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RESUME 
 

Formation de la condensation dermique chez l’embryon de 

poulet : études in vivo, in vitro et in silico 

 

L’apparition au sein d’une peau homogène, 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 

thèse, j’ai étudié les facteurs moléculaires gouvernant l’organisation cellulaire du derme avant 

et pendant la mise en place des condensations dermiques. 

De part l’utilisation de techniques originales in vitro, j’ai identifié les mécanismes 

moléculaires régissant : l’arrêt de la prolifération cellulaire, événement précédant la formation 

de la condensation et gouverné par la protéine p21WAF1/CIP1 ; la migration cellulaire, 

indispensable à la mise en place de la condensation et nécessitant l’engagement des Intégrines 

sur des molécules de Fibronectine contenant l’exon EIIIA ; ainsi que la chémo-attraction 

médiée par BMP-7 et arrêtée par BMP-2. Enfin, j’ai montré que les facteurs nécessaires à la 

stabilisation de cette structure, impliquent à la fois les Intégrines et la signalisation Notch. 

Grâce à une collaboration avec un mathématicien, nous proposons un modèle mathématique 

in silico intégrant l’ensemble de ces paramètres. Ce modèle rend compte, en reproduisant 

l’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 

à 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 rôles essentiels dont celui de protection contre le milieu extérieur (en tant que 

barrière physique), et celui de régulation thermique, hygrométrique et chimique. Ces rôles 

sont en grande partie assurés en fait par les annexes cutanées qui regroupent les glandes (bien 

développées et diversifiées chez les mammifères) et les phanères (poils, ongles et griffes chez 

les mammifères ; plumes, écailles et griffes chez les oiseaux). Pour la recherche 

fondamentale, la peau est un modèle de choix. Le fait qu'elle soit l'enveloppe externe des 

vertébrés la rend aisément accessible à l'observation. C'est de plus un modèle simple, qui a 

l'avantage d'être plan, contrairement à la plupart des autres organes, et par conséquent facile à 

manipuler. La compréhension des mécanismes moléculaires conduisant à la morphogenèse de 

la peau et de ses annexes présente aussi un intérêt pratique. D'un point de vue médical, il est 

primordial de parvenir à reconstruire artificiellement une peau humaine complète, donc 

pourvue d'annexes cutanées, qui soit capable de remplacer le mieux possible les lésions subies 

par des grands brûlés. D'autres applications concrètes sont également possibles dans le 

domaine de la cosmétologie. 

Ayant utilisé l’embryon de poulet comme modèle 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 à l’élaboration d’un derme phanérogène et 

des ébauches plumaires. J'introduis les notions de « macropattern » et de « micropattern » 

cutanés qui concernent la disposition des phanères à la surface de la peau, ainsi que les 

différents modèles mathématiques déjà proposés dans ce cadre. Enfin, je réalise une revue des 

différentes voies de signalisation impliquées dans les phénomènes à l’origine de la mise en 

place des ébauches de phanères, puis présente les buts des recherches réalisées en vue de 

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

La peau est composée de deux tissus : un épithélium, l'épiderme, et un tissu conjonctif, 

le derme, à l'interface desquels se trouve la lame basale composée entre autres de Collagène 

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 à 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 mammifères, 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 l'imbrication des membranes plasmiques des cellules soudées entre elles par les 

desmosomes. La couche granuleuse (stratum granulosum) est formée de deux à 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 à cinq assises cellulaires vivantes recouvertes d'une couche cornée.  

Le derme est un tissu conjonctif constitué de cellules éparses, les fibroblastes, qui 

secrètent une matrice extracellulaire composée de protéines structurales, fibres de collagène, 

élastine et divers protéoglycannes, associés à des protéines à fonction adhésive, en particulier 

la fibronectine et la laminine. Lors de la formation des primordia plumaires ou pileux, les 

Collagènes I et III sont présents dans la matrice extracellulaire dermique située entre les 

follicules, cette région correspond en fait à une peau "stabilisée" ne participant plus à des 

processus de morphogenèse. Par contre, la fibronectine est présente dans les régions  



Figure 1 : Structure de la peau de nouveau-nés souris (A) et poulet (B). 
Coupe semi-fine transversale de peau dorsale.
Coloration au bleu de toluidine (A).
Coloration de Mallory (B) 
Barre : 25µm
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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 l'épiderme et sont 

ancrées dans le derme ; les phanères sont les annexes cutanées kératinisées ayant fait saillie à 

la surface de la peau. Leur formation et leur renouvellement dépendent du compartiment 

dermique (Dhouailly, 1977). Le premier stade de morphogénèse, qu’il s’agisse des dents, 

glandes, poils, écailles ou plumes, est phylogénétiquement commun : des placodes, 

correspondant à des épaississements localisés de l’épiderme apparaissent. Ces placodes se 

forment sous l’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 l’axe apico-basal des cellules épidermiques, alors que chez la souris elle se 

forme à la suite d’une prolifération des cellules de l’assise basale. Lorsque le mésenchyme 

sous jacent se réorganise et forme une condensation, on peut alors parler de primordium 

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

 

II. Macropattern et micropattern : la distribution des phanères sur la peau 

L'arrangement des phanères sur le corps peut être étudié à deux niveaux. Au cours du 

développement embryonnaire, les primordia de phanères se forment dans certaines zones 

délimitées, nommées champs cutanés phanérogènes. 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 à un autre dans une même espèce. A l’inverse, certaines régions du 

tégument sont pratiquement dépourvues d’annexes cutanées. Le "macropattern" représente la 

façon 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 phanères au sein d'un champ 

cutané phanérogène (Chuong, 1998; Sengel, 1976).  

Chez le poulet, le macropattern est particulièrement diversifié. Les champs cutanés 

comprennent les différentes ptéryles ou zones ptilogènes (plumaires), les semi-aptéries et les 

aptéries (zones comportant peu ou pas de plumes), ainsi que les zones lépidogènes (à 

écailles). Sur la face dorsale (Fig. 2), la ptéryle dorsale, fusionnée morphologiquement avec la 

ptéryle cervicale, est la plus grande des zones ptilogènes, et s'étend depuis la région cervicale 

jusqu'au croupion. Deux petits champs ptilogènes 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 

l'ombilic. Les différentes ptéryles sont séparées les unes des autres par des semi-aptéries. 

Seules deux régions : l'aptérie médio-dorsale, située au centre de la ptéryle dorsale un peu au-

dessous du niveau de l'attache de l'aile, et l'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 deuxième type de phanères, les 

écailles, qui recouvrent la partie distale des pattes.  

A l'intérieur des champs cutanés phanérogènes, les primordia de phanères apparaissent 

de façon séquentielle en formant un motif, ou « micropattern » spécifique de chaque espèce.  

L'apparition des plumes à l'intérieur des ptéryles se fait par rangées successives à partir d'une 

rangée initiale (Mayerson and Fallon, 1985). Dans la ptéryle dorsale de l’embryon de poulet, 

les premières ébauches de plumes forment une rangée médio-dorsale qui se dédouble aux 

niveaux thoracique et cervical. Les rangées suivantes apparaissent par paires de façon  



Figure 2 : Répartition des champs plumaires dorsaux chez l’embryon de 
poulet. 
Champs cutanés dorsaux du corps de l’embryon de poulet de 11 jours après 
prélèvement et étalement de la peau.
L1: première 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, l'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 l'épiderme est 

indispensable à 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, lézard) ont 

montré que le derme est responsable de la taille et du motif de distribution des annexes 

cutanées, et que l'épiderme s'il est compétent, possède l'information relative au type d'annexe 

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

 

III. 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, à l'exception de 

la région naso-frontale, où 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 crâne provient des crêtes neurales céphaliques, sauf dans les régions occipitale et otique, 

où 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 à la formation des ptéryles chez le poulet est contenue dans le compartiment 

mésodermique.  

 



E
 2

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 mésoderme 
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 l’ectoderme.
c, corde ; tn, tube neural.

E
 3

E
 5

tn

c

ectoderme

mésoderme
présomitique

proximal distal

ectoderme

mésoderme
somatopleural

mésoderme
splanchnopleural

ectoderme

mésoderme
somatopleural

amnios

sac vitellin

dermomyotome

ectoderme

futur 
derme dorsal

futur
derme ventral



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Introduction 

 - 9 - 

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 l'axe antéro-postérieur (Mauger, 1972), ont mis en évidence que 

chaque somite est déterminé dès 2 jours à 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 après l'opération une absence de la ptéryle spinale (Mauger and Sengel, 

1970; Olivera-Martinez et al., 2001), ainsi que des dérivés médians du somite tels que les 

vertèbres et les muscles épaxiaux (Rong et al., 1992; Teillet et al., 1998). La greffe de la 

moitié dorsale du tube neural dans la région excisée entraîne la différenciation d'un derme 

phanérogène, la spécification des précurseurs dermiques dorsaux dépend donc de facteurs 

moléculaires présents dans le tube neural dorsal, en particulier Wnt-1 (Olivera-Martinez et al., 

2002; Olivera-Martinez et al., 2001). Par ailleurs, l'implantation d'un fragment de tube neural 

dans le territoire présomptif de l'aptérie médio-ventrale aboutit à la formation d'une ptéryle 

supplémentaire (Kieny and Sengel, 1964; Sengel and Kieny, 1967a; Sengel and Kieny, 

1967b). Des facteurs présents dans le tube neural, en l’occurrence Noggin et Shh, sont donc 

capables d'induire la spécification d'un derme phanérogène au sein du mésoderme 

somatopleural (Fliniaux et al., 2004). 

La formation du derme de la ptéryle dorsale du poulet a été étudiée récemment dans 

notre laboratoire. Entre le deuxième et le troisième jour d'incubation, les somites, contenant 

les précurseurs du derme dorsal, des muscles striés, des vertèbres et des côtes, se segmentent à 

partir du mésoderme paraxial. La partie ventrale du somite se désépithélialise et forme le 

sclérotome qui donnera ultérieurement les précurseurs des vertèbres et des côtes (Pourquie, 

2001). La partie dorsale du somite, le dermomyotome, reste dans un premier temps 

épithéliale. Le dermomyotome donne naissance aux précurseurs des muscles striés 

respectivement dorsaux et hypaxiaux (muscles des membres et de la région ventrale du tronc) 
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(Pourquie, 2001) ainsi qu’aux précurseurs dermiques (Mauger, 1972), mais leur localisation et 

les molécules impliquées dans leur spécification et leur migration n'ont été identifiés que 

récemment (Houzelstein et al., 2000; Olivera-Martinez et al., 2000; Olivera-Martinez et al., 

2002; Olivera-Martinez et al., 2001). Toutes les parties du dermomyotome participent de 

façon inégale à la formation du derme dorsal. A 3 jours d'incubation, une première population 

de fibroblastes apparaît entre le tube neural et l'ectoderme. Elle comprend les précurseurs du 

derme médiodorsal ainsi que ceux du processus épineux des vertèbres (Monsoro-Burq and Le 

Douarin, 2000). A 4 jours d'incubation, la partie centrale du dermomyotome perd sa structure 

épithéliale, et forme une deuxième population de cellules mésenchymateuses sous-

ectodemique dorso-latérale. La lèvre médiodorsale disparaît lors du cinquième jour 

d'incubation, ayant cessé sa fonction de centre de prolifération cellulaire. Entre 6 et 7 jours 

d'incubation, le mésenchyme homogène sous-ectodermique se différencie en derme 

superficiel dense et en derme profond lâche (Fig. 2A). Wessels a montré en 1965 (Wessells, 

1965) que les futurs champs phanérogènes se caractérisent par une densité élevée en cellules 

dermiques (jusqu'à 2,6 noyaux /1000 µm3). En dehors de ces zones de derme dense, les 

phanères se développent moins vite et de façon dispersée (au niveau des semi-aptéries) ou pas 

du tout (au niveau des aptéries). Les paragraphes suivants sont consacrés à l'observation de 

l'élaboration du derme au niveau de la ptéryle spinale. La région de densification du derme 

superficiel correspond précisément à la ptéryle spinale. Au niveau thoracique alaire, le derme 

situé sous la future aptérie médio-dorsale reste lâche. Le derme dense est non seulement plus 

riche en cellules, mais aussi en matrice extracellulaire. De façon concomitante, à partir du 

cinquième jour d'incubation, l'ectoderme, jusqu'alors constitué d'une seule couche de cellules, 

génère en surface une deuxième couche de cellules aplaties au noyau allongé que l'on nomme 

le périderme. La couche basale forme désormais l'épiderme proprement dit, qui se stratifiera 

au cours du développement.  
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IV. Evénements morphogénétiques et interactions tissulaires à l’origine du 

primordium de phanère 

1. Formation du primordium de phanère 

Précédent la formation des ébauches de phanère, le derme dorsal de l’embryon de 

poulet se densifie afin d’atteindre le seuil de 2,6 cellules/1000µm3. A 6,5 jours d’incubation 

(E6.5), correspondant au stade Hamburger-Hamilton 29 (HH29 (Hamburger and Hamilton, 

1951)), en présence d’une peau homogène composée d’un épiderme et d’un derme dense sous 

jacent. Les placodes apparaissent le long de la ligne médio-dorsale. Ces dernières résultent de 

l’allongement de l’axe apico-basal de certaines cellules épidermiques, menant à la formation 

d’arches d’actine permettant l’ancrage des cellules dans le derme. Ce dernier, sous l’influence 

du microenvironnement mis en place, se redistribue par migration afin de faire apparaître sous 

la placode les condensations dermiques, zones à fortes densité cellulaires (3,2 

cellules/1000µm3). Dans la zone interfolliculaire la densité cellulaire diminue (1,2 

cellules/1000µm3). A HH30 (7 jours d’incubation), les premières ébauches de phanères sont 

en place (Fig. 2B). Elles sont composées d’une placode et d’une condensation dermique, elles 

portent alors le nom de primordium de phanère (Fig. 4). A 8,5 jours d'incubation, le bourgeon 

plumaire présente une asymétrie due à une prolifération différentielle entre la face antérieure 

et la face postérieure du bourgeon : il est orienté de la région céphalique vers la région 

caudale. Il continue ensuite de s'allonger et forme à 14,5 jours le filament plumaire dont la 

base s'enfonce dans le derme et constitue le follicule plumaire. 
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Figure 4 : Apparition des primordia de phanère à partir d’une peau homogène dans la 
peau embryonnaire dorsale d’embryons de poulet de stades HH29 et stage HH30.
Une coupe transversale au niveau thoracique, la peau (p) d’un embryon de poulet montre un 
derme (d) homogène couvert d’un épiderme (ep) (A). A ce stade, le derme est composé d’un 
derme dense (dd) et d’un derme lâche (dl) en profondeur (B). Au stade HH30, des primordia 
plumaires (pp) sont apparus au sein de la peau (C). Les primordia sont composés d’une placode 
(pl) épidermique et d’une condensation dermique (cd). Entourant les primordia, le derme 
interfolliculaire (dif) est moins dense, tout comme dans l’aptérie médiodorsale (amd) (D).
Coloration Hematoxyline / Scarlett Biebrich (A-D).
Barres : A, 300µm; B et D,  100µm; E, 400µm.
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2. Interactions tissulaires 

Une fois le derme mis en place, un dialogue nécessaire à la formation des primordia de 

phanère s’établit avec l'épiderme. Lorsque le derme dépasse le seuil de densité cellulaire de 

2,6 cellules/1000µm3, un premier message inducteur ubiquitaire permet à l’épiderme d’initier 

sa différenciation (Dhouailly, 1977). Chez la souche de poulet mutant Scaleless, qui présente 

une absence quasi totale de plumes et une absence totale d'écailles, le derme dense des futures 

ptéryles se forme (Viallet et al., 1998) et est capable d'induire la formation de placode dans un 

épiderme de souche sauvage (Goetinck and Sekellick, 1972). Les cellules de la placode à leur 

tour induisent l'organisation du derme en condensations dermiques (Cadi et al., 1983), qui 

vont permettre la transformation des placodes en bourgeons de phanères. 

Entre un message inter-tissulaire et son message réciproque, tous deux médiés par des 

molécules diffusibles, s’intercalent des messages intra-tissulaires épidermiques, ou dermiques, 

médiés par des protéines transmembranaires ou diffusibles. Ces interactions synchronisent les 

étapes de morphogénèse épidermique et dermique. Les messages intra-tissulaires vont soit 

déclencher un autre message, soit permettre la stabilisation des différentes structures 

dermique et épidermique formées. Ce dialogue se poursuit lors de la croissance et de la 

morphogenèse des phanères. En particulier des interactions intra-épidermiques permettent la 

différenciation des cellules en plusieurs sous-populations constituant les sous-structures du 

phanère (Fig. 5).  

 



Figure 5 : Schéma du dialogue intra- et inter-tissulaire impliqué lors de la morphogénèse 
cutanée du champ plumaire (ptéryle) dorsal de l’embryon de poulet.
Ce dialogue est initié par un message Wnt dermique ubiquitaire qui induit l’expression d’Eda dans 
l’épiderme, permettant la mise en place de la placode. L’expression de FGF-4 est nécessaire à
l’organisation du derme, c’est un message permissif. Ce dialogue induit la mise en place des 
structures du primordium (placode et condensation dermique) qui seront stabilisées par la 
signalisation Notch (d’après les résultats, entre autres de Drew et al. 2007, Noramly et al. 1998, 
Patel et al. 1999, Mandler et al.  2004, Chuong et al. 1996, Dhouailly et al. 1998).
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V. Aspects moléculaires de la formation du primordium de phanère 

Les différents évènements morphogénétiques que je viens de décrire, prolifération 

cellulaire, migration, ainsi que les interactions tissulaires, conduisant d’une peau 

embryonnaire primitivement homogène à une peau hétérogène présentant des primordia de 

phanère régulièrement distribués à sa surface, fait intervenir différents processus à l’échelle 

moléculaire que je vais m’attacher à décrire maintenant. 

 

1. La signalisation calcique 

Cette voie de signalisation est impliquée dans la dynamique de migration cellulaire, 

dans la restructuration du cytosquelette d’actine, ainsi que dans l’expression de certains gènes 

et dans la transduction de voies de signalisation. J’en parlerai donc à plusieurs reprises lors de 

différents sous-chapitres (V.3 et V.4 en particulier). 

 

2. Prolifération cellulaire 

De nombreuses expérimentations, in vivo et in vitro, ont montré une prolifération 

cellulaire dans la peau avant la formation des primordia, puis une exclusion de cette 

prolifération du domaine folliculaire lors de la mise en place du primordium ; enfin, une 

réinduction de la prolifération lors de la croissance du primordium en bourgeon (Desbiens et 

al., 1991; Jiang and Chuong, 1992; Rouzankina et al., 2004; Wessells, 1965; Wessells and 

Roessner, 1965). Différents facteurs, soit activant, soit inhibant la prolifération cellulaire dans 

la peau embryonnaire, devraient donc être exprimés dans la peau embryonnaire. 

La transition entre les différentes phases du cycle cellulaire résulte de la présence dans 

le cytoplasme de complexes protéiques formés d’une Cycline et d’une « Cyclin-Dependant 
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Kinase » (CDK) (Koff et al., 1993). Cette dernière est composée de deux lobes, à leur 

intersection se trouve le site à activité kinase (Xiong et al., 1993b). A l’état inactif, le domaine 

catalytique est caché par le domaine PSTAIRE (du nom des acides aminés le composant) et la 

boucle T (Jeffrey et al., 1995). Lors de l’association à la Cycline, le domaine PSTAIRE 

change de conformation et accueille l’ATP nécessaire à la phosphorylation des substrats. La 

boucle T, quant à elle, expose les résidus régulateurs de la CDK (Thréonine 161, Thréonine 

14 et Tyrosine 15). Cette association est donc indispensable à l’activation de la CDK, ainsi 

qu’à la régulation induite par des kinases et phosphatases ainsi que par les « Cyclin-dependent 

kinase inhibitor » (CKI) (Golias et al., 2004). Par exemple, la phosphatase Cdc25, en 

déphosphorylant les Thréonine 14 et Tyrosine 15, permet l’activation des complexes CDK-

Cycline (Lam and Rosen, 2004). Le facteur diffusible Sonic Hedgehog est connu comme étant 

activateur de la prolifération cellulaire, par le biais de Cdc25B qui induit la transition G2/M 

(Benazeraf et al., 2006). Dans la famille des protéines CKI, se trouve p21WAF1/CIP1 (faisant 

partie des inhibiteurs Cip/Kip) dont l’expression dépend de p53 et qui est capable d’inhiber 

les complexes CDK2-Cycline E (Fig. 6), complexe essentiel à la transition G1/S (Sauer and 

Lehner, 1995). 

 

i) Protéine p21WAF1/CIP1 

a-  Implication dans l’arrêt de la transition G1/S 

La transition G1/S nécessite l’activation du complexe protéique CDK2-Cycline E, 

dont un gène cible est la protéine du Retinoblastome (pRb). Cette dernière, sous sa forme 

hypophosphorylée est capable de séquestrer les facteurs de transcription de la famille des E2F 

nécessaires à la transcription des gènes de la phase S (Hiebert et al., 1992; Schwarz et al., 

1993). La phosphorylation de pRb est dépendante des complexes CDK-Cycline présent dans  
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Figure 6 : Intervention de la protéine p21WAF1/CIP1 lors de la régulation du cycle 
cellulaire. Lors de la transition de la phase G1 à la phase S, il y a déséquestration de la 
protéine E2F par la protéine du Rétinoblastome (Rb) à la suite de la phosphorylation de 
cette dernière par le complexe CDK2-Cycline E. L’expression de la protéine p21WAF1/CIP1

induit un blocage cette étape de phosphorylation, empêchant ainsi le passage de la cellule 
en phase S.
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la cellule, entre autre de CDK4,6-Cycline D1 (présents en phase G1) et CDK2-Cycline E 

(Weinberg, 1995). La progressive phosphorylation de pRb en fin de phase G1  permet la 

libération des facteurs de transcription E2F et la transition en phase S (Hinds et al., 1992; 

Wang, 1997). La régulation du complexe CDK2-Cycline E est donc majeure pour la fonction 

de « checkpoint » entre les phases G1 et S (Sherr and Roberts, 1995). L’exposition de cellules 

à des facteurs génotoxiques induit l’expression de p21WAF1/CIP1 qui va se lier au complexe 

CDK2-Cycline E (el-Deiry et al., 1994; Harper et al., 1993; Xiong et al., 1993a), induisant 

ainsi une hypophosphorylation de pRb et donc un blocage de l’entrée en phase S et un arrêt du 

cycle cellulaire. De plus, p21WAF1/CIP1 peut se fixer au « Proliferating-Cell Nuclear Antigen » 

(PCNA) qui est nécessaire à la réparation et à la synthèse d’ADN (Waga et al., 1994). 

 

b-  Implication cutanée de p21WAF1/CIP1 

Différents arguments laissent à penser que la protéine p21WAF1/CIP1 serait impliquée 

dans l’homéostasie épidermique (Missero et al., 1995; Topley et al., 1999). Son expression est 

régulée par l’activation de la voie de signalisation médiée par Notch-1 (Mammucari et al., 

2005; Okuyama et al., 2004). Une étude menée sur des souris Notch-1 KO a montré que 

l’expression de p21WAF1/CIP1 disparait de l’épiderme et que la souris présente une hyperplasie 

due à la prolifération continue des kératinocytes (Rangarajan et al., 2001). Il semblerait de 

plus que p21WAF1/CIP1, couplé à E2F-1, puisse se fixer sur le promoteur de wnt-4 et inhiber la 

transcription de ce gène (Devgan et al., 2005), connu pour être exprimé dans la peau lors de la 

cicatrisation (Saitoh et al., 1998). Enfin, Sonic Hedgehog, connu pour favoriser la 

prolifération cellulaire, pourrait bloquer l’action de p21WAF1/CIP1 dans les épithélia 

pluristratifiés (Fan and Khavari, 1999). 
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ii) Sonic Hedgehog (Shh) 

La molécule Hedgehog (Hh) a d'abord été caractérisée chez la Drosophile. Les 

mutants pour ce gène présentent des denticules désordonnés sur le corps rappelant le hérisson, 

d'où le nom Hedgehog (Mohler, 1988). Trois homologues de cette molécule ont été clonés 

chez les vertébrés. Deux d'entre eux ont été nommés d'après des races de hérisson (Desert 

hedgehog : Dhh ; Indian hedgehog : Ihh), et le troisième Sonic hedgehog (Shh) vient du nom 

d'un personnage de jeux vidéo. Sonic Hedgehog, le plus caractérisé des homologues 

vertébrés, peut agir soit à courte distance, soit à longue distance en tant que morphogène 

diffusible (Chuang and McMahon, 1999). 

 

a-  La voie de signalisation Hedgehog chez la Drosophile 

La molécule Hh présente dans le domaine extracellulaire se lie à la protéine 

transmembranaire Patched (Ptc), empêchant cette dernière d'inhiber une autre protéine 

transmembranaire, Smoothened (Smo). La voie de signalisation mise en jeu converge vers la 

protéine Cubitus interruptus (Ci), qui peut agir soit comme répresseur de transcription de 

gènes cible en absence de liaison de Hh à Ptc, soit comme activateur de transcription suite à 

l'association de Hh à Ptc  (Fig. 7). Lorsque Hedgehog se lie à Patched, Smoothened n'est plus 

réprimé et envoie un signal qui active Fused et réprime Costal-2, ce qui dissocie le complexe 

Cos-2/Fu/Ci des microtubules et empêche le clivage de Ci. Dans le complexe détaché des 

microtubules, Ci subit probablement une maturation en une forme translocable dans le noyau 

qui régule positivement des gènes cible comme dpp (decapentaplegic, l'homologue et peut-

être orthologue chez la Drosophile de la famille des tgf-β et plus particulièrement BMP-2 et 

BMP-4 chez les vertébrés (Panopoulou et al., 1998)), wg et ptc lui-même. Cette 

transactivation pourrait requérir l'association du coactivateur  de transcription de la « CREB-
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binding protein » (CBP ; CREB : Cyclic AMP Response Element Binding) dans le noyau  

(Akimaru et al., 1997). 

 

b-  La voie de signalisation Hedgehog chez les vertébrés 

Cubitus interruptus est un membre de la famille des Gli (nom provenant d'oncogènes 

associés à des tumeurs du glioblastome), dont trois membre ont été identifiés chez les 

vertébrés : Gli-1, Gli-2 et Gli-3 (Lee et al., 1997; Platt et al., 1997). Une signalisation Shh 

ectopique, par injection d'ADN exprimant gli-1 chez le Xénope ou en transfectant des 

bourgeons d'aile de poulet avec le rétrovirus RCAS exprimant le gène gli aviaire, induit 

l'expression de gli-1 et réprime gli-3 (Lee et al., 1997; Marigo et al., 1996). In vitro, Gli-1 est 

capable d'activer et Gli-3 de réprimer la transcription de gènes (Marine et al., 1997; Sasaki et 

al., 1997). Il est donc possible que, chez les vertébrés, Gli-1 joue le rôle de la forme 

activatrice de Ci et Gli-3 après sa protéolyse, le rôle de la forme processée de Ci répressive de 

transcription (Wang et al., 2000). Il pourrait donc y avoir une régulation plus fine de la 

signalisation médiée par Shh en fonction des protéines Gli présentes dans différents 

compartiments embryonnaires. Le rôle de Gli-2 n'est pas encore clair, mais il pourrait avoir 

une certaine redondance avec Gli-3 (Mo et al., 1997). 

Shh est impliqué dans une multitude d'événements du développement embryonnaire, 

notamment dans le contrôle de la polarité antéro-postérieure du bourgeon de membre (Riddle 

et al., 1993), ainsi que sur la régionalisation du tube neural (Ericson et al., 1997), ainsi que 

lors de la morphogénèse cutanée. 
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c-  Signalisation Shh lors de  la mise en place du primordium de phanère 

L’expression de Shh dans la peau n’est détectée que lorsque le primordium est 

constitué (placode et condensation dermique), au niveau du centre de la placode (Nohno et al., 

1995). Sa fonction semble être l’induction de la prolifération nécessaire à la croissance du 

bourgeon plumaire (McKinnell et al., 2004b). Cette hypothèse est renforcée par les 

expérimentations d’expression ectopique de Shh dans la peau embryonnaire de poulet menant 

à une prolifération anarchique de l’ectoderme (Morgan et al., 1998), et par l’implication de 

Shh dans les cancers de la peau (pour revue, (Athar et al., 2006)). D’autres études ont 

montrées que la greffe de cellules exprimant Shh et Noggin au niveau de l’amnios de 

l’embryon de poulet permettait la mise en place d’une peau portant des plumes (Fliniaux et 

al., 2004). Dans ce cas, Noggin inhibe la signalisation BMP et Shh pourrait concourir à 

l’inhibition de la signalisation BMP, soit permettre la prolifération du mésoderme amniotique 

jusqu’à l’état de derme dense. 

Outre ce rôle concernant la prolifération, Shh pourrait aussi jouer un rôle sur la 

migration cellulaire lors de la morphogénèse cutanée. En effet, une étude a montré un lien 

direct entre l’expression de Shh et la présence membranaire de l’Intégrine-β1 dans 

l’épithélium intestinal. La perte d’expression de l’Intégrine induit la perte d’expression de Shh 

(Jones et al., 2006). 

 

3. Migration cellulaire et modifications morphologiques 

Que ce soit lors de la formation de la placode épidermique (allongement de l’axe 

apico-basal des cellules) ou lors de la formation de la condensation dermique (migration des 

fibroblastes sous la placode), les cellules vont subir de nombreux changements 

morphologiques impliquant leur environnement comprenant la matrice extracellulaire. 
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i) Matrice extracellulaire 

Le derme, comme tous les tissus conjonctifs, est composé de cellules dispersées dans 

une matrice extracellulaire conséquente. De plus, l’interaction entre l’épiderme et le derme se 

fait par le biais d’une lame basale, fine couche de matrice extracellulaire dense sur laquelle 

s’ancre le pôle basal des cellules épidermiques. Les principaux composants des matrices 

extracellulaires sont les Collagènes, les Glycoaminoglycanes, la Laminine, la Tenascine et la 

Fibronectine. 

Les différents Collagènes (il en existe 28 types) sont exprimés de façon soit tissu-

spécifique soit structure-spécifique. Le Collagène XII est présent principalement dans les 

cartilages, mais aussi dans le stroma cornéen. Alors que le Collagène IV est caractéristique 

des lames basales, dans le derme sont exprimés les Collagènes I et III, et dans le stroma 

cornéen, les Collagènes I et V. La Laminine est une famille de glycoprotéines contenant 15 

membres pouvant s’associer entre eux pour former des trimères. Ces protéines sont 

synthétisées par les cellules épithéliales afin de former un réseau de mailles au sein de la lame 

basale, et s’associent au Collagène IV. La Fibronectine est une grande molécule 

homodimérique composée d’une succession de modules. Le module III comporte le motif 

RGD de liaison à la cellule. Elle comporte aussi des motifs de liaison à l’Héparine et au 

Collagène. La Tenascine est une glycoprotéine possédant un motif RGD (Arg – Gly – Asp) 

permettant la fixation d’un récepteur membranaire. Cette molécule a des propriétés adhésives 

ou antiadhésives, en fonction du type cellulaire considéré. Les cellules de l’épiderme 

expriment la Tenascine d’abord dans la future région de la placode, puis de façon asymétrique 

dans la portion antérieure de la placode (Jiang and Chuong, 1992). 

La Fibronectine, la Laminine et le Collagène IV sont les principaux composants de la 

lame basale. Lors d’expérimentations de dissociation et réassociation de derme et d’épiderme 

de peau embryonnaire de poulet, la formation de la lame basale a pu être suivie (Akimoto et 
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al., 1992). La Laminine et la Fibronectine sont exprimées très rapidement après la 

réassociation, puis il y a expression de la Tenascine (absente de la lame basale in vivo) et 

enfin du Collagène IV. La composition des matrices extracellulaires de la lame basale et du 

derme permettent de délimiter les futures zones folliculaires des zones interfolliculaires (Jiang 

and Chuong, 1992; Mauger et al., 1982; Mauger et al., 1984) (Fig. 8).  

La matrice extracellulaire de la partie supérieure du futur derme de poulet de cinq 

jours d’incubation comprend le Collagène I, seule molécule de la matrice extracellulaire ayant 

une distribution spécifique (Mauger et al., 1982). A six jours d’incubation, alors que le derme 

se densifie, les Collagène I et III sont exprimés sur toute l’épaisseur du derme dense alors que 

la Fibronectine est exprimée dans la partie supérieure du derme (Mauger et al., 1982). Lors de 

la formation des condensations dermiques, le Collagène I garde une distribution homogène 

alors que la Fibronectine se retrouve renforcée dans la condensation dermique et à l’inverse, 

le Collagène III en est exclu (Mauger et al., 1982). Le N-CAM (un récepteur de l’adhérence 

intercellulaire) est exprimé quant à lui par les cellules de la région antérieure de la 

condensation dermique ainsi que par celles de la région postérieure de la placode (Jiang and 

Chuong, 1992). Des expérimentations visant à bloquer ces molécules en cultures 

organotypiques ont été menées afin de déterminer leurs fonctions. L’utilisation d’anticorps 

bloquant dirigés contre la Fibronectine ou l’Intégrine-β1 mène à l’inhibition de la formation 

des condensations dermiques, alors qu’en bloquant le N-CAM ou la Tenascine, il y a 

principalement une diminution de taille des primordia couplée à une perturbation du 

micropattern (Jiang and Chuong, 1992). Enfin, notons que les Glycoaminoglycanes (GAG) 

dont l’Héparane Sulfate, sont synthétisés dans le derme de la peau embryonnaire sous 

l’influence de FGF-2 (Song et al., 2004). Cette molécule est impliquée dans la rétention des 

morphogènes, tels que les FGFs et les BMPs, dans la matrice extracellulaire pouvant soit 

potentialiser leurs effet en les concentrant, soit les inhiber en les séquestrant.  



Figure 8 : Domaines d’expression de protéines de la matrice extracellulaire.
Lors de la morphogénèse cutanée, entre HH29 et HH30, le Collagène I est exprimé dans toute 
l’épaisseur du derme. Le Collagène III est exclu de la condensation dermique. La Fibronectine 
est exprimée dans la partie supérieure du derme puis, son expression est renforcée dans la 
condensation dermique. La Tenascine est exprimée dans l’épiderme préplacodal à HH29, puis 
dans la placode à HH29+. A HH30 elle est également exprimée dans la partie antérieure de la 
condensation dermique
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ii) Les Intégrines 

Ce sont les récepteurs d’adhérence à la matrice extracellulaire. Il s’agit de protéines 

hétérodimériques composées d’une sous-unité α et une β. Il existe 18 isoformes α et 8 

isoformes β. Les différentes associations de ces sous-unités induisent une forte spécificité vis-

à-vis de ses ligands (α1β1 est spécifique des Collagènes alors que l’αVβ6 est spécifique de la 

Tenascine). 

Ces récepteurs ont une transduction de signalisation bidirectionnelle : le passage des 

Intégrines de la forme inactive à la forme active résulte d’un changement de conformation 

provoqué par une modification des partenaires protéiques associés à la queue 

intracytoplasmique des sous-unités α et β (Takagi et al., 2002), c’est une transduction 

« inside-out » pouvant venir par exemple de l’activation de la « Ca2+/Calmodulin-dependant 

protein Kinase II » (CaMKII) (Bouvard et al., 1998), la signalisation calcique et la balance 

d’activation CaMKII/Calcineurine permet la dynamique haute/basse affinité des Intégrines. 

Sous leur forme activée, les Intégrines vont alors se fixer à leurs ligands. En fonction de la 

présence et de la nature de ceux-ci, cette liaison peut modifier le niveau de phosphorylation 

des protéines associées aux Intégrines, induire la réorganisation du cytosquelette d’actine qui 

est en interaction avec les Intégrines, et provoquer de façon plus tardive la modification du 

transcriptome des cellules considérées, il s’agit alors d’une signalisation « outside-in » (Clark 

and Brugge, 1995; Takagi et al., 2002). La transition de la forme inactive à la forme active 

peut être aussi obtenue par l’adjonction dans le milieu de culture de Manganèse. Ce cation se 

fixera sur le domaine MIDAS de l’Intégrine, empêchant alors le retour à la forme inactive 

(Olsen and Ffrench-Constant, 2005; Werfel et al., 1996). 

Dans la peau embryonnaire dorsale de poulet, seule l’Intégrine-β1 a été étudiée (Jiang 

and Chuong, 1992; Song et al., 1994). Elle est exprimée tout d’abord dans le derme médio-



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Introduction 

 - 27 - 

dorsale, zone d’apparition des premières condensations dermiques, puis est répartie dans le 

derme phanérogène. Une inhibition de sa fixation à la matrice extracellulaire, à l’aide d’un 

anticorps bloquant, empêche la formation des condensations. 

 

iii) La migration cellulaire 

Ce phénomène cellulaire est impliqué dans toutes les étapes de morphogénèse et 

d’embryogénèse. Il requiert une synchronisation entre la dynamique de polymérisation-

dépolymérisation du cytosquelette d’actine et le changement d’affinité des Intégrines (Fig. 9). 

En avant du front de migration, la polymérisation orientée du cytosquelette d’actine 

couplée à la formation de contacts focaux par les Intégrines se fixant à leurs ligands permet 

l’allongement de la cellule et la mise en tension du cytosquelette d’actine cortical. Le 

détachement des Intégrines de leurs ligands, par leur passage en basse affinité, permet une 

rétraction du corps cellulaire diminuant la tension du cytosquelette cortical. Ce phénomène 

nécessite donc une polarisation de la cellule avec un front de migration où il y a une activation 

des Intégrines en haute affinité et une forte polymérisation du cytosquelette d’actine qui leur 

est associé. Par contre, au niveau de la partie arrière de la cellule, intervient une inactivation 

des Intégrines et une dépolymérisation du cytosquelette d’actine. Une des voies de 

signalisation intracellulaire ayant été impliquée dans ce passage de haute à basse affinité et 

pouvant réguler la migration cellulaire est la voie calcique. La balance d’activation entre la 

phosphatase Calcineurine et la CaMKII, deux protéines calcium-dépendantes, est importante, 

puisque la première, en phosphorylant la partie cytoplasmique de l’Intégrine, provoque le 

passage de basse à haute affinité pour le ligand ; alors que la seconde, en déphosphorylant ces 

résidus induit le passage de haute à basse affinité de l’Intégrine (Hartfield et al., 1993; Hyduk 

et al., 2007; Hyduk and Cybulsky, 2002). 
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Figure 9 : Dynamique de l’affinité des Intégrines lors de la migration cellulaire.
L’entrée de calcium dans la cellules activent deux protéines antagonistes, la Calcium-Calmoduline 
dependand Kinase II (CaMKII) et la phosphatase calcium dépendante Calcineurine. La 
phosphorylation du domaine intracellulaire de l’Intégrine va permettre le passage de basse affinité
(Intégrine repliée ne pouvant se fixer à la matrice extracellulaire) à haute affinité (Intégrine pouvant se 
fixer à la matrice extracellulaire grâce à un changement de conformation). En haute affinité, la sous-
unité β de l’Intégrine va interagir avec la Taline, créant un lien avec le cytosquelette d’actine.
En parallèle, l’activation de la petite protéine G Rho, à l’aide de la protéine GTPases Activating Protein 
(Rho-GAP), a un rôle direct dans l’assemblage dirigé des fibres d’actine (F-actine) par la biais d’une 
kinase dépendante de Rho (ROCK). Le retour de la petite protéine G à son état de repos nécessite 
l’intervention de la protéine Guanine nucleotide Exchange Factor (Rho-GEF).
L’assemblage du cytosquelette d’actine fait intervenir diverses protéines telles que l’α−Actinine et la 
Myosine.
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Les Cadhérines ne sont pas directement impliquées dans la migration cellulaire, mais 

la perte de leur expression est un événement facilitateur de cette migration. Ce sont des 

protéines transmembranaires à interaction homophile et liant la β-caténine par leur domaine 

intracellulaire. Elles sont impliquées dans l’adhérence intercellulaire au sein des épithélia, 

nécessitant la présence de Calcium extracellulaire et une étude a montré une baisse 

d’expression de la E-Cadhérine par les cellules de la placode chez la souris, permettant ainsi 

une restructuration du cytosquelette d’actine, une perte d’adhérence afin de permettre 

l’invagination du bourgeon pileux, ainsi qu’une bonne transduction du signal Wnt canonique 

(β-caténine) (Jamora et al., 2003). 

