
BCPST1, Lycée Hoche	 Chapitre II.D.2

"1

Figure 1 : principe de l’induction 

1. Émission d’un signal inducteur = inducteur moléculaire par un tissu donné et à un moment 
donné du DE, et diffusion dans le milieu extracellulaire.

2. Reconnaissance spécifique de l’inducteur moléculaire par les récepteurs spécifiques portés par 
les  cellules  cibles  (interaction récepteur  –  messager).  Le  signal  inducteur  n’agit  que sur  les 
cellules compétentes  à cette induction = cellules exprimant le récepteur du signal = cellules 
pouvant être induites.

3. Transduction  du  message  dans  la  cellule  cible  =  transmission  +  traduction  =  cascade  de 
réactions  conduisant  à  une  réponse  de  la  cellule  cible.  La  transduction  d’un  inducteur 
moléculaire conduit au contrôle de la transcription de plusieurs gènes. 

4. Réponse = le contrôle de la transcription est responsable de l’engagement de la cellule cible 
dans une voie de différenciation donnée = DETERMINATION (= re-programmation génétique 
des cellules cibles) qui engage la cellule dans une voie de DIFFERENCIATION.  
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Figure 3 : expérience de Dale et Slack (1987)

Figure 2 : expérience de Nieuwkoop :  mise en évidence  
des territoires présomptifs de la blastula

Mésenchyme = tissu embryonnaire lâche pouvant se différencier en tout type de tissu conjonctif  et en 
épithélium.
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Figure 4 : expérience de Gimlich (1984, 1986) : 
Induction dorsalisante du mésoderme par le centre de Nieuwkoop
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Figure 5 : expérience historique de Spemann et Mangold (1924)
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Figure 6 : représentation schém
atique des tests réalisés in vivo et in vitro 
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Figure 7 : Schéma bilan : induction et structuration du mésoderme
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Figure 8a : VegT active l’expression de Xnr1
(Hyde et Old, 2000)

1225Regulation of early Xnr1 expression

was analysed by RT-PCR using primers specific to the 5′
untranslated region. As shown in Fig. 4A, the injected Xnr1
mRNA induced expression of the endogenous Xnr1 gene,
confirming autoregulation of Xnr1.

3.5 kb of Xnr1 promoter sequence can drive
expression of ββ-galactosidase in the organizer and
anterior endomesoderm of transgenic embryos
In order to investigate the transcriptional activity of the cloned
Xnr1 promoter in intact embryos, we employed a transgenic
approach using the technique of Kroll and Amaya (1996).
Approximately 3.5 kb of Xnr1 promoter sequence was cloned
into a reporter vector so as to drive expression of nuclear-
localised β-galactosidase (Fig. 5A; Table 1). Transgenic
embryos were harvested at various stages, fixed and stained for
β-galactosidase expression. No pan-vegetal expression was
detectable in blastulae. Clear expression was first detected just
before blastopore formation at stage 9.5 on the dorsal side of
the embryo. At stage 10.25 this nuclear β-galactosidase activity
was externally visible in a region extending dorsally from the
blastopore to the animal pole of the embryo (Fig. 5C).
Sectioning of stained embryos revealed nuclear β-
galactosidase activity in all layers of the organizer, including
the surface layer and deep cells, and extending into the anterior
endomesoderm (Fig. 5D). This region corresponds with the
endogenous expression domain of Xnr1 in the dorsal marginal
zone, as revealed by whole-mount in situ hybidization (Jones
et al., 1995). However, expression of Xnr1 in the anterior

Fig. 3. VegT directly induces
Xnr1 expression. (A) The
Brachyury consensus binding
site (Kispert and Herrmann,
1993). The most conserved
nucleotides (>95% in Kispert
and Herrmann’s analysis) are
underlined. The vertical line
indicates the axis of the
approximate palindrome. Note
that the right half site (12
bases) is more conserved than
the left half site (8 bases).
(B) Sequences of the wild-type
and mutant T-box sites.
Mutations were introduced into
TBX1 (Ml), TBX2 (M2) and
both TBX1 and TBX2 (M3)
using PCR mutagenesis by
hybrid overlap extension. The
shaded boxes indicate the
nucleotides which have been
mutated. (C) Electrophoretic
mobility shift assay of VegT
binding to wild-type and
mutant Xnr1 promoter T-box
sites. The radiolabelled DNA
probe containing both of the T-box sites (wild type; single mutations, M1 and M2; or double mutation M3) was incubated either with or without
in vitro-synthesized VegT before gel electrophoresis. Mutations in TBX1, but not TBX2, greatly reduced VegT binding in this in vitro assay.
(D) VegT directly induces Xnr1 expression in a reporter gene assay. 50-l00 pg of circular DNA was injected unilaterally into 2-cell Xenopus
embryos. Embryos were harvested at stage 11 and analysed for luciferase activity. Samples of ten embryos were analysed and each bar
represents the average of triplicate samples. The induction by VegT was confirmed with multiple independent experiments, although the extent
of the induction varied between individual experiments. The positive control contains luciferase expression driven by the SV40 promoter, and
the negative control contains the reporter vector only. Error bars represent standard deviations. 

