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RESUME

Formation de la condensation dermique chez I’embryon de

poulet : études in vivo, in vitro et in silico

L apparition au sein d’une peau homogene, composée d’un épiderme et d’un derme
dense sous-jacent, des structures primaires des annexes cutanées (placode épidermique et
condensation dermique) est un événement complexe tant au niveau des modifications
morphologiques que du nombre de molécules impliquées. Tout au long de mes travaux de
these, j’ai étudié les facteurs moléculaires gouvernant I’organisation cellulaire du derme avant
et pendant la mise en place des condensations dermiques.

De part I’utilisation de techniques originales in vitro, j’ai identifié les mécanismes
moléculaires régissant : I’arrét de la prolifération cellulaire, événement précédant la formation

IWAFLICIPL . |2 migration cellulaire,

de la condensation et gouverné par la protéine p2
indispensable a la mise en place de la condensation et nécessitant I’engagement des Intégrines
sur des molécules de Fibronectine contenant I’exon EIIIA ; ainsi que la chémo-attraction
médiée par BMP-7 et arrétée par BMP-2. Enfin, j’ai montré que les facteurs nécessaires a la
stabilisation de cette structure, impliquent a la fois les Intégrines et la signalisation Notch.

Gréace a une collaboration avec un mathématicien, nous proposons un modeéle mathématique
in silico intégrant I’ensemble de ces parametres. Ce modele rend compte, en reproduisant
I’apparition et la distribution des primordia plumaires observées in vivo, non seulement de

mes propres résultats biologiques, mais explique aussi les résultats ayant conduit depuis 1998

a classer la signalisation BMP comme inhibitrice de la formation plumaire.
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INTRODUCTION

La peau est un des organes des vertébrés dont la surface est la plus étendue. Elle joue
plusieurs rdles essentiels dont celui de protection contre le milieu extérieur (en tant que
barriere physique), et celui de régulation thermique, hygrométrique et chimique. Ces roles
sont en grande partie assurés en fait par les annexes cutanées qui regroupent les glandes (bien
développées et diversifiées chez les mammiferes) et les phanéres (poils, ongles et griffes chez
les mammiféres ; plumes, écailles et griffes chez les oiseaux). Pour la recherche
fondamentale, la peau est un modéle de choix. Le fait qu'elle soit I'enveloppe externe des
vertébrés la rend aisément accessible a l'observation. C'est de plus un modele simple, qui a
l'avantage d'étre plan, contrairement a la plupart des autres organes, et par conséquent facile a
manipuler. La compréhension des mécanismes moléculaires conduisant a la morphogenése de
la peau et de ses annexes présente aussi un intérét pratique. D'un point de vue médical, il est
primordial de parvenir a reconstruire artificiellement une peau humaine compléte, donc
pourvue d'annexes cutanées, qui soit capable de remplacer le mieux possible les 1ésions subies
par des grands brilés. D'autres applications concreétes sont également possibles dans le
domaine de la cosmétologie.

Ayant utilisé I’embryon de poulet comme modele d’étude au cours de mes
expérimentations, dans ce chapitre d'introduction je présente une description générale de la
peau des oiseaux, ainsi que des étapes nécessaires a 1’élaboration d’un derme phanérogene et
des ébauches plumaires. J'introduis les notions de « macropattern » et de « micropattern »
cutanés qui concernent la disposition des phanéres a la surface de la peau, ainsi que les
différents modéles mathématiques déja proposés dans ce cadre. Enfin, je réalise une revue des
différentes voies de signalisation impliquées dans les phénoménes a 1’origine de la mise en
place des ébauches de phanéres, puis présente les buts des recherches réalisées en vue de

I’obtention de la thése de doctorat.
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I. La peau et les annexes cutanées

La peau est composée de deux tissus : un €pithélium, 1'épiderme, et un tissu conjonctif,
le derme, a l'interface desquels se trouve la lame basale composée entre autres de Collagéne
IV, de Fibronectine et de Laminine, et qui est principalement synthétisée par les cellules
épidermiques basales (Bard and Sengel, 1984; Bush et al., 2007; Masunaga, 2006) (Fig. 1).