La migration cellulaire, comme la mise en place de la placode épidermique, 

nécessitent une bonne régulation de la dynamique du cytosquelette d’actine. 

 

iv) Protéines Rho et cytosquelette d’actine 

Les protéines Rho appartiennent à la superfamille des petites GTPases Ras. Les plus 

connues sont RhoA, Rac1 et Cdc42. Mais 2 autres isoformes de Rho sont connues : RhoB et 

RhoC. Ces protéines existent sous 2 formes : l’une, liée au GTP, est dite active et peut activer 

une kinase dépendant de l’activité de Rho, ROCK ; la seconde, inactive, est liée au GDP. Le 

passage d’une forme à l’autre se fait par l’intervention de protéines : les RhoGEF (« Guanine 

nucleotide Exchange Factor ») permettant la liaison du GTP ; et les RhoGAP (« GTPases 

Activating Protein ») favorisant le retour à l’état inactif. L’impact de cette famille de protéines 

sur la dynamique de polymérisation / dépolymérisation du cytosquelette d’actine a été 

largement étudiée (Kaibuchi, 1999). Ces protéines sont impliquées dans le remodelage des 

fibres d’actine lors de la migration cellulaire (Raftopoulou and Hall, 2004), de plus, elles 

peuvent participer à la transduction de la signalisation « outside-in » (Hall, 1998; Nobes and 
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Hall, 1995). L’implication d’une protéine de cette famille, RhoB, ainsi que de la kinase 

ROCK, a déjà été montrée dans la mise en place de la placode, évènement nécessitant une 

réorganisation du cytosquelette d’actine (Maekawa et al., 1999; McKinnell et al., 2004a). 

 

4. Principaux facteurs diffusibles impliqués dans les dialogues tissulaires 

Les facteurs diffusibles permettent la transmission d’un signal d’une cellule pour elle-

même (autocrine) ou une autre (paracrine), à faible distance, mais pouvant passer la barrière 

de la lame basale. Je ferai ici une revue bibliographique des principales voies de signalisation 

impliquées lors de la morphogénèse cutanée. 

 

i) Signalisation Wnt 

Les molécules de la famille Wnt sont des protéines secrétées dont le nom provient 

d'une combinaison de « int-1 » ou « intercalaire », gène découvert dans des tumeurs chez la 

souris (Nusse et al., 1984) (actuellement appelé Wnt-1) et de « wingless » qui est son 

homologue chez la Drosophile. Actuellement, plus de 100 gènes de la famille wnt ont été 

isolés chez différentes espèces allant de l'Homme à Caenorhabditis elegans (une liste 

régulièrement mise à jour des gènes wnt ainsi que des protéines impliquées dans ses voies de 

signalisation est disponible sur le site http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html ). 

Les récepteurs des signaux Wnt appartiennent à la famille des Frizzled (Fz) (Bhanot et al., 

1996). Trois voies de signalisation sont connues (Fig. 10) : la voie canonique, médiée par la 

β-caténine, la voie calcique, médiée par des protéines calcium-dépendantes, et la voie de 

polarité planaire, médiée par les Jun Kinases. Le nombre de facteurs Wnt, de récepteur 

Frizzleds et de voies de transduction induit une fine régulation de cette voie de signalisation  
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Figure 10 : Voies de signalisation médiées par les Wnts.
- La voie canonique. Sans activation du récepteur Frizzled (Fz), la Glycogène Synthase Kinase-3 
(GSK-3) phosphoryle la β-caténine et un complexe β-caténine phosphorylée/GSK-3/APC se forme qui 
est dégradé par voie protéosomale. La fixation d’une protéine Wnt au récepteur Fz, sur le Cystein-Rich
Domain (CRD) et au co-récepteur LRP active la protéine Dishevelled (Dsh) qui inhibe GSK-3. La β-
caténine s’accumule dans le cytoplasme et peut être transloquée vers le noyau où elle s’associe au T-
Cell Factor (TCF), ce complexe joue un rôle actif sur la transcription.
- La voie calcique. Les récepteurs Fz, peuvent aussi activer une protéine G à laquelle ils sont associés. 
Celle-ci active la Phospholipase C (PLC), à l’aide de messagers secondaires (IP3, inositol triphosphate, 
DAG, diacylglycérol PKC, protéine kinase C) la concentration calcique intracellulaire augmentera 
fortement, modifiant le transcriptome et le comportement cellulaires.
- La polarité planaire cellulaire (PCP). Les récepteurs Fz peuvent aussi activer la formation d’un 
complexe Dsh/Daam1/RhoA qui pourra interagir directement sur les protéines dites « Cadherin-like »
telles que Strabismus (Stbm) ou Flamingo (Fmi) ainsi qu’avec le cytosquelette par le biais de RhoA ou 
des Jun Kinases (JnK).

TCF
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lors de sa mise en œuvre, permise par l’expression de facteurs inhibiteurs tels que les 

Dickkopf ou des formes sécrétées des récepteurs. 

 

a-  Facteurs diffusibles Wnt 

Les Wnts sont des protéines de 37 à 48 kDa possédant un domaine pratiquement 

invariant de 23 cystéines, qui agissent par l'intermédiaire de récepteurs membranaires soit de 

façon autocrine, soit de façon paracrine. Les nombreux composants de la famille Wnt peuvent 

se subdiviser en 2 sous-classes selon leur capacité ou non à induire une duplication de l'axe du 

corps lorsque leurs ARNs sont injectés dans les blastomères ventraux de jeunes embryons de 

Xénope (McMahon and Moon, 1989). Les membres de la classe Xwnt-8 (dont Wnt-1, Wnt-3a 

et Wnt-7a font partie) sont capables d'induire la duplication de l'axe, tandis que les membres 

de la classe Xwnt-5a (dont Wnt-4, Wnt-5a et Wnt-6 font partie) n'en sont pas capables et 

pourraient même antagoniser ceux de la classe Xwnt-8 (Du et al., 1995; Moon et al., 1997a; 

Moon et al., 1993a; Moon et al., 1993b; Moon et al., 1993c; Torres et al., 1996; Wolda et al., 

1993). Les deux classes emploiraient deux mécanismes de transduction du signal différents, 

l'un passant par la voie dite canonique, et l'autre par la voie utilisant le calcium intracellulaire, 

voies que je détaillerai un peu plus loin. 

La glycosylation semble être requise pour le repliement correct, la sécrétion, et 

l'activité biologique des protéines Wnt (Smolich et al., 1993). Chez la Drosophile, le produit 

du gène porcupine (porc), qui est une protéine transmembranaire présente en majorité dans le 

réticulum endoplasmique, est un bon candidat pour la N-glycosylation de Wingless (Wg) 

(Kadowaki et al., 1996). D'autre part, la protéine chaperonne « immunoglobulin heavy chain 

binding protein » (BiP), associée au réticulum endoplasmique, a été montrée associée à Wnt-1  

(Kitajewski et al., 1992). Chez la Drosophile, des mutations affectant des enzymes de 

synthèse de protéoglycannes (sugarless : sgl (une UDP-glucose déshydrogénase), et 
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sulfateless : sfl (héparane sulfate N-déacetylase/N-sulfotransférase)) entraînent des 

phénotypes comparables à celui observé lorsque wg est muté (Binari et al., 1997; Hacker et 

al., 1997; Haerry et al., 1997). Ainsi, comme pour les FGFs, les protéoglycannes semblent 

avoir un effet facilitateur sur la voie de signalisation Wnt. L'héparine a été montrée associée à 

Wnt-1, et l'addition d'héparine à un milieu conditionné en protéine Wg augmente l'activité de 

cette dernière (Bradley and Brown, 1990; Reichsman et al., 1996). Le rôle exact des 

protéoglycannes n'est pas connu, mais on peut supposer que, comme pour les FGFs, ils 

pourraient servir de cofacteurs à faible affinité pour les molécules Wnt, ce qui permettrait 

d'accroître la concentration en molécules Wnt près des récepteurs. Une autre possibilité serait 

que les protéoglycannes induisent un regroupement des récepteurs à la membrane plasmique. 

 

b-  Récepteurs Frizzleds et co-récepteurs LRP 

Les récepteurs Frizzleds (Fz) sont des récepteurs à 7 hélices transmembranaires dont 

on dénombre 4 membres chez la Drosophile et une dizaine chez les vertébrés 

(http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html , (Kawakami et al., 2000)). Les protéines 

Wnt se lient au récepteur sur un site riche en cystéines (domaine CRD). L'activation du 

récepteur Fz provoque le recrutement et l'activation de Dishevelled (Dsh), une protéine 

cytoplasmique située à proximité de la membrane plasmique (Yang-Snyder et al., 1996). Les 

différents récepteurs Fz peuvent induire plusieurs voies de transduction (détaillées plus loin). 

La famille des co-récepteurs LRP (« low-density lipoprotein (LDL)-receptor-related 

protein family ») est composée de longues protéines possédant un domaine transmembranaire. 

L’homologue chez la Drosophile, Arrow, est indispensable à la transduction du signal Wg 

(Baig-Lewis et al., 2007; Wehrli et al., 2000). Chez la souris, les mutations des co-récepteurs 

LRP induisent les mêmes phénotypes que les mutants Wnt (Pinson et al., 2000). De plus, chez 

le Xénope, la surexpression de LRP mène à l’activation de la signalisation Wnt (Tamai et al., 
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2000). Des études contradictoires ((Tamai et al., 2000) vs (Mao et al., 2001; Wu and Nusse, 

2002)) n’ont pas encore pu démontrer la formation d’un complexe ternaire entre Wnt-Fz-LRP, 

par contre, les interactions sur la partie intracellulaires sont bien déterminées. La queue 

intracellulaire est phosphorylée par deux kinases, la sérine/thréonine kinase « Glycogen 

Synthase Kinase 3 » (GSK3) et la CK1gamma (pour revue, (Nusse, 2005)), permettant la 

fixation sur le domaine intracellulaire de LRP de l’Axine, protéine impliquée dans la stabilité 

de la β-caténine (Tamai et al., 2004). De plus, il a été montré que LRP pouvait fixer 

directement le facteur Dickkopf (Dkk), inhibiteur de la signalisation Wnt (pour revue, (Nusse, 

2001)). La fonction de chaque LRP commence a être mieux connue, par exemple, LRP5 est le 

co-récepteur de Wnt-5a avec Fz-4 (Mikels and Nusse, 2006), et sa mutation humaine perturbe 

le développement de l’os et de l’œil (Patel and Karsenty, 2002). 

 

c-  Voie canonique (β-caténine) 

La β-caténine  (homologue d’Armadillo (Arm) chez la Drosophile) est une protéine 

qui joue un double rôle dans la cellule. C'est un composant des jonctions adhérentes associé 

au niveau de la membrane plasmique au domaine intracellulaire de la E-cadhérine (Aberle et 

al., 1994; McCrea et al., 1991). La β-caténine fonctionne également comme un facteur de 

transcription nucléaire. Lorsque la voie Wnt n'est pas activée, la β-caténine libre dans le 

cytoplasme est phosphorylée par la GSK-3, s'associe à un complexe APC phosphorylé/GSK-3 

(APC signifie Adenomatous Polypososis Coli), et est rapidement dégradée par la voie 

ubiquitine-protéasome (Aberle et al., 1997). Seules les molécules de β-caténine présentes au 

niveau des jonctions adhérentes subsistent. La liaison des Wnts à leurs récepteurs 

membranaires entraîne l'inhibition de la dégradation de la β-caténine, Dsh inhibe la GSK-3 

responsable de la phosphorylation puis de la dégradation de la β-caténine. Ceci conduit à la 
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stabilisation des molécules de β-caténine présentes dans le cytoplasme et à leur accumulation 

dans le noyau. La β-caténine forme alors un complexe transcriptionnel hétérodimérique avec 

un membre de la famille des facteurs de transcription « T-Cell Factor » (TCF) comprenant le 

TCF lui-même, « Lymphoid Enhancer Factor » (LEF) et pangolin (Behrens et al., 1996; 

Brunner et al., 1997) ce qui stimule la transcription de gènes cibles. Il faut noter que la β-

caténine peut être activée par des mécanismes indépendants des Wnts (Papkoff, 1997; Papkoff 

and Aikawa, 1998).  

 

d-  Voie calcique 

Dans cette voie, les Wnts se lient à d'autres récepteurs de la famille Fz (Frizzled-2 

chez la Drosophile). Bien que les Wnts activent préférentiellement l'une ou l'autre des deux 

voies de transduction (Wnt/β-caténine ou Wnt/Ca2+), cette distinction n'est pas absolue et 

l'activité des Wnts dépend du répertoire de récepteurs et de cofacteurs présents à la surface 

cellulaire (pour revue, (Kuhl et al., 2000b; Miller et al., 1999)). L'alternative vers l'une ou 

l'autre des deux voies de transduction semble plutôt être spécifique du récepteur Fz activé. 

Les récepteurs transduisant la voie Wnt/Ca2+ sont couplés à une protéine G. L'activation du 

récepteur par une protéine Wnt libère la sous-unité βγ d'une protéine G qui active la 

Phospholipase C (PLC). Cette dernière clive alors le Phosphatidylinositol Biphosphate (PIP2) 

pour générer de l'Inositol Triphosphate (IP3) et du Diacylglycérol (DAG). Tandis que le DAG 

active la Protéine Kinase C (PKC), l'IP3 permet le relargage de Ca2+ provenant du réticulum 

endoplasmique. Le Ca2+ forme un complexe avec la calmoduline intracytoplasmique qui peut 

activer des kinases, comme la CAMKII, ou des phosphatases, comme la Calcineurine, ces 

protéines induisant elles-mêmes des réponses cellulaires (pour revue, (Kohn and Moon, 

2005)). 
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e-  Voie de polarité planaire 

Des études menées chez la Drosophile  ont permis d’identifier une nouvelle voie de 

signalisation Wnt non-canonique, impliquant d’autres protéines de surface, ainsi qu’une 

transduction de signalisation par les Jun kinases. Cette voie de signalisation est appelée voie 

de polarité planaire (« planar cell polarity », PCP), car elle contrôle la polarité des épithélia de 

la Drosophile (pour revue, (Axelrod et al., 1998; Shulman et al., 1998)). Par la suite, il a été 

montré que cette voie de signalisation était aussi impliquée lors de la gastrulation chez les 

vertébrés (Jones and Chen, 2007; Yamanaka et al., 2002 ).  

Plusieurs protéines membranaires ont été impliquées dans cette voie de signalisation : 

Dachsous (Ds), Flamingo (Fmi) et Fat (Ft) sont des protéines, que l’on retrouve de la 

Drosophile à la souris, ayant de fortes homologies avec les Cadhérines. Comme elles, elles 

vont faire intervenir des liaisons intercellulaires ; par exemple, la liaison de Ds et Ft permet la 

transduction d’un signal. La présence différentielle de la protéine membranaire Four-jointed 

(Fj), régulant l’activité de Ft, dans une cellule distale par rapport à une cellule proximale 

induit l’établissement d’une polarité planaire (Ma et al., 2003).  L’implication de Wnt-5a 

(Qian et al., 2007), ainsi que des récepteurs Fz-3 et Fz-6 (Nguyen et al., 2006) dans la mise en 

place de la polarité planaire semble maintenant acquise. Le lien entre le récepteur Fz et les 

protéines homologues aux Cadhérines est médié par l’activation des Jun Kinases (JnK), et la 

formation d’un complexe RhoA-Daam1-JnK (Park et al., 2006; Park et al., 1994). 

 

f-   Régulation de la signalisation Wnt 

Plusieurs familles de protéines sécrétées se liant aux protéines Wnt ont été identifiées. 

L'une de ces familles contient les Secreted Frizzled-Related Proteins (Sfrps), Frizzled-B 

(FrzB), Frizzled-Related Proteins (FRP), Secreted Apoptosis-Related Proteins (SARP), 
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Crescent ou Sizzled (pour revue, http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html et (Hall 

et al., 2006)). Les molécules de cette famille présentent une homologie de séquence avec le 

domaine CRD des récepteurs Fz, mais n'ont pas de domaine transmembranaire et 

intracellulaire. Elles se lient aux protéines Wnt et les empêchent d'interagir avec leurs 

récepteurs (Moon et al., 1997b). 

D'autres régulateurs des Wnts sont connus. Chez le Xénope, Cerberus possède un 

domaine de liaison aux Wnts et BMPs (Bouwmeester et al., 1996; Piccolo et al., 1999). Les 

"Wnt Inhibitory Factors" (WIFs) sont des protéines avec un peptide signal en partie N-

terminale pour leur sécrétion, un domaine WIF de 150 acides aminés, cinq domaines EGF-

like, un domaine hydrophile en position C-terminale. Ils ont été identifiés chez le Zebrafish, le 

Xénope, et les mammifères. Ils se lient également aux Wnts dans l'espace extracellulaire et 

inhibent le signal Wnt (Hsieh et al., 1999). Dickkopf-1 (Dkk) a été montré pour la première 

fois dans le centre organisateur de Spemann chez le Xénope (Glinka et al., 1998). C’est un des 

4 membres d’une famille de facteurs sécretés, inhibiteurs de la signalisation Wnt par sa 

fixation sur le co-récepteur LRP (pour revue, (Nusse, 2001)). Sa fixation sur un autre 

récepteur, Kremen, peut induire une diminution de la présence membranaire de LRP (Mao 

and Niehrs, 2003; Mao et al., 2002). 

 

g-   Implication des Wnt dans la mise en place du primordium de phanère 

L’implication des facteurs Wnt dans la mise en place des primordia de phanère est 

complexe à étudier, principalement à cause du nombre de facteurs Wnts connus y participant  

ainsi que du nombre de récepteurs répertoriés. L’activation de la β-caténine (Fig. 15) a été 

montrée comme étant capable d’induire la formation des primordia de phanères chez la souris 

(Gat et al., 1998), ainsi que chez le poulet. (Noramly et al., 1999). Une étude du laboratoire de 

C. M. Chuong a montré le rôle de quatre Wnts lors de la morphogénèse des primordia 
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plumaires, ainsi que les voies de signalisation utilisées (Chang et al., 2004). Wnt-1 et Wnt-3a 

sont exprimés à HH29 dans tout l’épiderme, puis à partir de HH30, leur expression se restreint 

à la placode. Ils jouent tous les deux un rôle, en passant par la voie canonique, sur la taille du 

primordium en activant la prolifération. Wnt-5a, qui a le même profil d’expression, active 

plutôt les voies JunK et calcique ainsi que la prolifération. Enfin Wnt-11, qui a une expression 

dermique homogène à HH29 (Olivera-Martinez et al., 2004), puis est exclu de la condensation 

dermique, inhibe la prolifération ainsi que la voie canonique, et active préférentiellement la 

voie des JunK et la migration cellulaire (Chang et al., 2004). La taille des primordia est 

diminuée lorsque Wnt-11 est surexprimé. Wnt-7a est connu comme étant impliqué dans la 

croissance des bourgeons plumaires, son expression est polarisée précocement au pôle 

postérieur et permet d’orienter la croissance antéro-postérieure de la plume (Widelitz et al., 

1999). Cette orientation de la croissance est induite par le lien direct entre l’expression de 

Wnt-7a et de Shh. De plus, Wnt-7a joue un autre rôle, plus précoce, en étant exprimé sur toute 

la surface de la future placode (Prin et al., 2004). En ce qui concerne l’expression des 

récepteurs Fz lors de la morphogénèse cutanée, les 10 membres de cette famille interviennent 

lors de la morphogénèse cutanée (Reddy et al., 2004). 

L’implication des trois voies de signalisation Wnt a aussi été démontrée, y compris la 

voie de polarité planaire. La perturbation de cette dernière modifie le sens de croissance des 

denticules de la Drosophile (Ma et al., 2003), ou des poils chez la souris (Guo et al., 2004). 

 La présence de protéines régulatrices des différentes voies de signalisation Wnt lors 

de la morphogénèse cutanée a été mise en évidence. La surexpression de Dkk-1 dans la peau 

embryonnaire de poulet empêche la formation de primordia de phanère (Chang et al., 2004). 

Le rôle de Dkk-4 est plus subtil. Il est exprimé dans l’épiderme préplacodal de la souris, sous 

la dépendance de la signalisation Wnt, permettant ainsi une boucle de rétrocontrôle négatif 

(Bazzi et al., 2007). Cette présence simultanée de facteurs Wnt et de Dkk-4 au sein du 
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primordium de phanère peut sembler antagoniste, mais en fait, permet un contrôle très fin du 

niveau d’activation de la signalisation Wnt. De plus, la délétion de Dkk-2 dans des souris KO  

induit la formation d’un épiderme pluristratifié et d’annexes cutanés à la place de l’épithélium 

cornéen (Mukhopadhyay et al., 2006). Le signal Wnt endogène présent dans l’épithélium 

cornéen est constitutivement inhibé par l’expression de Dkk-2 par le stroma cornéen. Des 

travaux de notre laboratoire ont montré que le remplacement du stroma cornéen par un derme 

embryonnaire, n’exprimant donc pas Dkk-2, induit la transdifférenciation de l’épithélium 

cornéen en épiderme phanérogène, sous l’influence de la signalisation Wnt (Pearton et al., 

2004).  

 

ii) Signalisation « Bone Morphogenetic Protein » (BMP) 

Les « Bone Morphogenetic Proteins » (BMPs) ont, comme leur nom l'indique, d'abord 

été identifiées comme des molécules pouvant induire la formation ectopique d'os et de 

cartilage  (pour revue, (Wozney, 1998)). Les BMPs, à l'exception de BMP-1, font partie de la 

famille des « Transforming Growth Factors » (TGF-β). Ce sont des homodimères de 100 à 

140 kDa. La superfamille des TGF-β se subdivise en trois sous-familles : les TGF-β, les 

Activines, et les BMPs. Chez la Drosophile, les homologues des BMPs sont Decapentaplegic 

(Dpp), Screw et 60A (aussi appelé Gbb) qui participent à l’oogénèse et au développement des 

disques imaginaux (Raftery and Sutherland, 1999). Les BMPs des vertébrés, sont impliqués 

dans de nombreux processus morphogénétiques, comme la régionalisation précoce dorso-

ventrale du mésoderme et la spécification de l'épiderme (Harland and Gerhart, 1997; 

Hemmati-Brivanlou and Thomsen, 1995). Ils jouent également un rôle dans le développement 

du membre, dans la morphogenèse des dents, des poils et des plumes, et dans la régulation de 

l'apoptose (pour revue, (Hogan, 1996)). Cette diversité de réponses biologiques semble être 
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due à la diversité des cofacteurs intracellulaires qui participent à la voie de transduction (Fig. 

11). 

 

a-  La voie canonique 

La transduction du signal médiée par BMP-2, BMP-4 et BMP-7 implique deux types 

distincts de récepteurs transmembranaires sérine/thréonine kinase : des récepteurs de type I et  

des récepteurs de type II. L'homodimère de BMP-2, -4, ou –7 se lie à un récepteur de type II, 

ce dernier recrute alors un récepteur de type I. La formation du complexe ternaire 

ligand/récepteur de type II/récepteur de type I conduit le récepteur de type II à phosphoryler le 

domaine riche en glycine et sérine (GS) intracellulaire du récepteur de type I au niveau de 

résidus sérine et thréonine (Wrana et al., 1994). Le récepteur de type I activé phosphoryle en 

retour des protéines de la famille des Smads (nom venant de la contraction des premiers 

membres identifiés dans cette famille chez C. elegans (« sma ») (Savage et al., 1996) et chez 

la Drosophile (« mad ») (Raftery et al., 1995) que l'on peut également appeler « receptor 

regulated Smads » (R-Smads)) sur des résidus sérine au niveau d'un motif SSXS dans le 

domaine C-terminal. Smad-1, Smad-5 et Smad-8 transduisent de préférence la voie de 

signalisation BMP, tandis que Smad-2 et Smad-3 sont plutôt en aval de la signalisation 

médiée par les TGF-β (pour revue, (Canalis et al., 2003)). Les différents récepteurs de type I 

phosphorylent de façon spécifique certains R-Smads qui conduisent à différentes activations  

(Kretzschmar et al., 1997; Macias-Silva et al., 1996; Zhang and Evans, 1996; Zhang et al., 

1996), ce qui permet la diversité de réponses biologiques. Après leur activation, les R-Smads 

se détachent du récepteur et interagissent avec Smad-4 (aussi appelé co-Smad). Le complexe 

R-Smad/Smad-4 se transloque dans le noyau où il s'associe à des coactivateurs ou 

corépresseurs de transcription pour réguler la transcription de gènes cibles (Lagna et al., 1996; 

Liu et al., 1996; Zhang et al., 1996). Smad-4 est structurellement similaire aux R-Smads, mais  
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ne possède pas le motif de phosphorylation SSXS, et donc n'est pas phosphorylé par le 

récepteur (Macias-Silva et al., 1996). Les R-Smads et Smad-4 possèdent un domaine « Mad 

Homology 1 » (MH1) qui permet la liaison à l'ADN (excepté pour Smad-2), et un domaine 

MH2 qui peut médier les interactions protéine/protéine entre Smads, co-activateurs ou co-

répresseurs de transcription. Entre autres, le domaine MH2 peut recruter les activateurs de 

transcription p300 et CBP (Feng et al., 1998; Janknecht et al., 1998; Topper et al., 1998) qui 

ont une activité histone acétylase et permettent donc une transcription accrue des gènes cible 

en décondensant la structure de la chromatine. Les Smads seuls ont la capacité de se lier 

spécifiquement à l'ADN par l'intermédiaire de leur domaine MH1, mais l'affinité est trop 

faible pour permettre une transcription efficace des gènes cibles in vivo (Shi et al., 1998). 

Il est à noter que les BMPs peuvent aussi s’associer en héterodimères, ce qui a pour 

effet de modifier la réponse cellulaire (Hazama et al., 1995). 

 

b-  La voie des MAP kinases 

Outre la voie canonique, il a été montré que le signal BMP peut être transduit par des 

protéines de type « Mitogen Activated Protein Kinase » (MAP kinase). En effet, l'activation 

de récepteurs des BMPs peut conduire à l'activation de la « TGF-β Activated Kinase 1 » 

(TAK-1), qui est une MAP kinase kinase kinase, et de la « TAK-1 Binding protein 1 » (TAB-

1) (Shibuya et al., 1998; Yamaguchi et al., 1995). La surexpression de TAK-1 chez le Xénope 

a le même effet que la surexpression de BMP (ventralisation des embryons) et la 

surexpression d'une forme déficiente de TAK-1 bloque la ventralisation et la différenciation 

ectodermique médiée par les BMPs (Shibuya et al., 1998). Bien que cette signalisation via la 

TAK-1 soit encore peu connue, il est possible qu'elle conduise à la phosphorylation de 

facteurs de transcription qui agissent en synergie avec les Smads de la voie canonique pour 

réguler la transcription des gènes cibles des BMPs. 



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Introduction 

 - 43 - 

c-  Gènes cibles de la signalisation BMP 

Deux grandes familles de gènes cibles de la signalisation BMP sont connus : la famille 

des Msx et celle des Id. La première famille est composée de 2 gènes à homéoboîte 

homologues au gène « muscle segment homeobox » (Msh) de la Drosophile (pour revue, 

(Ramos and Robert, 2005)). Msx-1 (Hox-7) et Msx-2 (Hox-8), en ce fixant à l’ADN seuls ou 

avec des cofacteurs, peuvent activer ou réprimer l’expression de gènes impliqués dans de 

nombreux événements embryonnaires (Bach et al., 2003; Hayashi et al., 2006; Lallemand et 

al., 2005). 

La seconde famille est composée de quatre membres chez les vertébrés. Ces protéines 

appelées « Inhibitor of Differenciation » ou « Inhibitor of DNA binding » (Id) possèdent un 

motif hélice-boucle-hélice permettant sa liaison à d’autres facteurs de transcription sur leur 

motif basique hélice-boucle-hélice, afin de bloquer leur fixation à l’ADN (Hollnagel et al., 

1999; Kee and Bronner-Fraser, 2001; Miyazono and Miyazawa, 2002; O'Toole et al., 2003).  

 

d-  Régulation de la signalisation BMP 

Les BMPs possèdent un grand nombre d'antagonistes extracellulaires. La voie de 

signalisation médiée par les BMPs a été bien étudiée chez le Xénope dans le modèle 

d'induction du tissu neural à partir de l'ectoderme dorsal pendant la gastrulation.  Les cellules 

ectodermiques adoptent par défaut un devenir neural (Hemmati-Brivanlou and Melton, 1994). 

Dans les embryons normaux, la signalisation BMP est mise en place dans l'ectoderme et 

bloque la différenciation neurale de ce dernier (pour revues, (Chang and Hemmati-Brivanlou, 

1998; Wilson et al., 1997)). Les facteurs Noggin, Follistatine, Chordin et Cerberus, sécrétés 

du côté dorsal par l'organisateur de Spemann inhibent les BMPs et permettent la formation de 

la plaque neurale (Bouwmeester et al., 1996; Hemmati-Brivanlou and Melton, 1994; Lamb et 
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al., 1993; Sasai et al., 1994; Smith and Harland, 1992; Smith et al., 1995). Ces facteurs se 

lient physiquement spécifiquement avec plus ou moins d'affinité aux molécules BMP-2, 

BMP-4 et BMP-7. D'autres facteurs, Drm/Gremlin et DAN, apparentés à Cerberus et non 

présents dans l'organisateur de Spemann, se lient à BMP-2 et sont capables d'induire la 

formation de tissu neural dans des calottes animales (Hsu et al., 1998). Drm/Gremlin, 

Cerberus et DAN sont des glycoprotéines secrétées qui appartiennent à la famille DAN et qui 

possèdent un domaine comprenant 9 cystéines conservées. 

Ces inhibiteurs n'agissent pas sur la transcription des gènes de la voie de signalisation 

des BMPs, mais bloquent cette voie en se fixant spécifiquement à BMP-2, BMP-4 et BMP-7. 

Il existe aussi des inhibiteurs intracellulaires spécifiques à la voie de signalisation BMP : entre 

autres, « BMP and Activin Membrane Bound Inhibitor » (BAMBI, un récepteur dominant-

négatif qui a la même structure que les autres récepteurs de la famille des TGF-β mais qui ne 

possède pas de domaine kinase intracellulaire) ; « Inhibitory Smads » (I-Smads appelés chez 

les vertébrés Smad-6 et Smad-7 et chez la Drosophile "Daughters against dpp" (Dad) peuvent 

se lier de façon stable au domaine intracellulaire des récepteurs de type I activés par 

BMP/Dpp, et empêchent la phosphorylation des R-Smads (Imamura et al., 1997; Inoue et al., 

1998; Souchelnytskyi et al., 1998)) ; Tob est un membre d'une nouvelle famille de protéines 

antiprolifératives qui est connue pour empêcher la croissance cellulaire lorsqu'elle est 

surexprimée dans des cellules NIH3T3. In vitro, Tob interagit avec Smad-1, Smad-4, Smad-5 

et Smad-8 et bloque leur activité spécifique de transcription d'un gène rapporteur contenant 

plusieurs sites de liaison à Smad-1 (Yoshida et al., 2000). 
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e-  Interactions avec d'autres voies de signalisation 

- Avec les voies des autres membres TGF-β et Activine. Cette interaction antagoniste 

peut être expliquée par une compétition intracellulaire pour un lot limité de molécules 

Smad-4 (partagée par toutes ces voies) dans certaines situations physiologiques 

(Candia et al., 1997). De même, les I-Smads qui peuvent être induits aussi bien par les 

BMPs, TGF-β ou Activines peuvent inhiber les voies BMP et TGF-β/Activine. 

BAMBI est induit uniquement par la voie BMP, mais peut inhiber les voies BMP, 

TGF-β et Activine. 

- Avec la voie Wnt/β-caténine. Chez la Drosophile, lors de la régionalisation du disque 

imaginal de la patte, Wg (orthologue de Wnt-1) et Dpp inhibent mutuellement leur 

expression (Jiang and Struhl, 1996; Johnston and Schubiger, 1996; Theisen et al., 

1996). Plusieurs autres exemples chez les vertébrés montrent que les voies Wnt/β-

caténine et BMP/Smad interagissent et peuvent agir en synergie pour activer la 

transcription de gènes cibles. La nature moléculaire des interactions n'est pas encore 

connue. De même, il pourrait y avoir une interaction entre les voies BMP/MAPK et 

Wnt/β-caténine car TAK-1 peut activer la « NEMO-like kinase » (NLK), qui à son 

tour peut phosphoryler le complexe Lef/Tcf et empêcher la fixation de ce dernier à 

l'ADN  (Ishitani et al., 1999). 

- Avec la voie Ca2+/Calmoduline. L'activation de certains récepteurs par leur ligand 

conduit au relargage du Calcium stocké dans la cellule (Cf. Signalisation Wnt/Ca2+). 

Le Ca2+ a son tour va activer, par exemple, la CaMKII. In vitro, le complexe 

Ca2+/Calmoduline peut se lier au complexe Smad-1/Smad-4 (Zimmerman et al., 1998). 

Le rôle de la formation de ce complexe est encore incertain, mais il a été montré que 

l'inhibition du relargage intracellulaire du Ca2+ du réticulum endoplasmique supprime 

la ventralisation des embryons de Xénope suite à la surexpression de BMP-4 (Kume et 
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al., 1997). De plus, la surexpression de la CaMKII conduit à la ventralisation de 

l'embryon de Xénope (Kuhl et al., 2000a). Ainsi, les voies BMP/Smad et 

Ca2+/Calmoduline semble agir en synergie. 

- Avec la voie Wnt/Ca2+. Certains membres de la famille des Wnts, comme Wnt-5a et 

Wnt-11, activent des récepteurs de la famille Frizzled qui agissent préférentiellement 

comme des récepteurs couplés à des protéines G, et qui activent donc la voie 

Ca2+/Calmoduline (Kuhl et al., 2000a; Sheldahl et al., 1999). Des travaux ont montré 

que l'inhibition de X-Wnt-11 (Kuhl et al., 2000a), ainsi que la surexpression de la 

forme dominante-négative de X-Frizzled-8 (Itoh and Sokol, 1999) conduisent à la 

dorsalisation des embryons de Xénope et induisent l'expression de marqueurs dorsaux. 

Il est donc probable que la voie Wnt/Ca2+ interagisse avec la voie des BMPs.   

- Avec les voies de signalisation médiées par Sonic Hedgehog et les FGFs. Ainsi, lors 

de la morphogénèse du bourgeon de membre chez le poulet, les FGFs, localisés dans 

« l'Apical Ectodermal Ridge » (AER) (Lewandoski et al., 2000; Sun et al., 2000), sont 

responsables de la prolifération des cellules mésodermiques sous-jacentes (Fallon et 

al., 1994; Niswander et al., 1993). FGF-4 ne s’exprime jamais dans la partie antérieure 

de l’AER alors qu’elle est exprimée dans la partie postérieure (Laufer et al., 1994; 

Niswander and Martin, 1993a). Le maintien de l'AER dans cette région est corrélé 

avec la localisation de la « Zone of Polarity Activity » (ZPA) (Wilson and Hinchliffe, 

1985) située dans la partie postérieure du mésenchyme qui exprime Shh (Ogura et al., 

1996). Bmp-2, bmp-4 et bmp-7 sont exprimés dans le mésenchyme du membre et dans 

l'AER dès les stades précoces (Francis-West et al., 1995; Francis et al., 1994). La 

régulation de la croissance du bourgeon de membre résulterait de l'antagonisme entre 

les BMPs qui ont un rôle inhibiteur sur la prolifération des cellules du mésenchyme et 

le FGF-4 qui induit la prolifération de ces dernières (Niswander and Martin, 1993a; 
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Niswander and Martin, 1993b). La voie de signalisation BMP induirait également 

directement ou indirectement la répression de la transcription de fgf-4 dans l'AER 

antérieure (Pizette and Niswander, 1999). Dans la partie postérieure du membre, Shh 

inhiberait le signal BMP, ce qui permettrait le maintien de fgf-4 dans l'AER 

postérieure, et donc la croissance du mésenchyme postérieur (Pizette and Niswander, 

1999). La répression de la voie de signalisation BMP par Shh pourrait se faire par 

l'intermédiaire de l'induction de l'expression de Gremlin (Pizette and Niswander, 

1999). 

 

f-   Signalisation BMP lors de  la mise en place du primordium de phanère 

Trois facteurs de la famille des BMPs ont été montrés comme présents chez le poulet 

lors de la mise en place du primordium de phanère : BMP-2, -4 et -7 (Fig. 15). BMP-2 est 

exprimé au niveau de l’épiderme préplacodal, puis dans la placode et la condensation 

dermique (Noramly and Morgan, 1998). L’expression de BMP-4 est restreinte à la 

condensation dermique (Noramly and Morgan, 1998). La chronologie d’expression de BMP-4 

et BMP-2 a été faite par comparaison des champs plumaires fémoraux droit et gauche d’un 

même embryon, il a été ainsi démontré que BMP-4 a une expression plus tardive que BMP-2 

(Houghton et al., 2005). BMP-7, quant à lui, est exprimé dans tout l’épiderme préplacodal, 

puis dans le mésenchyme avant la formation de la condensation dermique, sous l’induction de 

la signalisation Wnt canonique (Harris et al., 2004), cette expression perdure après la 

formation du primordium (Patel et al., 1999). Des expérimentations in vivo et in vitro ont 

permis de classer les BMPs dans la catégorie des facteurs inhibiteurs de la formation des 

primordia de phanère. L’infection par RCAS-BMP-4 à E2 d’un embryon de poulet (Noramly 

and Morgan, 1998), de même que la mise en culture d’explants de peau embryonnaire de 

poulet à HH29 en présence de billes chargée avec du BMP-2, BMP-4 ou BMP-7 (Jung et al., 
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1998; Patel et al., 1999), provoquent l’inhibition de la formation des bourgeons plumaires au 

niveau des zones à fortes concentrations en BMP. Cependant la mise en place à E2 d’une bille 

très faiblement chargée en BMP-4 permet la mise en place d’une zone ptilogène ectopique, 

permettant de conclure sur un rôle positif de BMP sur la maturation du derme (Scaal et al., 

2002). De plus, la perte d’expression de BMP-7 empeche la mise en place du primordium de 

phanère (Harris et al., 2004). 

 

iii) Signalisation « Fibroblast Growth Factor » (FGF) 

Les « Fibroblast Growth Factors » (FGFs) font partie d'une famille de protéines 

diffusibles, comportant 23 membres répertoriés. Ces protéines contiennent une région 

conservée de 120 acides aminés. Les FGFs sont impliqués dans de nombreux processus de 

morphogenèse. Au moment de la morphogenèse du membre, ils sont exprimés dans l'AER et 

permettent l'extension polarisée proximo-distale du membre (Laufer et al., 1994; Niswander 

et al., 1993). Ils sont aussi impliqués, entre autre, dans la morphogénèse cardiaque (Lincoln et 

al., 2006). Ces peptides sont capables d’induire deux types de signalisations intracellulaires : 

soit ils se fixent sur des récepteurs membranaires et activent une cascade de seconds 

messagers, soit ils activent directement plusieurs cibles nucléaires (Fig. 12). 

 

a-  La voie de transduction intracellulaire 

La voie de transduction fait intervenir les récepteurs « Fibroblast Growth Factor 

Receptors » (FGFR) dont 4 gènes sont connus et conservés chez la souris, le poulet, le rat et 

l'homme : fgfr-1, fgfr-2, fgfr-3 et fgfr-4. Ces gènes peuvent coder des formes 

transmembranaires longues qui possèdent dans leur partie intracellulaire un domaine tyrosine 

kinase et dans leur région extracellulaire trois structures pseudo-immunoglobulines (Ig) et de 
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six à neuf sites potentiels de glycosylation. Ils peuvent engendrer un grand nombre de variants 

par épissage alternatif. Une soixantaine d'isoformes ont pour l'instant été caractérisées ; la 

plupart sont transmembranaires, mais quelques-uns des variants sont solubles car uniquement 

constitués d'un domaine extracellulaire. Les différentes isoformes produites semblent avoir 

des affinités différentes envers les multiples peptides FGF (Chellaiah et al., 1994; Werner et 

al., 1992).  