Fig. 4. Autoregulation of
Xnr1. (A) The injected
Xnr1 mRNA can induce
the endogenous Xnr1
transcript in ectodermal
cells. Approximately 100
pg of Xnr1 mRNA, devoid
of its own untranslated
regions, was injected into
the animal pole of one-cell
Xenopus embryos. Animal
caps were dissected at
stage 9 and harvested at
stage 11. Expression of
the endogenous Xnr1
transcript was analysed by
RT-PCR using primers
specific to the 5′ UTR.
The housekeeping gene
EF1α is a loading control.
(B) Interactions between
T-box genes and Xnr1 in
Xenopus. Known regulatory interactions include the autoregulation
of Xbra (Isaacs et al., 1994, Schulte-Merker and Smith, 1995; Casey
et al., 1998), Xbra induction of VegT (Stennard et al., 1996), VegT
induction of Xbra (Stennard et al., 1996; Horb and Thomsen, 1997),
Xnr1 induction of Xbra (Jones et al., 1995); Xbra induction of Xnr1,
VegT autoinduction (Zhang and King, 1996), Xnr1 induction of VegT
(Lustig et al., 1996b), VegT induction of Xnr1 (this work) and Xnr1
autoinduction (this work). 

Site de fixation de Vegt1 au niveau du promoteur de Xnr1 

Le promoteur de Xnr1 présente deux T box : VegT se fixe uniquement à la séquence TBX1.

1224

35 bp downstream from a TATA box (Fig. 1C). The position
of this transcription initiation site corresponds to the
transcription initiation site previously identified in the related
Xnr3 gene: see Discussion (McKendry et al., 1997).

Two half T-box sites are located close to the TATA
box in the Xnr1 promoter
The consensus Brachyury-binding site (Fig. 3A) was
determined by Kispert and Herrmann (1993) using a PCR-
immunoprecipitation approach. Originally it was thought that
Brachyury binds to this site as a dimer (Muller and Herrmann,
1997); however, recently, it was shown that it can also bind to
a half site as a monomer (Casey et al., 1998). Other T-box
proteins, such as Tbx2 and VegT, have also been shown to bind
to half sites (Carreira et al., 1998; Tada et al., 1998; for review
see Smith, 1999).

Inspection of the Xnr1 promoter sequence revealed the
presence of two non-palindromic T-box sites, called TBX1 and
TBX2, which are 10 bp apart (Fig. 1C). TBX1,
CATAGGTGTGAA, matches 11/12 nucleotides with the
consensus sequence. TBX2, AGCTCACTCCTA, which is in
the opposite orientation, is less well conserved and matches
9/12 consensus nucleotides. Like the T-box sites in the eFGF
(Casey et al., 1998) and Bix4 (Tada et al., 1998) promoters,
both TBX1 and TBX2 contain the highly conserved non-
palindromic region of the consensus sequence (Fig. 3A,B).

The early zygotic Xnr1 expression, which is activated
around mid-blastula transition by maternal determinants
(Yasuo and Lemaire, 1999), occurs in a similar domain to that
of maternal VegT in the blastula (Jones et al., 1995; Zhang and
King, 1996; Stennard et al., 1996; Lustig et al., 1996b; Horb
and Thomsen, 1997). In the gastrula, expression of both
zygotic VegT and Xbra overlaps with that of Xnr1 in the dorsal
marginal zone (Smith et al., 1991). Eomesodermin expression
overlaps the deep region of the organizer (Ryan et al., 1996).
Of the T-box proteins identified so far in Xenopus, VegT is
therefore the best candidate for directly regulating the
endodermal expression of Xnr1, whereas other T-box proteins
are candidates for activating later expression.