L'épiderme est un épithélium pluristratifié et kératinisé élaboré a partir d'une assise
basale formée de cellules ayant un rapport nucléocytoplasmique élevé, dont la prolifération
assure le renouvellement et le maintien des différentes couches suprabasales. Selon la classe
de vertébrés, le nombre et la structure de ces couches varie. Chez les mammiféres, on
distingue trois catégories de couches suprabasales. La couche épineuse (stratum spinosum)
comporte plusieurs assises de kératinocytes et doit son nom aux structures en "épines",
formées par I'imbrication des membranes plasmiques des cellules soudées entre elles par les
desmosomes. La couche granuleuse (stratum granulosum) est formée de deux a trois assises
de kératinocytes caractérisés par des granules de Profilaggrine. La couche cornée (stratum
corneum) est constituée de cellules mortes kératinisées également appelées cornéocytes.
L'épiderme des oiseaux, bien plus mince, est dépourvu de couche granuleuse et ne comporte
que trois a cinq assises cellulaires vivantes recouvertes d'une couche cornée.

Le derme est un tissu conjonctif constitué de cellules éparses, les fibroblastes, qui
secrétent une matrice extracellulaire composée de protéines structurales, fibres de collageéne,
¢lastine et divers protéoglycannes, associés a des protéines a fonction adhésive, en particulier
la fibronectine et la laminine. Lors de la formation des primordia plumaires ou pileux, les
Collagenes I et III sont présents dans la matrice extracellulaire dermique située entre les
follicules, cette région correspond en fait & une peau "stabilisée" ne participant plus a des

processus de morphogenése. Par contre, la fibronectine est présente dans les régions
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morphogénétiquement actives, et en particulier au niveau des bourgeons plumaires et pileux
en cours de croissance (Mauger et al., 1984).

Les annexes cutanées (glandes, poils, plumes et écailles) dérivent de 1'épiderme et sont
ancrées dans le derme ; les phanéres sont les annexes cutanées kératinisées ayant fait saillie a
la surface de la peau. Leur formation et leur renouvellement dépendent du compartiment
dermique (Dhouailly, 1977). Le premier stade de morphogénése, qu’il s’agisse des dents,
glandes, poils, ¢€cailles ou plumes, est phylogénétiquement commun : des placodes,
correspondant a des épaississements localisés de I’épiderme apparaissent. Ces placodes se
forment sous 1’impulsion d’un premier message dermique ubiquitaire (« make an appendage-
forming skin » (Dhouailly, 1977)). Chez le poulet, la placode est constituée par un
allongement de I’axe apico-basal des cellules épidermiques, alors que chez la souris elle se
forme a la suite d’une prolifération des cellules de 1’assise basale. Lorsque le mésenchyme
sous jacent se réorganise et forme une condensation, on peut alors parler de primordium

(placode plus condensation dermique), premiére étape de la formation d’une annexe cutanée.

I1. Macropattern et micropattern : la distribution des phanéres sur la peau

L'arrangement des phanéres sur le corps peut étre étudié a deux niveaux. Au cours du
développement embryonnaire, les primordia de phanéres se forment dans certaines zones
délimitées, nommées champs cutanés phanérogeénes. Chacun de ces champs contient un ou
plusieurs types d’annexes cutanées qui lui sont spécifiques, et dont la disposition est
invariante d’un individu a un autre dans une méme espéce. A 1’inverse, certaines régions du
tégument sont pratiquement dépourvues d’annexes cutanées. Le "macropattern” représente la

facon dont sont organisés les différents champs cutanés les uns par rapport aux autres, alors
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que le « micropattern » qualifie le motif de distribution des phanéres au sein d'un champ
cutané phanérogéne (Chuong, 1998; Sengel, 1976).

Chez le poulet, le macropattern est particuliecrement diversifié. Les champs cutanés
comprennent les différentes ptéryles ou zones ptilogénes (plumaires), les semi-aptéries et les
aptéries (zones comportant peu ou pas de plumes), ainsi que les zones Iépidogenes (a
¢cailles). Sur la face dorsale (Fig. 2), la ptéryle dorsale, fusionnée morphologiquement avec la
ptéryle cervicale, est la plus grande des zones ptilogenes, et s'étend depuis la région cervicale
jusqu'au croupion. Deux petits champs ptilogeénes situés de part et d'autre de la ptéryle dorsale
au niveau des attaches des ailes, constituent les ptéryles scapulaires. Les ailes sont recouvertes
de la ptéryle alaire. La partie proximale, aussi bien dorsale que ventrale, des membres
postérieurs est recouverte par la ptéryle fémorale. Sur la face ventrale du corps, on distingue
les ptéryles pectorales, proches des ailes et localisées au niveau de la cage thoracique, et la
ptéryle ventrale, située de part et d'autre de la ligne de fermeture ventrale et passant sous
I'ombilic. Les différentes ptéryles sont séparées les unes des autres par des semi-aptéries.
Seules deux régions : I'aptérie médio-dorsale, située au centre de la ptéryle dorsale un peu au-
dessous du niveau de l'attache de 1'aile, et I'aptérie médio-ventrale, située le long de la ligne de
fermeture ventrale du corps de l'embryon, sont totalement dépourvues de plumes. Outre les
plumes, le poulet, comme la majorité des oiseaux, présente un deuxieme type de phaneéres, les
¢cailles, qui recouvrent la partie distale des pattes.