 L'activité des FGFs et de leurs récepteurs est régulée par la présence de 

protéoglycannes à Sulfate d'Héparane (HSPG) et d'Héparine associés à la matrice 

extracellulaire ou à la membrane (Lin et al., 1999). Les HSPG ont une grande capacité de 

fixation aux FGFs et à leurs récepteurs. Les HSPG associés à la matrice extracellulaire 

pourraient avoir une fonction de stockage des peptides FGFs qui seraient relargués après un 

clivage protéolytique. Par contre, les HSPG associés à la membrane plasmique ont plutôt la 

propriété de permettre ou de stimuler l'activation des FGFRs par leurs ligands, jouant ainsi le 

rôle de cofacteurs. 

La fixation des FGFs sur les FGFRs provoque leur dimérisation (Johnson and 

Williams, 1993). Cette dernière stimule l'activité Tyrosine kinase des récepteurs et induit 

l'autophosphorylation intra-moléculaire et/ou inter-moléculaire de plusieurs de leurs résidus 

Tyrosine. Ce processus déclenche l'association aux récepteurs et/ou la phosphorylation directe 

(sur des résidus Tyrosine) de plusieurs protéines qui jouent le rôle d'effecteurs (van der Geer 

et al., 1994). Les FGFRs, via leurs effecteurs, possèdent ainsi la propriété d'activer de 

nombreuses protéines de la cascade de transmission du signal et des messagers secondaires 

parmi lesquels se trouvent des protéines de la famille des MAP kinases qui dialoguent 

principalement par des interactions moléculaires et des réactions de phosphorylation 

successives. Au final, ces différentes cascades d'activation aboutissent à la transcription dans 

le noyau d'une batterie de gènes (Turjanski et al., 2007). Les FGFs peuvent aussi se lier avec  
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Figure 12 : Voies de signalisations médiées par le FGF. (Modifié d’après Blanquet, 1995).
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modifiant la conformation des FGFs. Cette activation peut entraîner l’activation d’une ou plusieurs 
cascades interdépendantes de transmission du signal et de messagers secondaires comprenant les 
MAPKinases. 
- Activation directe. Certaines formes de FGFs sont sécrétées, d’autres restent dans le cytoplasme et 
agissent sur des cibles inconnues. Certaines formes sont directement transférées dans le noyau. Les 
formes extracellulaires sont, soit stockées par les HSPGm, soit internalisées, probablement par les FGFR 
et les HSPG, et transportées dans le noyau.
FGF-2c, forme courte du FGF-2 ; FGF-2L, forme longue du FGF-2 ; HSPGm, protéoglycannes à
sulfate d’héparane de la matrice extracellulaire ; HSPGp, protéoglycannes à sulfate d’héparane
membranaires.

A
B

noyau

in
tra

ce
llu

la
ire

ex
tra

ce
llu

la
ire



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Introduction 

 - 51 - 

une forte affinité à un récepteur sans activité Tyrosine kinase appelé « Chicken Cystein-rich 

Fibroblast Growth Factor Receptor » (CFR). Ce récepteur est constitué d'une grande région 

extracellulaire riche en cystéines qui possède cinq sites potentiels de N-glycosylation, et d'un 

petit domaine intracellulaire de treize acides aminés (Burrus et al., 1992). C'est un curieux 

récepteur qui est encore l'unique représentant de sa famille, et certains auteurs ont suggéré 

qu'il pourrait être impliqué dans l'adhérence cellulaire (Steegmaier et al., 1995) ou dans la 

modification de l’expression de FGF-3 (Kohl et al., 2000). 

b-  La voie directe 

Les FGFs peuvent aussi pénétrer dans le milieu nucléaire sans dégradation préalable. 

Quatre isoformes de FGF-2 ont été caractérisées dont une courte et trois longues. La forme 

courte est essentiellement cytoplasmique et peut être externalisée pour activer le système de 

transduction membranaire (voir paragraphe ci-dessus) de façon autocrine ou paracrine. Les 

formes longues sont transférées dans le noyau et pourraient n'être relarguées dans le milieu 

extracellulaire que lorsqu'il y a destruction et mort cellulaire. Cependant, les deux types de 

formes, quand elles sont externalisées, peuvent être partiellement transférées dans le noyau 

(une partie d'entre elles subissant une dégradation protéolytique) (Amalric et al., 1994; Patry 

et al., 1994). La forme courte peut stimuler la synthèse des formes endogènes (Amalric et al., 

1994; Fox and Swain, 1993), ainsi que la transcription des gènes qui codent l'ARN 

ribosomique (Bouche et al., 1994). Le FGF-1 et FGF-3 peuvent également être transportés 

dans le noyau (Friedman et al., 1994; Kiefer and Dickson, 1995). Le mécanisme qui contrôle 

le transport nucléaire est encore très discuté. La translocation des formes endogènes pourrait 

être régulée par une séquence de type « Nuclear Localization Sequence » (NLS), alors que 

l'internalisation des formes exogènes pourrait plutôt dépendre des récepteurs et/ou des HSPG. 

Il a été montré que la forme courte sécrétée de FGF-2 peut être directement transportée dans 

le noyau par des HSPG (Amalric et al., 1994). 
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c-  Signalisation FGF dans la mise en place du primordium de phanère 

Trois membres de la famille des FGF ont été étudiés lors de la mise en place des 

primordia de phanère. FGF-10 est un facteur dermique exprimé très précocement, il semble 

impliqué dans la prolifération du derme lui permettant d’atteindre la densité cellulaire requise 

pour initier la différenciation de la placode (Mandler and Neubuser, 2004). FGF-2 est exprimé 

dans la placode épidermique (Fig. 15). Son addition suffit à restaurer l’épiderme déficient du 

mutant Scaleless (Song et al., 1996; Viallet et al., 1998). Ce facteur intervient directement sur 

la formation  de la condensation dermque, il induit l’expression du Syndecan-3 et modifie la 

matrice extracellulaire, mais il induit aussi une action de chémo-attraction sur les fibroblastes 

dermiques, permettant ainsi la formation de la condensation (Song et al., 2004). FGF-4, quant 

à lui, est exprimé dans l’épiderme, puis restreint à la placode épidermique avant de voir son 

expression étendue dans tout le primordium lorsque la condensation dermique est formée 

(Chuong et al., 1996).  

Trois FGFRs sont exprimés dans la peau embryonnaire de poulet. FGFR-1 est exprimé 

dans le derme sous placodal. FGFR-2 et FGFR-3 sont exprimés dans les deux compartiments 

du primordium de phanère (Noji et al., 1993).  

La perturbation de la signalisation FGF dans la peau embryonnaire conduit à 

d’importantes modifications de la formation des primordia de phanères. L’ajout de FGF-1, 

FGF-2 ou FGF-4 dans le milieu de culture organotypique de peau embryonnaire de poulet 

induit, dans les semi-aptéries, la formation de primordia de phanères ainsi que la fusion des 

primordia dans les ptéryles (Widelitz et al., 1996). Cette action n’est pas suffisante pour 

induire la formation de primordia dans une aptérie (Viallet et al., 1998). La production de 

formes solubles des FGFR-1 et FGFR-2, induisant l’inhibition de la signalisation FGF, tout 

comme l’utilisation d’anticorps bloquant anti-FGF-10, induit la formation de zones glabres 

dans la peau (Mandler and Neubuser, 2004). 
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Les facteurs diffusibles que nous venons d’aborder ne sont pas les seules voies de 

signalisation impliquées dans les interactions cellulaires à l’origine de la formation du 

primordium de phanère. Des facteurs membranaires tels que l’Ectodysplasine et les protéines 

du système Notch, y participent aussi. 

 

5. Facteurs membranaires et interactions intra-tissulaires 

Les facteurs membranaires permettent la transmission de messages par contacts 

cellulaires. Ils permettent donc essentiellement des interactions intra-tissulaires. En étant 

clivé, le ligand Eda permet de s’affranchir de la courte distance nécessaire aux contacts 

cellulaires. 

 

i) Ectodysplasine (Eda) 

Ces dernières années, une nouvelle voie de signalisation (Fig. 13) de « Tumor 

Necrosis Factor » (TNF) a été impliquée dans le développement embryonnaire et plus 

spécifiquement, dans les organes d’origine ectodermique (pour revue, (Mikkola and Thesleff, 

2003)). Des mutations sur cette voie de signalisation, appelée Ectodysplasine (Eda), induit un 

syndrome appelé dysplasie anhidrotique ectodermique (HED) que l’on retrouve chez 

l’humain et la souris (Pinheiro and Freire-Maia, 1994). La description la plus précoce de ce 

syndrome a été faite par Charles Darwin qui s’était intéressé au caractère héréditaire de ce 

syndrome, caractérisé par le peu de dents et de poils développés sur le corps, ainsi que par une 

forte déshydratation cutanée lors de canicules. Les mutations à l’origine de ce syndrome 

touchent soit le récepteur Edar soit la molécule adaptatrice Edaradd (Headon et al., 2001). 

Quatre souris mutantes (Tabby, downless, Sleek, crinkled) présentant des phénotypes 

HED ont été décrites (Gruneberg, 1965; Sofaer, 1969a; Sofaer, 1969b; Sofaer, 1969c). 



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Introduction 

 - 54 - 

L’homologie de séquence entre les gènes eda et tabby ont permis de conclure à leur similitude 

(Srivastava et al., 1997). Par la suite edar a été montré comme homologue de downless et 

sleek, puis edaradd de crinkle (Headon and Overbeek, 1999; Yan et al., 2002). Les 

phénotypes sont les suivants : les incisives et troisièmes molaires sont absentes, les premières 

et secondes molaires ont une modification de leurs tailles (Pispa et al., 1999). Au lieu d’avoir 

les quatre types de poils de pelage (« awl, auchene, guard, zigzig ») les souris mutantes n’ont 

que le type « awl » présentant une anormalité (Kindred, 1967). Enfin, de nombreux types de 

glandes sont affectés (sudoripares, salivaires…) (Gruneberg, 1971). 

Les transcrits du gène eda subissent de nombreux splicing alternatifs à l’origine d’une 

grande variété de formes de la protéine (Bayes et al., 1998). Les deux formes les plus décrites 

sont Eda-A1 (391 aa) et Eda-A2 (389 aa) dont les deux acides aminés de différences se 

retrouvent au niveau du domaine TNF et induit une fixation sur deux récepteurs différents, 

Edar étant spécifique de Eda-A1 et Xedar est spécifique de Eda-A2 (Yan et al., 2000). Les 

isoformes Eda-A1 et Eda-A2 sont des protéines transmembranaires trimériques ayant un court 

domaine N terminal intracellulaire et un grand domaine C terminal extracellulaire portant un 

domaine homologue au TNF et une répétition de 19 motif semblable au Collagène (G-X-Y) 

(Mikkola et al., 1999). Le relargage de Eda se fait par un clivage à l’aide de la Furine dans le 

domaine extracellulaire (Elomaa et al., 2001). Ainsi, ce ligand pourra avoir une action 

autocrine ou paracrine. 

La protéine Edar vient de la traduction du gène downless chez la souris (Headon and 

Overbeek, 1999). Cette protéine de 448 acides aminés, ayant un domaine transmembranaire, 

possède un domaine extracellulaire composé de domaines riches en Cystéines (1 complet et 2 

incomplets) étant très homologue du TNFR Troy (Kojima et al., 2000), ainsi qu’un domaine 

intracellulaire contenant un domaine de mort cellulaire (Headon and Overbeek, 1999). Le 

récepteur Xedar ne possède que 32% d’homologie pour Edar, malgré cela, et compte tenu de  
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Figure 13 : Voie de signalisations médiées par l’Ectodysplasine. (Modifiée d’après Thesleff, 2002).
L’expression du gène ED-1 est induite par la signalisation Wnt. Ce gène code pour un facteur 
membranaire, l’Ectodysplasine (Eda). Son clivage est requis pour son activité. Une fois sous forme 
diffusible, Eda pourra se fixer sur son récepteur (Edar). Cette fixation permet le recrutement 
intracellulaire de la protéine adaptatrice Edarrad. Celle-ci activera la protéine IKK nécessaire à la 
déséquestration du facteur de transcription NF-κB par I-κB. NF-κB pourra alors se transloquer vers le 
noyau où il activera la transcription de gènes cibles.
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la très forte homologie entre Eda-A1 et Eda-A2, aucune réactivité croisée n’a été rapportée 

(Yan et al., 2000). Xedar possède 3 domaines riches en Cystéines sur son domaine 

extracellulaire, et aucune homologie spécifique avec d’autres TNFR dans son domaine 

intracellulaire, que ce soit pour son isoforme courte (297 aa) ou longue (318 aa) (Sinha et al., 

2002; Yan et al., 2000). 

a-  Signalisation Eda 

Les TNFRs mènent à l’induction de nombreuses réponses en fonction du type 

cellulaire. La voie de signalisation la plus typique est l’activation du facteur de transcription 

NF-κB. La transfection de cellules de mammifères par le récepteur Edar induit une activation 

proportionnelle de NF-κB (Yan et al., 2000). L’expression de forme mutée du récepteur induit 

un arrêt presque complet de l’activation de NF-κB, suggérant un rôle important de NF-κB 

dans la transduction de la signalisation Eda (Kumar et al., 2001). Des résultats contradictoires 

suggèrent une activation de la voie de signalisation JNK par Edar (Koppinen et al., 2001; 

Kumar et al., 2001), sans doute due à la différence de lignées cellulaires utilisées, mais 

l’activation de la signalisation JNK est de toute façon très faible comparée à celle obtenue 

avec d’autres TNFRs (Kumar et al., 2001). Il est à noter que c-jun et c-fos, deux facteurs 

impliqués dans la voie de signalisation JNK sont inhibés dans la peau de souris Tabby (Cui et 

al., 2002). La transduction du signal nécessite la fixation d’une protéine adaptatrice Edaradd 

sur le domaine de mort (DD) intracytoplasmique de Edar (Yan et al., 2002). La perte du DD 

se retrouve dans certains syndrome HED et empêche l’activation de NF-κB (Headon et al., 

2001). 

Dans le cadre de l’apoptose, le DD, situé sur le TNFR, recrute soit Fadd, soit Tradd, à 

l’origine de l’apoptose induite par les récepteurs de mort. Il est intéressant de noter que Edar 

n’a la possibilité d’interagir ni avec l’un, ni avec l’autre (Kumar et al., 2001; Yan et al., 2002). 



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Introduction 

 - 57 - 

L’implication de ce TNFR dans les phénomènes apoptotiques n’est pas encore clairement 

définie. 

 

b-  Interaction avec d’autres voies de signalisation 

D’anciennes expérimentations de recombinaisons tissulaires entre des peaux sauvages 

et Tabby de souris ont permis de montrer l’implication indirecte de cette voie de signalisation 

dans le dialogue inter-tissulaire (Gruneberg, 1971; Mayer and Green, 1978). 

Cette voie de signalisation semble interagir avec d’autres voies. La culture d’explants 

de peau ou de dent semble suggérer que Wnt-6 induit l’expression de Eda alors que les BMPs, 

FGFs et Shh ne le peuvent pas (Laurikkala et al., 2001; Laurikkala et al., 2002). De plus, un 

épiderme n’exprimant pas Lef-1 n’exprimera pas Eda, ce qui permet de faire un lien direct 

entre la signalisation Wnt canonique et l’expression d’Eda qui possède un site de liaison de 

Lef-1 dans son promoteur génique (Pinheiro and Freire-Maia, 1994). La détection de 

l’expression d’Eda dans les souris downless, ainsi que l’expression de Edar dans les souris 

Tabby montre qu’il n’y a pas de contrôle de cette voie de signalisation sur les protéines qui la 

composent (Laurikkala et al., 2001; Laurikkala et al., 2002). 

Par contre, alors que BMP-2 et BMP-6 ne semblent avoir aucune influence sur 

l’expression d’Eda, de récents résultats montrent que la signalisation Eda inhibe la 

signalisation BMP en induisant l’expression ectodermique de deux inhibiteurs de BMP, 

Ccn2/Ctgf (« CCN family protein 2. Connective tissue growth factor) ainsi que la Follistatine. 

De plus, l’activation de NF-κB conduit à l’expression de Shh (Pummila et al., 2007). 
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c-  Signalisation Eda dans la mise en place du primordium de phanère 

Chez la souris, dans le cas de la dent et du poil, les transcrits Edar sont présents dans 

l’ectoderme de la placode, alors que les transcrits Eda sont restreints à l’ectoderme 

interplacodal (Laurikkala et al., 2001; Laurikkala et al., 2002). Edaradd est logiquement 

exprimé dans les mêmes cellules qu’Edar (Headon et al., 2001). L’analyse protéique a montré 

qu’Eda-A1 est l’isoforme exprimée précocement alors qu’Eda-A2 est plus tardive, impliquée 

lors de la croissance du bourgeon ; ceci suggère un rôle de Edar lors de l’induction de la 

placode (Yan et al., 2000). Chez les souris Tabby, il y a une forte augmentation de l’apoptose 

au sein des follicules pileux (Schmidt-Ullrich et al., 2001). Par contre, lors de la formation de 

la dent, un groupe de cellules exprimant Edar forment un centre organisateur appelé « enamel 

knot », il disparaît de la dent par apoptose (Laurikkala et al., 2001). Il est donc difficile de 

conclure sur une implication de la signalisation Eda dans la survie ou la mort cellulaire par 

apoptose. 

Une étude récente menée chez le poulet a montré la même implication de la voie de 

signalisation Eda et de ses récepteurs Edar (induction) et Xedar (croissance) lors de la 

formation du primordium plumaire (Drew et al., 2007). Mais, tout du moins chez le poulet, 

BMP-2 est exprimé plus précocement qu’Eda et Edar (Houghton et al., 2005). 

 

ii) Système Notch et inhibition latérale 

Le système Notch, constitué d'un groupe de protéines transmembranaires, joue un rôle 

capital dans de nombreux modèles de spécification cellulaire. Ce système a été identifié lors 

du processus d'inhibition latérale qui permet l'émergence de précurseurs distincts à partir d'un 

ensemble de cellules équipotentes. Il intervient également dans l’organogénèse ainsi que la 
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mise en place de certaines niches de cellules souches dans des organes adultes (pour revue, 

(Chiba, 2006)). 

 

a-  Voie de signalisation Notch 

Le récepteur Notch est une protéine de type I qui traverse une seule fois la membrane 

cellulaire. Le récepteur Notch de la Drosophile contient 36 motifs "Epidermal Growth Factor" 

(EGF) et une région « Lin/Notch/Repeat » (LNR) spécifique de cette classe de récepteurs 

dans sa partie extracellulaire (Kidd et al., 1986; Wharton et al., 1985). La partie intracellulaire 

contient un domaine RAM (Tamura et al., 1995) juxtaposé de 6 répétitions ankyrine (ANK), 

et une région PEST (probablement une séquence signal de dégradation protéolytique) à son 

extrémité C-terminale (pour revue, (Weinmaster, 1997)). La région extracellulaire de Notch 

est glycosylée et la partie intracellulaire peut être phosphorylée sur des résidus sérine (Kidd et 

al., 1989). Les différents récepteurs Notch existant chez les vertébrés varient essentiellement 

par le nombre de motifs EGF. Par contre, les motifs ANK intracellulaires sont conservés avec 

une forte homologie d'un récepteur à l'autre. Les motifs EGF sont impliqués dans l'adhésion 

des ligands Delta et Serrate. Chez la Drosophile, les domaines EGF 11 et 12 sont suffisants 

pour lier à la fois Delta et Serrate (Fehon et al., 1990). Cependant, des mutations à l'extérieur 

de ces régions affectent l'adhésion (Lieber et al., 1992). De plus, des délétions de répétitions 

EGF autres que 11 et 12 peuvent provoquer des phénotypes au niveau de l'aile identiques à 

ceux rencontrés chez les mutants delta (Rebay et al., 1993). Les ligands Delta et 

Serrate/Jagged sont des protéines ayant un domaine transmembranaire. Ils contiennent dans 

leur partie extracellulaire des motifs EGF. Leur partie intracellulaire est plus courte que celle 

des récepteurs Notch (pour revue, (Ehebauer et al., 2006)). 

La voie de signalisation Notch (Fig. 14) est activée suite à l'association des ligands 

Delta ou Serrate/Jagged à la partie extracellulaire du récepteur Notch. Cette association 
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provoque deux clivages protéolytiques séquentiels du récepteur Notch : le premier dans le 

domaine extracellulaire (Brou et al., 2000), le deuxième dans la partie intracellulaire du 

récepteur au niveau de la membrane cytoplasmique.  Ce dernier permet le relarguage d'un 

fragment intracellulaire qui va se transloquer dans le noyau et s'associer à des complexes 

protéiques pour activer la transcription de gènes cibles. La transfection du « Notch 

IntraCellular Domain » (NICD) seul, mimant parfaitement l'activation du récepteur, a permis 

d'étudier le mécanisme de transduction cellulaire impliqué (pour revue, (Weinmaster, 1997)). 

Le NICD se transloque dans le noyau où il s'associe à un facteur de transcription 

appelé Suppressor of Hairless (Su(H)) chez la Drosophile et le Xénope, Lag-1 chez C. 

elegans, et CBF1/RBP-Jκ chez les mammifères. Afin de tenir compte de ces trois 

dénominations, ces protéines sont collectivement appelées CSL (Wettstein et al., 1997). Les 

protéines CSL qui sont initialement des répresseurs de la transcription, deviennent des 

activateurs de transcription lorsqu'elles sont associées au domaine intracellulaire de Notch 

(Hsieh et al., 1996). Le complexe ainsi formé permet la transcription d'un groupe de gènes 

nommés Enhancer of split (E(spl)) chez la Drosophile, ESR chez le Xénope, et HES chez les 

mammifères (pour revue, (Ehebauer et al., 2006)). Ces gènes codent pour des facteurs de 

transcription hélice-boucle-hélice basique (bHLH) qui répriment directement certains 

activateurs de transcription bHLH qui eux-mêmes régulent l'expression des ligands de Notch 

(Wettstein et al., 1997). Ainsi l'activation de la voie de signalisation Notch dans une cellule 

conduit à une baisse de transcription de ses ligands. Parallèlement, l'expression de HES-1 via 

la voie Notch  permet l'augmentation de l'expression du récepteur Notch. Cette boucle 

rétroactive permet de renforcer la sensibilité de la cellule à l'activation de ses récepteurs  
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Figure 14 : Voie de signalisation médiée par le récepteur Notch chez la Drosophile et chez les 
mammifères.
Le récepteur Notch est activé par les ligands Delta ou Serrate présents sur une cellule adjacente. 
L'activation de Notch entraîne un clivage dans sa partie extracellulaire par la métalloprotéase Kuzbanian
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récepteur Notch, avant d'être externalisé à la membrane cellulaire, subit un clivage par une enzyme de 
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Notch par les ligands Delta et Serrate présents sur les cellules adjacentes. Une telle régulation 

de l'expression des ligands et des récepteurs de la voie Notch existe avec les protéines 

homologues chez C. elegans et le Xénope (Haddon et al., 1998; Heitzler et al., 1996; 

Wettstein et al., 1997). Chez la Drosophile, E(spl) réprime la transcription des activateurs de 

transcription bHLH achaete/scute (Ac/Sc) appelés aussi gènes proneuraux, et conduit à une 

répression des gènes nécessaires à une différenciation neurale dans les cellules dans laquelle 

la voie Notch est activée. Notons que la voie de signalisation Notch ne requiert pas forcément 

les protéines CSL et E(spl) ou HES lors de certaines décisions de devenir cellulaire 

(Lecourtois and Schweisguth, 1995; Shawber et al., 1996). 

Diverses études ont montré que la voie de signalisation Notch était nécessaire à la 

bonne différenciation des kératinocytes et qu’elle était sous la dépendance de la voie de 

signalisation Wnt (voie canonique, β-caténine), et en interaction avec les protéines p63 et 

p21WAF1/CIP1, inhibitrices du cycle cellulaire (Ambler and Watt, 2007; Estrach et al., 2006; 

Lefort et al., 2007; Nguyen et al., 2006; Okuyama et al., 2004). 

 

b-  Phénomène d’inhibition latérale 

Le processus d'inhibition latérale a été pour la première fois caractérisé chez 

Caenorhabditis elegans lors de la détermination de la cellule d'ancrage de la gonade  

(Sternberg, 1988). Deux cellules contiguës ont chacune la potentialité de devenir une cellule 

d'ancrage. Elles interagissent de manière à ce que l'une devienne la cellule d'ancrage, tandis 

que l'autre devient le précurseur du tissu utérin. La potentialité de ces deux cellules à acquérir 

l'un ou l'autre devenir a été montrée grâce à deux mutants différents. Chez les mutants 

récessifs lin-12, les deux cellules deviennent des cellules d'ancrage, tandis que chez les 

mutants dominants, les deux cellules deviennent des précurseurs utérins (Sternberg, 1988). Le 

gène lin-12 code un récepteur transmembranaire et est fonctionnel uniquement dans la cellule 
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destinée à être le précurseur du tissu utérin. Initialement, les deux cellules synthétisent de 

façon équivalente à la fois le ligand nécessaire à la différenciation utérine (le ligand 

transmembranaire lag-12) et son récepteur (la protéine lin-12). A un moment donné, une des 

cellules sécrète de façon aléatoire une quantité un peu plus grande de lag-12, ce qui provoque 

chez sa voisine l'arrêt de la production de cette molécule ainsi qu'une production accrue de la 

protéine lin-12. La cellule sécrétant lag-12 se différencie en cellule d'ancrage de la gonade, et 

la cellule produisant le récepteur transmembranaire lin-12 devient le précurseur du tissu 

utérin. Ces résultats ont mis en évidence deux aspects importants du processus conduisant à 

des déterminations distinctes entre deux cellules équivalentes au départ. Premièrement, la 

différence initiale entre les deux cellules est due au hasard. Deuxièmement, ces différences 

initiales sont renforcées par des rétroactions. Ce phénomène a été décrit dans des modèle aussi 

différents que la morphogénèse pulmonaire (Ghabrial and Krasnow, 2006) ou dentaire 

(Mitsiadis et al., 2005).  

 

c-  Régulation de la signalisation Notch 

Pour être fonctionnel, le récepteur Notch doit subir un clivage protéolytique dans sa 

partie extracellulaire. L'enzyme responsable de ce clivage est une convertase de type furine. 

Ce clivage extracellulaire se produit durant le trafic intracellulaire dans le réseau trans-Golgi, 

avant que le récepteur atteigne la surface cellulaire. Les deux parties du récepteur Notch sont 

alors rassemblées par des ponts disulfures. D'autre part, l'association du ligand au récepteur 

Notch nécessaire à l'activation de la voie de signalisation Notch provoque deux clivages 

protéolytiques séquentiels, l'un dans la partie extracellulaire de Notch, et l'autre dans le 

domaine transmembranaire au niveau de la membrane cytoplasmique. Le premier clivage 

semble être effectué par la protéine Kuzbanian (identifiée chez la Drosophile), une 

métalloprotéase transmembranaire de la famille ADAM (« A Disintegrase And 
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Metalloprotease  Domain »). Ce clivage du domaine extracellulaire empêche le récepteur 

Notch d'être activé plusieurs fois par un ligand. Le second clivage nécessite un complexe 

protéique nommé γ-sécrétase qui contient les présénilines 1 et 2. Ce complexe protéique a été 

identifié comme responsable du clivage intracellulaire d’APP, un précurseur du béta-peptide 

amyloïde qui est un constituant majeur des plaques amyloïdes retrouvées dans le cerveau des 

patients atteints de la maladie d'Alzheimer (pour revue, (Ehebauer et al., 2006)).  Lors de 

l'activation de la voie de signalisation Notch, ce clivage permet le relargage du fragment 

NICD. Cependant, des expérimentations (Berechid et al., 2002) ont montré que l'activation de 

la voie de signalisation Notch n'est pas totalement stoppée chez des souris déficientes en 

préséniline 1 et 2 (inactivation double des gènes préséniline 1 et préséniline 2). Ce résultat 

suggère soit qu'une autre protéase permet le clivage d'un petit nombre de fragments 

intracellulaires du récepteur Notch, soit qu'il existe un autre type de voie de signalisation 

Notch ne nécessitant pas le clivage d'un fragment intracellulaire du récepteur.  

Une autre façon de réguler la voie de signalisation Notch est de contrôler la sensibilité 

du récepteur vis-à-vis de ses différents ligands. La protéine Fringe joue ce rôle chez la 

Drosophile en diminuant la sensibilité de Notch vis-à-vis du ligand Serrate et en augmentant 

la sensibilité de Notch vis-à-vis du ligand Delta (Fleming et al., 1997; Panin et al., 1997). Il a 

été montré que Fringe est une glycosyltransférase qui catalyse le branchement de 

groupements GlacNAC sur des résidus O-fucose de cetains motifs EGF du récepteur Notch  

au niveau de l'appareil de Golgi (Bruckner et al., 2000; Moloney et al., 2000a; Moloney et al., 

2000b), avant que Notch n'atteigne la surface cellulaire. La glycosylation du récepteur lui 

confère une affinité plus grande envers le ligand Delta et une affinité moindre envers Serrate. 

Chez les mammifères, il existe 3 gènes fringe : radical fringe, manic fringe et lunatic fringe 

(Cohen et al., 1997; Johnston et al., 1997), capables de glycosyler les récepteurs Notch pour 

moduler son affinité vis-à-vis de ses différents ligands Delta et Serrate/Jagged. Une plus 
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grande finesse dans la régulation de la voie Notch chez les mammifères est apportée par la 

plus grande diversité des gènes notch, delta, serrate/jagged et fringe. Celle-ci permet une 

grande combinatoire de récepteurs plus ou moins glycosylés avec plusieurs ligands. 

 

d-  Signalisation Notch et établissement des frontières 

Comme son nom l'indique, la protéine Fringe (bord en anglais) est impliquée dans 

l'établissement de frontières entre différentes sous-populations cellulaires au cours du 

développement de la Drosophile et des vertébrés. Une des meilleures illustrations en est la 

compartimentalisation dorso-ventrale de l'aile de la Drosophile. L'aile adulte est formée de 2 

couches opposées de cellules, l'une sur la face dorsale et l'autre sur la face ventrale. Dans le 

disque, les cellules des futures couches dorsale et ventrale se trouvent dans une "poche". 

Celle-ci se subdivise en quatre compartiments distincts correspondant aux quatre quartiers 

délimités par une frontière dorso-ventrale et une frontière antéro-postérieure. Les cellules à 

l'interface entre les compartiments dorsal et ventral sont appelées la "marge" de l'aile. 

L'intersection entre les frontières dorso-ventrale et antéro-postérieure au centre de la "poche" 

correspond à la partie la plus distale de l'aile adulte, tandis que le tour de la poche correspond 

à la partie la plus proximale de la future aile. 

Dans le disque imaginal de l'aile, le récepteur Notch est présent uniquement à la 

surface des cellules de la couche dorsale et de la couche ventrale qui composent la marge de 

l'aile.  L'activation de la voie de signalisation Notch permet l'expression de Wingless de façon 

homogène dans les cellules des couches dorsale et ventrale de la « marge ». Les parties 

dorsale et ventrale de l'aile adulte ont exactement la même surface, et cette répartition 

homogène de l'expression de Wingless est nécessaire pour un bon repliement et une forme 

correcte de l'aile. Cette activation de la voie de signalisation Notch uniquement au niveau de 

la marge est déterminée par le lieu d'expression de la protéine Fringe. L'expression ectopique 



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Introduction 

 - 66 - 

de Fringe dans certains clones cellulaires aboutit à la formation de "marges" ectopiques se 

développant à la frontière entre les clones exprimant Fringe et les cellules ne l'exprimant pas 

(Irvine and Wieschaus, 1994).  

Fringe est exprimé sous le contrôle du gène apterous dans toutes les cellules dorsales 

du disque imaginal normal. Le ligand Serrate est synthétisé également dans les cellules 

dorsales de l'aile, et le ligand Delta est présent dans les cellules ventrales. Ce système est donc 

conçu de telle façon que les récepteurs Notch des cellules dorsales de la "marge" soient 

activés uniquement par les cellules ventrales de la "marge" exprimant Delta, et que les 

récepteurs Notch des cellules ventrales de la marge soient activés uniquement par les cellules 

dorsales de la "marge" exprimant Serrate. Nous avons vu plus haut que Fringe, en glycosylant 

Notch, inhibe son affinité vis-à-vis de Serrate et augmente son affinité vis-à-vis de Delta. 

Fringe étant présente uniquement dans les cellules dorsales de l'aile ne glycosyle que les 

récepteurs Notch des cellules dorsales. Ainsi, le ligand Delta uniquement présent dans les 

cellules dorsales ne peut activer que les récepteurs Notch non glycosylés, c'est-à-dire ceux 

situés à la membrane des cellules ventrales de la marge. A l'inverse, le ligand Delta présent 

dans les cellules ventrales active fortement les récepteurs Notch glycosylés des cellules 

dorsales de la marge. Chez le poulet, de façon comparable l'AER, marquant la limite dorso-

ventrale du membre, se forme à l'interface entre les cellules qui expriment Radical Fringe et 

les cellules qui ne l'expriment pas (Laufer et al., 1994; Rodriguez-Esteban et al., 1997).  

Cette capacité lors de l’établissement des frontières se retrouve lors de la ségrégation 

des cellules souches cutanées (Satija et al., 2007; Vauclair et al., 2005; Yamamoto et al., 

2003). 
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e-  Signalisation Notch lors de  la mise en place du primordium de phanère 

Des expérimentations menées dans notre laboratoire ont montré que diverses protéines 

du système Notch sont exprimées dans le primordium de vibrisse chez l’embryon de souris 

(Favier et al., 2000). La ségrégation des cellules de la placode épidermique est induite par 

l’expression de Notch-1 et Serrate-2. Le ligand Serrate-2 est exprimé par les cellules de la 

placode à l’exclusion de celles exprimant Notch-1. Ce dernier étant exprimé par les cellules 

les plus au centre la placode, mais aussi par les cellules épidermiques du domaine 

interfolliculaire. La ségrégation des cellules de la condensation dermique implique 

l’expression de Notch-1 et Delta-1 dans la condensation dermique, et du récepteur Notch-2 

par les cellules dermiques interfolliculaires. 

Chez l’embryon de poulet, lors de la mise en place des primordia plumaires, Delta-1 et 

Serrate-1, ligands des récepteurs Notch, ont été décrits dans la partie postérieure du derme 

lors de l’orientation du bourgeon plumaire, et pas dans les phases d’induction ; Notch-1, lui, 

est exprimé dans l’épiderme et le derme, faiblement au stade du primordium, puis renforcé 

lors de la croissance du bourgeon plumaire. (Chen et al., 1997) (Fig. 15).  



Figure 15 : Domaines d’expression de facteurs impliqués lors du dialogue moléculaire dans la 
ptéryle dorsale de l’embryon de poulet.
La β-caténine nucléaire reflète l’activation de la voie de signalisation Wnt. Elle est présente dès 
HH29 dans tout l’épiderme puis se restreint à la placode épidermique jusqu’à HH30. L’expression 
de FGF-2 suit le même profil que l’activation de la β-caténine, alors que FGF-4 est aussi exprimé
dans la condensation dermique après sa formation. BMP-2 et BMP-7 sont exprimés dès le stade 
HH29 dans les territoires présomptifs respectivement de la placode et de la condensation dermique. 
Au stade HH30, l’expression de BMP-2 s’étend dans tout le primordium. Les protéines de la 
signalisation Notch sont exprimées tardivement, à partir du stade HH30, lorsque les structures sont 
formées. A ce stade, les expressions de Notch-1 dans tout le primordium et de Delta-1 dans la 
condensation dermique commencent à être détectées (Chen et al. 1997, Viallet et al. 1998, Noramly, 
1998, Noramly 1999, Patel 1999, Mandler 2004).
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VI. Modèles mathématiques 

Diverses études ont été menées durant ces 20 dernières années afin de trouver un 

modèle mathématique pouvant expliquer la formation du pattern hexagonal au sein des 

champs plumaires à partir des données moléculaires connues (pour revue, (Jiang et al., 2004)).  

 

1. Différents types de modèle 

i) Basés sur des codes moléculaires 

Toutes les cellules d’un organisme ont les mêmes caractéristiques génétiques, mais 

sous l’influence de morphogènes, leurs attributs physico-chimiques vont être modifiés. Ceci 

permet à chaque cellules de l’organisme d’avoir une signature biologique unique (Wolpert, 

1971). Les cellules, par leurs capacités à « sentir » leur environnement, sont capables de 

détecter les changements dans les gradients de morphogènes les entourant et de se différencier 

(Fig. 16A), ou de migrer en conséquence (Zhang et al., 2005). 

 

ii) Basés sur les gabarits 

Certains modèles sont basés sur la formation séquentielle des rangs de primordia 

latéraux en utilisant les médians comme gabarit (Cruywagen et al., 1992; Murray et al., 1983). 

A partir du rang médian, les autres s’établissent latéralement à l’aide de facteurs 

morphogénétiques (Davidson, 1983a; Davidson, 1983b). Ce type de modèle tient compte 

principalement de la matrice extracellulaire, ainsi que des forces de traction exercées sur les 

cellules à l’origine du pattern, ici les fibroblastes dermiques. 



B

A

Figure 16 : Types de modèles mathématiques.
- Basé sur le codage moléculaire. Les cellules constituant un organe sont soumises à un 
microenvironnement moléculaire guidant leur différenciation. Cette dernière induira 
l’expression d’autres facteurs nécessaires à la bonne différenciation des cellules voisines. Ces 
modèles sont basés sur le microenvironnement, combinaison d’une somme de facteurs à
l’origine de tel ou tel type tissulaire (A).
- Basé sur un équilibre. Dans les modèles basés sur la réaction – diffusion, un activateur 
permet la formation d’une structure, alors que l’inhibiteur bloque cette formation. Les 
paramètres régissant ce type de modèles permettent de reproduire différents motifs (d’après 
H.G. Purwins) (B).

gène 1 gène 2 gène 3 gène 4

gène 1

gène 2

gène 3

gène 4

W X Y Z tissus



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Introduction 

 - 71 - 

iii) Basés sur un équilibre (réaction-diffusion) 

Les mécanismes de réaction-diffusion sont utilisés pour décrire l’apparition de motifs 

périodiques (Gierer and Meinhardt, 1972; Jung et al., 1998; Turing, 1952). La réaction-

diffusion prend en compte les fluctuations stochastiques dans les expressions moléculaires 

menant à la formation de pics et creux auto-amplifiés et auto-organisés. Malgré leur 

instabilité, il peut y avoir propagation du motif à l’aide d’interactions chimiques ou de forces 

mécaniques. Des études ont postulé que lors de l’établissement du pattern par réaction-

diffusion, certaines molécules pouvaient être considérées comme des activateurs (induire des 

structures périodiques), alors que d’autres sont des inhibiteurs (supprimer ces formations) 

(Meinhardt and Gierer, 1974; Meinhardt and Gierer, 2000). L’expression différentielle entre 

l’activateur et l’inhibiteur à chaque point du domaine considéré permet de définir si nous 

sommes sur un pic ou dans un creux (Fig. 16B). 

Ces travaux sont à la base de la théorie de l’inhibition latérale, suggérée pour la 

première fois en 1972 (Ede, 1972) lors de la mise en place des plumes et à la base du système 

Notch. 