VegT directly induces Xnr1 expression through the
T-box sites
The ability of VegT to induce Xnr1 was analysed using the
animal cap assay. 1-cell Xenopus embryos were injected at the
animal pole with synthetic VegT mRNA. Animal caps were
dissected at the blastula stage and harvested at midgastrulation,
at a stage when both VegT and Xnr1 are normally expressed.
The induction of Xnr1 transcripts was analysed by RT-PCR. As
shown in Fig. 2A, VegT induced Xnr1 at both amounts of
mRNA injected.

In order to determine whether VegT can bind to either TBX1
or TBX2, electrophoretic mobility shift assays were performed
using a radiolabelled probe containing both T-box sites. Probes
containing mutations in either TBX1 (M1) or TBX2 (M2) or
both TBX1 and TBX2 (M3) were also used (Fig. 3B). VegT
produced a shift with the wild-type DNA, confirming that the
promoter region contains at least one binding site (Fig. 3C).
The M2 mutated probe showed a shifted band of equal intensity
to the wild-type probe, whereas the M1 and M3 mutated probes
showed faint shifts. This indicates that VegT can bind to TBX1,
but not TBX2, in this in vitro assay. A similar result was

observed with VegT binding to two half sites in the Bix4
promoter (Tada et al., 1998).

To investigate whether VegT can activate transcription of
Xnr1, a 616 bp region containing either the wild-type or mutant
TBX sites was cloned into the luciferase reporter vector
pGL3Basic. Circular DNA was injected unilaterally into 2-cell
embryos, either alone or together with in vitro-synthesised
VegT mRNA. Embryos were harvested at midgastrulation, at a
stage when Xnr1 is normally expressed, and analysed for
luciferase activity. As shown in Fig. 3D, VegT induced
luciferase reporter activity approximately eight-fold. This
induction was reduced to approximately two-fold with either
the Ml or M2 mutations individually and was abolished with
the double mutant (M3).

Xnr1 induction via an autoregulatory loop
In this study, we have shown that VegT directly induces
expression of Xnr1. It has previously been shown that Xnr1 can
induce expression of VegT in ectoderm cells (Lustig et al.,
1996b). This was confirmed by the results in Fig. 2B. Taken
together, these observations suggest that Xnr1 may participate
in an autoregulatory loop with VegT. This possibility was
investigated using the animal cap assay. In vitro-synthesised
Xnr1 mRNA, devoid of its 3′ and 5′ untranslated regions, was
injected into the animal pole of 1-cell Xenopus embryos.
Animal caps were then dissected at the blastula stage and
harvested at midgastrulation. Induction of endogenous Xnr1

C. E. Hyde and R. W. Old

Fig. 2. Mutual induction of Xnr1 and VegT. (A) VegT can induce
expression of Xnr1 in ectodermal cells. (B) Xnr1 can induce
expression of VegT in ectodermal cells. Approximately 200 pg (1:50
dilution) and 100 pg (1:100 dilution) of VegT mRNA or Xnr1 mRNA
was injected into the animal pole of 1-cell Xenopus embryos. Animal
caps were dissected at stage 9, and harvested at stage 11 for the
VegT-injected embryos, and at stages 10 and 24 for the Xnr1-injected
embryos. Expression of Xnr1 and VegT was analysed by RT-PCR.
The housekeeping gene EF1α is a loading control. 
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Figure 8b : Etude de l’expression de Nodal (Xnr) par hybridation in situ et par 
utilisation d’un gène rapporteur
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Figure 9 : Mise en évidence de l’activité morphogène des facteurs TGFβ de type 
activines 

De nombreuses expériences ont été réalisées avec les activines. Les cultures in vitro montrent ainsi des 
effets distincts selon la concentration du facteur sur la détermination des cellules et sur 
l’expression de gènes spécifiques du mésoderme. 

A) Test in vitro sur des calottes animales cultivées en présence de différentes concentrations d’activine.  

(B) Test in vitro sur un tapis de cellules animales. Des billes (ou microsphères) contenant de l’activine (ou pas 
dans le cas du contrôle) sont déposées sur un tapis de cellules animales. L’expression d’ARNm spécifique du 
mésoderme est analysée par hybridation in situ. Les limites des domaines d’expression sont notées dans les 
différentes situations.  

