hoxd, marqueurs

de la formation des doigts, n’est observée alors que
le domaine d’expression de Hoxa-11, marqueur de
la formation du zeugopode, reste confiné a la partie
la plus distale de la nageoire. Il apparait donc que la
nageoire est dépourvue de la phase tardive
d’expression des génes Hoxa et Hoxd. Lautopode
doit donc vraisemblablement étre considéré comme
une structure néomorphe, présente exclusivement
chez les vertébrés tétrapodes. Son apparition serait
le résultat d’une prolifération inégale de la marge
postérieure d’une nageoire ancestrale, apres que les
genes Hox aient «acquis» leur phase secondaire
d’expression, peut-Etre en réponse a un nouveau
systeme de croissance postérieure impliquant les
genes shh et Fgf~-4 [61].

Vers une génétique de la digitation ?

Les génes Hoxa et Hoxd participent donc a la
mise en place du plan des membres chez les verté-
brés. Par la méme, ils font partie d’un nouveau
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schéma évolutionniste de la transition nageoire-
membre dans lequel la transition serait surtout
d’ordre quantitatif, notamment concernant la crois-
sance cellulaire, plutdt que qualitatif. Il ne s’agirait
pas d’une transformation de structure mais, au
contraire, du rajout d’une piéce supplémentaire et
fondamentale ; les doigts. Bien évidemment, il se
pourrait que ces génes ne soient pas directement
responsables des variations de prolifération de la
partie endosquelettique mais qu’ils se soient
simplement adaptés a ces variations de telle sorte
que la stimulation de la prolifération favorise et
maintienne leur activation de maniére post-axiale.
Cependant, les génes Hox pourraient aussi controler
la croissance du bourgeon en agissant indirectement
sur I’ectoderme sus-jacent et seraient ainsi directe-
ment impliqués en entrainant les variations de ce
phénomene. Par exemple, une expression forte et
soutenue des génes Hox, au niveau postérieur,
pourraient stimuler la prolifération tout en étant
contrélée par I’ectoderme. L'analyse des génes
correspondants dans d’autres espéces pertinentes
aidera a choisir entre ces alternatives.

Dans tous les cas, la découverte récente qu’une
mutation dans le géne Hoxd-13 est responsable d’un
type de synpolydactylie (SPD) chez ["homme [62]
démontre de fagon éclatante I’importance de ces
protéines pour I’ontogenése d’une digitation
normale. La SPD, ou syndactylie de type II (OMIN
number186000), est une maladie génétique
humaine qui se caractérise notamment par une
déformation congénitale de la main et qui se trans-
met comme un trait autosomal dominant. Les indi-
vidus hétérozygotes ont une syndactylie des doigts
I11 et IV, avec apparition d’un doigt supplémentaire
entre eux, qui se forme a partir d’un métacarpe
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additionnel plus ou moins fusionné au métacarpe
voisin (fig. 5). Les homozygotes présentent un
phénotype plus sévére: une syndactylie compléte
des tissus mous, associée a la perte de la forme
tubulaire des os des carpes, des métacarpes, des
phalanges et a I’apparition de nouveaux petits os
carpiens (fig. 5). Le phénotype observé chez les
patients est plus important que celui décrit chez les
souris qui n’ont pas de gene Hoxd-13 fonctionnel
[41]. Ceci laisse largement penser que la SPD
humaine est causée par I’inactivation simultanée de
plusieurs génes Hox, probablement par la produc-
tion d’une protéine HOXD-13 rendue dominante
négative par la mutation. La caractérisation de ces
geénes chez la souris, qui font [’objet d’études
poussées depuis bient6t dix ans, va donc permettre
la production de systémes d’études génétiques de
syndromes humains affectant la digitation. Gageons
qu’une compréhension nouvelle et étendue de
I’étiologie génétique de ses malformations en
émergera. Une approche combinée similaire
d’autres syndromes humains impliquant d’autres
«genes de la digitation », comme par exemple les
récepteurs au FGFs (syndrome de Crouzon, d’Apert
ou de Jackson-Weiss (pour revue voir [63, 64])
permettra sans doute, dans un avenir proche, de
poser les bases d’une vraie génétique moléculaire
de la digitation.
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