 

2. Modèles de formation des patterns cutanés, « digital hormone » (DHM) 

Le modèle de « Digital Hormone » (DHM), proposé par le laboratoire du Dr. Chuong 

(Jiang et al., 2004) est basé sur la réaction-diffusion entre un activateur (Follistatine) et un 

inhibiteur (BMP) dans un domaine homogène (Fig. 17A). Il permet la formation d’un 

micropattern hexagonal stable dans un domaine défini à partir d’un nombre de cellules 

données. La modification des paramètres du DHM permet la formation de divers patterns 

allant de l’hexagonal à la formation de lignes, que l’on peut retrouver chez certains 

organismes comme le tigre ou le poisson Pomacanthus semicirculatus (Painter et al., 1999) 
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(Fig. 17B). Une étude récente (Sick et al., 2006) a proposé le couple activateur/inhibiteur 

Wnt/Dkk comme étant à l’origine de l’espacement entre les follicules pileux. La difficulté de 

l’utilisation du modèle souris est l’obligation de prendre en compte les 2 vagues successives 

de génération de follicules pileux. Le domaine de départ est homogène et la formation de 

chaque vague se fait de façon uniforme sur tout le domaine. Ce modèle reflète les résultats 

biologiques obtenus à l’aide de souris transgéniques surexprimant Dkk dans la peau, ainsi que 

la fusion des primordia observés lors de l’activation de la signalisation Wnt. 

 

 



B

A

Figure 17 : Modèles de réaction-diffusion à l’origine de différents « patterns ».
- Modèle de digitale hormone (DHM). Proposé par le groupe de C.M. Chuong. Il permet de 
simuler la formation du « micropattern » hexagonal en fonction d’un mécanisme de réaction-
diffusion appliqué sur une quantité de cellules donnée. En modifiant la balance 
activateur/inhibiteur, le motif de distribution change (d’après T.X. Jiang) (A).
- Modèle de la formation des ligne sur le Pomacanthus semicirculatus. La déclinaison du 
modèle de réaction-diffusion impliquant un activateur et un inhibiteur uniquement permet, en 
modifiant les paramètres initiaux et d’interaction d’obtenir des motifs de distribution existant 
dans la nature (d’après K.J. Painter)(B).
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BUTS DES TRAVAUX DE THESE 

 

Mes travaux s'insèrent dans la problématique générale d'élucidation de la nature 

moléculaire des différents facteurs responsables de la formation des primordia de phanères. 

Le but principal de mes travaux de thèse était de déterminer quels étaient les facteurs 

moléculaires impliqués dans la mise en place de la condensation dermique des primordia de 

phanères et sa stabilisation. 

De nombreuses questions restaient en suspens malgré les nombreuses d’études ayant 

eu pour objet la morphogénèse cutanée. Ainsi, plusieurs travaux avaient montré que la 

prolifération cellulaire n’était pas à l’origine de la soudaine augmentation de densité cellulaire 

observée au niveau des condensations dermiques (Desbiens et al., 1991; Rouzankina et al., 

2004; Wessells, 1965), et qu’une migration devait en être la cause. Cependant, les 

mécanismes sous tendant l’arrêt de la prolifération et la migration des fibroblastes, et 

aboutissant à la réorganisation du derme, restaient à élucider.  

Il est surprenant que l’implication de la signalisation calcique, et des gènes calcium-

dépendants, n’ait jamais été étudiée lors des phases précoces de la morphogénèse cutanée. 

Intervient-elle lors de la formation ou de la stabilisation de la condensation dermique ? 

L’arrêt de prolifération des fibroblastes au sein de la condensation suggère 

l’intervention d’un inhibiteur du cycle cellulaire. Parmi les inhibiteurs connus, l’expression de 

la protéine p21WAF1/CIP1 qui est en aval de la signalisation Notch (Devgan et al., 2005), 

signalisation impliquée lors de la formation des primordia (Chen et al., 1997; Favier et al., 

2000), fait de cette protéine un bon candidat. 

En ce qui concerne la migration cellulaire, la question du ligand sous-tendant la 

réorganisation du derme dense n’était pas claire. La Fibronectine doit y jouer un rôle majeur 

puisque son inhibition induit une perte de la formation des primordia (Jiang and Chuong, 
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1992), cependant elle est exprimée majoritairement au sein de la condensation dermique. 

Cette molécule a toujours été étudiée dans sa globalité lors de la morphogénèse cutanée, mis à 

part dans les phénomènes de cicatrisation (Liu et al., 2006). Or, le gène de la Fibronectine 

comporte trois exons permettant un épissage alternatif et l’expression de différentes formes. 

Ces exons sont nommés EIIIA, EIIIB et EV (Ffrench-Constant and Hynes, 1989; Norton and 

Hynes, 1987; Peters et al., 2002). Seul le domaine EIIIA de la Fibronectine a été impliqué 

dans la régulation de l’adhérence (Manabe et al., 1997), de la condensation des cellules 

(White et al., 1996) ainsi que dans la prolifération (Manabe et al., 1999). Mes résultats 

préliminaires montrant que la forme EIIIA était exclue du primordium de phanère indiquaient 

qu’une voie de signalisation présente dans le microenvironnement du primordium devait 

intervenir lors de l’épissage. Parmi les nombreuses voies de signalisation présentes, seule la 

voie de signalisation BMP a été classée parmi les inhibitrices, sans que sa fonction réelle ne 

soit comprise. 

Trois différents BMP sont exprimés dans le territoire folliculaire, BMP-2, BMP-4 et 

BMP-7. L’hypothèse admise sur le plan international est que ces facteurs inhibent la 

formation du primordium. Cette hypothèse sous-entend qu’une inhibition de la signalisation 

BMP soit présente au niveau du territoire folliculaire (Jung et al., 1998). A l’heure actuelle, 

seuls deux inhibiteurs sont connus dans la peau embryonnaire de poulet : la Follistatine et 

Drm/Gremlin. Le premier est exprimé tout d’abord dans l’ensemble de la placode, puis très 

rapidement se trouve exprimé par les cellules situées à sa périphérie (Patel et al., 1999). Le 

second est exprimé uniquement dans le domaine interfolliculaire (Bardot et al., 2004). Même 

si l’on postule leur diffusion plus rapide que celle des BMPs, ce n’est pas suffisant pour 

soutenir la théorie d’un rôle inhibiteur des BMPs sur la formation des phanères. D’autre part, 

Msx-1 et Msx-2, gènes cibles de la signalisation BMP sont exprimés au sein de la placode 

(Chuong et al., 1996; Noveen et al., 1995). La signalisation BMP devrait donc, au contraire de 
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cette hypothèse, être active lors de la formation du primordium de phanère, et pourrait, peut-

être participer à l’épissage alternatif de l’exon EIIIA de la Fibronectine. Son rôle exact ainsi 

que sa capacité inhibitrice de la formation des plumes lorsqu’elle est suractivée (par le biais 

d’infection virale RCAS (Noramly and Morgan, 1998), ou l’utilisation de billes chargées à 

0,3µg/ml (Jung et al., 1998; Patel et al., 1999)) restaient donc à expliquer.  

Une dernière question restait à aborder, celle de la stabilisation de la condensation 

dermique une fois qu’elle est formée. Lors de l’excision de la peau et sa mise en culture 

organotypique, sa labilité provoque la disparition du primordium (Revue I). J’avais montré en 

effet, lors de mon mémoire de DEA, qu’il y avait un retour à l’état de peau homogène peu 

après la mise en culture si on partait d’explants de peau embryonnaire dorsale présentant trois 

rangs de primordia. Ce phénomène de retour en arrière, avant la réinduction de la 

morphogénèse cutanée constituait un modèle intéressant pour l’étude de la mise en place du 

primordium. L’utilisation de ce modèle devait permettre, entre autres, l’identification des 

facteurs responsables de la stabilisation du primordium de phanère. Il était intéressant de 

savoir si les molécules impliquées dans la migration étaient ensuite impliquées dans le 

phénomène de stabilisation, ou de déterminer si la signalisation Notch seule contrôle cette 

étape, ainsi que suggéré par les résultats des expérimentations de morphogénèse cutanée 

murine (Devgan et al., 2005).  

Enfin, les précédents modèles mathématiques, proposant une explication théorique sur 

la formation des « patterns » sont basés sur un phénomène de réaction diffusion nécessitant la 

présence d’un activateur et d’un inhibiteur. D’autre part, ils considèrent un domaine 

homogène à l’instant initial, ce qui n’est pas concordant avec ce qui est observé en particulier 

chez le poulet, formation d’un premier rang puis extension latérale ou bilatérale (selon le 

champ plumaire considéré). Ces modèles qui permettent de faire la différence entre les 

domaines folliculaires et interfolliculaires ne prennent pas non plus en compte la migration 
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cellulaire à l’origine de la formation de la condensation dermique. Il fallait donc introduire un 

terme de prolifération, le déclenchement ou l’arrêt du cycle cellulaire, ainsi qu’un terme de 

migration donc de prendre en compte de nouvelles interactions moléculaires, comme la 

chémo-attraction ou chémo-répulsion que l’on retrouve dans d’autres modèles (Murray and 

Oster, 1984; Painter et al., 1999). Un dernier point était de comparer les résultats obtenus avec 

le modèle mathématique, mes propres résultats d’une part, ainsi que ceux des autres équipes 

ayant travaillé sur la même problématique. 
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 TRAVAUX DE THESE 

 

I. Introduction : focus sur la condensation dermique 

1. Le derme, élément clé de la formation du primordium 

Lors de la mise en place du primordium de phanère trois étapes principales sont 

usuellement distingués : la première étape est l’induction, par le biais d’un message dermique 

homogène, de la formation des placodes au sein de l’épiderme. La seconde est la formation de 

la condensation dermique sous l’influence de la placode. Enfin, la troisième étape est la 

transformation du primordium en phanère à l’aide des dialogues intra- et inter-tissulaires. En 

fait, à chaque message inter-tissulaire fait suite des messages intra-tissulaires. Ainsi, le 

premier message ubiquitaire du derme dense, sans doute un Wnt (Chang et al., 2004; Noramly 

et al., 1999), est suivi par l’expression d’Eda dans l’épiderme qui, interagissant avec Edar, est 

responsable de la formation de la placode. L’expression par cette dernière de FGF-4, à 

destination du derme dense, est un message permissif indispensable à l’organisation 

dermique. Celle-ci est différente selon la région, ptilogène (formatrice de plumes) ou 

lépidogène (formatrice d’écailles) (Chuong, 1998; Viallet et al., 1998). Quelles sont les 

interactions intra-dermiques, inter-cellulaires ou cellules-matrice, qui prennent alors le relai ? 

Durant ma thèse, j’ai choisi de me concentrer sur les éléments morphologiques et 

moléculaires intra-tissulaires impliqués dans l’organisation dermique. Alors que l’épiderme 

sera à l’origine du type de phanère, il semble que le derme contrôle la taille, l’espacement et 

le « pattern » des primordia. Par exemple, la recombinaison hétérospécifique d’un épiderme 

murin avec un derme aviaire mène à la formation de bourgeons pileux suivant un 

« micropattern » hexagonal (Dhouailly and Sengel, 1973). Une chose apparaît clairement, un 
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derme compétent est suffisant pour induire la formation de phanères dans un épiderme glabre 

(Dhouailly, 1977), y compris au sein d’une peau adulte (Inamatsu et al., 2006). En fait, l’étape 

cruciale est atteinte par le derme lorsqu’il devient apte à former des condensations dermiques. 

Le derme est alors capable d’induire la formation de phanères dans tout épithélium d’origine 

ectodermique qui lui est associé (Dhouailly et al., 2004; Pearton et al., 2005). 

 

2. Questions en suspend sur la formation de la condensation dermique 

Les étapes permettant le passage d’un derme dense homogène à un derme hétérogène, 

comportant des condensations dermiques, suscitent encore de nombreuses questions. 

Comment les cellules du derme arrêtent de proliférer et migrent jusqu’au territoire sous-

placodal afin de former la condensation ? Quel est le facteur déclenchant cette migration ? 

Comment est contrôlé le diamètre de la condensation dermique, autrement dit, quel est le 

facteur arrêtant la migration des cellules au sein du territoire sous placodal ? Quel est le rôle 

de la matrice extracellulaire et des différentes voies de signalisation présentes à ce stade ? En 

particulier, la signalisation BMP est-elle réellement inhibitrice de la formation des primordia ? 

Comment les structures formées se stabilisent-elles et quel est le rôle de la signalisation Notch 

dans ce phénomène ? 

 

II. Méthodes d’études employées 

Afin de répondre à ces nombreuses questions, j’ai mis au point diverses techniques 

d’études in vitro, la plupart n’étant pas employées dans le laboratoire, telles que le suivi 

séquentiel des cultures organotypiques, différents tests de migration, les cultures en gouttes 

pendantes. J’ai également utilisé des techniques de base en biologie moléculaire telles que le 

clonage dans pGEM-T, hybridation in situ d’embryon et d’explants isolés, la RT-PCR semi-
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quantitative ; ainsi que des techniques classiques de biologie cellulaire et microscopie telles 

que la culture primaire de fibroblastes dermiques, la microinjection de marqueurs fluorescents 

in ovo et in vitro, la vidéomicroscopie, la cytométrie en flux (FACS). 

 

1. Culture organotypique et labilité des primordia formés 

Durant une cinquantaine d’années, la culture organotypique d’explants de peau 

embryonnaire a été utilisée pour décrire et analyser les évènements morphogénétiques à 

l’origine du primordium de phanère (Sengel, 1956). Ce développement a toujours été 

considéré comme linéaire, la peau était mise en culture au cours de la journée et analysée le 

lendemain matin ou le surlendemain (Fig. 18). 

Pour savoir ce qui se passait dans les premières heures suivant la mise en culture 

d’explants de peau embryonnaire, j’ai utilisé la peau dorsale d’embryon de poulet de stade 

HH30 présentant 3 rangs de primordia, j’ai suivi par vidéomicroscopie ainsi que par coupes 

histologiques et par hybridation in situ la formation du primordium, ainsi que l’expression des 

transcrits Wnt-7a (spécifique de la placode), FGF-10 (spécifique de la condensation 

dermique) et BMP-2 (exprimé dans les deux structures) au cours des 12 premières heures 

(Publi. I, Fig. 2 et 3).  

Les phénomènes de désorganisation et réorganisation dermiques observés m’ont 

permis de mettre en place un nouveau système d’étude puisqu’il y a une récapitulation des 

évènements embryonnaires à l’origine de la mise en place du primordium de phanère dans 

une peau embryonnaire qui en présentait déjà. Ces évènements sont basés sur la migration des 

fibroblastes dermiques. J’ai pu ainsi mieux appréhender l’aspect moléculaire de cette 

migration. 
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2. Tests de migration 

Les différents tests de migration ont été faits à l’aide de fibroblastes dermiques 

fraichement isolés (Fig. 18). Deux types de tests m’ont permis de visualiser un impact sur la 

migration. Le premier est le test de cicatrisation. Sur une boite de cellules adhérentes à 

confluence, dont la prolifération est bloquée à l’aide de Thymidine, des lésions de 750µm de 

large sont faites à l’aide d’un cône bleu de micropipette. Des images photographiques sont 

prises à différents temps pour visualiser le recouvrement de la lésion, dû uniquement à la 

migration cellulaire (Publi. I). 

Le second est un test de migration au travers d’une membrane percée de pores de 8µm 

(VWR International). Les cellules ayant traversé la membrane sont lysées et l’ADN obtenu 

est quantifié par fluorescence. Ce dernier procédé permet également de tester la chémo-

attraction induite par un facteur diffusible (Publi. I et II). 

 

3. Formation de « condensations dermiques » in vitro : culture en gouttes 

pendantes 

Afin de mieux appréhender les différents événements à l’origine de la formation de la 

condensation dermique, j’ai utilisé le protocole de gouttes pendantes, utilisé auparavant pour 

la formation de nodules cartilagineux (Stott and Chuong, 2000). Des fibroblastes dermiques 

fraichement isolés dans des gouttes s’agrègent en vingt quatre heures et se condensent après 

quarante huit heures de culture en une micromasse proche de la condensation dermique 

(Publi. I, II et III). 

 



HH30BMP2

Figure 18 : Techniques de cultures organotypique et cellulaire.
Des embryons de poulet de stade HH30, portant 3 rangs de primordia de phanère, sont 
disséqués afin de récupérer la peau dorsale. Les explants de peau sont soit mis en culture sur un 
cellophane posé sur une grille et affleurant le milieu (DMEM + 10% SVF), permettant un 
développement à l’interface air-liquide ; soit l’épiderme et le derme sont séparés et les 
fibroblastes dissociés mécaniquement. Les fibroblastes dermiques sont ensuite utilisés en 
culture adhérente ou en culture en goutte pendantes.

épiderme derme

dissociation
mécanique

culture en gouttes pendantes
(formation de micromasses, FACS, RT-PCR)

culture primaire
(tests de migration, FACS, 

RT-PCR)

2

1

culture organotypique
(modification du milieu : 

ionomycine, BMP2 ; 
hybridation in situ)
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4. Sondes pour hybridation in situ et détection par RT-PCR 

Afin d’étudier l’impact de nouveaux facteurs ou de préciser l’ordre d’apparition de 

facteurs connus lors de la morphogénèse cutanée, j’ai cloné de nouvelles sondes pour 

hybridation in situ, sondes qui n’étaient pas présentes dans l’équipe ou n’ayant pu m’être 

fournies par d’autres laboratoires. J’ai ainsi, par RT-PCR puis clonage des fragments obtenus, 

synthétisé les sondes de FGF-10 (Publi. I) et de l’exon EIIIA de la Fibronectine (Publi. II). Le 

groupe de B. Robert m’a fait parvenir les sondes Msx-1 et Msx-2. Le groupe de M. Bronner-

Fraser m’a fourni les sondes des gènes cibles de la signalisation BMP, Id-1, -2, -3 et -4 (Publi. 

II). Le groupe de T. Jaffredo m’a fait parvenir les sondes Notch-1, Notch-2, Serrate-2 (Publi. 

III) et le groupe de A.-H. Monsoro-Burq m’a fourni la sonde BMP-7 (Publi. II). J’ai aussi 

utilisé les sondes Wnt-7a et BMP-2 (Publi. I), Follistatine (Publi. II) et Delta-1 (Publi. III) 

présentes au laboratoire. 

 

III. Synthèse des résultats 

L’ensemble de mes résultats, contenus dans les publications I à III (à partir de la page 

100), peuvent se répartir entre la formation et la stabilisation de la condensation dermique. Ils 

sont confrontés à un modèle mathématique mis au point grâce à la collaboration de Loïc 

Forest, initialement du laboratoire TIMC du Pr. J. Demongeot. 

 

 



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Travaux de thèse 

 - 84 - 

1. Migration cellulaire à l’origine de la formation de la condensation 

La formation d’un domaine de haute densité cellulaire sous la placode ne résulte pas 

d’une prolifération cellulaire. L’organisation dermique par la redistribution des cellules du 

derme dense permet la formation des condensations dermiques. Ce mécanisme est sous-tendu 

par la migration cellulaire. 

i) Implication des Intégrines 

La migration cellulaire nécessite l’engagement des Intégrines sur leurs ligands de la 

matrice extracellulaire. 

 

a-  Calcium et dynamique d’adhérence 

L’entrée de calcium dans les cellules permet l’activation de la phosphatase 

Calcineurine, ainsi que la kinase CaMKII. La première induisant un passage de la basse à la 

haute affinité des Intégrines et la seconde l’effet inverse. Lors de tests de cicatrisation, ou de 

migration au travers d’une membrane, des fibroblastes dermiques fraichement isolés migrent 

moins rapidement sous l’influence d’un traitement à l’Ionomycine (ionophore permettant 

l’entrée passive de calcium dans les cellules) (Publi. I, Fig. 4 et 5), reflétant un blocage en 

haute affinité des Intégrines (Kuznetsov et al., 1992; Liu and Hermann, 1978). Le même 

traitement à l’Ionomycine accélère la condensation et la compaction des cellules dans le 

protocole de culture en gouttes pendantes (permettant de mimer in vitro la formation de la 

condensation) (Publi. I, Fig. 6). 

Cette migration nécessite une dynamique rapide du cytosquelette d’actine. J’ai donc 

étudié l’implication de la petite protéine G Rho dans cette dynamique. 

 



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Travaux de thèse 

 - 85 - 

b-  Rho et remodelage du cytosquelette lors de la migration 

L’inhibition de la kinase Rho-dépendante, ROCK, à l’aide du Y-27632 m’a permis 

d’analyser in vitro son implication en culture cellulaire ainsi qu’en culture organotypique.  

La première chose à faire était de prouver la présence d’une isoforme de Rho dans les 

cellules du derme. Une précédente étude, faite par hybridation in situ sur de la peau 

embryonnaire de poulet, avait conclu à la présence de RhoB uniquement dans la placode 

épidermique ainsi qu’à l’absence de RhoA de l’épiderme ; RhoC n’ayant pas été étudié 

(McKinnell et al., 2004a). A l’aide d’une RT-PCR semi-quantitative à partir d’épiderme et de 

derme séparés (Publi. I, Fig. 4), j’ai pu confirmer l’absence de RhoA de l’épiderme et du 

derme. Par contre, j’ai montré que RhoB est exprimé dans les deux tissus, bien que quatre fois 

plus exprimé dans l’épiderme que dans le derme, et que RhoC est exprimé dans les deux 

tissus. La qualité de la séparation des deux compartiments a été validé par la détection de 

produits PCR FGF-10 (spécifiques du derme). Il était donc pertinent de comprendre le rôle de 

ROCK sur la migration des cellules dermiques. 

Que ce soit par des tests de cicatrisation (Publi. I, Fig. 4) ou des tests de migration au 

travers d’une membrane (Publi. I, Fig. 5), l’inhibition de ROCK par le Y-27632 (Calbiochem) 

(Uehata et al., 1997) induit un ralentissement de cette migration. En culture en goutte, les 

cellules ne parviennent pas à se compacter et forment un réseau lacunaire (Publi. I, Fig. 6). 

L’utilisation de cet inhibiteur en culture organotypique provoque un ralentissement de la 

réorganisation usuelle du derme lors des premières heures de culture, ainsi qu’une forte 

perturbation du « micropattern » au bout de 48h de culture. Les bourgeons plumaires obtenus 

sont hétérogènes au regard de leur taille et forme (Publi. I, Fig. 7). 

Donc, ROCK est bien impliqué dans les phénomènes de migration des fibroblastes 

lors de l’organisation du derme. Quel rôle tient la matrice extracellulaire lors de la 

redistribution des cellules du derme dense ? 
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ii) Rôle de la Fibronectine 

Pour coordonner la migration cellulaire, la composition de la matrice extracellulaire 

est importante. La répartition de ses composants dans le compartiment cutané a déjà été 

décrite (Jiang and Chuong, 1992; Mauger et al., 1982), mais l’analyse de leurs rôles exacts 

restait superficielle. J’ai étudié l’implication de la Fibronectine, ligand des Intégrines, et 

capable de réguler la migration cellulaire. 

 

a-  Fibronectine et migration cellulaire 

Par immunohistochimie, j’ai dans un premier temps confirmé les résultats d’une 

précédente étude (Mauger et al., 1982) montrant qu’il y avait un renforcement de l’expression 

de cette protéine dans les condensations dermiques ainsi que dans la partie supérieure du 

derme dense en cours de réorganisation (Publi. I, Fig. 8). A l’aide d’un anticorps bloquant la 

fixation des Intégrines sur la Fibronectine (Jiang and Chuong, 1992), j’ai montré qu’il 

empêchait la reformation des condensations dermiques après leur disparition en culture 

organotypique (Publi. I, Fig. 8), ainsi que l’agrégation des cellules lors de la formation des 

micromasses (Publi. I, Fig. 6). 

La Fibronectine est donc un ligand essentiel à la coordination de la migration des 

cellules pour former les condensations dermiques. Mais cette protéine, qui est sujette à des 

épissages alternatifs, est-elle exprimée sous plusieurs formes lors de la morphogénèse 

cutanée ? 
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b-  Epissage alternatif de la Fibronectine et réorganisation du derme 

Il existe trois exons différentiellement exprimés dans la Fibronectine, EIIIA, EIIIB et 

EV. Ces différentes formes n’avaient pas encore été discriminées lors de la morphogénèse 

cutanée. Après avoir construit une sonde ARN dirigée contre les transcrits de la Fibronectine 

portant l’exon EIIIA, j’ai fait des hybridations in situ sur des explants de peau dorsale HH29+ 

et HH30. J’ai pu ainsi montrer que l’exon EIIIA est exprimé au niveau du derme dense en 

cours de réorganisation, et est totalement exclu de la condensation dermique, alors que c’est le 

domaine où la Fibronectine est la plus exprimée (Publi. II, Fig. 3). Pour établir un lien entre 

agrégation cellulaire et l’expression d’EIIIA, j’ai fait des RT-PCR semi-quantitatives lors de 

la formation de micromasses. Plus l’agrégation des cellules augmente, plus la proportion de 

Fibronectine exprimant EIIIA diminue (Publi. II, Fig. 3). 

Donc, cet exon semble nécessaire à la migration des cellules mais n’étant plus requis 

lorsque les cellules ne migrent plus, il est épissé. Il restait donc à savoir quel facteur était à 

l’origine de cet épissage. Pouvait-il s’agir d’un BMP ? 

 

iii) Signalisation BMP à l’origine de la formation de la condensation 

a-  Chronologie d’expression des facteurs BMPs lors de la morphogénèse cutanée 

Par hybridation in situ, les expressions de BMP-2, BMP-4 et BMP-7 ont été 

colocalisées avec le primordium de phanère dans la peau embryonnaire de poulet (Patel et al., 

1999). Des expérimentations utilisant des infections RCAS (Noramly and Morgan, 1998), 

ainsi que l’application de billes chargées (Jung et al., 1998; Patel et al., 1999) ont conclu au 

rôle inhibiteur de cette voie de signalisation lors de la mise en place des primordia de phanère, 

mais la mécanistique de cette inhibition n’avait pas été étudiée. Nous pouvions également 

nous demander si les différents BMPs exprimés jouent des rôles similaires ou différents ? 
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L’expression précoce de BMP-2 par rapport à BMP-4 et à la signalisation Eda au sein 

du primordium de phanère a été démontrée (Houghton et al., 2005). J’ai voulu savoir si BMP-

2 était le premier signal BMP à être exprimé. Une étude réalisée sur la ptéryle fémorale m’a 

permis de comparer la chronologie des expressions de BMP-2 et BMP-7 lors de la 

morphogénèse cutanée au niveau des champs fémoraux droit et gauche d’un même embryon 

de poulet de stade HH30. J’ai ainsi pu montrer que BMP-7 était exprimé plus précocement 

que BMP-2 (Publi. II, Fig. 1). Il est donc le facteur BMP le plus précoce lors de la mise en 

place du primordium de phanère. La signalisation BMP doit-elle être inhibée au sein des 

primordia de phanère pour permettre leur formation (entre autres (Bardot et al., 2004; Jung et 

al., 1998; Noramly and Morgan, 1998; Patel et al., 1999)) ? L’argument principal de mon 

hypothèse contradictoire était que les gènes Msx-1 et Msx-2, cibles de la signalisation BMP 

(Ramos and Robert, 2005), sont exprimés dans la placode épidermique (Noveen et al., 1995). 

D’autres gènes cibles de cette signalisation interviennent-ils au cours de la morphogénèse 

plumaire ? 

 

b-  Expression de gènes cibles de la signalisation BMP : les gènes Id 

Les gènes Id sont connus pour être des gènes cibles de la signalisation BMP 

(Miyazono and Miyazawa, 2002). Par hybridation in situ, j’ai suivi l’expression des quatre Id 

identifiés chez les oiseaux (Kee and Bronner-Fraser, 2001). Alors qu’Id-2 ne semble pas 

exprimé dans la peau embryonnaire dorsale de poulet HH30, Id-1, Id-3 et Id-4 sont exprimés 

au niveau du territoire du primordium. De plus, on peut noter qu’Id-4 est exprimé sous forme 

d’anneau dans les primordia les plus anciens, le centre en étant dépourvu (Publi. II, Fig. S1). 

L’étude de la chronologie d’expression de BMP-7 et de différents gènes cibles de la 

signalisation BMP m’a permis de montrer que les expressions de BMP-7 et Id-3 sont 

synchronisées (résultat non présenté). 
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Comme les gènes Msx-1, Msx-2, Id-1, Id-3 et Id-4, tous gènes cibles de la 

signalisation BMP, sont exprimés lors de la mise en place du primordium de phanère, il est 

évident que cette voie de signalisation est active lors de la morphogénèse cutanée. Il n’est 

donc pas requis, contrairement au dogme actuel (Jung et al., 1998) que cette voie soit inhibée 

pour permettre la formation des phanères. Mais quelle est son rôle, plus précisément les 

différents BMPs ont-ils des rôles distincts ? 

 

c-  Rôles antagonistes de BMP-2 et BMP-7 sur la migration cellulaire 

Afin de déterminer si la signalisation BMP influait sur la migration cellulaire lors de la 

formation de la condensation dermique, j’ai utilisé les molécules FGF-2 (connue comme étant 

un chémo-attracteur pour les fibroblastes dermiques (Song et al., 2004)), BMP-2 et BMP-7 

lors d’un test de migration à travers une membrane (Lauffenburger, 1996) à partir d’une 

population de fibroblastes dermiques fraichement isolés. Alors que l’ajout de 10% de Sérum 

de Veau Fœtal (SVF) ou de FGF-2 active la migration des cellules à travers la membrane, 

signe d’un effet chémo-attracteur, il a été assez surprenant de voir que BMP-7 possède un 

effet de chémo-attraction plus conséquent que FGF-2. Par contre, BMP-2 bloque la chémo-

attraction induite par le SVF. L’ajout concomitant de BMP-2 et BMP-7 inhibe l’effet de l’un 

et de l’autre facteur, les cellules ont une migration proche des conditions témoin (Publi. II, 

Fig. 2). 

Donc, les facteurs BMP-2 et BMP-7 ont un impact inverse sur la migration des 

cellules, BMP-7 la favorisant alors que BMP-2 l’inhibe. Une question restait : quelle est la 

mécanistique de cette inhibition ?  
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d-  BMP-2 et épissage alternatif de l’exon EIIIA de la Fibronectine 

Grâce à une hybridation in situ comparant leur expression dans les champs fémoraux 

droit et gauche (dont le développement est synchronisé dans un même embryon (Houghton et 

al., 2005)), j’ai mis en évidence que l’excision de EIIIA intervenait après l’expression de 

BMP-2 (Publi. II, Fig. 3). De façon à établir la causalité entre la signalisation BMP et 

l’épissage de EIIIA, j’ai cultivé des fibroblastes fraichement isolés en présence ou non de 

BMP-2. Par RT-PCR, j’ai pu montrer que la présence de BMP-2 dans le milieu de culture 

induit l’épissage d’EIIIA (Publi. II, Fig. 3). La présence de BMP-2 dans le domaine du 

primordium permet donc cet épissage et la migration s’arrête. 

La présence précoce de BMP-7 dans le territoire de la condensation dermique, permet 

le recrutement des fibroblastes. L’expression plus tardive de BMP-2, par la placode et la 

condensation dermique, induit l’épissage alternatif de l’exon EIIIA de la Fibronectine et 

l’arrêt de la migration cellulaire. La condensation dermique constituée, une question 

demeure : comment cette structure est-elle stabilisée ? 

 

2. Stabilisation des structures formées 

J’avais montré lors de mes premiers travaux (Publi. I) que lors de l’excision et de la 

mise en culture d’une peau de stade HH30, les primordia formés disparaissaient au cours des 

premières heures de culture et que leur formation était réinduite. Lorsqu’une peau 

embryonnaire de stade HH31 est mise en culture, la réorganisation ne s’opère pas et les 

primordia restent stables. La question soulevée par cette observation est l’identification des 

facteurs de stabilisation des primordia. 
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i) Rôle des Intégrines 

Les Intégrines, par le biais de la Fibronectine, participent activement à la migration 

des fibroblastes jusqu’à la condensation dermique. J’ai voulu savoir si en bloquant les 

Intégrines en haute affinité, à l’aide du Manganèse, cation divalent se fixant sur le site 

MIDAS des Intégrines (Werfel et al., 1996), je parviendrais à modifier la stabilité des 

primordia nouvellement formés lors de la mise en culture organotypique. 

J’ai tout d’abord validé l’utilisation du Manganèse lors d’un test de migration au 

travers d’une membrane. En ajoutant ce cation, les cellules ne migrent plus, ce qui reflète un 

arrêt de la dynamique des Intégrines en haute affinité (Publi. I, Fig. 5). 

Lorsque je rajoute ce cation dans mon milieu de culture organotypique, au bout de 8 

heures de culture, alors qu’avec du milieu témoin les primordia auraient disparu, ces derniers 

sont toujours en place. Le même résultat est obtenu en utilisant de l’Ionomycine dans le 

milieu de culture, les primordia restent en place ; phénomène confirmé lors de temps de 

culture plus long. Les explants ayant été traités à l’Ionomycine développent des bourgeons en 

cours de croissance alors que ceux cultivés dans les conditions témoins ne parviennent qu’au 

stade de primordia, et sont donc retardés (Publi. I, Fig. 9). Cette stabilisation est fortement 

réduite en inhibant la Calcineurine à l’aide de Cyclosporine A (Publi. I, Fig. 9). 

Ces résultats montrent que l’engagement des Intégrines pour leurs ligands est 

important non seulement lors de la mise en place, mais aussi lors de la stabilisation des 

primordia de phanère. Est-ce la seule voie de signalisation impliquée dans la stabilisation ? 

 

ii) Rôle de la signalisation Notch 

La signalisation Notch intervient lors la ségrégation de populations cellulaires, et donc 

sans doute dans la séparation des domaines folliculaire et interfolliculaire. De nombreuses 
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protéines impliquées dans cette voie de signalisation sont exprimées lors de la morphogénèse 

cutanée (Favier et al., 2000; Thelu et al., 1998; Vauclair et al., 2005; Viallet et al., 1998). La 

première question soulevée est leur chronologie d’expression dans la peau embryonnaire de 

poulet. 

 

a-  Chronologie d’expression des protéines du système Notch 

De façon a savoir si la signalisation Notch est impliquée lors de la mise en place, lors 

de la stabilisation ou lors de ces deux étapes de la morphogénèse cutanée, j’ai comparé les 

champs fémoraux droit et gauche afin d’étudier les expressions de BMP-2 par rapport à 

Notch-1, Notch-2, Serrate-2 et Delta-1. J’ai ainsi pu montrer que les éléments de la 

signalisation Notch n’étaient exprimés qu’après l’expression de BMP-2, donc après la mise en 

place des primordia de phanère (Publi. III, Fig. 1 et 2). 

Cette voie de signalisation semble impliquée lors des phases suivant la mise en place. 

Mais, quel rôle joue-t-elle ? 

 

b-  Implication de Notch sur l’établissement du micropattern 

Afin de vérifier si la signalisation Notch influe sur la mise en place de la condensation, 

j’ai utilisé un inhibiteur de la γ-secretase (protéine clivant la partie intracellulaire de Notch, 

NICD, élément à l’origine de la transduction du signal) lors de la formation de micromasses 

(Publi. III, Figure 4). Les micromasses ne se forment pas correctement. La phase d’agrégation 

et de compaction est retardée. 

J’ai alors utilisé le même inhibiteur lors de cultures organotypiques. Après 18 heures 

de culture, des fusions entre des primordia voisins sont observées. Une forte altération du 

motif de distribution des primordia sur la peau embryonnaire dorsal se produit lorsque la 
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signalisation Notch est inhibée (Publi. I, Fig. 10). Ce rôle de ségrégation des populations 

cellulaires des domaines folliculaire et interfolliculaire ne pouvant plus avoir lieu, les 

domaines folliculaires ont tendance à fusionner entre eux. 

Est-ce le seul rôle de la signalisation Notch ?  

 

c-  Notch et expression de p21WAF1/CIP1 

Des travaux antérieurs (Mammucari et al., 2005; Rangarajan et al., 2001) ont montré 

un lien entre la signalisation Notch et l’expression de p21WAF1CIP1 lors de la différenciation 

terminale des kératinocytes. L’absence de prolifération cellulaire au sein de la condensation 

dermique laissait supposer sa présence. 

Afin de trouver un lien entre l’arrêt de la prolifération des fibroblastes d’une 

condensation dermique et l’expression de p21WAF1/CIP1, j’ai cherché à détecter le taux 

d’expression de cette protéine dans les micromasses, tout en analysant par FACS le taux de 

prolifération des cellules lors de la formation des micromasses. La prolifération cellulaire 

décroit au cours de la formation des micromasses et dans le même temps, le taux d’expression 

de la protéine p21WAF1/CIP1 augmente fortement (Publi. III, Fig. 5 et 6). 

Il est intéressant de noter que l’inhibition de la signalisation Notch, lors de la 

formation des micromasses, induit  une stabilisation de l’expression de p21WAF1/CIP1 (Publi. 

III, Fig. 6) s’accompagnant d’une stabilisation de la population cellulaire en phase G1 (Publi. 

III, Fig. 5). Il y a donc un lien direct entre la stabilisation de la condensation dermique, 

l’engagement de la signalisation Notch et l’arrêt de la prolifération induite par la protéine 

p21WAF1/CIP1. 

 

L’étude de la formation, ainsi que de la stabilisation, de la condensation dermique m’a 

permis de mettre au point un modèle intégratif (Fig. 19) basé sur l’ensemble des étapes 
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permettant le passage d’une peau homogène à une peau présentant des primordia de phanère. 

Ce modèle intégratif a servi de base à l’élaboration d’un modèle mathématique basé, entre 

autres, sur la migration cellulaire sous le contrôle des facteurs BMP-2 et BMP-7. 

 

3. Mise en place d’un modèle mathématique 

Les précédents modèles mathématiques, simulant la formation et la répartition des 

primordia de phanère au sein d’une peau homogène, partait d’une situation globale homogène 

pour arriver à une formation simultanée des primordia sur l’ensemble du domaine considéré. 

Ces situations initiale et finale ne reflètent pas les différentes étapes observées in vivo. C’est 

la raison qui m’a poussé à établir une collaboration avec un mathématicien, le Dr. Loïc Forest, 

afin de proposer un nouveau modèle plus en adéquation avec les observations faites chez 

l’embryon. 

 

i) Paramètres pris en compte et modèle proposé 

Nous avons donc pris en compte les différents paramètres essentiels à la 

morphogénèse cutanée : prolifération, facteurs activateurs et inhibiteurs, situation initiale. 

 

a-  Prolifération cellulaire 

Le passage d’une peau homogène à une peau composée des territoires folliculaires et 

interfolliculaires nécessite que le derme dépasse un seuil de densité cellulaire (2,6 

cellules/1000µm3). Nous avons donc pris ce seuil comme étant l’élément déclenchant la mise 

en place des primordia (« spots » dans le modèle). Une fois cette densité cellulaire atteinte, la 

prolifération s’arrête. 
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Ainsi deux populations de cellules sont considérées, les cellules proliférantes et les 

cellules ne proliférant plus. 

 

b-  Facteurs activateurs et inhibiteurs 

Comme les modèles dérivant de la réaction-diffusion (Jiang et al., 2004), nous avons 

pris en compte un activateur et un inhibiteur. La différence est que ce couple de molécules 

agit sur la migration cellulaire et non sur l’identité cellulaire (phanère ou non) à un endroit 

donné dans le domaine considéré. Ainsi, BMP-7 est choisi comme activateur de la migration, 

par son action de chémo-attracteur, et BMP-2 est choisi comme inhibiteur par son action 

antagoniste sur la migration des fibroblastes. 

 

c-  Situation initiale 

Le domaine considéré représente la peau embryonnaire dorsale de poulet de stade 

HH29. Les primordia apparaissant préférentiellement à partir de la ligne médio-dorsale, cette 

région sera la première portant les primordia de phanère. 

 

d-  Modèle mathématique 

Les quatre équations principales décrivant le modèle sont les suivantes : 
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(1) permet de décrire la prolifération jusqu’à un seuil n* des cellules sur le domaine et 

ainsi la transition de la population proliférante à la population migrante. 

(2) explique la répartition des cellules soumise à l’effet chémo-attractant de 

l’activateur u. 

(3) et (4) déterminent les concentrations d’activateur u et d’inhibiteur v en chaque 

point du domaine, considérant leurs « consommations » (internalisation du complexe ligand-

récepteur), ainsi que leurs diffusions. Les termes de production établissent que l’expression de 

BMP-7 est renforcée par le microenvironnement des primordia, que l’effet positif de chémo-

attraction de BMP-7 est inhibé par BMP-2, et que BMP-2 est exprimé par les mêmes cellules 

que BMP-7 (celles du spot). 