Le graphique récapitule les relations entre concentration d’activine, récepteurs occupés par l’activine et seuil 
d’expression des gènes considérés. 
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Figure 10 : Schéma bilan : Modèle d’induction et de régionalisation mésodermique à 
trois signaux 

Les signaux de type  1 et 2 sont émis précocement, à partir du stade  32 cellules, et se 
maintiennent pendant la segmentation. Ils induisent les blastomères équatoriaux à former le 
territoire mésodermique. En outre, ces signaux polarisent le territoire mésodermique 
selon l’axe dorso-ventral. Les signaux de type 2, notamment inducteurs du centre organisateur 
de Spemann, sont émis à partir d’un domaine particulier de l’hémisphère végétatif, le centre de 
Nieuwkoop. Ce dernier constitue un centre inducteur impliqué dans la polarité dorso-ventrale de 
l’embryon. Plus tardivement en fin de segmentation et au cours de la gastrulation, les 
signaux de type 3 sont émis par le centre organisateur de Spemann et permettent la 
dorsalisation du mésoderme dans la bande équatoriale de la blastula. Ces signaux 
maintiennent la polarité du mésoderme et définissent des domaines mésodermiques encore plus 
précis (mésoderme latéral) selon l’axe dorso-ventral. 

Notion de morphogène (Wolpert) 

Un morphogène est défini comme une molécule de signal qui agit directement sur les cellules et dont la 
concentration détermine l'intensité de l’effet. 
	 •	 Les morphogènes sont des signaux « longue-distance »  

	 •	 Leur concentration décroît le long d’un segment donné, à partir du point d’émission  

	 •	 Leur concentration en un point donné est caractéristique de sa position sur le segment  

	 •	 Les effets des morphogènes varient en fonction de leur concentration  

	 •	 Les cellules répondent à des valeurs seuils de morphogène qui sont des valeurs de position 
	 ( activation de certains gènes )  

	 •	 L’interprétation de ces valeurs est déterminée par l’histoire des cellules 
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Figure 11 : voie de signalisation des TGFß 
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Figure 12 : Somites observés au MEB
(in Gilbert, De Boeck, 2004)
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Figure 13a : expérience d’inversion (d’après B. Anselme)

Figure 13b : mise en évidence d’une identité de position par une expérience de greffe.
(in Gilbert, De Boeck, 2004)
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Figure 14 : Découverte des gènes homéotiques chez la Drosophile (Insecte, Arthropodes) 

Figure 15 : Interaction entre l’homéodomaine et l’ADN
(in Gilbert, De Boeck, 2004)
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Figure 16 : com
plexes H

O
M

 et H
O

X
(in Raven et al., D

e Boeck)
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Figure 17 : Expression des gènes Hox b chez l’embryon de Souris après la neurulation : 

Vues latérales d’embryons de 3 souris transgéniques 9,5 jours après la fécondation.
Gène de fusion : promoteur d’un gène Hox couplé au gène rapporteur lacZ.
LacZ s’exprime dans les cellules où s’exprime normalement le gène Hox.
L’activité  β-galactosidase  est  détectée par la  transformation d’un substrat  Xgal  (ajouté dans le 
milieu par l’expérimentateur) en produit coloré bleu (détection histochimique).

Schéma de la construction utilisée : 

Figure 18 : expression des gènes des 4 complexes Hox le long 
de l’axe A/P du mésoderme de souris (d’après B. Anselme)
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Figure 19a : domaines d’expression des gènes Hox dans les vertèbres de souris  
(à titre de document!) (in Gilbert, De Boeck, 2004)

Chez la souris, la limite antérieure d’expression du gène Hoxc-8 correspond aux somites formant les vertèbres 
thoraciques. Des souris knock-out pour le gène Hoxc-8 sont générées. Les embryons se développent jusqu’au 
terme ; les souriceaux meurent quelques jours après la naissance. Des défauts sont constatés entre la 7e 
vertèbre thoracique et la première vertèbre lombaire. Parmi les plus fréquents, on constate la présence d’une 
14e paire de côte sur la 1ère vertèbre lombaire qui normalement n’en présente pas. L’invalidation 
génique d’un gène Hox entraîne un défaut dans le patron antéro- postérieur de 
développement. Il y a changement d’identité d’un segment, il s’agit donc bien d’une mutation 
homéotique. La 1ère vertèbre lombaire présente une identité identique à la 13e et dernière vertèbre 
thoracique qui lui est adjacente. Le changement homéotique correspond à une antériorisation des 
structures.