A l'intérieur des champs cutanés phanérogenes, les primordia de phanéres apparaissent
de facon séquentielle en formant un motif, ou « micropattern » spécifique de chaque espece.
L'apparition des plumes a l'intérieur des ptéryles se fait par rangées successives a partir d'une
rangée initiale (Mayerson and Fallon, 1985). Dans la ptéryle dorsale de I’embryon de poulet,
les premicres ébauches de plumes forment une rangée médio-dorsale qui se dédouble aux

niveaux thoracique et cervical. Les rangées suivantes apparaissent par paires de fagon
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Figure 2 : Répartition des champs plumaires dorsaux chez I’embryon de
poulet.

Champs cutanés dorsaux du corps de I’embryon de poulet de 11 jours apres
prélevement et étalement de la peau.

L1: premiére ligne de primordia dans le champ plumaire considéré.
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symétrique et en quinconce de part et d'autre de la rangée initiale. Chaque plume est ainsi
entourée de six autres plumes, I'ensemble formant un motif hexagonal (Linsenmayer, 1972;
Novel, 1973). Ce motif hexagonal se retrouve dans toutes les ptéryles du corps du poulet.

Lors de la formation du « micropattern », le dialogue entre le derme et 1'épiderme est
indispensable a une correcte mise en place et croissance des annexes cutanées (Dhouailly,
1977; Sengel, 1976). De nombreuses expériences de recombinaisons dermo-épidermiques
hétérotopiques, hétérochroniques, et hétérospécifiques (poulet, souris, canard, 1ézard) ont
montré que le derme est responsable de la taille et du motif de distribution des annexes
cutanées, et que I'épiderme s'il est compétent, posseéde l'information relative au type d'annexe

cutanée (Dhouailly and Sengel, 1973; Dhouailly and Sengel, 1975).

I11. Origine embryonnaire de la peau

L'épiderme et le derme proviennent de différents feuillets embryonnaires suivant leur
localisation sur l'individu. L’épiderme a pour origine le feuillet ectodermique, a 1'exception de
la région naso-frontale, ou il dérive de la partie antérieure des bourrelets neuraux (Couly and
Le Douarin, 1988). Le derme dorsal dérive du dermomyotome des somites (Mauger and
Sengel, 1970), principalement du dermomyotome médian (Houzelstein et al., 2000; Olivera-
Martinez et al., 2000) (Fig. 3). Il est généralement admis que le derme ventral ainsi que celui
des membres proviennent du mésoderme somatopleural. Le derme de la face, ainsi que celui
du crane provient des crétes neurales céphaliques, sauf dans les régions occipitale et otique,
ou il provient du mésoderme dorsal situé¢ en avant des somites (Couly et al., 1992; Le Douarin
et al., 1993). De nombreux travaux de biologie expérimentale ont montré que l'information
relative a la formation des ptéryles chez le poulet est contenue dans le compartiment

mésodermique.
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Figure 3 : Origine du derme dorsal et ventral.

Schéma d’un embryon de poulet de 2 jours (E2), in toto et en coupe transversale, les futurs
progéniteurs du derme dorsal sont inclus dans le mésoderme présomitique bordant le tube
neural, alors que les progéniteurs du derme ventral sont inclus dans le meésoderme
somatopleural. Le schéma de la coupe transversale d’un embryon de poulet de 3 jours (E3)
montre la formation du dermomyotome, contenant les progéniteurs du derme dorsal. A 5 jours
(E5), les progéniteurs dermiques dorsaux et ventraux sont situés sous I’ectoderme.

c, corde ; tn, tube neural.
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L'irradiation aux rayons X de trains de somites (Mauger, 1970), ainsi que des
transplantations hétérotopiques de bandes de mésoderme somitique ou présomitique prélevées
dans différentes régions de 1'axe antéro-postérieur (Mauger, 1972), ont mis en évidence que
chaque somite est déterminé des 2 jours a former une région spécifique du derme de la ptéryle
spinale. L'excision du tube neural et de la corde chez des embryons de poulet de 2 jours
provoque huit jours apres I'opération une absence de la ptéryle