 

ii) Mise en place du micropattern hexagonal 

La résolution mathématique de ce modèle permet de mimer l’apparition du 

« micropattern » hexagonal de la même façon que son apparition dans la ptéryle lombaire 

(Publi. II, Fig. 4, Movies S1 et S2). Les premiers spots s’individualisent le long de la ligne 

médiodorsale, puis les rangs suivants apparaissent en quinconce les uns par rapport aux 

autres, toujours deux à la fois et situés de part et d’autre des précédents. 

Ce modèle est donc très proche de la chronologie d’apparition des primordia dans la 

peau embryonnaire dorsale, mais parvient-il à expliquer la formation des aptéries et des semi-

aptéries, mes résultats biologiques expérimentaux ainsi que ceux, apparemment 
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contradictoires, obtenus par les autres groupes (Jung et al., 1998; Noramly and Morgan, 1998; 

Patel et al., 1999) ? 

 

iii) Modèle prédictif  

a-  Formation des aptéries et semi-aptéries 

L’un des paramètres cruciaux lors de la formation des primordia de phanère est la 

densité cellulaire du derme dense. Moins cette concentration est élevée, moins les primordia 

se forment. C’est le cas des semi-aptéries et des aptéries (Olivera-Martinez et al., 2001). 

Nous avons voulu confronter notre modèle mathématique à des concentrations 

décroissantes de cellules. Lorsque nous partons d’une concentration relative q=1, les 

primordia sont régulièrement répartis (Publi. II, Fig. S3). Par contre, lorsque cette 

concentration atteint le seuil de q=0,12 peu de primordia se forment, répartis de façon 

aléatoire (semi-aptérie), puis lorsque la concentration est de q=0,11 plus aucun primordium ne 

se met en place (aptérie). Notre modèle fait donc le lien direct entre la densité cellulaire et la 

capacité de formation des primordia sur le domaine considéré. 

 

b-  Inhibition due à un excès d’activateur 

De nombreuses études d’autres laboratoires ont montré que la suractivation de la voie 

de signalisation BMP menait à l’inhibition de la formation des primordia de phanère (Jung et 

al., 1998; Noramly and Morgan, 1998), y compris le dépôt sur un explant de peau dorsale 

d’une bille chargée de BMP-7 (Patel et al., 1999). Alors que ce facteur est notre activateur, 

comment peut-il générer un effet inhibiteur ? 
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Lorsqu’on simule numériquement un spot contenant beaucoup d’activateur u, il y a un 

fort recrutement des cellules à proximité, empêchant ainsi la formation de spots (Publi. II, Fig. 

5, Movies S3 et S4). J’observe le même phénomène en utilisant une bille chargée avec 

333ng/ml de BMP-7. Il y a une forte densification des cellules sous la bille, indiquant une 

forte chémo-attraction. La région avoisinante a alors une faible densité cellulaire et ne peut 

ainsi former de condensation dermique (Publi. II, Fig. 5). Dans ce cas là, une trop forte 

activation induit une inhibition. 

Que se passe-t-il dans le cas d’un excès de l’inhibiteur v, BMP-2 ? 

 

c-  Mode d’action de l’inhibiteur 

Une infection virale RCAS induisant la surexpression de BMP-2 dans la peau 

embryonnaire de poulet provoque l’apparition de larges régions glabres (Noramly and 

Morgan, 1998). Comment cet effet d’inhibition fonctionne-t-il ? 

La simulation numérique d’un excès homogène d’inhibiteur induit un blocage de la 

formation des spots par une inhibition globale de la migration cellulaire (Publi. II, Fig. 5, 

Movies S5 et S6). De la même façon, si je place un explant de peau embryonnaire dorsale en 

culture dans un milieu contenant 0,5µg/ml de BMP-2 j’obtiens une inhibition de la formation 

des primordia (Publi. II, Fig. 5). En bloquant la migration cellulaire, le derme dense ne peut 

s’organiser et les primordia ne se mettent pas en place. 

 

iv) Amélioration du modèle mathématique  

Une modification du modèle est en cours de finition afin d’inclure les résultats sur la 

signalisation Notch et p21WAF1/CIP1. La prolifération cellulaire au sein des primordia de 

phanère ne s’arrêterait que lorsqu’une forte densité cellulaire serait atteinte, mimant 
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l’engagement de la signalisation Notch par contact intercellulaire, les autres cellules 

garderaient une faible prolifération, permettant ainsi l’extension de la ptéryle spinale lors de la 

croissance de l’embryon.  
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1. Publication n°1 

 

Dermal condensation formation in the chick embryo: requirement for 

Integrin engagement and subsequent stabilization by a possible Notch / 

Integrin interaction. 

Frederic Michon, Marie Charveron and Danielle Dhouailly 

 

Developmental Dynamics (2007) 236: 755-768 

 

Abstract 

During embryonic development, feathers appear first as primordia consisting of an 

epidermal placode associated with a dermal condensation. When 7-day chick embryo dorsal 

skin fragments showing three rows of feather primordia are cultured, they undergo a complete 

reorganization, which involves the down-regulation of morphogenetic genes and dispersal of 

dermal fibroblasts, leading to the disappearance of primordia. This loss of organisation is 

followed by de novo differentiation events. We have used this model to study potential factors 

involved in the formation of dermal condensations. Activation of Integrins by extracellular 

Manganese or intracellular Calcium prevents the initial disappearance of the dermal 

condensations. New primordia formation occurs even after inhibition of the Notch pathway 

albeit with some fusion between primordia. In conclusion, dermal fibroblast migration 

requires β1-Integrin whereas the stability of dermal condensations could depend on Notch / 

Integrin interaction. 



RESEARCH ARTICLE

Dermal Condensation Formation in the Chick
Embryo: Requirement for Integrin Engagement
and Subsequent Stabilization by a Possible
Notch/Integrin Interaction
Frederic Michon,1 Marie Charveron,2 and Danielle Dhouailly1*

During embryonic development, feathers appear first as primordia consisting of an epidermal placode
associated with a dermal condensation. When 7-day chick embryo dorsal skin fragments showing three rows
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regulation of morphogenetic genes and dispersal of dermal fibroblasts, leading to the disappearance of
primordia. This loss of organisation is followed by de novo differentiation events. We have used this model
to study potential factors involved in the formation of dermal condensations. Activation of Integrins by
extracellular Manganese or intracellular Calcium prevents the initial disappearance of the dermal
condensations. New primordia formation occurs even after inhibition of the Notch pathway albeit with
some fusion between primordia. In conclusion, dermal fibroblast migration requires �1-Integrin whereas
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INTRODUCTION

Prior to the formation of cutaneous
appendages, the embryonic skin is
composed of two homogeneous layers,
the epidermis and the dermis. In the
chick dorsal region, the dermis origi-
nates from different regions of the der-
momyotome at between 3 and 5 days
of incubation (stages HH 20 to 26)
(Hamburger and Hamilton, 1992), in
response to dorsal Wnt signals from
the neural tube and the ectoderm (see

among others: Olivera-Martinez et al.,
2002; Ben-Yair et al., 2003). A densi-
fication of the dermal fibroblasts oc-
curs by day 6 (stage HH 29) through-
out the area of the future dorsal
feather field (spinal pterylae) and by
day 7 (stage HH 30) in the other body
pterylae (Sengel, 1976). A lesser de-
gree of densification occurs later in the
inter-pterylae regions, but never in
the midventral apterium that results
from ventral closure of the body and

can be equated to a scar (Dhouailly et
al., 2004). Dense dermis formation
and maturation are concomitant with
expression of the twist-like bHLH
transcription factor cDermo-1 in the
subectodermal mesenchyme, until the
dermal condensation formation (Scaal
et al., 2001). The overexpression of
cDermo-1 leads to the formation of an
ectopic feather tract (Hornik et al.,
2005). When the dermis is mature, an
initial, ubiquitous and permissive der-
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mal signal (“make an appendage”;
Dhouailly, 1977), leads to the forma-
tion of thickenings of the epidermis,
called placodes. The placodes result,
in chick embryo, from an elongation of
the apico-basal axis of the epidermal
cells and a modification of E-cadherin
expression (Jamora et al., 2003). The
ubiquitous signal from the homoge-
neous dense dermis has been shown to
belong to the Wnt family. The most
striking demonstration of this is with
the forced expression of �-catenin in
mouse or chick epidermis, which leads
to the formation of new hair or feather
follicles, respectively (Gat et al., 1998;
Widelitz et al., 2000). Likewise, the
association of an embryonic mouse
dense dermis with an adult rabbit cor-
neal epithelium provokes increased
�-catenin protein levels in the basal
cells, followed by formation of hair
placodes (Pearton et al., 2005). Next,
molecular dialogue between the pla-
code and the homogeneous dense der-
mis leads to the formation of dermal
condensations. Each placode with its
underlying dermal condensation
makes up a primordium, the first
stage of cutaneous appendage mor-
phogenesis. In the Scaleless chick mu-
tant, which does not form placodes
and has no scales and only a few
scarce feathers, the dense dermis
forms as usual in each pterylae (Vial-
let et al., 1998; Widelitz et al., 2000;
Harris et al., 2004), but the epidermis
is defective in signalling (Sengel and
Abbott, 1963; Dhouailly and Sawyer,
1984; Viallet et al., 1998). The missing
signal from the epidermis can be re-
placed by FGF-2 (Song et al., 1996;
Viallet et al., 1998). In addition, nu-
merous other signalling molecules are
expressed in feather primordia,
among them: different Wnts (Chang et
al., 2004); cAMP, PKC (Noveen et al.,
1995); TGF�2 (Ting-Berreth and
Chuong, 1996a); Shh (Ting-Berreth
and Chuong, 1996b); FGF-10
(Mandler and Neubuser, 2004); Ec-
todysplasin (Houghton et al., 2005);
and BMPs (Jung et al., 1998). They
have been proposed to be classed as
activators (FGF-4, Shh, cAMP,
TGF�2) or inhibitors (BMPs, PKC ac-
tivators) of feather formation (Jung et
al., 1998). The interplay between
these diffusible factors (Jiang et al.,
2004) appears to create a Turing sys-
tem (Turing, 1990) that allows the

emergence of a regular pattern of skin
heterogeneity formed by inter-follicular
skin and follicles. In dorsal chick em-
bryonic skin, feather primordia are ar-
ranged in a hexagonal pattern (Sengel,
1976), resulting from the formation of
successive, alternate rows from the me-
dial line to lateral parts of the embryo.

Until now it has been thought that
this pattern, once formed, is stable,
even after dissection and organotypic
culture of skin. Indeed, the formation
of feather buds in cultured dorsal skin
has been considered to be a continuous
phenomenon, except in the case where
the first midline row was missing
(Novel, 1973). In contrast, our prelimi-
nary studies (reported in Olivera-Mar-
tinez et al., 2004) showed that when

chick embryonic dorsal skin of stage
HH 30 (three first rows of primordia) is
cultured, the feather primordia are lost
within a few hours and are reformed
later. In this report, we take advantage
of this fact to study the role of different
factors in dermal condensation forma-
tion and/or stabilization, whose activity
can be easily modified by pharmaceuti-
cal manipulation of the culture.

For a long time (Wessells, 1965), it
has been known that no cell prolifera-
tion is involved in chick dermal
condensation formation in vivo. The
redistribution of dorsal dermal fibro-
blasts is apparent when the dermal
cell density of a chick embryo is com-
pared between stages HH29 and
HH30 (Fig. 1). At stage HH29 (Fig.

Fig. 1. From dense dermis to dermal condensations in chick dorsal skin from stage HH29 to stage
HH30. A: A transversal section at wing level of a HH29 chick embryo shows the formation of the
dermis (d) underlying the epidermis (ep). B: At this stage, the dermis comprises an upper dense
dermis (dd) and a lower loose dermis (ld). C: Between stage HH29 and HH30, the placode (p) forms
in the epidermis followed by (D) the initiation of a redistribution of cells from the dense dermis to
the dermal condensations (dc). E: A transversal section of a HH30 chick embryo at wing level
shows the feather primordia (fp). F: A feather primordium is composed by a placode overlaying a
dermal condensation (dc). The latter is surrounded by interfollicular dermis (ifd), which has a lower
cell density, as in the mediodorsal semi apteria (mda). A–E: Hematoxylin/Scarlet Biebrich staining.
s, skin. Scale bars � (A) 300 �m; (B,C) 100 �m; (D,F) 130 �m; (E) 400 �m.
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1A,B), the dermis is composed by an
upper dense dermis and a lower loose
dermis. The placode then forms in the
epidermis while there is no cell den-
sity modification in the dermis (Fig.
1C). At stage HH30 (Fig. 1D–F), the
former dense dermis (2.60 nuclei/
1,000 �m3) appears to be redistrib-
uted between dermal condensations
(3.5 nuclei/1,000 �m3) and inter-follic-
ular dermis (1.2 nuclei/1,000 �m3)
(Olivera-Martinez et al., 2001). This
hypothesis of dermal cell redistribu-
tion is supported by in ovo BrdU injec-
tions (Rouzankina et al., 2004), in
vitro studies (Desbiens et al., 1991)
and experiments involving 3[H]Thy-
midine incorporation in culture (Jiang
and Chuong, 1992). Moreover, the late
expression of Shh in the placode and
of Patched, its receptor, in the dermal
condensation, a pathway involved in
cell proliferation, only correlates with
the outgrowth of the feather bud
(Jung et al., 1998; Morgan et al., 1998;
McKinnell et al., 2004b).

Immunological studies or in situ hy-
bridization show that Fibronectin
(Mauger et al., 1982), �1 Integrin
(Jiang and Chuong, 1992), and
Notch-1 (Chen et al., 1997) are ex-
pressed in chick skin dermal conden-
sations and thus might be implicated
in their formation and/or stabiliza-
tion. Integrins play a role in a number
of cell functions, not only cell adher-
ence, via outside-in signalling. Inte-
grins can, for example, modulate the
intracellular Calcium concentration
or the activation of protein kinases
(Clark and Brugge, 1995), which, in
turn, control the expression of genes
implicated in proliferation and differ-
entiation. Likewise, cell-matrix inter-
actions can be modulated by a regula-
tion of Integrin affinity through an
inside-out signal (Bennett and Vilaire,
1979). The switch from a low- to a
high-affinity state occurs via a confor-
mational change in the extra-cellular
domain induced by the cytoplasmic
domain (Takagi et al., 2002). It has
previously been shown that phosphor-
ylation of the cytoplasmic domain of
Integrins by CaMKII induces a switch
from the high- to a low-affinity state,
while de-phosphorylation of this do-
main by Calcineurin has an antago-
nistic effect. Thus, CaMKII can be
considered as a repressor whereas
Calcineurin can be considered as an

activator of the high-affinity state of
the Integrins (Hartfield et al., 1993;
Leitinger et al., 2000). Consequently,
the balance between CaMKII and Cal-
cineurin (two Calcium-dependent pro-
teins) activity might play a role in cell
migration. In addition, the activation
of Integrin via passive influx of Cal-
cium in cells by Ionomycin (Liu and
Hermann, 1978; Kuznetsov et al.,
1992) is known to enhance their inter-
action with Fibronectin (Hartfield et
al., 1993; Hyduk et al., 2006). Phar-
macologically, the addition of Manga-
nese can switch Integrins from a low-
to a high-affinity state (Werfel et al.,
1996; Olsen and Ffrench-Constant,
2005).

Notch signalling has been sug-
gested to play a role either in the bi-
nary choice between the two fates of
skin, i.e., appendage vs. inter-append-
age epidermis, or in the stabilization
of primordia (Weinmaster et al., 1991;
Viallet et al., 1998; Favier et al.,
2000). After fixation of its ligand, the
Notch receptor is cleaved by �-secre-
tase (Pan et al., 2004) and releases the
Notch intracellular domain (NICD),
which functions as a co-transcription
factor leading to the expression of spe-
cific target genes. In angiogenesis
Notch can interact with Integrin (Le-
ong et al., 2002), leading to a switch to
the high affinity state. Moreover, the
interaction of NICD with �1 Integrin
can modify the localization of the
NICD as a function of the extracellu-
lar matrix composition (Leitinger and
Hogg, 2002). A recent study (Campos
et al., 2006) has presented more de-
tails on the interaction of Notch/�1
Integrin using a neural stem cell
model. This interaction apparently oc-
curs only in lipid rafts, which could be
involved in a positive regulation of In-
tegrins.

Another class of proteins that has
been shown to control a large variety
of biological responses that involve
cell movement, such as chemotaxis
and cytokinesis, is the Rho family GT-
Pases (Etienne-Manneville and Hall,
2002). Rho has an impact in specific
rearrangements of actin cytoskeleton,
an essential process for cell migration
(Raftopoulou and Hall, 2004). This
family of proteins can transduce sig-
nal from surface receptors to cytoskel-
eton, the modification of which is de-
pendent upon the member activated

(Nobes and Hall, 1995; Hall, 1998).
Moreover, the Rho-GTPase, RhoB, is
expressed in the embryonic chick skin
placode and is implicated in the mor-
phological changes that are required
for its formation (McKinnell et al.,
2004a). Conversely, the inhibition of
the Rho family GTPases dependent ki-
nase, ROCK (Maekawa et al., 1999),
leads to an absence of placodes.

The aim of this work was to analyse
the functions of Rho family GTPases,
Integrins, and Notch signalling in der-
mal condensation formation and/or
stabilization using our in vitro orga-
notypic culture system. Although our
results were obtained in vitro, we sug-
gest that these factors might also
function in the switch that occurs dur-
ing chick embryonic development that
leads to the formation of dermal con-
densations from a homogeneous dense
dermis.

RESULTS

Impact of Organotypic Skin
Culture on Pre-Existing
Feather Primordia

Chick skin pieces, corresponding to
the entire dorsal spinal pterylae, were
dissected from stage HH-30 embryos
and cultured at the air/liquid inter-
face. Chick dorsal skin had three com-
plete rows of feather primordia when
initially placed in culture. In order to
follow what happens during the initial
time period, we cultured the explants
and fixed them every 3 hr, to a total of
24 hr, to perform histology and in situ
hybridization. At time zero (Fig. 2A),
well-defined primordia consisting of a
placode and a dermal condensation
are present. The inter-follicular re-
gion consists of a loose dermis under-
lying a flat epidermis. After 6 hr, the
primordia are less defined (Fig. 2B).
The dermal fibroblasts cannot have
proliferated, and the apparent in-
crease in density results from a global
contraction of skin components, in-
cluding the extracellular matrix, dur-
ing the first hours of culture. After 12
hr, the skin is homogeneous as the
primordia have disappeared (Fig. 2C).
After 18 hr in culture, dermal conden-
sations reappear (Fig. 2D). This labil-
ity of embryonic skin organization
leads to a temporary loss of the peri-
odic pattern. The disappearance and
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Fig. 2. Dermal reorganization resulting from organotypic culture of chick dorsal skin from HH30 embryos. A: Well-defined feather primordia are
present at t0, they comprise a placode (p), and a dermal condensation (dc). B: After 6 hr, dermal disorganization starts, and the skin appears denser
due to its contraction. C: After 12 hr, the disorganization has resulted in a homogeneous dense dermis (dd), overlying a lower loose dermis (ld). D: At
t0 � 18 hr, new primordia are formed. E: At t0, dermal condensation cells were labelled with DiI microinjection. The condensation territory is delimited
by a yellow dotted line. F: Migration of labelled cells outside the former condensation, although the explant is contracted. A–D: Hematoxylin/Scarlet
Biebrich staining. E,F: Fluorescent microscopy after DiI microinjection. d, dermis; ep, epidermis. Scale bars � (A–D) 150 �m; (E,F) 50 �m.

Fig. 3. Arrest and reinitiation of transcription
in feather primordia concomitant with their re-
organization in organotypic culture. A–C: At t0,
chick embryo dorsal skin exhibits three feather
rows, which express Wnt-7a, BMP-2, and FGF-
10. D–F: Dense dermis reorganization leads to
a down regulation of Wnt-7a, BMP-2, and
FGF-10 transcription after 6, 8, or 9 hr of orga-
notypic culture, respectively. G–I: Transcription
has been autonomously re-induced after 12 hr
of culture. J–L: The pattern is reconstituted af-
ter 18 hr, although with a few irregularities. In
situ hybridization with Wnt-7a (labelling of the
placode), BMP-2 (labelling both of the placode
and the dermal condensation), and FGF-10 (la-
belling of the dermal condensation) RNA
probes. Scale bars � 800 �m.



reappearance of feather primordia can
be followed via time-lapse video (see
Supplementary Video, which can be
viewed at www.interscience.wiley.
com/jpages/1058-8388/suppmat), which
shows a dispersal of the fibroblasts of
the dermal condensation. To confirm
the scattering of fibroblasts to the inter-
follicular region, DiI was microinjected
into dermal condensations (Fig. 2E).
The skin pieces were then placed on
culture grids in order to follow the be-
haviour of labelled cells via time-lapse
videography: some of the cells that dis-
persed from feather primordia (Fig. 2F)
during the dermal disorganization
phase are found in the inter-bud region
after reformation of the condensation.

To analyze the impact of the culture
method on the expression of factors
that are known to participate to
feather primordia formation, we per-
formed in situ hybridization to detect
the presence of BMP-2 (which is found
in both dermal condensation and pla-
code), FGF-10 (in dermal condensa-
tion), and Wnt-7a (in placode) mes-
sages. At time zero, the three rows of
feather primordia express these three
markers (Fig. 3A–C). Their expression
is lost concurrently with the disorga-
nization of the primordia, Wnt-7a ex-
pression is lowered, but not com-
pletely lost, after only 6 hr of culture,
whilst expressions of BMP-2 and
FGF-10 disappear after 8 and 9 hr,
respectively (Fig. 3D–F). The disorga-
nization of the primordia, which leads
to the loss of the periodic skin pattern,
is thus correlated with a down regula-
tion of Wnt-7a expression (number of
cases (n) � 6/7) and the loss of BMP-2
(n � 68/73) and FGF-10 (n � 6/8) ex-
pressions in the placodes, dermal con-
densations, or both.

After the disorganization phase,
which is complete by 10 hr of culture,
Wnt-7a, BMP-2, and FGF-10 begin to
be re-expressed in a pattern resem-
bling that of time 0. The skin starts to
reform defined feather primordia (Fig.
3G–I) (n � 5/5, 37/43, 7/8, respec-
tively). The patterning of the skin ex-
plant is not yet completed by 18 hr of
culture and can show some irregular-
ities (Fig. 3J–L) (n � 6/6, 28/31, 4/5),
but is complete after 24 hr (data not
shown). Via time-lapse video (see Sup-
plementary Video), it is clear that the
new pattern is established de novo, as
it does not coincide with the original.

As migration is strongly suspected
to play a major role in condensation
formation and in the dermis reorgani-
zation, we then studied the migratory
properties of dermal fibroblasts in dif-
ferent culture conditions, as dissoci-
ated cells in adherent or hanging drop
cultures and in organotypic cultures.
As cell migration can be altered via
the action of Rho family GTPases on
the actin cytoskeleton, or Integrins in-
teracting with Fibronectin, we inves-
tigated the effect of different factors
known to interact with these systems.

Dermal Fibroblast Migration
Abilities in Adherent Cell
Culture

We used a wound-healing assay with
freshly dissociated dermal cells to an-
alyze the behaviour of dermal fibro-
blasts in adherent cell culture. At time
zero, 750-�m wounds were made in a
confluent primary dermal cell culture
(Fig. 4A) in which cell proliferation
was inhibited by Thymidine treat-
ment. In the control condition, cells
had migrated and covered the
wounds, only a narrow space (around
75 �m) remaining cell-free by 20 hr
after wounding (Fig. 4B) (n � 5/5).

It was previously shown (McKinnell
et al., 2004a) via in situ hybridization
that RhoA is not expressed in HH-30
embryonic chick skin, and RhoB only
in the placode. Using a RT-PCR (Fig.
4C) on separated epidermis and der-
mis, we confirm that RhoA expression
is absent in both the epidermis and
the dermis. However, we detect the
RhoB expression in both skin compo-
nents. By comparing the ratio of
RhoB/actin in each tissue, we show
that this expression is 4 times higher
in the epidermis than in the dermis.
RhoC is also expressed in both com-
partments. The quality of our tissue
dissociation, and hence purity of the
cell samples, is attested by the fact
FGF10 expression is found only in the
dissected dermis.

Having shown dermal expression of
both RhoB and RhoC, we then added
Y-27632, a specific inhibitor of the Rho-
associated protein kinase (ROCK) (Ue-
hata et al., 1997) in order to perturb cell
migration. In the wound-healing assay,
ROCK inhibition significantly delays
cell migration, a 300-�m gap remains
cell free (Fig. 4D) (n � 5/5). This delay is

even more drastic with activation of In-
tegrins by activation of Calcium signal-
ling via addition of Ionomycin after
wounding, which slows down cell mi-
gration even further, the gap being
around 700 �m (Fig. 4E) (n � 5/5). An-
other way to activate Integrins is to add
Manganese in the culture medium. This
non-specific activation also leads to an
arrest of dermal cell migration in the
wound-healing assay (data not shown)
(n � 4/5).

In order to distinguish an eventual
cell spreading from a true migration
in the wound healing assay, we have
quantified the effect of these mole-
cules on cell migration through a
membrane in various conditions (Fig.
5). This assay was done with or with-
out 10% of FBS, as an attracting fac-
tor, to emphasize cell migration. Each
measure was compared to the highest
migration that occurs under control
condition with 10% FBS. Without this
attracting factor, cell migration is de-
creased by 71%. In the presence of
FBS, the inhibition of Rho-associated
protein kinase decreases the number
of migrating cells by 39%. This de-
crease is even more notable with the
addition of Mn2� (�56%), with the
strongest effect occurring with the ac-
tivation of Calcium signalling via
Ionomycin (�71%).

Dermal Fibroblast
Aggregation in Hanging
Drop Culture

In order to mimic the formation of der-
mal condensations in vitro by dis-
persed fibroblasts, we used the micro-
mass formation method (Stott and
Chuong, 2000) with 25,000 cells in a
10-�l hanging drop, to follow cell ag-
gregation. Two steps can be distin-
guished. First, aggregations of cells to
form a condensation, where cells out-
line are clearly distinct. Then, a sec-
ond step, called the compaction phase,
where the aggregate condenses so
that the individual cell outlines are no
longer distinguishable. After 24 hr,
untreated dermal fibroblasts have un-
dergone cell aggregation (Fig. 6A) (n �
251/275), whereas ROCK inhibition
leads to the formation of a loose cell
network (Fig. 6B) (n � 239/275),
which supports a role for Rho family
GTPases in cell aggregation. Modifica-
tion of Integrin regulation by Ionomy-
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cin activation of Calcium signalling
leads to a more rapid aggregation
than in the control with compaction
occurring after only 24 hr (Fig. 6C)
(n � 237/275) instead of 48 hr. Sur-
prisingly, non-specific activation of In-
tegrins in the high-affinity state by
Manganese leads to a defect in aggre-
gation of dermal cells (data not
shown) (n � 112/150). To investigate

the role of Fibronectin, one of the pos-
sible Integrin ligands in skin, we
added a Fibronectin-blocking anti-
body B3/D6 to the culture medium
(Harrisson et al., 1993). As expected,
this prevented a normal fibroblast ag-
gregation. A low cell density aggrega-
tion is formed, many cells remaining
outside of this aggregation (Fig. 6D)
(n � 87/100).

Thus, formation of dermal fibroblast
aggregation in vitro appears to rely on
dermal fibroblast aggregation via In-
tegrins on Fibronectin, as well as on
ROCK activation. Is this also the case
for the formation of dermal condensa-
tions in vivo? In order to study this,
we used short-term organotypic skin
culture.

ROCK Inhibition Delays the
Dermal Cell Spreading and
Leads to a Disorganized
Pattern in Organotypic
Culture

As the Rho-associated protein kinase
may be implicated in the fibroblast
migration in the dermal condensation,
we used its inhibitor (Y-27632) in or-
ganotypic culture to analyze its effect
while the dermis is undergoing reor-
ganization. At time zero, the skin frag-
ment displays three rows of feather
primordia (Fig. 7A). After 8 hr of cul-
ture with inhibition of ROCK, there is
no loss of BMP-2 expression (Fig. 7B)
(n � 8/10), which occurs in the control
condition (Fig. 3E). After 12 hr of cul-
ture, there is a loss of BMP-2 expres-
sion in the lateral rows while the me-
dial row still expresses BMP-2 (Fig.

Fig. 4. Alteration of dermal fibroblast migration following ROCK inhibition or ionomycin treatment
in adherent cell culture. A: At t0, primary dermal fibroblasts, treated with Thymidine to block the cell
proliferation, were plated, grown to confluence, and wounds were made with a plastic tip.
B: Twenty hours later, in the absence of proliferation, dermal fibroblasts have almost recovered the
wound in the control medium. C: RT-PCR on freshly dissociated dermis and epidermis shows a
lack of RhoA expression in both tissues whereas RhoB and RhoC are expressed in both dermis and
epidermis. Using ImageJ software, we estimated the ratio of RhoB/actin in both tissues; the
epidermis expresses 4 times more RhoB than the dermis. FGF10 expression is the control of a non
contamination during the dissociation. D: The inhibition of ROCK leads to a delay in cell migration.
E: An activation of Integrins by the increase of intracellular Calcium decreases the migration of
dermal fibroblasts. In the wound-healing test, Ionomycin (1 �M) and ROCK inhibitor (10 �M) were
added immediately after wounding. Scale bars � 750 �m.

Fig. 5. Modification of dermal fibroblast cyto-
kinesis by various factors. A freshly dissociated
dermal cell suspension was added to a cell
culture insert and a chemoattractive (10% FBS)
or a control (without FBS) medium placed on
the other side of the 8-�m pore membrane. The
migration is evaluated by a fluorescent method.
The highest migration is obtained with 10%
FBS and other measures were compared to
this. Without FBS, there is a cell migration de-
crease (29%). Perturbation of the dermal cell
migration capability is clearly obtained with the
use of the attracting factor combined with
ROCK Inhibitor (61%), Manganese (44%), or
Ionomycin (29%). In this assay, Ionomycin (1
�M), Mn2� (1.5 �M), and ROCK inhibitor (10
�M) were incubated with cells 15 min before the
test.
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7C) (n � 6/9). After 24 hr of culture,
primordia are present all over the skin
piece, but their pattern is irregular
(Fig. 7D) (n � 8/9). After 48 hr, pri-
mordia have heterogeneous sizes,
shapes, and location throughout the
skin fragment (Fig. 7E) (n � 9/9). This
pattern perturbation is striking when
it is compared to the control (Fig. 7F)
(n � 5/5).

Integrin and Fibronectin
Involvement in Dermal
Condensation Formation in
Organotypic Culture

Fibronectin expression is high in der-
mal condensations and in the upper
layer of dense dermis, prior to dermal
condensation formation (Fig. 8A,B).
�1 Integrin expression was previously
shown to be increased in dermal con-

densations (Jiang and Chuong, 1992),
potentially implicating this Fibronec-
tin receptor in this formation. To con-
firm its role, we cultured skin with the
Fibronectin-blocking antibody (B3/
D6). We added the B3/D6 antibody af-
ter the disorganization step (8 hr of
culture) to analyze only the action of
Fibronectin in dermal condensation
formation. After 12 hr of culture,
whereas dermal cells start to aggre-
gate in control condition (Fig. 3H), af-
ter the addition of the B3/D6 antibody
no dermal condensations can be seen
(Fig. 8C) (n � 5/7). After 18 hr, dermal
condensations are present, although
they are not well defined in the caudal
part of the skin piece (Fig. 8D) (n �
3/4). Moreover, dermal condensation
formation is delayed compared to the
control (Fig. 3K). This is confirmed by
the fact that after 48 hr with the

B3/D6 antibody, some condensations
are present, but their outlines and
pattern are not well-defined (Fig. 8E)
(n � 7/9), while in the control
(TROMA III antibody), feather pri-
mordia had formed and even begin to
grow up to the bud stage (Fig. 8F) (n �
9/9).

To determine the role of Integrins in
dermal condensation lability, we acti-
vated Integrins to the high-affinity
state by the addition of Manganese to
the culture medium. At time zero, the
skin piece has three rows of feather
primordia (Fig. 9A). After 8 hr in con-
trol culture conditions, the expression
of primordium specific factors is lost
(Fig. 3E). In contrast, when Integrins
are maintained in the high-affinity
state with the use of Mn2� the dermal
condensations are stabilized and do
not disappear (Fig. 9B) (n � 7/9). An-
other method used to test the pro-
posed function of Integrins in the sta-
bilization of dermal condensations
was to activate Calcium signalling in
dermal cells with Ionomycin. We per-
formed 8-hr organotypic cultures with
Ionomycin. Moreover, to focus on the
role of Calcineurin, a Calcium-depen-
dent phosphatase, we added Cyclo-
sporin A, a Calcineurin inhibitor (Fru-
man et al., 1992), to certain of the
cultures. As with other experiments,
at time zero the skin explant had
three rows of feather primordia. The
activation of Calcium signalling with
Ionomycin leads to stabilizations of
BMP-2 expression and feather pri-
mordia (Fig. 9C) (n � 37/43), whereas
in the control condition both BMP-2
expression and feather primordia are
lost (Fig. 3E). The activation of Cal-
cium signalling via Ionomycin with
the concurrent inhibition of Cal-
cineurin (Calcium-dependent phos-
phatase) (Fig. 9D) (n � 19/27) leads to
a lowering of BMP-2 expression and
none of the stabilization of the feather
primordia observed with the Ionomy-
cin treatment only.

To confirm the effect of Ionomycin
on feather primordium development,
we cut skin pieces along the medial
row, the left half being cultured in
control condition and the right half
with Ionomycin. After 48 hr of culture,
the control skin piece had round, al-
most flat feather primordia (Fig. 9E)
(n � 6/7), whereas in the presence of
Ionomycin, the feather primordia had

Fig. 6. Simulation of dermal condensation formation using micromasses. A: Dermal fibroblasts
(25,000), previously treated with Thymidine to block cell proliferation, were cultured in hanging
drops. In control medium, they aggregate and condensate after 24 hr. B: Inhibition of ROCK leads
to a lacunar network, with formation of a few aggregates. C: Activation of Calcium signalling leads
to a premature compaction of micromasses. D: There is a low cell density aggregate formation
when Fibronectin-blocking antibody is added to the culture medium. Ionomycin (1 �M), ROCK
inhibitor (10 �M), and Fibronectin-blocking antibody (1 �g/ml) were added at t0. Scale bars � 100
�m.
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progressed to elevated feather buds
oriented in the caudal direction (Fig.
9F) (n � 5/7). Thus, in Ionomycin-
treated skin fragments, the stabiliza-
tion of dermal condensation allows the
continued outgrowth of feather pri-
mordia, while in the control the
feather primordia formation resets to
the beginning, resulting in a delay of
their outgrowth.

Fig. 8. Fibronectin expression and formation of dermal condensation in organotypic culture. A,B: At time zero, immunodetection of Fibronectin shows
a strong expression in dermal condensation (dc) in comparison to interfollicular region. There is also high expression in the upper layer of the dense
dermis (dd). The addition of Fibronectin-blocking antibody after 8 hr of culture leads (C) to an absence of the dermal condensation formation at t12 and
(D) to an alteration of this formation after 18 hr of culture. E: After 48 hr of culture with the Fibronectin-blocking antibody, the feather primordia are
not well defined. F: After 48 hr in the control condition (in the presence of an isotype-matched control antibody: TROMA-III), the dorsal skin is covered
with elongated feather buds regularly patterned all through the skin. Antibody B3/D6. Counterstaining with DAPI. Ep, epidermis; p, placode. The B3/D6
antibody (5 �g/ml) was added at t8. C,D: In situ hybridization with BMP-2 RNA probe. Scale bars � (A) 80 �m; (B) 30 �m; (C–F) 800 �m.

Fig. 7. ROCK inhibition delays the loss of con-
densation-specific transcript expression and
leads to a disorganized primordia pattern in
organotypic culture. A: At t0, chick embryo dor-
sal skin exhibited 3 feather primordium rows.
B: The loss of BMP-2 expression does not oc-
cur after 8 hr in control in the ROCK inhibition
condition compared with Figure 3E. C: This loss
occurs after 12 hr. D: Re-induction occurs after
24 hr. E: Note that after 48 hr, the perturbation
of dermal cell migration leads to heterogeneity
of primordium size, shape, and localization, re-
sulting in an abnormal pattern in comparison to
the control (F). In organotypic culture, the
ROCK inhibitor (Y-27632) (15 �M) was added at
t0. Scale bars � 800 �m.
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Preventing Notch Signalling
Leads to an Alteration of
Patterning in Organotypic
Culture

To assess the role of Notch signalling
in the patterning of feather primordia,
we inhibited �-secretase, which is re-
quired for Notch activation, by addi-
tion of L-685,458 (van Es et al., 2005)

in organotypic culture medium. At
time zero, chick embryo dorsal skin
exhibits three rows of primordia (Fig.
10A). After 18 hr, that is, at the end of
the reorganization phase, rectangular
primordia have formed, which, in the
medial part of the skin explant, are
the result of lateral fusions of prospec-
tive round primordia, or in the lateral
part, of fusions of primordia from the
fifth to seventh rows on the rostro-
caudal axis (Fig. 10B) (n � 11/15). Af-
ter 48 hr, the fused primordia gave
rise to giant feather buds (data not
shown). Thus, the absence of Notch
signalling does not inhibit primordia
formation, but instead leads to a flu-
idity/lability of their boundaries. Con-
sequently, the Notch system is not in
control of the initial events in feather
morphogenesis, i.e., the formation of
the placode, then of the dermal con-
densation, but rather it is involved in
boundary formation and mainte-
nance.

DISCUSSION

We have developed a model to study
the initial steps of cutaneous append-
age primordium formation in organo-
typic culture. The loss and the reini-
tiation of differentiation in vitro show
that this process is autonomous as it

occurs in skin dissected from the em-
bryo, thus isolated from any influ-
ences of the underlying organs. This
phenomenon allow us to study the im-
pact of different factors by modifying
the culture medium, and it could be
also useful to establish the order of
expression of different genes. Alto-
gether, our results, although obtained
in vitro, strongly suggest that feather
primordium in vivo morphogenesis
might also be due to cell rearrange-
ment and migration rather than dif-
ferential proliferation.

Wnt-7a has been implicated in the
growth of cutaneous appendages as it
is expressed throughout the feather
placode and then in the posterior half
of the feather bud epidermis (Chuong
et al., 1996; Widelitz et al., 1999).
Wnt-7a is also uniformly expressed
where the future placode will form,
before the thickening of the epidermis,
as shown for the chick scale develop-
ment (Prin et al., 2004). In our present
work, Wnt-7a expression is the first of
those factors analyzed to decrease. It
might, therefore, be involved in the
determination of the placode itself as
well as later its proximodistal orienta-
tion and growth. Epidermal cells of
the placode express factors that pro-
mote dermal condensation formation

Fig. 9. Role of Integrins in dermal condensa-
tion formation shown by modulation of interac-
tion with Fibronectin and role of Integrin affinity
in organotypic culture. A: At t0, skin fragments
exhibit three feather rows. B: Addition of Man-
ganese to the culture medium prevents the loss
of BMP-2 expression from t0 to t0�8 hr. C: Ad-
dition of Ionomycin to the culture medium also
leads to a stabilisation of BMP-2 expression. D:
This stabilisation is drastically reduced when
Cyclosporin A is added in addition to Ionomy-
cin. E,F: When dorsal skin is cut in two pieces
through the mid-line, the control (E) has flat
feather primordia after 48 hr of culture, while the
Ionomycin-treated fragment (F) exhibits elon-
gated feather buds. Fibronectin-blocking anti-
body (5 �g/ml), Mn2� (5 �M), Ionomycin (1 �M),
and Cyclosporin A (25 �g/ml) were added at t0.
Scale bars � (A–D) 800 �m; (E,F) 200 �m.