Figure  19b : Analyses comparées des phénotypes des vertèbres des souris 
 sauvages et des souris knock-out Hox c8
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Figure 21 : Du myoblaste au myotube 

Myoblastes au MO à contraste de phase Myotubes au MO à contraste de phase

Coupe histologique de muscle au MO 
en coupe longitudinale

Myocyte au MET 

Figure 22 : Le myotube se différencie en myocyte = fibre musculaire

Figure  20 : contrôle de l’expression génétique par les gènes Hox
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Figure 23 : métamérisation du mésoderme de l’avant vers l’arrière = somitogenèse
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Figure 24  : les étapes de la différenciation de la cellule musculaire

migration
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Figure 25 : FGF active la multiplication des prémyoblastes et inhibe leur différenciation

Interprétation / Bilan : 

Observations

Observations
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On utilise deux population de myoblastes, dont on suit l’évolution par immuno fluorescence. La 
protéine suivie est une enzyme formée de deux sous unités identiques. Il existe des sous-unités A et 
B. On utilise 2 populations de myoblastes : 

- une population exprimant la sous unité A (génotype A/A): cette sous-unité est réconnue 
de manière spécifique par un anticorps qui fluoresce dans le vert
- une population exprimant la sous unité B (génotype B/B) : cette sous-unité est réconnue 

de manière spécifique par un anticorps qui fluoresce dans le rouge

Figure 26 : Mise en évidence de la fusion des myoblastes

Dessin  des  myoblastes  au  début  de 
l’expérience

Les  cellules  sont  mises  sur  un  milieu 
permettant la formation de myotubes : les 
résultats sont présentés ci-contre.

Dessin  des  myotubes  à  la  fin  de 
l’expérience

Figure 28 : MyoD est actif sous forme d’un hétérodimère
(in www.med.univ-angers.fr)

Hélice Alpha 2
Hélice Alpha 1

Boucle 1
Boucle 2

Hélice AlphaHélice Alpha

Domaine Helix-Loop-Helix
(Ne pas Confondre avec 

Hélice-Tour-Hélice)

La Découverte de MyoD est à l’Origine de la Découverte de 
la Famille des Protéines bHLH, Protéines Régulatrices du Développement

Les Protéines bHLH sont
des Hétérodimères

http://www.med.univ-angers.fr
http://www.med.univ-angers.fr
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Figure 27 : MyoD et Myf5 sont des facteurs myogéniques

1. Effet de MyoD in vitro

2. Etude in vivo : effet des pertes de fonction MyoD et Myf5 : souris transgéniques KO

➔

3. Etude in vivo : patrons d’expression de MyoD et Myf 5 

Hybridation in situ: 
sonde anti sens MyoD Souris transgéniques : gène de fusion =

promoteur du gène X couplé à LacZ

S I

MyoD

Expression de MyoD Expression de Myf5

Protocole : 

Résultats : 

Conclusion : 

MacbookPro de Marie
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Figure 29 : cellules musculaires satellites (à titre de document)

Les cellules satellites situées sous la lame basale qui entoure la fibre musculaire striée squelettique sont des 
cellules souches unipotentes correspondant aux prémyoblastes embryonnaires. 
Elles  participent  à  la  croissance du muscle  chez le  nouveau-né et  le  jeune.  Elles  représentent  30% des 
noyaux musculaires à la naissance. 
Puis elles deviennent quiescentes chez l’adulte et ne participent normalement qu’à sa réparation en cas de 
lésion limitée. Elles ne représentent plus que 2% des noyaux musculaires chez l’adulte sédentaire, 4% chez 
un sportif et 8% chez un athlète.

Chez tout individu, les myocytes peuvent être endommagés par des exercices musculaires intenses qui 
déchirent les membranes plasmiques..

Lors d’un stress musculaire tel qu’un effort physique important conduisant à une hypertrophie musculaire, 
ou lors de lésions musculaires, la cellule satellite va passer du stade quiescent à un stade activé et exprimer 
Myf5 et MyoD afin de produire des myoblastes qui vont fusionner à la fibre musculaire. Certaines maladies 
telles que les myopathies (par exemple la myopathie de Duchenne due à une mutation dans un gène de 
structure  de  la  fibre  musculaire,  qui  code la  dystrophine)  miment  une lésion musculaire  chronique,  et 
recrutent en permanence les cellules satellites jusqu’à un épuisement total.

Perspectives thérapeutiques   :  à partir de cellules souches, réparer des tissus cardiaques détruits par un 
infarctus. 

Immunocytochimie  :  AC anti  Pax 7 
couplé à la GFP