Fig. 10. Perturbation of the pattern after inhibition of Notch/Delta signalling in organotypic culture.
A: At t0, three feather primordium rows are arranged in alternate rows (quincunx). B: Feather
primordium fusions (arrows) occur at t0�18 hr. In situ hybridization with BMP-2 RNA probe. The
�-secretase inhibitor L-685,458 (15 �M) was added at t0. Scale bars � 800 �m.
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(Cadi et al., 1983; Dhouailly and Saw-
yer, 1984; Chuong et al., 1996). These
factors may have direct or indirect tar-
get genes, some of them being ex-
pressed in dense dermis, then in the
dermal condensation, and they work
together to create the microenviron-
ment of the primordium. The decrease
of placodal gene expression in our cul-
ture of skin fragments appears to be
succeeded by the loss of gene expres-
sion in dermal condensation. Thus,
BMP-2, which is expressed both in
placode and dermal condensation
(Jung et al., 1998), and then FGF-10
(known to promote cell proliferation;
Tao et al., 2002) in the dermal conden-
sation, disappear, apparently sequen-
tially. Nevertheless, this proposed se-
quence needs to be confirmed by other
studies.

After the loss of this microenviron-
ment, the isolated and cultured dorsal
skin redifferentiates to form feather
primordia autonomously and de novo.
Reformation of dermal condensations
that contain cells from both the previ-
ous dermal condensations and the in-
ter-follicular domain, shows the plas-
ticity of dermal cells at stage HH30.
This result is supported by a separate
previous experiment of Dr. Chuong’s
laboratory (Jiang et al., 1999) in
which dermal cells were completely
dissociated followed by re-association,
with the result that cells that had pre-
viously been found in the dermal con-
densation could be found in the inter-
follicular dermis after reformation of
the condensations. Moreover, this new
pattern can show some irregularities
even in the control conditions. How-
ever, striking differences occur only
when the dermal cell migration or the
stabilization is disturbed (see below).

A previous work (McKinnell et al.,
2004a) showed that there is no RhoA
or RhoB expression in the dermis,
while RhoB is expressed in the epider-
mis, and that the use of a specific
ROCK inhibitor prevents the forma-
tion of the placode. The implication of
RhoB in the maintenance of the mor-
phogenetic program leading to feather
bud development is thus well demon-
strated. Our RT-PCR results show
that, firstly, RhoB is expressed at a
low level in the dermis, maybe not
enough to be detected by in situ hy-
bridization in comparison to its strong
expression in the placode; and, sec-

ondly, that RhoC is expressed in both
the dermis and the epidermis. Specific
inhibition of ROCK, thus, not only al-
ters the formation of the placode, but
also can have an impact on fibroblast
migration in cell culture. The disrupt-
ing of primordia formation thus could
be due to a combination of effects on
both the epidermis and the dermis.
The dense dermis organization, thus,
could require fibroblast migration via
the action of Rho family GTPases on
the actin cytoskeleton.

This migration also involves the dy-
namic regulation of Integrin affinity.
In cell migration assays, as well as in
micromass formation and in organo-
typic culture, modifications of Integrin
affinity, as of Rho family GTPases ac-
tivity, lead to perturbations of dermal
fibroblast properties, i.e., their capac-
ities for migration and aggregation.
Integrins, thus, play an important
role in dermal condensation forma-
tion. Positive regulation of Integrins
by intracellular Calcium accelerates
micromass formation, even though
switching to the high-affinity state via
Mn2� activation leads to a defect of
cell aggregation.

In the cell migration assay, we
showed that the activation of Calcium
signalling induced a decrease in cell
migration; this result was confirmed
in the organotypic culture, but not in
the micromass formation. These ap-
parently opposing effects might arise
from the fact that in organotypic cul-
ture, we started with formed dermal
condensations, while in the micro-
mass method, we induced this forma-
tion from a homogeneous cell suspen-
sion.

When Fibronectin is blocked in or-
ganotypic culture, dermal condensa-
tions are more diffuse than in control
conditions. Our results are in accor-
dance with a previous study (Jiang
and Chuong, 1992), which has shown
that the inhibition of the interaction
between �1-Integrin and Fibronectin
leads to defects of dermal condensa-
tion formation. So, cells might use this
Integrin ligand to migrate during der-
mal condensation formation. With ac-
tivation of Integrins by intracellular
Calcium, or with Manganese, the la-
bility of the dermal condensations is
not observed. The preformed rows do
not disappear and the development
continues without the microenviron-

ment being lost. Thus, the mainte-
nance of cell adhesion is a key factor
for the maintenance of expression of
the different genes, such as BMP-2,
Wnt-7a, and FGF-10, that are in-
volved in cutaneous appendage forma-
tion. The activation of Integrins plays
a direct or indirect signalling role dur-
ing activation of these genes, as well
as for the maintenance of their expres-
sion. Contradictory results are ob-
tained by the activation of Integrins
via Calcium or Manganese. In the mi-
cromass formation, the Calcium acti-
vates this formation whereas the
Manganese inhibits it. This difference
might come from the mechanism of
Integrin activation: the Manganese,
by its direct fixation on the MIDAS
domain (Leitinger et al., 2000),
switches Integrins in a high-affinity
state, whereas activation of calcium
signalling modifies the regulatory
pathway of Integrin affinity. In the
organotypic culture, we obtained the
same result with Calcium and with
Manganese. In both methods, the
complete switch in the high-affinity
state of Integrins fixed the initial sit-
uation (dispersed cells for the micro-
mass formation and maintenance of
dermal condensations in organotypic
culture). The Integrin activation leads
to the maintenance of the feather pri-
mordium.

A recent study using conditional
knockout mice showed that deletion of
Notch-1 in the epidermis leads to ab-
normal hair development (Vauclair et
al., 2005). In our culture model, Notch
signalling is inhibited in both epider-
mal and dermal cells. Due to the con-
tact-dependent, trans-acting nature of
the Notch ligands/receptor complex,
the cellular reorganization of dense
dermis, and consequent loss of cell
contact, the Notch signal might be lost
in the first hours of culture. The inhi-
bition of this signal, by use of a
�-secretase inhibitor, does not inhibit
primordium formation, but leads to a
perturbation of pattern establishment
by fusion of some primordia. Fusion of
primordia might reflect a dynamic re-
quirement of Notch signalling for the
maintenance of the dermal condensa-
tion. The most common hypothesis of
the role of the Notch system in bound-
ary formation and in segregation of
one cell type from another has been
previously described in other models
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such as axial skeletal formation (Bul-
man et al., 2000) and chondrogenesis
(Fujimaki et al., 2006). Here we show
that Notch signalling appears to be
implicated not in the initial choice be-
tween the two fates of embryonic skin,
but in a later step to allow stabiliza-
tion of the newly formed pattern. To
go further, a new hypothesis could be
developed in regard to the interaction
between the NICD and �1 Integrin.
Indeed, to enhance the efficiency of
Integrins signalling (inside-out and
outside-in), there could be a clustering
of �1 Integrin and Notch-1 to facilitate
the interaction of the NICD and �1
Integrin. A study on neural stem cells
has proposed a model of differentia-
tion based on free concentration of the
NICD (Campos et al., 2006). They
have shown an interaction between
the NICD and the intracellular tail of
�1 Integrin and have proposed that
this interaction could modify NICD lo-
calization as a function of the extra-
cellular matrix composition. With Fi-
bronectin, there is strong interaction
between the NICD and �1 Integrin,
resulting in a low pool of free NICD.
This would prompt cells to migrate
and/or to commit to differentiation.
So, interaction of Notch and Integrins
might lead to inside-out and out-
side-in signalling via modifications of
Integrin affinity, and intracytoplas-
mic concentration of the NICD. This
could be a good hypothesis to explain
many aspects of dermal condensation
formation. On the dermal condensa-
tion domain, characterized be a high
amount of Fibronectin, there could be
a strong NICD/�1 Integrin interac-
tion, leading to a switch of Integrins to
a high-affinity state, necessary for
dermal condensation stabilization,
with low nuclear NICD, which pro-
motes dermal cell differentiation.

In conclusion, Integrins might play
at least two important roles in dermal
condensation formation: firstly, in the
migration of dermal fibroblasts to the
appendage domain via engagement of
Integrins on Fibronectin, and, sec-
ondly, in their stabilization via inter-
action with Notch intracellular do-
main. Furthermore, the stability of
the feather dermal condensation
boundaries allows, via cell adhesion
and outside-in signalling, cell differ-
entiation by sending signals required
for at least the maintenance, and per-

haps even the activation, of the ex-
pression of several genes known to be
essential for cutaneous appendage for-
mation. Although there are many
studies showing similarities of feather
formation between in vivo and organo-
typic culture (Novel, 1973; Sengel,
1976; Jung et al., 1998), our results,
having been obtained in vitro, should
be generalized with care, and con-
firmed with new in vivo experiments.

EXPERIMENTAL
PROCEDURES

Chick Embryos and
Materials

Fertilized chicken eggs (JA957 strain,
SFPA, St Marcellin, France) were in-
cubated at 38°C until the embryos
reached Hamburger Hamilton stage
30 (corresponding to 3 rows of feather
primordia) (Hamburger and Hamil-
ton, 1992). Ionomycin, �-secretase in-
hibitor (L-685,458), ROCK Inhibitor
(Y-27632), and Cyclosporin A were
purchased from VWR International
(France).

Organotypic Cultures

Seven-day chick embryo (stage HH
30) dorsal skins were dissected as a
single piece starting from the wing to
the femoral level, or cut in two sym-
metrical fragments. They were placed
on a liquid-permeable plastic sheet
(cellophane) in organ culture dishes
(Dominique Dutcher, France) at the
air-liquid interface and cultured with
DMEM (Gibco) containing 10% FBS
and 0.2% Gentamycin (Sigma-Al-
drich) for the times indicated in the
figure legends.

Antibodies

The B3/D6 hybridoma (monoclonal
antibody specific for avian fibronectin)
and the TROMA-III hybridoma
(monoclonal antibody specific for rat
cytokeratin 19, used as an isotype con-
trol for B3/D6), developed, respec-
tively, by D.M. Fambrough, W. Half-
ter, and R. Kemler, were obtained
from the Developmental Studies Hy-
bridoma Bank developed under the
auspices of the NICHD and main-
tained by The University of Iowa, De-
partment of Biological Sciences, Iowa
City, IA 52242. Primary antibody was

detected with a secondary antibody di-
rected against the appropriate species
labelled with Alexa Fluor-546 (Molec-
ular Probes, Eugene, OR). Nuclei were
routinely counterstained with DAPI
(Sigma-Aldrich).

Histological Study

Skin explants were fixed in ethanol
95%/acetic acid 5%, and embedded in
paraffin. Sections (7 �m) were stained
with Hematoxylin/Scarlett Biebrich.

DiI Labelling

Microinjections of 0.2 to 1 �l of DiI (2
�g/ml in DMSO) (Sigma-Aldrich) were
performed in dermal condensations at
the femoral level in the medial row of
HH 30 chick embryo dorsal skin with
a Transjector 5246 (Eppendorf). DNA
was stained with Hoechst 33342
(Sigma-Aldrich) to identify high nuclei
density regions such as dermal con-
densations. Explants were then cul-
tured for the times indicated in the
figure legend.

In Situ Hybridization

The chick FGF-10 probe was cloned
via PCR into the pGEM-T Easy vec-
tors (Promega, France) (based on its
published sequence; Ohuchi et al.,
1997). The chick Wnt-7a probe was a
gift from Dr. C. Logan (U.K.). The
chick BMP-2 probe was a gift from Dr.
A.-H. Monsoro-Burq (Monsoro-Burq
et al., 1996). Alkaline phosphatase-la-
belled in situ hybridizations were car-
ried out as previously described
(Wilkinson and Nieto, 1993).

Molecular Biology

Dorsal skin (HH30) pieces were sepa-
rated into dermis and epidermis after
5 min of Trypsin 2.5%/Pancreatin 4%
(Sigma-Aldrich) treatment. Tissues
were mechanically dissociated into
single cell suspension. RNAs were iso-
lated with the High Pure RNA tissue
kit (Roche). Reverse transcription of
mRNA was performed with the Super-
Script First-Strand synthesis system
(Invitrogen, La Jolla, CA). Polymerase
Chain reaction was done with the Taq
Polymerase (Promega, Madison, WI).
Reactions have migrated in a 1% aga-
rose gel and pictures were analyzed
with the ImageJ software (NIH).
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Primers used, cActine sense: AGAC-
CTTCAACACCCCAGC; cActine anti-
sense: TGATTTTCATTGTGCTAGG;
cFGF10 sense: GTTTCAGTACAAT-
GTGCAAATGG; cFGF10 antisense:
AGTTCCTTCATCTATGACATTAC;
cRhoA sense: TCAATCGATAGTCCT-
GATAGT; cRhoA antisense: TAT-
AAGAGAAGGCACCCGGAC; cRhoB
sense: GCGCAACGACGAGCACGT-
GCG; cRhoB antisense: TATAGGAC-
CTTGCAGCAATTG; cRhoC sense:
ACTACATCGCCGACATTGAGG;
cRhoC antisense: TCACAGCAG-
CGGGCAGCCCCG.

Wound-Healing Test

A fresh single cell suspension of der-
mal fibroblasts was prepared. Cells
were cultured at 780 cells/mm2 dish
with DMEM, 10% FBS, 0.2% Genta-
mycin, and 2 mM Thymidine (VWR
International) to arrest cell prolifera-
tion. Wounds were made with a plas-
tic tip after 12 hr of culture. Pictures
were taken 20 hr after wounding.

Cell Migration Assay

A fresh single cell suspension of der-
mal fibroblasts was prepared. For
each condition, 250,000 cells were
used in the Innocyte cell migration as-
say, 24-well plate (VWR Interna-
tional) (Lauffenburger, 1996). The mi-
gration was measured after 10 hr of
migration by the fluorescence due to
the Calcein-AM dye. Fetal Bovine Se-
rum was used as an attracting factor
for cells.

Micromasses Culture

A fresh single cell suspension of der-
mal fibroblasts was prepared. Ten mi-
croliters of a 2.5 � 106 cells/ml sus-
pension, with DMEM 10% FBS
(Fibronectin-depleted), 0.2% Genta-
mycin, were spotted as hanging-drop
cultures. Pictures were taken after 24
hr of culture.

Immunofluorescence

Seven-day chick embryos (stage HH30)
were fixed in Paraformaldehyde 4%, 30
min at 4°C. They were cryoprotected
with an infiltration of 30% Sucrose
overnight at 4°C and then embedded in
OCT-compound, sectioned (7 �m), and
stored at �80°C.
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Abstract 

During embryonic development, feathers first appear as primordia consisting of an 

epidermal placode associated with a dermal condensation. In most previous studies, the BMPs 

have been proposed to function as inhibitors of the formation of cutaneous appendages 

(Pummila et al., 2007). We demonstrate that the function of BMPs is actually quite nuanced: 

BMP-2 and BMP-7, which are expressed in both skin components, act antagonistically and 

yet are both required for the formation of dermal condensations. BMP-7, the first to be 

expressed, is implicated in chemotaxis which leads to cell recruitment to the condensation, 

whereas BMP-2, which is expressed later, leads to an arrest of the cell migration, likely via its 

modulation of the Fibronectin EIIIA domain expression. We propose a mathematical model, a 

reaction-diffusion system, based on cell proliferation, chemotaxis and the timing of BMP-2 

and BMP-7 expression, which simulates the endogenous situation and reproduces the negative 

effects of excess BMP-2 or BMP-7 on feather patterning.  
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Abstract 

During embryonic development, feathers first appear as primordia consisting of an 

epidermal placode associated with a dermal condensation. In most previous studies, the BMPs 

have been proposed to function as inhibitors of the formation of cutaneous appendages 

(Pummila et al., 2007). We demonstrate that the function of BMPs is actually quite nuanced: 

BMP-2 and BMP-7, which are expressed in both skin components, act antagonistically and 

yet are both required for the formation of dermal condensations. BMP-7, the first to be 

expressed, is implicated in chemotaxis which leads to cell recruitment to the condensation, 

whereas BMP-2, which is expressed later, leads to an arrest of the cell migration, likely via its 

modulation of the Fibronectin EIIIA domain expression. We propose a mathematical model, a 

reaction-diffusion system, based on cell proliferation, chemotaxis and the timing of BMP-2 

and BMP-7 expression, which simulates the endogenous situation and reproduces the negative 

effects of excess BMP-2 or BMP-7 on feather patterning.  



 3

Introduction 

The chick skin can be divided into different domains: pterylae (feather area), semi-

apteria (with a few feathers) and apteria (glabrous area) (Mayerson and Fallon, 1985; Sengel, 

1976). The future pterylae are characterized by the formation of a dense dermis (Sengel, 

1976). In the back skin, this occurs from days 5 to 6.5 of incubation (stages HH25 to HH29 

(Hamburger and Hamilton, 1951)), and at day 7 (HH30) the midline, where the first row of 

feather will appear, undergoes a further density increase. Before the cell migration leading to 

dermal condensation formation occurs, cells proliferate until a threshold is reached (2.60 

nuclei/1000µm3 (Desbiens et al., 1991; Jiang and Chuong, 1992; Wessells, 1965)). By 

contrast, in semi-apteria the cell density remains under this threshold: 2.0 nuclei/1000µm3 for 

the dorso-scapular and 0.9 nuclei/1000µm3 for the mid-dorsal semi-apteria (Olivera-Martinez 

et al., 2001). When the cell density has exceeded the 2.60 nuclei/1000µm3 threshold, cell 

proliferation stops and there is redistribution (Michon et al., 2007) of dermal cells to form 

dermal condensations (5.52 nuclei/1000µm3, (Wessells, 1965)) under epidermal placodes. 

Together, these two structures form the feather primordium. The lateral propagation of this 

process creates a hexagonal feather pattern (Sengel, 1976).  

The cross-talk between the epidermis and the dense dermis, leading to feather 

morphogenesis (Dhouailly, 1977), involves numerous pathways (for a review: (Chuong, 

1998)). However, the orchestration of the dialogue within the narrow time window of feather 

primordium formation is not yet clearly established. The different signals have been classified 

either as activators (FGFs, Shh, cAMP, TGFβ2…) or as inhibitors (BMPs, PKC activators…) 

of this process (Jung et al., 1998). The FGF pathway is implicated in both epidermal and 

dermal differentiation (Tao et al., 2002; Widelitz et al., 1996). In particular, epidermal FGF-2 

expression is involved in dermal condensation formation via its chemotaxic effect on 

fibroblasts (Song et al., 1996; Song et al., 2004; Viallet et al., 1998). In what concerns the 
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BMP family, three members are expressed in the feather primordium domain. BMP-2 and 

BMP-4 belong to the same subgroup and share redundant pathways, whereas BMP-7 belongs 

to another subgroup (Miyazono et al., 2005). BMP-2 is initially expressed in the preplacodal 

epidermis, then its expression is restricted in the placode and in the dermal condensation 

during its formation (Noramly and Morgan, 1998). BMP-4 transcripts are detected only in the 

forming dermal condensation (Noramly and Morgan, 1998). BMP-7 transcripts are initially 

detected throughout the epidermis before placode formation and subsequently its expression is 

restricted to the follicular domain, in both dermis and epidermis before dermal condensation 

formation, and is maintained after primordium formation (Harris et al., 2004). BMP-2 

expression is described as earlier than BMP-4 (Houghton et al., 2005), and the BMP-2 

expression has been proposed to be later than BMP-7 (Harris et al., 2004). The regulation of 

BMP-2 and BMP-4 expression in chick embryonic skin is still unknown whilst BMP-7 is 

differentially regulated in the two skin components. BMP-7 is expressed early in the 

epidermis, under the control of an yet unknown dermal signal, whereas its dermal expression 

is regulated by the canonical Wnt signaling from the placode (Harris et al., 2004). 

The BMP pathway is currently considered as an inhibitor of feather (Jung et al., 1998) 

as well as hair or even tooth formation (Pummila et al., 2007). The application of BMP-4 

coated beads on explanted chick HH28 (E6) dorsal skin inhibits adjacent feather bud 

formation (Jung et al., 1998). In addition, over-expression of BMP-4 in the chick embryo 

dorsal skin, via infection with a BMP-4 expressing RCAS virus, leads to the formation of 

glabrous areas (Noramly and Morgan, 1998). However, the different studies addressing the 

role of BMPs in feather formation appear to be contradictory. The application of BMP-7 

coated beads leads to an inhibition of feather formation (Patel et al., 1999), whereas its 

expression has more recently been shown to be required (Harris et al., 2004). Likewise, an 

ectopic feather forming dermis can be obtained in two opposite ways: by the inhibition of 
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BMP pathway at HH13 (E2), following the graft of Noggin producing cells in the mid-ventral 

apterium (Fliniaux et al., 2004), or at HH22 (E4) by the graft of a bead coated with BMP-4 in 

the dorso-scapular semi-apterium (Scaal et al., 2002). These apparently contradictory results 

might be explained by body location, as the molecular mechanisms responsible for the 

establishment of the early dermis in the back and the ventral region are different (Fliniaux et 

al., 2004; Olivera-Martinez et al., 2002). With respect to the contradictory results for the back 

region ((Jung et al., 1998; Noramly and Morgan, 1998; Patel et al., 1999) versus (Scaal et al., 

2002)), it might be noticed that in those experiments the amounts of BMP are quite different, 

which involves differences in the duration of activation of  the BMP pathway. The use of 

RCAS infection (Noramly and Morgan, 1998) or high concentration coated beads (660µg/ml) 

leads to an inhibitory effect (Jung et al., 1998), while the used of low concentration coated 

beads (20µg/ml) (Scaal et al., 2002) led to activation. Other results also appear to contradict 

the dogma according to which the BMP signaling is required to be inhibited to allow 

cutaneous appendage formation. Msx-1 and Msx-2, two BMP target genes, are expressed in 

the placode (Noveen et al., 1995). Two principal BMP signaling antagonists have been 

identified in chick skin, Follistatin and Drm/Gremlin. Although Follistatin expression, 

regulated by BMP-7, initially occurs throughout the follicular domain, it shifts rapidly to a 

peripheral ring when the placode is formed (Patel et al., 1999), while Drm/Gremlin is 

restricted to the interfollicular domain (Bardot et al., 2004). A recent study has proposed the 

Eda/Edar pathway as the BMP inhibitor for hair formation (Pummila et al., 2007), but in 

chick these molecules are expressed after BMP-2 expression has started (Houghton et al., 

2005), and thus would function only to temporally limit its effects. Altogether, the expression 

of BMP target genes and the absence, or the transient expression, of BMP inhibitors in the 

follicular domain, as well as the importance of the amount of BMP amount delivered 

experimentally, indicate a more nuanced role for the BMPs. 
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In order to probe this issue in chick embryo, we undertook three types of analyses 

which focus on dermal condensation formation. Firstly, we investigated the expression of 

another set of downstream targets of BMP signaling, the Id genes, which were known to 

modify cell differentiation (Kreider et al., 1992; Miyazono and Miyazawa, 2002; Ogata et al., 

1993). In chick, four Id genes have been reported in neural crest derivatives (Kee and 

Bronner-Fraser, 2001), and we studied here their potential expression in skin. Secondly, we 

addressed the issue of dermal fibroblast behavior. In going from a dense dermis to the dermal 

condensation, fibroblasts migrate on extracellular matrix (Mauger et al., 1982), and 

Fibronectin, a major actor for cell migration, has been implicated (Chuong, 1993; Michon et 

al., 2007). Alternative splicing of Fibronectin has been identified as a key regulator of 

Integrin affinity in CHO cells, with the EIIIA domain modulating the Fibronectin/Integrin 

interaction (Manabe et al., 1997). Another role of the EIIIA domain is its ability to induce the 

G1-S transition by promoting adhesion on α5β1 Integrin (Manabe et al., 1999). We thus 

studied the changes in the expression of the EIIIA domain during dermal organization. Thirdly, 

we established a mathematical model that takes into account these new parameters and more 

closely resembled the in vivo situation than the pioneering corresponding model (Jiang et al., 

2004) based on an activation/inhibition diffusion Turing system (Turing, 1952). Our 

numerical simulation was in agreement not only with our current biological experimental 

results, but also explained previous apparently contradictory results (Jung et al., 1998; 

Noramly and Morgan, 1998). Finally, we showed here that instead of acting as inhibitors of 

feather formation, the BMPs play several roles, from the regulation of dermal condensation 

formation to the continuation of feather morphogenesis.  
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Results 

The BMP pathway is implicated in early feather primordium formation 

To determine the timing of BMP-2 and BMP-7 expression in feather formation we 

compared the two femoral feather tracts of the same embryo, as they develop synchronously 

on the left and right sides of the embryo, so that it is possible to compare changes in gene 

expression over a developmental series (Houghton et al., 2005). Feather rows were numbered 

accordingly to the order of appearance. The femoral tract has seventeen rows, fifteen proximal 

to the first one. Distal to the first row, a discontinuous line of expression which will give rise 

to the third row occurred (Houghton et al., 2005). This third row forms the boundary between 

the femoral and the zeugopodial tracts, which are on each side of a semi-apteria. We 

examined the pattern of expression of either BMP-2 and BMP-7, or BMP-2 and Follistatin in 

the corresponding feather primordia of the left and right halves of the same embryo. As 

expected, their expression was detected in the HH30 embryo femoral tract (n=6/6 for each 

comparison). In the second row of this tract, BMP-2 was detected in only two feather 

primordia (Figure 1A), whereas BMP-7 was expressed in five primordia (Figure 1B). 

Follistatin (Figure 1D), a BMP inhibitor, was expressed after BMP-2 (Figure 1C). Likewise, 

in agreement with the fact that BMPs are expressed before any of their inhibitors, the BMP 

target genes Ids are expressed in feather primordia. Id-1 transcripts were detected in HH30 

chick embryo dorsal skin in the primordium, with expression appearing to be stronger in 

newly formed rows and lower in the earlier ones (Figure S1A). Id-3 was also expressed in the 

primordium (Figure S1B). Id-4 expression appeared initially in the complete primordium 

(newly formed rows), but subsequently the transcripts were detected only as a ring in the 

follicular domain (Figure S1C).  

Thus, the BMP pathway appeared to be involved in feather primordium formation. 

What is its potential role, particularly during dermal condensation formation?  



 8

 

BMP-2 and BMP-7 have opposite effects on fibroblast migration 

In order to distinguish the role of BMP-2 and BMP-7 on dermal cells, we quantified 

their effects on migration through a membrane under various conditions (Figure 2). Two 

kinds of controls were performed. First, we used the basic medium with or without 10% Fetal 

Bovine Serum (FBS) which has a known chemoattractive effect. Secondly, we added FGF-2, 

which is known to have a positive chemoattractive effect on dermal cells (Song et al., 2004), 

to the basic media. Each result, done in triplicate, was measured relative to the cell migration 

obtained with the basic medium containing FBS (100%). Without FBS, cell migration 

decreased to 50.1% (p<0.001). As it was previously described, FGF-2 activated cell motility, 

both in presence (+11.9%, p<0.01) or absence (+10.7%, p<0.01) of FBS. Interestingly, BMP-

7 has an even stronger effect than FGF-2 on dermal fibroblasts at +22.2% (p<0.01) in the 

presence or +20% (p<0.01) in the absence of FBS, while BMP-2 has an inhibitory effect on 

migration: -18.7% (p<0.01) with and -11.9% (p<0.01) without FBS. Combining BMP-2 and 

BMP-7 in the same medium cancelled out the effect of each factor on dermal cell migration, 

the comparison with BMP-7 attracting effect is striking -24.1% (p<0.02) with and -18.9% 

(p<0.01) without FBS. In vivo, it should be noticed that BMP-2 is expressed after BMP-7 and 

thus might limit dermal cell migration after the start of dermal condensation formation. Our in 

vitro assay was independent of extracellular matrix, but in vivo, what might the interactions 

between the BMPs and the extracellular matrix involve? 

 

The Fibronectin EIIIA domain is implicated in dermal organization 

Analysis of the Fibronectin EIIIA domain in chick embryo dorsal skin showed a loss 

of expression in fully-formed dermal condensations at HH29+, whereas its expression was 

high in areas where the dense dermis was still undergoing organization (Figure 3A). At HH30, 
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there was a lateral expansion of EIIIA domain expression and a slight decrease of expression 

in the interfollicular domain of the first rows formed (Figure 3B). To analyze the timing of the 

loss of the EIIIA domain expression, we compared its expression with BMP-2 in the femoral 

tract (n=9/9 for each experiment). Whereas BMP-2 is expressed in five primordia on the 

fourth row (Figure 3C), the loss of EIIIA expression occurred only in two primordia of the 

same row (Figure 3D). Furthermore, a strong expression was detected at the distal boundary 

of the tract close to the third row which has started to form. The expression of BMP-2 thus 

preceded the alternative splicing of the EIIIA Fibronectin domain. 

To study the alternative splicing of EIIIA, we have used freshly isolated dermal cells 

in two complementary methods: hanging drop and adherent cultures. In order to mimic the 

formation of dermal condensations in vitro by dispersed fibroblasts, we used the micromass 

method (as previously described (Michon et al., 2007)) to follow cell aggregation for 3 days. 

Semi-quantitative RT-PCR, done in triplicate, was performed in order to follow Fibronectin 

and EIIIA expressions (Figure 3E). At time zero, 59.4 +/- 1.9% of the total expressed 

Fibronectin (100%) contained the EIIIA domain. After 24 hours, Fibronectin expression 

decreased (89.5 +/-2.4%) along with a decrease of the EIIIA (47.2 +/-1.9%). After 48 hours, 

the total expression of Fibronectin has stabilized (92.8 +/-2.5%), whereas the proportion 

containing EIIIA expression continued to decrease (39.3 +/-2.2%). After 72 hours, the total 

Fibronectin expression has decreased still further (64.1 +/-3.5%) and the proportion of 

Fibronectin containing EIIIA has been reduced to 24.3 +/-2.5%. The relative decrease of EIIIA 

domain containing Fibronectin can also be induced in adherent culture via the addition of 

BMP-2 (Figure 3F). RT-PCR of primary (P0) cultured dermal fibroblast showed expression 

of the EIIIA domain after 29 hours of culture under control conditions, whereas the addition 

of BMP-2 led to a complete loss of EIIIA after 12 hours. The alternative splicing of EIIIA thus 

appears to be regulated by BMP-2. As the EIIIA domain was not only shown to modulate 
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Fibronectin/Integrin interaction, but also to be implicated in the control of cell proliferation 

(Manabe et al., 1999), we wanted to quantify the population of cycling cells in the dorsal skin 

before and after dermal condensation formation. 

 

Cell proliferation in the chick embryo dorsal skin at HH29 and HH30 

 Cycling cells have been previously localized in the interfollicular dermis and not in the 

dermal condensation (Rouzankina et al., 2004; Wessells, 1965). To take into account cell 

proliferation during dermal condensation formation, we studied it in chick embryo dorsal skin 

from HH29 to HH30. At these stages, the dorsal skin can be divided into three parts: the 

medial part, carrying the first dermal condensation at HH30, and two lateral parts, 

surrounding this. The proportion of cycling dermal cells in each part was determined via flow 

cytometry (Figure S2). At HH29, the difference between the lateral and medial parts was not 

significant: 83.7% of cells in G1 in the medial part, compared to 78.9% in the lateral part. The 

slight decrease of cycling cells in the medial part might reflect the start of dermal 

condensation formation. At HH30, the central part of the dermis (where dermal condensations 

are forming) had 90.9% of cells in G1, whereas in the lateral part only 77.5% of dermal cells 

were in G1. The proliferation of dermal cells just before condensation formation is likely to 

be an important factor leading to the establishment of the required cell density. 

 

Mathematical model formulation for dermal condensation formation  

 Taken together, our results allowed us to build a mathematical model for feather 

primordium formation which included cell density and proliferation as well as cell migration, 

regulated by BMP-7 and BMP-2, and the timing of expression of these morphogenetic factors. 

The model was inspired by activator-inhibitor model proposed by Gierer and Meinhardt 

(Gierer and Meinhardt, 1972). It also included dermal cell density and migration according to 
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chemotaxis as in previous studies (Cruywagen et al., 1992; Painter et al., 1999). In our model, 

BMP-7 is an activator of feather primordium formation via its effect on chemotaxis and cell 

recruitment, whereas BMP-2 counteracts the positive effect of BMP-7 on cell migration. 

 The mathematical model described the spatiotemporal dynamics of four variables: n1  

n2, u and v in a two dimensional space Ω. The dermal cell population, which concentration is 

noted n (n= n1+ n2), was divided into two subpopulations n1 (cycling cells), and n2 (migrant 

cells). n1 cells proliferated (with kp as a proliferation constant and N the maximal cell 

population) until they reached a threshold of cell density *n at the time t*. After the 

concentration overcame the threshold, n1 cells progressively stopped proliferating and became 

able to migrate. n2 is the population of migrant cells. This transition is determined by a 

“differentiation” constant kd. Equations for n1 are then described by: 

    
( )1 11

1

       if *

                  else
p

d

k n N n t tn
t k n

− ≤⎧∂ ⎪= ⎨
∂ −⎪⎩

     (1) 

For n2 cells, the migration flux was modeled by a diffusive part with constant Dn and a 

chemotactic part with a constant χ. The chemoattractant is u (BMP-7).    
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u (BMP-7) and v (BMP-2) were given by reaction-diffusion equations. Du and Dv 

denoted the respective diffusion constants. Reaction terms were made of a linear degradation 

part (with constants ku and kv) and a production part. The production part for each chemical 

was constructed so as to respect the qualitative regulation between them. As they are 

synthesized by n2 cells, production terms are also taken proportional to n2. We have: 
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u plays an activator role and v is an inhibitor. c1, c2, c3 and c4 are positive constants. 

Production terms stated that BMP-7 expression was reinforced by a “spot” (dermal 

condensation) microenvironment. Its chemotaxic effect was inhibited by BMP-2. And both 

BMP-2 and BMP-7 were expressed by the same cell population (primordium domain). Initial 

conditions for u and v are given by u0 and v0 generally taken equal to 0. 

The model is then completely described by equations (2), (3) and (4) with the initial 

conditions and no flux boundary conditions for all variables. 

 

Dermal condensation formation obtained with numerical resolution   

 The end result of running the simulation is the formation of a pattern of spots that 

closely resembles the in vivo feather pattern: a medial first row followed by the lateral 

formation of new rows leading to a hexagonal pattern (Figure 4A-D; Movies S1 and S2). 

Based on previous observations of our laboratory (Olivera-Martinez et al., 2001), we included 

the cell densities in the dermis of apteria, semi-apteria and pterylae before and during the 

primordium formation in the model parameters. For the formation of a hexagonal pattern, the 

cell density threshold (N=2.6) and its repartition between primordium (n=5.5) and 

interfollicular (n=1.5) was in accordance with the in vivo observations. For the feather tract 

formation, a cell density threshold (q=1) was required (Figure 5A). Under this threshold 

(q=0.2 to 0.12), the pattern formation is not regular (Figure 5B and C), similar to what is 

observed in semi-apteria. The cell density limit was obtained with q=0.11 (only 9% 

difference) where no spots were formed (Figure 5D), similar to what occurs with the in vivo 

formation of apteria. 

 

Effects of BMP-7 and BMP-2 pulses in vivo on feather patterning are mimicked by our 

mathematical model 
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 Our mathematical model allowed us to show the sequential formation of spots, 

similarly to dermal condensation morphogenesis, as a function of BMP-7 and BMP-2 

expression and effects. We tested our model under a regime of a local or homogeneous pulse 

of BMP-7 or BMP-2 as compared to biological experiments. 

Culture of HH29 chick embryo dorsal skin for 48 hours led to the formation of a 

hexagonal pattern, even in the presence of PBS coated bead (Figure 6A), as was obtained by  

the mathematical model (Figure 6B). The chemoattractive effect of BMP-7 was tested by the 

use of coated beads on HH29 chick skin. Under the bead, there was an increase of cell density, 

presumably due to the chemotactic effect of BMP-7 (Figure 6C). These results were also 

obtained with our model (Figure 6D), where a local pulse of activator led to the recruitment of 

cells under the source according to the chemoattractive effect. The excess of cell recruitment 

resulted in an area of lower cell density around the source that could not support the formation 

of spots. The inhibition of spot formation followed the over-activation of cell recruitment but 

the pattern was maintained beyond this circle of depleted cell density (Movies S3, S4). The 

addition of BMP-2 in the culture medium inhibited the cell migration induced by BMP-7 

throughout the explant and consequently the primordia formation (Figure 6E). These results 

were also mimicked in our simulation: a homogeneous pulse of inhibitor led to an arrest of 

cell migration and a lack of formation of spots (Figure 6F and Movies S5, S6). Likewise, a 

local pulse of inhibitor exhibited a glabrous area, due to the inhibition of cell migration (data 

not shown), simulating previous results (Patel et al., 1999). 
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Discussion 

For the last ten years, the BMP pathway has been considered as inhibitor of cutaneous 

appendage formation (Botchkarev, 2003; Jung et al., 1998; Pummila et al., 2007). However, 

expression of BMP target genes such as Id-1, -3 and -4, as shown here, or Msx-1 and Msx-2 

previously shown (Chuong et al., 1996) are clues that the positive effects of the BMP pathway 

are required for feather morphogenesis. Only one previous study has proposed a BMP 

pathway positive role by mediating the competence of epidermis to respond to the primary 

dermal inductive signal (Harris et al., 2004). 

In this study, we propose separate and antagonistic roles for BMP-7 and BMP-2, two 

factors expressed during feather primordium formation. BMP-7 appears to act as a 

chemoattractive factor, leading to dermal fibroblast migration, while BMP-2, which is 

expressed later, appears to arrest the migration, leading to a brake on recruitment to the 

condensation. The later expression of BMP-4 in the dermal condensation could also act in the 

arrest of cell migration due to its redundant activity with BMP-2 (Noramly and Morgan, 

1998). As previously suggested in the osteogenic differentiation (Hazama et al., 1995), the 

concomitant presence of BMP-2, BMP-4 and BMP-7 in the dermal condensation 

microenvironment could lead to a modification of the effect of each factor on cell migration. 

The BMP pathway thus could both regulate the formation of the dermal condensation, and by 

promoting Id and Msx expression, allow the further feather morphogenesis. 

In what concerns BMP-7, its chemotactic effect has been previously described on 

human mesenchymal stem cell (Lee et al., 2006). BMP-7 activity is mediated by its fixation 

on Activin type I and II receptors (ActR-I) (Miyazono, 1999), (ActR-II) (Sebald and Mueller, 

2003). Recent studies have proposed a direct link between cell migration and ActR activation 

in keratinocytes (Zhang et al., 2005), as well as in breast tumor cells (Giehl et al., 2007). 
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These mechanisms, which involved Rho-GTPases, proteins shown to be required for 

fibroblast migration (Michon et al., 2007), could thus be involved in dermal cell chemotaxis. 

BMP-2/-4 activity is mediated by their fixation on BMP type I and II receptors 

(Botchkarev, 2003), and at least three kinds of effects could be implicated in their negative 

role on cell migration. The skin expression pattern of the EIIIA domain reflects the state of 

dermal organization at HH30: the medial formation of dermal condensations (loss of EIIIA 

expression) and the lateral cell proliferation and migration (EIIIA expression). Although there 

is an increase of Fibronectin deposition in the dermal condensation (Mauger et al., 1982; 

Michon et al., 2007), the EIIIA domain is spliced out in this area, thus migration is arrested. 

This alternative splicing was regulated by BMP-2 in primary cultured dermal fibroblasts.  The 

loss of the EIIIA domain of Fibronectin in dermal condensation correlates, as previously 

shown in other organs (Manabe et al., 1999; Manabe et al., 1997), with a modification not 

only of cell migration but also of cell proliferation. Indeed, the decrease of EIIIA expression 

during cell aggregation correlates with the absence of cycling cell in the dermal condensation 

(Jiang and Chuong, 1992; Wessells, 1965), and could thus reflect an indirect role for the 

BMP-2 pathway on the cell cycle regulation in the feather primordium domain. BMP-2 might 

also regulate the cell migration via a direct effect on Integrin expression, as it was recently 

shown in osteoblasts with increase of β1-Integrin expression (Sotobori et al., 2006), and in 

satellite cells with increase of α2 and decrease of α7-Integrin expression (Ozeki et al., 2007). 

This direct link could explain the rapid effect on primary dermal cells that we observed in cell 

migration assay.  

This new view of BMPs and dermis organization allows us to propose a model for 

their effect on chick dermal patterning, which is consistent with previous studies (among 

others: (Chuong, 1991; Chuong, 2000; Chuong et al., 1996; Harris et al., 2004; Michon et al., 

2007; Olivera-Martinez et al., 2004; Sengel, 1975; Viallet et al., 1998)). Based on BMPs and 



 16

a few other genes, it only concerns dermal condensation formation but not placode formation 

and bud orientation. Our model proposes the following steps (Figure 7): Initially there is 

limited proliferation along the dorsal midline until a critical cell density (2.60 nuclei / 

1000µm3) is obtained (Wessells, 1965). Then, the molecular dialogue between epidermis and 

dermis, which leads to primordium formation, can start. Activation of β-catenin in the 

epidermis (Noramly et al., 1999) is necessary to allow placode formation and consequently  

dermal organization. So, the first permissive dermal signaling might be a combination of 

factors like a Wnt, for β-catenin stabilization, and another one for FGF-2 and BMP-7 

expression (Harris et al., 2004). At least two epidermal responses occur: FGF-2 expression, 

its loss leading to an absence of feather primordia formation as in Scaleless mutant (Song et 

al., 1996; Song et al., 2004; Viallet et al., 1998) and BMP-7 expression, loss of which leads 

also to the arrest of feather induction (Harris et al., 2004). FGF-2 (Song et al., 2004) and 

BMP-7, both epidermal diffusible factors, might initiate dermal cell migration to the under 

placodal area by their chemoattractive effects. Then, the dermal expression of BMP-7, which 

is regulated by a placodal Wnt signal (Harris et al., 2004), could enhance this process. The 

BMP-2 expression, in the placode and then in dermal condensation (Noramly and Morgan, 

1998), could modify dermal Integrin expression and regulate alternative splicing of EIIIA, 

both events leading to a decrease of dermal cell migration capabilities. Two other facts could 

contribute to the limitation of the primordium. The induction of Follistatin expression by 

BMP-7 activity (Patel et al., 1999) leads to lateral inhibition of BMP pathways. This 

inhibition is reinforced by the expression of Drm/Gremlin in the interfollicular domain 

(Bardot et al., 2004). Finally, the induction of the Notch system (Chen et al., 1997), after 

BMP-2 expression (Michon, unpublished data), stabilizes the follicular domain identity by the 

strengthening of its boundaries. 
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Consistent with these processes, we propose a mathematical model that includes cell 

proliferation, cell migration by chemotaxis and leads to sequential hexagonal feather pattern 

formation. In this model, we have attributed a chemoattractive role to BMP-7 and an arrest 

role of this chemotaxis to BMP-2. The first result was that running our model closely mimics 

the sequential pattern formation observed in vivo. Another notable result obtained is a 

clarification of the relation between cell densities and spot formation, which was hinted at in 

previous in vitro experiments (Jiang et al., 1999). Moreover, we showed that the difference in 

cell density that is required to switch from the formation of spots to a glabrous area is very 

small (9%). 

Our mathematical model can also explain the previous biological results which have 

concluded that BMP factors are inhibitors of feather primordium formation. Indeed, the use of 

a point source of high concentration of activator, which induces an over-recruitment of cells, 

creates an area without the required cell density for dermal condensation formation, and thus 

mimics the nude area around a BMP-7 coated bead, that was previously interpreted as an 

inhibitory effect (Patel et al., 1999). Our model explains this result as an over-activation of 

chemotaxis. Another kind of biological result which can be reproduced by our model was the 

skin infection with RCAS-BMP-2 (Noramly and Morgan, 1998), or the use of BMP-2 coated 

beads (Jung et al., 1998), or even the addition of BMP-2 in the culture medium (our own 

experiments). All these methods led to the homogeneous over-expression of BMP-2 in areas 

which then stay glabrous. Our simulation showed that a local or homogeneous high 

concentration of the factor that arrests cell migration led to the formation of a glabrous area. 

Our main conclusion is that different members of the BMP pathway play at least two 

important roles in the dermal condensation formation. Firstly, epidermal, then dermal BMP-7 

activates the migration of dermal fibroblasts to the appendage domain via chemotaxis; 

secondly, epidermal, then dermal BMP-2 stops the migration, probably by regulating Integrin 
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and EIIIA expression. This effect, later reinforced by expression of BMP-4 in the dermis, may 

lead to the limitation of the dermal condensation size. Moreover, the activation of target genes 

such as the Id and Msx families suggests a subtle cell transcriptome regulation in the 

primordium, due to the transcriptional inhibitor role of Id factors (Kreider et al., 1992; 

Miyazono and Miyazawa, 2002), and the transcriptional activator role of Msx factors 

(Lallemand et al., 2005; Ramos and Robert, 2005) during the continuation of feather 

morphogenesis.   
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Experimental procedures 

Chick embryos, materials and histology 

Fertilized eggs (JA957 strain, St Marcellin, France) were incubated at 38°C until the 

embryos reached Hamburger Hamilton stage 29 or 30 (Hamburger and Hamilton, 1951). 

rhBMP-2, rhBMP-7 and rhFGF-2 were purchased from R&D Systems Europe.  

 

Organotypic cultures 

Seven-day chick embryo (stage HH29 or 30) dorsal skins were dissected as a single 

piece starting from the wing to the femoral level. They were placed on a liquid-permeable 

plastic sheet (cellophane) in organ culture dishes (Dominique Dutcher, France) at the air-

liquid interface and cultured with DMEM (Gibco) containing 10% FBS and 0.2% Gentamycin 

(Sigma-Aldrich) for the times indicated. For local application, 150 to 200µm diameter Affi-

gel Blue beads (Bio-Rad) were soaked into PBS or BMP-7 (333µg/ml) and then placed on the 

top of the explants. 

 

Dermal fibroblast isolation, cell migration assay and micromasses culture 

Dorsal skin (HH 30) pieces were separated into dermis and epidermis after 5 minutes 

of Trypsin 1.25% / Pancreatin 4% (Sigma-Aldrich) treatment. The dermis was mechanically 

dissociated into a single cell suspension. Cells were used for RT-PCR, cell migration assay, 

adherent cell culture or micromass formation. To evaluate the cell migration, 25.104 cells 

were used for each condition in the Innocyte cell migration assay, 24-well plate (VWR 

International) (Lauffenburger, 1996). The migration was measured after 10 hours by the 

fluorescence of the Calcein-AM dye. Fetal Bovine Serum was used as an attracting factor for 

cells as a positive control. For the micromasses culture, 10µl aliquots of a 2.5 x 106 cells/ml 
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suspension, with DMEM 10% FBS (Fibronectin-depleted), 0.2% Gentamycin, were spotted as 

hanging-drop cultures. 

 

FACS analysis 

HH29 and HH30 chick embryo dorsal skins were dissected and the medial part 

separated of lateral ones. Obtained dermal cell suspensions were fixed 30 minutes in cold 

ethanol absolute (2.106 cells/ml). Cell aggregates were broken mechanically and cells were 

labeled 20 minutes in a specific solution (0,1% NP40, 0,1mg/ml RNAse A, 50µg/ml 

Propidium Iodide (Sigma)). Cells were rinsed in PBS and analyze performed with FACScan 

equipped with CellQuest Pro software (Becton Dickinson). 

 

Molecular Biology 

RNA was isolated from dermal fibroblasts using the High Pure RNA tissue kit 

(Roche). Reverse transcription of mRNA was performed with the SuperScript First-Strand 

synthesis system (Invitrogen). Polymerase Chain Reaction was done using the Taq 

Polymerase (Promega). Products were separated on a 1.5% agarose gel and pictures were 

analyzed with the ImageJ software (NIH). Primers used: cActin sense: 

AGACCTTCAACACCCCAGC; cActin antisense: TGATTTTCATTGTGCTAGG; cEIIIA 

sense: ATGGTACAGCGTCTATGCTCA; cEIIIA antisense: 

AGACTGGTAGGAGTTACCTGA. Primers for chick Actin were designed across and intron 

to discriminate between genomic and complementary DNA (926pb vs 619pb). 

 

In situ hybridization 

The chick EIIIA probe was cloned via PCR into the pGEM-T Easy vectors (Promega, 

France) (based on its published sequence, (Norton and Hynes, 1987)). The chick BMP-2 and 
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BMP-7 probe were a gift from Dr. A-H. Monsoro-Burq (Monsoro-Burq et al., 1996; Wang et 

al., 1999). The chick Follistatin probe was a gift from Dr. A. Graham (Graham and Lumsden, 

1996). The chick Id-1, Id-3 and Id-4 probes were a gift from Dr. M. Bronner-Fraser (Kee and 

Bronner-Fraser, 2001). Alkaline phosphatase-labelled in situ hybridizations were carried out 

as previously described (Wilkinson and Nieto, 1993). 

 

Numerical simulations 

The simulations of the model were carried out using the numerical approximation of 

the finite element method. The calculations were made using the software COMSOL 

Multiphysics 3.2 ©. 
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Figure Legends 

Figure 1. BMP-7 was expressed before BMP-2 and Follistatin 

The left and right femoral tract of the same HH30 embryo were compared, the numbers 

correspond to the order of appearance of rows. The second row (R2) had only two feather 

primordia expressing BMP-2 (A), whereas five expressed BMP-7 (B). The additional 

primordia are noted with red and corresponding ones with black arrows. The distal border 

(yellow arrow), which preceded the appearance of R3, delimited the femoral and zeugopodial 

tracts and already expressed BMP-7 (B) but not BMP-2 (A). In another embryo, R4 was 

expressing BMP-2 on the left side (C) while Follistatin was expressed only in three rows on 

the right femoral tract (D). Note that there was a continuous line, contiguous to R3, which was 

the distal border of the tract, which expressed Follistatin and not BMP-2. 

In situ hybridization with RNA probes. 

Bars: A-D: 1000µm. 

 

Figure 2. Comparative effects of BMP-2 and BMP-7 on dermal fibroblasts cytokinesis 

A freshly dissociated dermal cell suspension was added to a cell culture insert and basic 

medium placed on the other side of the 8µm pore membrane. Two types of controls were 

performed: two of basic media (+/- FBS), and two with or without FGF-2. The first control 

allowed a normalization of the cell migration measurement (50.1% and 100%); the second, 

the validation of the chemotaxic effect with FGF-2 (60.8% and 110.9%). BMP-7 had a 

chemoattractive effect (70.1% and 122.3%). Perturbation of fibroblast migration was clearly 

shown with BMP-2 (38.1% and 81.6%). The chemoattractive effect of BMP-7 decreased with 

the addition of BMP-2 (51.2% and 98.2%). 

The migration was evaluated in triplicate by a fluorescent method. The Student’s t-test has a 

relevance of p<0.05. 
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BMP-2 and BMP-7: 0.5µg/ml; FGF-2: 0.33µg/ml. 

 

Figure 3. The Fibronectin exon EIIIA was implicated in the migration that led to dermal 

condensation formation 

(A-B) Chick embryo dorsal skin. At HH29+, EIIIA was expressed in the periphery (red arrow) 

of the first feather primordia (and excluded from their center), as well as in two ribbons on 

either side of the first row of primordia (black arrows) (A). At HH30, the EIIIA transcripts 

were expressed in the periphery of feather primordia and in two ribbons (black arrows) on 

either side of feather rows, but there was a slightly decrease of its expression in the 

interfollicular domain in the three first rows (red arrow) (B). (C-D) BMP-2 and EIIIA 

expression in the left and right femoral tract of the same HH30 embryo. Five feather 

primordia of the fourth row (R4) expressed BMP-2 (C), while only two primordia showed 

EIIIA expression in the corresponding right row (D). The additional primordia were noted 

with red arrows and corresponding ones with black arrows. The R3, expressing the EIIIA has 

started to form close to the distal border continuous line. (E-F) EIIIA expression in cultured 

dermal fibroblasts. Cells were cultured in hanging drops for 24, 48 or 72 hours. RT-PCR for 

Actin, total Fibronectin and EIIIA exon were performed. There is a small decrease in 

Fibronectin expression between t0 (100%) and t48 (92.8%), And, a significant decrease at t72 

(64.1%). In the same time, the portion of Fibronectin containing the EIIIA exon decreased 

(from 59.4% to 24.3%) (E). Cells were placed in adherent culture with or without BMP-2 for 

29 hours. RT-PCR to detect EIIIA expression was performed. The EIIIA expression was lost 

after 12 hours of culture with BMP-2 (F). 

A-E: In situ hybridization with RNA probes. 

BMP-2: 0.5µg/ml. 

Bars: A-B: 800µm; C-D: 1000µm. 
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Figure 4. Sequential appearance and patterning of spots with mathematical simulation 

The resolution of the mathematical model led to the formation of a primary migrating cell 

midline (A). The redistribution of these cells, via chemotaxis, led to the formation of spots, 

while laterally new cells started to migrate (B). The lateral expansion of the pattern was due to 

migrating cells under chemoattractive and arresting factors (C). At the end of the simulation, 

the hexagonal pattern occurred all over the modeled domain (D). 

 

Figure 5. Dermal cell density involvement in apteria, semi-apteria and pterylae 

differentiation 

(A-D) The progressive decrease of the cell density correlated with the formation of an 

apterium from a pteryla, the latter being characterized by a regular pattern (A). The decrease 

from q=0.2 (B) and q=0.12 (C) led to a less dense and irregular pattern as in semi-apteria. 

Note that the switch from spot formation to a glabrous region (D) implicated only a small 

difference in cell density (q=0.12 versus q=0.11). 

 

Figure 6. Effects of BMP-7 and BMP-2 application in vivo can be obtained by 

mathematical simulation 

The control organotypic culture of a HH29 dorsal skin piece with a PBS bead (asterisk) led to 

a regular feather patterning (A). A similar pattern was obtained with our mathematical model 

(B). The local application of a BMP-7 via a coated bead led to a decrease in cell density 

around the bead, preventing dermal condensation formation, whereas the pattern resumed 

outside (C). Simulation of a local pulse of activator in the model led to the formation of a 

large spot of cells due to chemotaxis, surrounded with a ring of inhibition. (D). (E-F) 

Homogeneous application of BMP-2 in the culture medium led to a total inhibition of 
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primordium formation (E). Simulation of a global pulse of BMP-2 led to the absence of spot 

formation (F). 

BMP-7: 333µg/ml (n=7/9); BMP-2: 500µg/ml (n=9/9). 

Bars:  500µm. 

 

Figure 7. Model of dermal condensation formation in dorsal chick embryo skin  

The chronological events from dense dermis to stabilized dermal condensation require a 

molecular dialogue inter- and intra- tissular in the skin (see the text). Note that the placodes 

are larger and earlier than the dermal condensations (Dhouailly, 1984).   
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Supplemental Data 

BMP-2 and BMP-7 play separate, antagonistic roles in feather 

induction 

Frederic Michon, Loic Forest, Jacques Demongeot and Danielle Dhouailly 

 

Extended mathematical model formulation 

We have built a mathematical model, not only based on the activation/diffusion 

system, but taking into account the cell proliferation and the cell migration directed by 

chemotaxis as well as the amount of activators factors. The initial situation was consistent 

with the in vivo situation in the chick embryo dorsal skin at HH29. 

 The mathematical model describes the spatiotemporal dynamics of four variables : n1, 

n2, u and v in a two dimensional space Ω. n1(x,y,t)  represents the concentration of dermal 

cycling cells at point (x,y) Ω∈  and at time t. n2(x,y,t) denotes the concentration of dermal 

migrant cells. u and v represent the concentration and cellular effect of BMP-7 and BMP-2.  

The dermal cell population, which concentration is noted n (n= n1+ n2), is then 

divided into two subpopulations n1 and n2 cells. When not precised, in the following, “cell 

density” is for “total dermal cell population concentration” i.e. n. 

n1 cells proliferate until they reach a threshold *n . The proliferation period is modeled 

by a logistic growth where kp is a proliferation constant and N is the maximal cell 

concentration. After the concentration overcomes the threshold, n1 cells progressively stop 

proliferating and become able to migrate. n2 is the population of migrant cells. This transition 

is determined by a “differentiation” constant kd. Equations for n1 are then described by: 

    
( )1 11

1

       if *

                  else
p

d

k n N n t tn
t k n

− ≤⎧∂ ⎪= ⎨
∂ −⎪⎩

     (1) 
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The initial distribution of n1 is given by n1,0 : ( ) ( )yxnyxn ,0,, 0,11 = .  

( )yxt ,*  is the time when the threshold is reached (i.e. ( )( )1 , , * , *n x y t x y n= ) at point (x,y). 

n* is determined as a fraction Q of the maximal cell concentration N that is QNn =* .  

The analytic solution of (1) is :  
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For migrant cells n2 the migration flux is modeled by a diffusive part with constant Dn  and a 

chemotactic part with a constant χ. The chemoattractant is u.    

    ( ) ( )tnfunnD
t

n
n ,. 122

2 +∇∇−Δ=
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∂ χ     (2) 

f  is the production term of cell n2 : ( )1
1

0              if *
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         elsed

t t
f n t
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The previous analytical treatment of equation (1) allows describing f as delayed production 

term: ( ) ( )1 *

0                    if *
,
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t t
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 and not have to integrate n1 cells dynamics in the 

numerical treatment of the model. n2,0 is the initial concentration of n2 cells. This initial 

condition is taken so as to start with migrant cells preferentially located along a central line.  

u and v are given by reaction-diffusion equations. Du and Dv denotes the respectives 

diffusion constant. Reaction terms are made of a linear degradation part (with constants ku and 

kv) and a production part. The production part for each chemical is constructed so as to respect 

the qualitative regulation between them. As they are synthesized by n2 cells, production terms 

are also taken proportional to n2. We have : 
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    2
4 2v v

v D v c n u k v
t
∂

= Δ + −
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     (4) 

u plays an activator role and v is an inhibitor. c1, c2, c3 and c4 are positive constants.  

Production terms state that: 

- BMP-7 expression is reinforced by “spots” (dermal condensations) microenvironment.  

- BMP-7 chemotaxis effect is inhibited by BMP-2. 

- BMP-2 is expressed by BMP-7 expressing cells. 

Initial conditions for u and v are given by u0 and v0 generally taken equal to 0.  

The model is then completely described by equations (2), (3) and (4) with the initial 

conditions and no flux boundary conditions for all variables. Initial conditions for n1 are also 

required for the calculation of ( )yxt ,* . 

 

Numerical simulations data 

Simulations were all run using ] [ ] [1,1 0,1Ω = − ×  and the following parameters: χ= 

8.10-5, kp=6. 10-3, kd=5.10-3, N=2.6, Q=0.95, Dn≈7.10-5, Du≈0.006, Dv≈0.135, ku=15, kv=35, 

c1=100, c2= 40, c3=6, c4=4500.  

For the sequential spots appearance numerical experiment the initial situations for n1 

and n2 are given by: ( ) 2 2
1,0 0.25 1.7exp( 5 ) 0.2exp( 200 )n x x x= + − + −  

and ( ) 2
2,0 0.05 2exp( 200 )n x x= + − . All other initial values are set to 0. Pulse experiments are 

realized using the same initial situation. Pulses are modeled by additional production terms in 

the equation of the BMP-7 or BMP-2. For the local pulse of BMP-7 experiment, equation (3) 

becomes equation (3)’:
( )

( )( )

2
1 2 2

2
3

1

1u u u

c n c uu D u k u p
t c u v

+∂
= Δ + − +

∂ + +
 where 

( ) ( )( )( )22, 25exp 500 0.5up x y x y= − + − . This expression of the additional term allows 
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specifying a sharp pulse located in the centre of the domain. For the global pulse of BMP-2 

we used the new term: 1000vp =  and equation (4) becomes equation (4)’: 

2
4 2v v v

v D v c n u k v p
t
∂

= Δ + − +
∂

.  

To investigate the impact of cell density on the pattern, we run the model from initial 

situations where n2 cells are homogenously distributed in the domain with a density q. The 

homogeneous repartitions are affected by small random fluctuations. n1 cells are not modeled 

and u0 and v0 are taken equal to 0. Patterns are observed at the same time t=1000.  
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Supplemental Figure Legends 

Figure S1. BMP target genes Id-1, Id-3 and Id-4 expression in chick embryo dorsal skin 

(A) Id-1 expression was detected in the primordia; there was a decrease of its expression from 

the new formed primordia (black arrow) to the older ones (red arrow). (B) Id-3 transcripts 

were also detected in the primordia domain. (C) Id-4 expression exhibited an early expression 

on the entire primordia domain (black arrow), and a later expression restricted to a peripheral 

ring on this domain (red arrow). 

In situ hybridization with RNA probes. 

Bars: A-C: 800µm. 

 

Figure S2. Dermal cell proliferation before and during the dermal condensation 

formation 

The DNA quantification of dermal cells was performed by flow cytometry on HH29 and 

HH30 cells isolated from medial or lateral part. In HH29 skin, 83.7% of cells from the medial 

part were in G1 phase, whereas 78.9% of cells from the lateral part were in G1 phase. The 

difference was even clearer in HH30 skin, where only 77.5% of cells from the lateral part 

were in G1 while there were 90.9% of G1 cells in the medial part. 
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Supplemental Movie Legends 

Movie S1. Chick embryo dorsal skin pattern formation (2D) 

This movie presented the formation of the hexagonal skin patterning resulting of the 

numerical resolution of the mathematical model in two dimensions. Cell density was 

represented in false colors. 

Movie S2. Chick embryo dorsal skin pattern formation (3D) 

The movie presented the formation of the hexagonal skin patterning resulting of the numerical 

resolution of the mathematical model in three dimensions. Cell density was represented in 

false colors. 

Movie S3. Peripheral inhibition led by an excess of activator effect (2D) 

The movie presented the formation of the skin patterning with a local pulse of activator 

resulting of the numerical resolution of the mathematical model in two dimensions. The 

peripheral inhibition, due to a massive cell migration under the pulse, led to a reorganization 

of the hexagonal pattern. Cell density was represented in false colors. 

Movie S4. Peripheral inhibition led by an excess of activator effect (3D) 

The movie presented the formation of the skin patterning with a local pulse of activator 

resulting of the numerical resolution of the mathematical model in three dimensions. The 

peripheral inhibition, due to a massive cell migration under the pulse, led to a reorganization 

of the hexagonal pattern. Cell density was represented in false colors. 

Movie S5. Homogeneous inhibitory effect led by an excess of inhibitor factor (2D) 

The movie presented the inhibition of the formation of the skin patterning with a 

homogeneous pulse of inhibitor resulting of the numerical resolution of the mathematical 

model in two dimensions. The absence of cell migration blocked the spots formation. Cell 

density was represented in false colors. 

Movie S6. Homogeneous inhibitory effect led by an excess of inhibitor factor (3D) 
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The movie presented the inhibition of the formation of the skin patterning with a 

homogeneous pulse of inhibitor resulting of the numerical resolution of the mathematical 

model in three dimensions. The absence of cell migration blocked the spots formation. Cell 

density was represented in false colors. 
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Supplemental Table 

Table S1: Parameters for the mathematical model 

parameters values 

N 2.6 

Q 0.95 

Du 0.00625 

Dv 0.13333 

Dn 0.00007 

X 0.00008 

ku 15 

kv 35 

kp 0.006 

kd 0.005 

c1 100 

c2 40 

c3 6 

c4 4500 
 
 

functions expressions 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

n1,0(x) 0.25+1.7*exp(-(x)^2*5)+0.2*exp(-(x)^2*200) sequential 
formation 

n2,0(x) 0.05+2*exp(-(x)^2*200) sequential 
formation 

n1,0(x) 0 impact of cell 
initial density 

n2,0(x,y) q+fluctuations impact of cell 
initial density 

pu(x) 25*exp(-(x^2+(y-0.5)^2)*5000) local pulse of 
activator 

pv 1000 homogeneous 
pulse of inhibitor
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Supplemental Table Legend 

Table S1: Parameters for the mathematical model 

In this table were presented various constants and parameters used in the numerical resolution 

of the mathematical model. 
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Notch and p21WAF1/CIP1 involvement during dermal condensation 

formation and stabilization 

Frederic Michon, Loïc Forest, Jacques Demongeot and Danielle Dhouailly 

 

Manuscript in preparation 

Abstract 

During chick embryonic development, feathers appear first as primordia consisting of 

an epidermal placode associated with a dermal condensation. The proliferation in the dense 

dermis ended in the forming dermal condensation, but the mechanism of this arrest has never 

been resolved. Here we show that the expression of the p21WAF1/CIP1 protein, which blocks the 

G1/S transition, is involved in the arrest of the proliferation in the dermal condensation 

domain. The Notch signaling involved in the latest steps of the primordium formation for the 

appearance of boundaries between the follicular and inter-follicular domains. Here we show 

that Notch-1, -2, Delta-1 and Serrate-2 are expressed after BMP-2 and this signaling is 

upstream of p21WAF1/CIP1 expression. The inhibition of the Notch signaling leads to an 

impaired of this expression by the dermal fibroblast. We have compiled these results to an 

extended version of our previous mathematical model for a better understanding of the dermal 

condensation formation. 
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CONCLUSION GENERALE 

 

Mes travaux avaient pour but de déterminer les étapes et les facteurs impliqués lors de 

la mise en place de la condensation dermique du primordium de phanère au sein d’une peau 

dorsale homogène d’embryon de poulet. Je me suis attaché à étudier l’implication de 

phénomènes cellulaires tels que la prolifération, la migration et la différenciation au cours de 

cette morphogénèse. J’ai établi une collaboration avec un mathématicien, Loïc Forest, pour 

élaborer un nouveau modèle mathématique prenant en compte ces différents éléments. 

 

I. Mise en place de la condensation dermique 

Les étapes nécessaires à la transition entre une peau homogène et une peau composée 

des domaines folliculaire et interfolliculaire impliquent une organisation du derme dense. Le 

motif hexagonal obtenu chez l’embryon de poulet correspond à la meilleure occupation 

possible de l’espace (Turing, 1952). Lorsque par prolifération la densité cellulaire dermique 

dépasse 2,6 cellules/1000µm3, un message homogène dermique, sans doute un Wnt (Noramly 

et al., 1999) induit la formation des placodes. Les protéines FGF-2 (Song et al., 2004; Viallet 

et al., 1998) et BMP-7 {Harris, 2004 #266}, émises par la placode, exercent un rôle de 

chémo-attraction pour les fibroblastes  et provoque un changement de la composition de la 

matrice extracellulaire (synthèse de HSPG) de la condensation dermique (Song et al., 2004). 

Parallèlement, dans le derme se forment de petits agrégats par suite de la migration des 

fibroblastes se fixant à l’aide des Intégrines (Publi. I) sur la Fibronectine contenant l’exon 

EIIIA (Publi. II). Les fibroblastes déjà en place sous la placode expriment BMP-7, premier 

BMP à être exprimé lors de la morphogénèse cutanée. Ce facteur attire les autres fibroblastes 

dermiques par chémo-attraction, ce qui provoque l’augmentation de taille de la condensation 



Frédéric Michon Thèse de Doctorat Conclusion 

 - 188 - 

dermique (Publi. II). Une fois la condensation dermique mise en place, la placode et la 

condensation dermique vont exprimer BMP-2 (Noramly and Morgan, 1998). Ce dernier a une 

action négative sur l’attraction des cellules vers le territoire de la condensation dermique. En 

effet, BMP-2 induit l’épissage alternatif de l’exon EIIIA de la Fibronectine, qui ne sera alors 

plus présent dans le territoire folliculaire (Publi. II). Cette action de limitation de la taille du 

primordium est renforcée par l’expression de la Follistatine par les cellules de la placode 

situées à sa périphérie (Patel et al., 1999), à destination des molécules de BMP diffusant dans 

le derme, ainsi que par l’expression dermique dans le domaine interfolliculaire de 

Drm/Gremlin (Bardot et al., 2004), autre inhibiteur de la signalisation BMP. 

La présence des transcrits Msx-1, Msx-2 (Chuong et al., 1996), Id-1, Id-3 et Id-4 

(Publi. II) sont les reflets de l’action de la signalisation BMP dans le domaine folliculaire 

agissant sur la poursuite de la morphogénèse plumaire. Cette voie de signalisation qui était 

considérée comme inhibitrice de la formation plumaire (entre autres, (Jung et al., 1998)), est 

en fait nécessaire à la mise en place du primordium de phanère. Mes résultats démontrent que 

trois fonctions sont à individualiser : l’attraction des fibroblastes par BMP-7, le rôle d’arrêt de 

la migration joué par BMP-2, et enfin un troisième rôle (implication d’un, deux ou des trois 

BMP présents ?), qui en activant l’expression de gènes cibles intervient dans la poursuite de la 

morphogénèse plumaire. 

La proximité des cellules dans la condensation dermique favorise la mise en œuvre de 

la signalisation Notch. Une des premières fonctions de cette dernière est d’induire 

l’expression de la protéine p21WAF1/CIP1 (Okuyama et al., 2004) (Publi. III), qui en bloquant la 

transition G1/S permet l’arrêt de la prolifération au sein de la condensation dermique. Des 

résultats récents du laboratoire du Pr. Thesleff (communication personnelle, M. Mikkola) 

concordant avec ceux que j’ai obtenu, montrent que cette protéine est effectivement 

surexprimée dans la condensation dermique chez la souris. La seconde fonction de la 
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signalisation Notch sera d’induire la stabilisation de la placode et de la condensation dermique 

et ainsi créer la frontière entre les territoires folliculaire et interfolliculaire. Ce rôle de 

frontière a été montré pour la première fois chez la Drosophile (Panin et al., 1997). Cette 

stabilisation est favorisée aussi par l’engagement des Intégrines sur la Fibronectine. Celle-ci a 

une expression renforcée dans la condensation (Mauger et al., 1982), mais ne contient plus 

l’exon EIIIA (Publi. II). Ces différentes étapes menant à la formation de la condensation 

dermique peuvent être résumées dans un modèle théorique à quatre étapes qui seraient 

« prolifération-migration-agrégation-stabilisation » (Fig. 19). La condensation dermique est à 

l’origine de la papille dermique de la plume adulte et permettra son renouvellement lors de la 

mue. Chez les mammifères, il a été montré que condensation puis papille dermique sont 

investies de la capacité à induire la formation d’un phanère dans tout épithélium d’origine 

ectodermique, épiderme (Jahoda, 1992), cornée (Ferraris et al., 2000) ou amnios (D. 

Dhouailly, communication personnelle).  

 

II. Apports du modèle mathématique 

Sur la base du modèle théorique de la formation de la condensation dermique en 

quatre étapes (cf. paragraphe précédent), nous avons mis au point un modèle mathématique 

prenant en compte les différents paramètres biologiques étudiés précédemment. Nous avons 

ainsi établi un modèle mathématique (Publi. II) incluant la prolifération cellulaire, la 

migration guidée par chémo-attraction, et aboutissant à la formation du « micropattern » 

hexagonal, ainsi qu’à la séquence d’apparition des primordia dans la ptéryle dorsale lombaire. 

Ce modèle parvient non seulement à mimer la mise en place d’un champ plumaire, 

mais aussi celle d’une semi-aptérie ou d’une aptérie en fonction de la densité cellulaire 

dermique qui est bien différente (Olivera-Martinez et al., 2001). De plus, ce modèle a permis 
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d’apporter un éclairage nouveau sur les précédents résultats d’autres groupes (Jung et al., 

1998; Noramly and Morgan, 1998; Patel et al., 1999) concernant la signalisation BMP. Celle-

ci était jusqu’à présent considérée comme simplement inhibitrice de la formation des 

primordia de phanère, tant chez les oiseaux que chez les mammifères. Nous montrons que 

l’inhibition médiée par BMP-7 (Patel et al., 1999) provient en fait d’un excès de recrutement 

de fibroblastes déplétant les zones voisines et laissant leur densité cellulaire en deçà du seuil 

nécessaire à la formation des primordia (Publi. II). De son coté, l’inhibition médiée par un 

excès de BMP-2 (Noramly and Morgan, 1998), en amplifiant le rôle de limitation de la taille 

de la condensation dermique, produit un blocage général de la migration des fibroblastes 

dermiques, empêchant ainsi l’organisation du derme (Publi. II). 
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 PERSPECTIVES 

Les résultats obtenus permettent d’envisager une suite des travaux correspondant à 

trois thèmes. 

 

I. Orchestration des différents facteurs impliqués dans la mise en place des 

primordia de phanère 

Deux groupes d’analyses effectuées au cours de ma thèse sont complémentaires et 

ouvrent la voie à une étude de la chronologie des différents facteurs étudiés. Dans un premier 

temps j’ai établi in vitro la disparition et réapparition des facteurs composant le 

microenvironnement du primordium, par exemple FGF-10 disparaît après BMP-2 (Publi. I). 

J’ai aussi montré, par la comparaison des ptéryles fémorales droite et gauche d’un même 

embryon, qu’in vivo BMP-7 était le facteur le plus précocement exprimé, parmi ceux étudiés, 

dans la condensation dermique, alors que les protéines du système Notch étaient les plus 

tardivement exprimées (Publi. II et III). L’étude systématique du moment d’expression des 

différents facteurs in vivo permettra d’établir leur orchestration. D’autre part, l’analyse de la 

perte, puis de la réinduction, d’expression de ces facteurs in vitro permettra de déterminer si la 

disparition et la reformation des structures du primordium en culture organotypique 

récapitulent à l’identique l’initiation première observée in vivo. 
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II. Poursuite de la morphogénèse et ségrégation des cellules souches 

L’expression, dans le domaine folliculaire, de Msx-1 et Msx-2, qui sont des facteurs 

de transcription, ainsi que certains Id, qui sont des inhibiteurs de transcription et de 

différenciation, reflète une régulation fine du transcriptome des cellules du primordium par la 

signalisation BMP. Il serait intéressant de savoir quels sont les rôles de ces deux familles de 

gènes lors de la morphogénèse du phanère. 

Chez la souris la délétion simultanée des gènes Msx-1 et Msx-2 ne perturbe cependant 

pas la mise en place des primordia de vibrisses (B. Robert, communication personnelle). 

Concernant les gènes Id, une récente étude (O'Shaughnessy et al., 2004) suggère qu’ils 

pourraient avoir un rôle lors de la ségrégation des cellules souches. Le gène Id-4, 

particulièrement, exprimé en couronne dans le primordium (Publi. II), pourrait être impliqué 

dans le maintien d’un état indifférencié des futures cellules souches adultes. La signalisation 

BMP, quant à elle, en inhibant la signalisation Wnt canonique (β-caténine), intervient dans le 

maintien en quiescence de cellules du « bulge » (niche de cellules souches associée au poil) 

(Kobielak et al., 2007). La voie de signalisation Notch a été impliquée depuis presque dix ans 

lors de la morphogénèse cutanée (entre autres, (Favier et al., 2000; Viallet et al., 1998)). Son 

rôle dans l’arrêt de la prolifération, ainsi que dans la mise en place des frontières, étant admis, 

il serait intéressant de savoir si cette voie de signalisation joue un rôle lors de la ségrégation 

des cellules souches dermiques, tout comme il a été montré dans le compartiment 

épidermique (Blanpain et al., 2006). Les souris transgénique KO développées par le Dr. F. 

Radtke (Radtke et al., 1999) ont permis de décortiquer l’implication de Notch-1 dans 

l’homéostasie de l’épiderme, mais qu’en est-il du compartiment dermique ? Reste à 

déterminer l’impact de ces différents gènes sur la morphogénèse pilaire et sur le cycle pileux. 

L’expression d’Id-3 dans la papille dermique est nécessaire au bon déroulement du cycle 
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pileux, mais quel est son rôle lors de la morphogénèse cutanée ? Des travaux d’invalidation 

ciblée (tissus et stades spécifiques) de ces gènes permettraient de répondre à ces questions.  

 

III. Améliorations du modèle mathématique 

L’établissement d’un modèle mathématique basé sur l’antagonisme des facteurs BMP-

2 et BMP-7 était délicat à mettre en place, mais il répond aux différentes sollicitations et est 

de plus prédictif. Son avantage réside dans le faible nombre de ses paramètres. Il serait 

cependant intéressant de pouvoir intégrer à ce modèle d’autres voies de signalisation aux 

effets connus tels que Wnt-7a (Widelitz et al., 1999) et Shh (Morgan et al., 1998), afin 

d’induire l’orientation et la croissance de bourgeons plumaires ; ou de l’adapter à la 

morphogénèse d’autres champs cutanés tels que les champs fémoraux, qui ont une extension 

unilatérale alors que le champ plumaire lombaire a une extension bilatérale. D’autre part, ce 

modèle devra être confronté aux « macropatterns » spécifiques d’autres oiseaux. Par exemple, 

la caille possède dans la ptéryle dorsale deux lignes primitives où s’individualisent les 

primordia, puis une autre se met en place au milieu des deux précédentes (observations 

personnelles). De même, la mise en place des condensations dermiques chez les mammifères 

sera à étudier d’un point de vue biologique, avant de pouvoir l’adapter numériquement. Un 

nouveau doctorant essaie de répondre à cette dernière question au sein de notre laboratoire. 
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Abstract 

Skin morphogenesis occurs following a continuous series of cell-cell interactions 

which can be subdivided into three main stages: 1- the formation of a dense dermis and its 

overlying epidermis in the future appendage fields (macropattern); 2- the organization of 

these primary homogeneous fields into heterogeneous ones by the appearance of cutaneous 

appendage primordia (micropattern) and 3- cutaneous appendage organogenesis itself. In this 

review, we will first show, by synthesizing novel and previously published data from our 

laboratory, how heterogenetic and heterospecific dermal/epidermal recombinations have 

allowed us to distinguish between the respective roles of the dermis and the epidermis. We 

will then summarize what is known from the work of many different research groups about 

the molecular signaling which mediates these interactions in order to introduce the following 

articles of this Special Issue and to highlight what remains to done. 
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Introduction

The integument, that is, the skin and cornea, is the only organ
that is immediately visible to external examination. Any deviations
from wild type are immediately detectable, which explains the
large number of studies that have appeared in the last few years
using transgenic and K.O. mice. In amniotes, cutaneous append-
ages are exclusively composed of epidermal cells and during
many years by the past, it was generally considered that epider-
mis is the effector tissue and that its morphogenesis depends to
a large extent upon dermal influence (Sengel, 1976). Dhouailly
(1977, 1984) first pinpointed that both components of the skin
should be considered as donors and receptors of information: skin
morphogenesis depends on a continuous dialogue between its
two components. At each step of this dialogue, attention needs to
be paid not only to the responses of one tissue to the other by the
way of diffusible signaling factors, but also primarily to the activa-
tion of transcription factors and intratissue interactions, as has
been beautifully shown for teeth formation (Pispa and Thesleff,
2003).

The cellular interactions, as we saw in the previous chapters of
this issue, start before the formation of an embryonic skin. Indeed,
before skin morphogenesis, various cellular interactions occur,
which specify first the formation of dermal progenitors (Olivera-
Martinez et al.; Fliniaux et al., 2004) and then their densification Abbreviations used in this paper: OT, Ottawa naked.

within the sub-ectodermal space, i.e. the establishment of the
future cutaneous appendage fields or macropattern. These two
first steps lead to the formation of a homogeneous embryonic
skin, composed of an epidermis overlying a dense dermis. The
next step, i.e. the initiation and organization of regular repetitive
appendage primordia, or micropattern, is one of the most fasci-
nating problems in development (Jiang et al., 1999, 2004; Bardot
et al., 2004). The final step, the organogenesis of the epidermal
primordia (placode) in a complete, mature appendage, is the most
complex to elucidate and this has recently been done beautifully
in the case of feather (Yu et al., 2004), the most complicated
epidermal structure yet evolved (Wu et al., 2004).

Many results have been obtained from experiments where
dermis and epidermis were separated by enzymatic or chemical
(EDTA) methods and recombined in various conformations. The
recombination of tissues that have varying degrees of difference
allows us to dissect out the successive steps and cell interactions
involved. The comparison of results obtained in heterospecific
recombinants from species belonging to the same class or to two
different classes of amniotes led to the classic concept of the two
steps in dermal induction (Dhouailly, 1977), firstly to initiate
placode formation and secondly to direct appendage organogen-
esis. Other information, derived from heterogenetic recombina-
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tions between the spontaneous chick
scaleless mutant and wild type, first
drew attention to the inability of the
mutant epidermis to respond to dermal
induction (Goetinck and Abbott, 1963;
Sengel and Abbott, 1963). In fact the
scaleless epidermis was not only un-
able to form a placode, but the main
defect was its inability to transmit sig-
nals that are required for dermal orga-
nogenesis (Dhouailly and Sawyer,
1984).

Here we will present these pioneering
contributions obtained by using hetero-
typic, heterogenetic and heterospecific
dermal/epidermal recombinants, includ-
ing the older and more recent results of
our laboratory, which have allowed us
to determine the origin of most of the
different informative or permissive sig-
nals from one or the other of the two skin
components. We will then discuss what
are the molecular signals that could
mediate these interactions from the re-
sults obtained by many different re-
search groups, in particular from Dr.
Chuong’s laboratory, in order to high-
light what remains to done. In particular,
we want to draw attention to the under-
studied problem of how the cells main-
tain the memory of their developmental
settings, for example how skin cells are
able to maintain their ability to establish
a micropattern even if this is disrupted.

When the dense dermis forma-
tion is perturbed: the chick Ot-
tawa naked mutant

The Ottawa naked (OT) is an autoso-
mal recessive mutation that has not
been genetically characterized. Chicks
are almost totally naked at hatching.
Frequent webbing on toes II and III is
associated with the naked skin condi-
tion. Moreover, embryos examined at 6
days have frequent neural tube abnor-
malities or even a total absence of the
caudal region. The chicks rarely reach
the adult stage. When they survive, the
adults might develop a few down feath-
ers but for the most part are totally
naked. The eggs from heterozygotes
were obtained from Dr. J. L. Pierro (Cen-
ter for Environmental Health, University
of Connecticut, Storrs). At E6.75 (stage
HH 30) the dermis formation is very
irregular in the dorsal region and, in
most parts, the subectodermal mesen-

Fig. 1. In the chick Ottawa naked mutant, dense dermis formation is affected. (A) Transversal
section of the thoracic region at stage HH 30. In this case, the formation of a dense dermis (dd) and
the subsequent differentiation of the ectoderm (ec) into an epidermis (ep) occurs on the right side,
while the mesenchyme (me) remains loose over the neural tube. (B) Dorsal view at E10. Most parts
of the spinal pteryla have not formed and the skin stays glabrous (g). In this case, a few abnormal
feather primordia form along the middorsal line and on the shoulders. Their formation is delayed in
comparison with the wild type. It should be noted that the skin pattern varies in each homozygous
embryo. (C,D) Transversal section at E10 in the upper thoracic region of the previous embryo. Two
different magnifications showing the formation of a sparse dermis (d), while the epaxial muscles (em)
and the vertebra (v) differentiate around the neural tube (nt) and the cord (C). (E,F) Transversal section
at E10 in the lower thoracic region of the previous embryo. Two different magnifications showing the
formation of abnormal feather primordia (fpr). (G-I) A group of three skin explants, using equivalent
left and right pieces of the same Ottawa naked embryo, cultured for 6 days on the chick chorio-
allantoic membrane (G) control left Ottawa naked explant, with a few feather filaments (f). (H)
Heterogenetic recombinant of Ottawa (OT) dermis (D) and wild type (WT) epidermis. Formation of
only two abnormal feather filaments. (I) The reverse recombinant of wild type dermis and Ottawa
epidermis. Formation of several normally patterned feather filaments (Experiments and photographs
by I. Olivera-Martinez).
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chyme remains loose (Fig. 1A). At E8.5 a few feather primordia
sometimes occur, albeit delayed two days with respect to the wild
type. At E10 (Fig. 1B), when a few feather buds are formed, their
number, diameter, location in the dorsal field (macropattern) and
their arrangement (micropattern) are very variable, but are al-
most symmetrical on each side of the middorsal line. A dense
dermis is not present in most dorsal regions (Fig. 1 C,D), although
it forms and subsequently gives rise to abnormally sized dermal
condensations in some (Fig. 1 E,F). Heterogenetic dermal/epi-

Fig. 2. The chick scaleless mutant: the formation of dermal condensations is

affected due to a deficiency in epidermal signalling. (A) Dorsal view at E20. Note
the formation of feathers on the humeral, crural and caudal tracts. The spinal tract
is entirely devoid of feathers. (B,C) At E7, the dorsal scaleless dermis reaches the
stage of dense dermis (dd) formation (B) and this dense dermis homogeneously
expresses Delta-1 transcripts.  (D-G) Heterogenetic dermal/epidermal recombi-
nants. After 36 hours, WT epidermis/ SC dermis recombination (D) leads to the
restriction of Delta-1 expression to the fibroblasts forming the dermal condensation
(dc) of the feather primordia and, after 6 days on the chorioallantoic membrane (E),
to the differentiation of feather filaments (f). The converse recombinant of SC
epidermis and WT dermis leads to a homogeneous distribution of Delta-1 transcripts
in the superficial dense dermis (dd) after 36 hours (F) and after 6 days (G) to a bare
explant. d, dermis; ep, epidermis; ms, muscles; p, placode; sp, spare dermis. (A,B)
Photographed by I. Olivera-Martinez; (C-G) courtesy of Elsevier (Viallet et al., 1998).

dermal recombinants were performed at stage HH 31
between these mutant (OT/OT) and wild type (WT/WT)
embryos and then grafted for 6 days on the chick chorio-
allantoic membrane. The skin was dissected on each side
of the middorsal line and for each mutant embryo, a group
of three grafts was done: one control; one OT/OT dermis/
WT/WT epidermis; and one WT/WT dermis/OT/OT epi-
dermis. The results were consistent for each group of
three (n=6) that survived. The controls and the recombi-
nants involving an Ottawa naked dermis were featherless
or poorly feathered. In addition, in those rare cases where
a few feathers formed (Fig. 1 G,H), they were delayed by
2-3 days with respect to the recombinants involving a
wild-type dermis. The recombinants involving a wild-type
dermis produced large numbers of feathers (Fig. 1I), with
the corresponding primordia differentiating rapidly, as
soon as the day after the recombination.

The Ottawa naked defect thus affects the formation of
a dense dermis, while the Ottawa naked epidermis func-
tions normally. The formation of the dermis is however
perturbed whatever the origin of the dermal progenitors,
i.e. the neural crest (Couly and Le Douarin, 1988) for
facial dermis, the dermomyotome (Mauger, 1972) for
dorsal dermis, or the somatopleural mesoderm (Christ et
al., 1983) for ventral and limb skin. This is despite the fact
that the molecular mechanisms which result in the speci-
fication of the dermal progenitors appear to differ in
regions where it has been studied in detail, i.e. the back
(Olivera-Martinez et al., 2000, 2001, 2002 and 2004) and
abdomen (Fliniaux et al., 2004). Moreover, as the sub-
ectodermal mesenchyme formed, we can therefore sur-
mise that only the densification of the dermis is affected.
This implies that either the mesenchymal cells are im-
peded in their proliferation/migration close to the ecto-
derm, or that they do not receive specific signals from the
ectoderm, or that the signals are not at a sufficient level.
The answer might come from studies currently in process
in our laboratory on the respective roles of the ectoderm
and mesoderm in dermal densification in wild type em-
bryos.

When the dense dermis is not redistributed to
form dermal condensation: the chick Scaleless
mutant

Scaleless is an autosomal recessive mutation that has
not been genetically characterized, but has been the
subject of several scientific studies since the sixties.
Scaleless chicks have smooth skin largely free of down
feathers and their tarsometatarsus and feet lack scales.

Scattered feathers are present in the head, humeral, crural and
caudal pterylae (Fig. 2A). The eggs from homozygous SC/SC
mutants were obtained from J.L. Pierro (Center for Environmental
Health, University of Connecticut, Storrs). Histological observa-
tion of embryos at stage HH 30 shows that the dorsal dermis
formed normally and is composed of a dense dermis overlying a
sparse dermis (Fig. 2B) (Viallet et al., 1998). Thus, in scaleless
embryos (Viallet et al.,1998; Dhouailly et al., 1998; Widelitz et al.,
2000; M. Harris, personal communication), as in wild type em-
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B

bryos (Wessells, 1965; see also review by Dhouailly et al., 2004),
the formation of a dermis in areas which correspond to the
pterylae is characterized by an increase in the cellular density of
the fibroblasts. In scaleless embryos, however, the next step does
not occur. Feather formation involves the segregation of at least
two types of dermal cells, via a redistribution of the cell population
that forms the dense dermis (F. Michon, unpublished data). The
first type will form the dermal condensation, will then be endowed
with morphogenetic properties and participate in feather forma-
tion. The second type will form the ordinary sparse dermis
underlying the inter-feather epidermis. DiI experiments (Jiang et
al., 1999) show that the two fates of dermal fibroblasts could still
be reassigned at E8 (HH 33), i. e. when the dermal condensations
have already formed. The Notch pathway is known to play a role
in binary choices (among others: Artavanis-Tsakonas et al., 1995;
Simpson, 1997) and in situ hybridization of wild type chick
embryos showed that Delta-1 transcripts are heterogeneously
distributed in the forming dorsal dermal condensations at E7/E8
(Viallet et al., 1998). In contrast, in scaleless embryos of the same
stages, Delta-1 transcripts are homogeneously distributed in the
dense dermis (Fig. 2C) (Viallet et al., 1998). Moreover, Delta-1
over-expression using a retroviral infection in wild type embryos
led to formation of large, ectopic secondary apteria (Viallet et al.,
1998). Pioneering experiments at the beginning of the sixties
(Goetinck and Abbott, 1963; Sengel and Abbott, 1963) showed
that the scaleless defect is expressed by the ectoderm while the

scaleless dermis functions normally. More precisely, heterochronic
heterogenetic recombinants demonstrate that the scaleless der-
mis is endowed with appendage-inducing abilities at an early
stage and will rapidly lose them due to a lack of interaction with a
wild type epidermis (Dhouailly and Sawyer, 1984; Song and
Sawyer, 1996). Heterogenetic recombination of scaleless dermis
with a wild type epidermis leads, after 36 hours, to the repatterning
of Delta-1 expression in the dermis (Fig. 2D), followed, after 6
days of culture on chorioallantoic membrane, by the emergence
of feathers (Fig. 2E) (Viallet et al., 1998). The converse recombi-
nant of a dorsal scaleless epidermis with a wild type dermis leads
to a homogeneous distribution of Delta-1 transcripts in the super-
ficial dermis after 36 hours (Fig. 2F) and, 6 days later, to a smooth
explant (Fig. 2G) (Viallet et al., 1998). The group of P. Goetinck
(Song et al., 1996) showed that the defect in scaleless embryos
is a lack of expression of FGF4 by the epidermis. Their experi-
ments were done in vitro, by adding beads overloaded with either
FGF2 or 4 on scaleless chick embryo skin explants in vitro. They
obtained abnormal feather buds which had an abnormal
micropattern and some fusions. The same year, our group was
engaged in a similar type of experiment, but the pieces of dorsal
scaleless embryonic skin, overlaid with FGF2 beads, were grafted
on the chick chorioallantoic membrane. Perfectly differentiated
feathers appeared (Viallet et al., 1998) and moreover, the feather
buds arose sequentially in the vicinity of the loaded beads,
suggesting that the beads do not replace an epidermal placode as
suggested by Song et al. (1996), but instead gave and expanded
a general permissive message to the dermis. The endogenous
FGF4 signalling of the epidermis to the dermis in wild type
embryos is thus a permissive signal, which might interact indi-
rectly with Delta-1 expression, to allow (Viallet et al., 1998;
Dhouailly et al., 1998) the formation of dermal condensations in
feather- or scale-forming regions. Dermal scale condensations,
as well as the formation of placodes which precedes the organi-
zation of the dense dermis are clearly distinguishable in whole
pieces of dermis and epidermis after their separation (Dhouailly,
1984). FGF4 does not constitute a “feather-message”, as sug-
gested by a third group (Widelitz et al., 1996). Whereas they
obtained supernumerary feather formation in the sub-wing semi-
apterium by using FGF2 beads, we did not in the midventral
apterium (Dhouailly et al., 1998). The difference between the
upper dermis of a semi-apterium and that of an apterium is that the
former normally forms a dense dermis, albeit with a delay, as well
as a few randomly distributed feathers while the later, remains
loose and totally bare (Sengel et al., 1969; Sengel, 1976). More-
over, FGF2 beads allow the scaleless foot skin to form scutate
scales (Dhouailly et al., 1998; Prin and Dhouailly, 2004).

The first dermal induction and the initiation/patterning
of appendages

Heterospecific recombinations between dermis and epidermis
were performed thirty years ago by using skin tissues from lizard,
chick and mouse embryos, thus from the three different classes
of amniotes (Dhouailly, 1973, 1975, 1977). They all yielded
consistent results. In brief, class specificity of cutaneous append-
ages, i.e. the formation of scale- feather- or hair-type buds is
epidermis dependant, whereas their initiation/ patterning and
outlines are dermis dependant. The dermis, as it transmits its

Fig. 3. Formation of scale buds in a hair-pelage or a hair-vibrissa

pattern by a lizard embryo dorsal epidermis. (A)With dorsal mouse
dermis: formation of large and small scale buds corresponding to the
central and lateral primary hair follicle pattern (B). (C) With upper-lip mouse
dermis: formation of large scale buds arranged in a whisker pattern (D),
surrounded by small scale buds corresponding to pelage hair pattern. The
dermis is thus responsible for the pattern, while the epidermis responds
according to its genetic potential (Dhouailly, 1975).
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initial triggering influence to initiate appendage morphogenesis in
the overlying epidermis, also specifies their size and distribution
pattern and the epidermis responds according to its genetic
potential. These buds do not, however, give rise to mature
appendages. For example, mouse pelage hair-forming dermis
induces a large quantity of two size classes of scale buds in a
lizard epidermis (Fig. 3A) and feather buds in a chick epidermis,
corresponding to central large and lateral small primary follicles of
the mouse pelage (Fig. 3B). Likewise, mouse vibrissa-forming
dermis induces a small number of giant scale buds in a lizard
epidermis (Fig. 3C) and giant feather buds in a chick epidermis,
according to the mouse upper-lip pattern (Fig. 3D). A number of
signaling factors have been shown to be expressed in the placode
as well as in the dermal condensation. Bmp 2, 4 and 7 and
follistatin (for a review: Chuong, 1998) are expressed in the
feather primordia during pattern formation while gremlin is only
expressed in the interbud dermis (Bardot et al., 2004). The ectopic
expression of Bmp2 and 4 leads to the inhibition of the feather
primordia and, reciprocally, to the over-expression of noggin,
follistatin and gremlin induce the formation of ectopic or enlarged
feathers (Noramly and Morgan, 1998; Patel et al., 1999). Interest-
ingly all the feather activators (BMP antagonists, FGF, Shh) and
most of the inhibitors (BMP2, 4) are expressed in the primordia.
This has led to the proposal of a model based on diffusion of
repressor/activator signals (Chuong, 1998).

The dynamical patterning of embryonic chick dorsal skin can
be followed by detection of BMP-2 transcripts (Noramly and
Morgan, 1998) first in the nascent placode, then in the dermal
condensation. The entire dorsal lumbar skin was recovered from
stage HH 31 chick embryos and the explants were cultured in vitro
and harvested after 8, 12 and 18 hours. At time 0 (HH31) the
expression of BMP-2 in the placode cells allows the identification
of 5/7 distinct rows of feather primordia (Fig. 4A). After 8 hours of
culture, BMP-2 expression is difficult to detect (Fig. 4B) and is no
longer detected after 10 hours, when there is a complete loss of
the periodic patterning. After 12 hours, this patterning is re-
established, with some modifications such as fusions that occur
along the lines of chevrons (Fig. 4C). It should be noted than in
dorsal pteryla, the micropattern of feather buds is grossly hexago-
nal, so that each feather is surrounded by six other feathers. Inter-
feather distances are larger longitudinally than laterally, so that
the feathers appear to be arranged in oblique transverse rows or
chevrons. In the trunk, the chevrons open towards the tail (Sengel,
1976; Dhouailly et al., 2004). After 18 hours, almost the entire skin
explant is patterned de novo (Fig. 4D), albeit with some abnor-
malities such as lateral fusions and heterogeneity of the diameter
of the feather primordia. These experiments (F. Michon, unpub-
lished data) show that the skin has the ability to autonomously
rebuild a new periodic pattern when this has been disrupted by the
mechanical stress of dissection/ organotypic culture. It should be
noted than in this experiment, the axial row reappears first.
However, the presence of the skin corresponding to the initial
primary row is not necessary for the re-patterning of the integu-
ment: when it is eliminated by excision, a new dominant row
appears, lateral to the initial one (Novel, 1973). The appearance
of epidermal placodes precedes the organization of the dense
dermis into dermal condensations (Sengel and Rusaöuen, 1968;
Dhouailly, 1984) and we can suggest than the first dermal induc-
tion initiates this placode formation, which in turn allows and

directs the cell migration in the dermis, leading to the redistribu-
tion of the fibroblasts from the dense dermis. As the first dermal
messages, responsible for the initiation and patterning of append-
ages have remained understandable between the three classes
of amniotes, it was proposed (Dhouailly, 1977) that they were
mediated by the same type of molecules that are evolutionarily
well-conserved. This was indeed the case as was shown several
years later in the case of chick and mouse embryos (for a review:
Chuong, 1998). That these signals belong to the Wnt family was
recently confirmed via experiments involving the Wnt inhibitor
Dickkopf-1 (Dkk-1). Dkk-1 is a soluble Wnt inhibitor that inhibits
Wnt activation of the Frizzled receptor by binding the co-receptor
low-density-lipoprotein-receptor-related protein 6 (LRP6)
(Semenov et al., 2001; He et al., 2004). When dissociated chick
dermal cells were transduced with RCAS-Dkk-1 and then re-

Fig. 4. Lability of the dorsal feather pattern in organotypic culture, as

revealed by in situ hybridization with a BMP2 probe. Forty pieces of
dorsal lumbar pteryla were dissected at stage HH 31. Ten were immedi-
ately fixed and processed for hybridization, while the rest were cultured
and fixed after 8, 12 or 18 hours. (A) At time 0, five to seven rows of feather
placodes have formed. (B) After 8 hours, it is very difficult (arrow) to detect
heterogeneity in BMP2 expression. (C) After 12 hours, feather formation
has resumed and fusions occur laterally leading to well-defined chevrons
(arrow). (D) After 18 hours, the skin explant is again entirely patterned,
albeit with some abnormalities (arrow). The arrowhead indicates the dorsal
midline, ant, anterior. Experiments and photographs by F. Michon.
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aggregated and overlaid by an epidermis, feather formation is
inhibited (Chang et al., 2004). Dkk does not, however, differenti-
ate between different Wnts and specific antagonists for each
member of this large family do not exist yet.

The second dermal induction and feather organogen-
esis

The association of chick epidermis with hair-forming mouse
dermis produces arrested feather buds, the epidermis of which
forms ingrowing thickenings which can be recognized as abnor-
mal barb ridges (Dhouailly, 1973). These hypomorphic barb-
ridges are formed by stacking of cells corresponding to future barb
and barbule cells. Nevertheless, although the cytodifferentiation
of feather cells is independent from dermal signaling once feather
formation has been triggered by the first dermal messages
originating from the mouse dermis, the outgrowth and typical
architectural organization of the feather filament did not occur.

In chick neoptile feathers the number of barbs varies from 11
to 16 and the rachis, formed by the fusion of the anterior barbs, is
rudimentary. In contrast, in duck neoptile feathers, the number of
barbs varies from 18 to 26 and the anterior rachis is well devel-
oped. Moreover, the teleoptile remiges appear soon after birth in
chick but later in duck. The number of barb ridges in the embryonic
feather filament, which corresponds to that of barbs in the neoptile
feather; their partial fusion at the base of the feather to form a
rachis; the timing of the formation of the second generation, the
juvenile feathers and their shape, are species variable charac-
ters, which are all governed by the second dermal messages
(Dhouailly, 1970). The experiments to show this consisted of

heterospecific recombinations of wing bud ectodem and meso-
derm between chick and duck, grafted on chick or duck hosts. The
results were clear-cut. The morphological characters of the feath-
ers were all determined by the dermis, except the number and
shape of barbule cells, which conformed to the species origin of
the epidermis (Fig. 5 A-C). Moreover, the time of renewal of the
appendages was also dependent on the dermis (Fig. 5 E,F). The
corresponding dermal/epidermal interactions must occur in the
feather follicle, between the dermal papilla and the ring (wall) of
undifferentiated epidermal cells. The later proliferate and subdi-
vide into barb ridges, which fuse with the anterior part of the ring
to give rise to the rachis, with additional barb ridges forming in the
posterior part of the ring. Rachis formation, as well as the addition
of new barb ridges, is more pronounced in case of the duck than
chick neoptile feather and occurs through the entire outgrowth of
the teleoptile feather in both species.

Several signaling factors are expressed in the developing
feather, including BMP2, BMP4, Noggin and Shh (Yu et al., 2002;
and 2004). BMP4 is expressed mainly in the dermal papilla, while
Noggin is expressed in its posterior region, where barb ridges
start to form. Shh is expressed in the internal sheath and is
essential for inducing apoptosis and thus the splitting of barb
ridges. The Chuong group, in a series of elegant experiments
showed that, by adding RCAS viruses carrying these genes or
dominant negative genes to the follicles of plucked teleoptile
feathers, abnormal feathers were formed during regeneration.
Over-expression of Noggin, a BMP antagonist, increases the barb
number and even causes them to become split, while over-
expression of BMP2 and BMP4 caused the formation of a giant
rachis and barb fusions. Suppression of Shh leads to the forma-

Fig. 5. Chimeric neoptile feathers produced by heterospecic duck/chick forelimb ectoderm/ mesodermal pulp recombinants. The dermis is
responsible for the feather architecture and the time of replacement of the neoptile by the teleoptile feather, while the shape of epidermal barbule cells
is conferred by the epidermal species.(A) A typical duck-type neoptile feather obtained from the association of chick epidermis and duck dermis. Note
the formation of 26 barbs, most of them being attached to a well developed rachis. (B) Detail of the barbules of the feather shown in (A), showing a typical
chick-type morphology, i.e. a succession of cylindrical cells, slightly swollen at their distal tip. (C) Typical chick-type neoptile feather obtained from the
association of chick dermis and duck epidermis. Note the formation of 12 barbs.  (D) Detail of the barbules of the feather shown in (C), showing a typical
duck-type morphology, i.e. a succession of cylindrical cells, with two spiny protrusions at their distal tip. (E) A chick host, two weeks old, bearing a chimeric
right wing composed of a duck mesenchymal pulp associated with a chick ectoderm. The chimeric wing is perfectly developed, but is covered only with
neoptile duck-type feathers, while the left host wing is covered by the second generation, the juvenile teleoptile feathers. (F) A duck host, two weeks
old, bearing a chimeric right wing composed of a chick mesenchymal pulp associated to a duck ectoderm. The chimeric wing is in this case poorly
developed, because the microsurgery was not perfect, but in the second generation, the juvenile teleoptile chick-type feathers had formed (Dhouailly,
1970).
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tion of a remnant membrane between the barbs. It is thus very
probable that a difference in the level of expression of Noggin and
BMP4/2 exists between the dermal papillae of the neoptile
feather follicle in chick and duck, but this would be difficult to
quantify.

Conclusion: the molecular events which mediate der-
mal/epidermal interactions

The molecular events underlying the cellular interactions
during skin morphogenesis have thus been partially documented
by several laboratories using expressions pattern studies and
ectopic treatment using loaded beads or over-expression using
retroviruses. Many of the recently described developmental
signalling pathways have been implicated in one or all of these
interactions (summarised in figure 6). Among these signals, the
Wnt pathway is associated first in the formation of the dorsal
dermis. Wnt1 from the dorsal neural tube has been shown to
induce the specification of dermal progenitors from the dorsal
dermomyotome (Olivera-Martinez et al., 2001, 2002 and 2004).
The dermal precursors express Wnt 11, which might be impli-
cated in their migration to the subectodermal space (Olivera-
Martinez et al., 2002, 2004). Wnt 1, 3a and 5a in the feather
primordia and Wnt 11 in the interbud dermis region control the
shape of the feather bud while Wnt7a is involved in the anterior-
posterior orientation during the outgrowth of the feather bud
(Chang et al., 2004; Widelitz et al., 1999; Chuong et al., 1996).
At early stage the level of β-catenin is homogeneous throughout
feather field epidermis and then is restricted to placodes (Widelitz
et al., 2000). We can thus propose that this general β-catenin
expression is the response of the epidermis to a general Wnt
message originating from the dermis. Then, this message ap-

the abdomen (Fliniaux and Viallet unpublished data). During
pteryla formation transient BMP2 expression is observed in the
epidermis while the BMP antagonists gremlin and follistatin are
expressed in the underlying dermis and the epidermis, respec-
tively. (Noramly et al., 1998; Bardot et al., 2004; Patel et al., 1999).
When the patterning occurs, BMP2, 4 and 7 and the BMP
antagonists excepted gremlin are expressed in the primordia.
This observation leads to a model based on activation via differ-
ential diffusion of activators and inhibitors for the formation of the
periodic patterning (Chuong, 1998). Later, at the step of feather
organogenesis, the BMP/antagonist pair (in this case Noggin) is
also involved in the patterning of the barb ridges (Yu et al., 2002,
2004). What is the role of Shh? It is expressed at 2 days by the
chick endoderm (Watanabe et al., 1998) and could play a role in
inhibiting BMP4 expression in the somatopleure in the abdomen
and thus in allowing feather field formation. At the early stage of
pattern formation Shh is expressed in the placode while its
receptor Ptc is expressed both in the placode and the dermal
condensation (Ting-Berreth and Chuong, 1996; Jung et al., 1998;
Morgan et al., 1998). In our point of view, Shh is involved in
activating cell proliferation both in the dermis and epidermis.
Forced expression of Shh (or Shh treatment) causes ectopic
feather formation in pteryla, semi-apteria and even in the midventral
apterium and appears to be sufficient to enhance dermis density
over a critical thresholds. In fact, Shh is strongly expressed in
feather buds that elongate into feather filaments, is slightly
expressed in overlapping scutate scales and is barely detectable
and short lived in reticulate scales that did not overlap (Prin et al.,
2004). Inhibition of Shh signaling in chick (Prin and Dhouailly,
2004) can lead to feather growth arrest. Likewise, Shh knock-out
mice (Chiang et al., 1999) have arrested hair buds. Together all
these results lead to the conclusion that Shh is a general growth

Fig. 6. Diagrammatic representation of the different

steps of dorsal skin formation in chick. For details, see
text.

pears to become restricted to
the primordia in wild-type em-
bryo, whereas it remains as a
smear over the tract fields in
the scaleless embryo (Widelitz
et al., 2000). During pattern for-
mation nuclear β-catenin stain-
ing increases in the placode
and is lost in the ectoderm that
adopts interfollicular fate, in ad-
dition the forced expression of
β- catenin induces the forma-
tion of ectopic feathers
(Noramly et al., 1999; Widelitz
et al., 2000). The restriction of
β-catenin expression, as well
as that of Delta-1 expression
might be a consequence of
FGF4 expression in the epider-
mis (Viallet et al., 1998; Song et
al., 1996). The Notch pathway
may serve to stabilize the pat-
terning of feather primordia
(Viallet et al., 1998).

The coupled BMP4/BMP-
antagonist is first observed dur-
ing feather field specification in
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activator of cutaneous appendages. Moreover Shh also inter-
venes later, to allow apoptosis of the internal epidermal sheath
and consequently the splitting of barb ridges during feather
organogenesis (Yu et al., 2002, 2004).

Thus, after more than thirty years of research, the cellular
interactions and their mediators become clearer. However, the
formation of a dense dermis and particularly the nature of the
signal originating from the ectoderm, as well as the migration of
dermal cells to from the dermal condensations deserve further
research work. Moreover, we need to complete our preliminary
diagram (Fig. 6), by adding which transcription factors and what
type of intra-tissular interactions are triggered at each step. Only
then we will obtain an overview of feather- and of course, hair-
forming skin morphogenesis as complete as that already detailed
for tooth organogenesis (for a review, see Pispa and Thesleff,
2003).
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Abstract 

Pattern recognition is at the heart of clinical dermatology and dermatopathology. Yet, 

while every practitioner of the art of dermatological diagnosis recognizes the supreme value 

of diagnostic cues provided by defined patterns of ‘efflorescences’, few contemplate on the 

biological basis of pattern formation in and of skin lesions. Vice versa, developmental and 

theoretical biologists, who would be best prepared to study skin lesion patterns, are 

lamentably slow to discover this field as a uniquely instructive testing ground for probing 

theoretical concepts on pattern generation in the human system. As a result, we have at best 

scraped the surface of understanding the biological basis of pattern formation of skin lesions, 

and widely open questions dominate over definitive answer. As a symmetry- breaking force, 

pattern formation represents one of the most fundamental principles that nature enlists for 

system organization. Thus, the peculiar and often characteristic arrangements that skin lesions 

display provide a unique opportunity to reflect upon – and to experimentally dissect – the 

powerful organizing principles at the crossroads of developmental, skin and theoretical 

biology, genetics, and clinical dermatology that underlie these – increasingly less enigmatic – 

phenomena. The current ‘Controversies’ feature offers a range of different perspectives on 

how pattern formation of skin lesions can be approached. With this, we hope to encourage 

more systematic interdisciplinary research efforts geared at unraveling the many unsolved, yet 

utterly fascinating mysteries of dermatological pattern formation. In short: never a dull 

pattern! 
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What is the biological basis of pattern
formation of skin lesions?

Prelude 1: Tracing skin patterns

Pattern recognition is the quintessential skill of a derma-
tologist. His ability to recognize the target lesions of ery-
thema multiforme, the Wickham’s striae of lichen planus
and the geometric picture of factitial dermatitis affords
him an advantageous position in therapy. Furthermore,
the pattern of fingerprints provides a means of identifying
every single one of the 6 000 000 000 people on our pla-
net. It even distinguishes between identical twins. In addi-
tion, the distinctive palmar lines have spawned the
thousands of spurious predictions of palmistry.

Some patterns are indicative of ageing, such as wrinkles
and the similar ridging of the fingernail plate. Onychogry-
phosis and pincer nail also reflect ageing keratin synthesis.
The shoreline nail pattern and Beau’s lines hark back to
prior illness. Leukonychia is the sign of prior local injury
to the nascent nail plate. The cutaneous horn stands as a
dramatic sculpture of sun damage.

We first learn to recognize the distinctive branching
Christmas tree pattern of pityriasis rosea, with its heraldic
mother patch. Similar symmetrical branching patterns are

seen at times with seborrheic keratoses. The peripheral
nerve routes are revealed by the patterns of pain and blis-
ters in herpes zoster.

More patterns arise from the disease. These range from
the rare, tinea imbricata to the common alopecia areata
and the fish scaling of ichthyosis. Moreover, genetic deter-
minants account for a singular lot of common as well as
rare patterns. Think of the common horizontal versus the
V-shaped anterior hairline. Think of curled versus straight
hair and then consider the rare genetic uncombable hair.
No one can fail to recognize the patterned hair loss of
age.

Among the rare congenital and gene responsible
cutaneous patterns, we see linear markings at embryo-
nic closure lines such as linea pigmentosa. We see the
grooves of nasal lines, branchial fissures and preauricular
sinuses.

The most remarkable and often inapparent patterns
are those resulting from the fact that we may inherit two
distinct embryonic skins. This mosaicism accounts for the
lines of Blaschko. These are V- or S-shaped lines of the
embryonic juncture of the twin skins. They account for
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the localization of epidermal naevi as well as the distribu-
tion of a variety of skin diseases.

It is these genetically distinct skins that swirl, but do
not mix, on the coating of the embryos. The most vivid
result is seen in incontinentia pigmenti. Such mosaicism
was first recognized by Mary Lyons, hence the descriptor,
lyonization.

Many of the skin patterns require special techniques for
their sighting. Thus, to see the pattern of sweat pores, one
requires surface staining with o-phthalaldehyde. Magnifi-
cation brings out the tiny patterns of the scabietic bur-
rows. Others are without recognition because of our

failure to understand their hieroglyphic nature. We must
await a Champollion to reveal them. Confocal microscopy,
scanning electron microscopy, skin resistance measure-
ments and sweat prints are a few of the tools available for
enlarging our atlas of skin patterns. Magnification of our
patient’s skin as well as of our imagination will reveal new
exciting patterns.

And recall that patterning of the skin extends three
dimensionally to the cross-sections of the histopathologist.
I was taught that a diagnosis could be made by simply
viewing a slide under low power to recognize diagnostic
patterns.

Human skin has evolved into a bland, uniform, largely
hairless covering. It has little of the dramatic coloring of
animals, butterfly wings or peacock feathers. This has led
to skin envy on the part of many humans, and in turn
to the exquisite colorful skin patterns drawn by tattoo
artists.

The essential reference for understanding patterns is
The Self Made Tapestry: Pattern Formation in Nature, by
Phillip Ball, Oxford University Press, 1999. In that work,
you will learn how an activator–inhibitor system accounts
for the pelt pattern of the giraffe, and with your computer
you can explore the recent finding that the eye pattern of
a peacock feather comes from the diffraction of light by
precision arrays of microscopic photonic crystals (Fig. 1).

Enjoy the poetry of your patients’ many patterns, for
they are all unique!

Walter B. Shelley
Medical University of Ohio

Toledo, OH 43614
USA

E-mail: wshelley@meduohio.edu

Prelude 2: Pattern formation in skin diseases –
thoughts and predictions

It is axiomatic to state that normal skin is highly pat-
terned and its disorders reflect that patterning (1). No two
regions of skin are identical excepting the conservation of
bilateral symmetry. The heterogeneity of skin ecology, its
patterning, is based on unique gross and cellular make-up,
which in turn reflects the heterogeneity in molecular con-
stitution, molecular expression and molecular interaction.

The sharp and easily recognizable patterns of skin dis-
ease reflect the underlying differences in regional skin.
Morphologically, this is seen, for example, in acne vulgaris
of the sebaceous follicle in the seborrheic areas and andro-
genetic alopecia of the hormone-sensitive hair follicles on
the scalp. Disease pattern, however, is based on the
pathology or aberrations of constituent regional mole-
cules, induced by multiple aetiologies: genetic, immunolo-
gical, physical, chemical, infectious, etc. Studies of
molecular mechanisms of skin disease have revealed many
examples of molecular aberrations, which are responsible
for the disease.

A good example of heterotopic distribution of members
of a gene family is amongst the keratins (2). Genetic muta-
tions in specific keratins generate disorders unique to spe-
cific histological regions, for example, mutation of K6a
expressed in palmar/plantar skin (pachynychia congenital),

of K4 and K13 in mucosal skin (white sponge naevus), of
K5 and K14 in truncal skin (epidermolysis bullosa sim-
plex), of K1 and K10 in interfollicular skin (epidermolytic
hyperkeratosis) and of hHb6 keratin in the hair shaft (mo-
nilethrix). Mutations in members of collagen and associ-
ated gene families give rise to distinct cutaneous clinical
presentations (e.g. 3). Amongst autoimmune disorders,
aberrant antibodies to specific epidermal desmogleins give
rise to either superficial or deep pemphigus depending on
the specific desmoglein attacked (4). The specific location
of the immunosuppressive molecule CD200 to the follicu-
lar bulge could explain the preservation of that structure
in alopecia areata (5). Even in infectious diseases, the dis-
tribution of infection appears to depend on some specific
regional molecular characteristic. Recently, it was found
that the papilloma virus preferentially infects hair follicle
stem cells (6,7); indeed, this association could explain the
discrete lesion generated by this infection.

In our view, we would predict that when the disease
pattern is not typical, the molecular basis for that disorder
is also not typical. In the latter case, the agent may differ
molecularly, such as a mutant variety of an infectious
agent, or the resident skin may differ such as a genetic
polymorphism of a structural or regulatory molecule. The
prediction would extend to the idea that the therapeutic
approach may have to be modified to meet the situation –
pharmacogenomics.

Figure 1. Peacock feather.
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In summary, it is our opinion that dermatological dis-
eases are highly patterned because the molecular make-up
of skin is also highly patterned: pattern reflects function,
function reflects morphology, morphology reflects molecu-
lar structure and disease reflects molecular perturbation –
caused by manifold and sundry aetiologies. By under-
standing molecular structure, molecular networks, molecu-
lar properties and the control of molecular expression, we
will understand the disease and its therapies. What gener-
ates cutaneous patterning and controls it? Ah, but that is
the question…! (e.g. 8–13).

K. Stenn, S. Parimoo and Y. Zheng
Aderans Research Institute

Philadelphia, PA
USA

E-mail: kstenn@aderansresearch.com
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Viewpoint 1

The skin is like a living canvas. As this canvas covers the
surface of an individual, changes that lead to non-random
patterns are likely to catch people’s attention, triggering fas-
cination or revulsion, astounding the experts and providing
invaluable diagnostic clues to the dermatologist. Patterns
on the skin can be due to physiological, pathological or arti-
factual causes. Distinct regions, skin appendages, skin rid-
ges, cutaneous nerves, blood vessels, etc. contribute to skin
pattern in a manner that is either visible to the naked eye or
only apparent under the microscope. When skin lesions
develop, they either follow obvious anatomical differences
or follow ‘hidden’ patterns based on genetic/developmental
mechanisms that were laid down earlier and that were not
obvious in the adult. Then, time adds another dimension to
skin patterns through temporal cyclic regeneration of some
skin appendages. It is upon this dynamic landscape of the
skin that skin lesions often develop, distribute, arrange
themselves and change in striking patterns that have been
meticulously recorded and commented on since the earliest
days of modern clinical dermatology.

And yet, the key question – ‘why do all these visible
patterns of (and even within) skin lesions form?’ – remains
one of the least investigated and most neglected among
the central problems of dermatology. [Note that this ques-
tion should not be confused with histopathological pattern
formation, which is observed when these skin lesions are
examined under the microscope (e.g. 1); histopathological
pattern formation is not covered here.]

Perhaps, the most promising way to reduce the endur-
ing controversies over what really causes skin lesion pat-
terning is to explore the biological basis of these patterns.
This exercise may greatly improve our understanding of
the pathogenesis of a given skin disorder and allow unique
insights into the general basis of pattern formation in bio-
logy as well. To this end, we propose several defined cat-
egories of biological mechanisms that produce skin
patterns and that also serve as the basis for patterned skin

lesions (Table 1). In the following, we attempt to define
and briefly survey these categories, as an aid to future,
systematic research into the biological basis of skin lesion
patterns.

Categories of skin patterns

1. Lineage-based genetic mosaicism

The basis for this pattern is that some cells are changed
genetically or epigenetically during development. The
abnormal functions of these cells then manifest themselves
in the skin. The reason they are not distributed randomly is
because these inactivation events occur very early during
development and are transmitted to the progeny of these
early precursor cells. In their migratory paths into the skin,
the defects become outwardly visible. The changes can be
transmitted through cell division because they involve
somatic mutations in DNA or are mediated by epigenetic
mechanisms such as X chromosome inactivation, DNA
methylation, etc. (see Viewpoint 2). There are several stri-
king examples in which lesions are limited to the left or
right side of the body, regional segments, checker board
patterns or linear distributions, which have been analysed
so ingeniously by Rudolf Happle (2–4 and Viewpoint 2).

The patterns become macroscopically discernible if
these progenies are distributed in a particular fashion. The
most striking example in the epidermal lineage is the Blas-
chko lines (5). A recent case of linearly distributed acne
turns out to be due to a somatic mutation in the fibroblast
growth factor (FGF) receptor in one epidermal cell lineage
(6). The mechanism leading to the Blaschko lines is funda-
mental and not limited to humans. When early chicken
embryo epidermal cells (embryonic day 2) were labelled
along the dorsal midline with replication defective virus
expressing beta-galactosidase, their progenies showed mul-
tiple parallel blue lines radiating from the midline across
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the dorsal skin of late chicken embryos resembling Christ-
mas tree branches (7).

2. Region-specific patterns

Regional specificity implies that different skin regions such
as the scalp, beards, eyebrows, facial region, lips, palms,
nails, mammary glands, sweat glands, etc. have different
characteristics. Epidermal precursors are initially multi-
potent and competent to form all these different structures.
During development, special domains of dermis begin
sending specific messages to the epidermis. Through a ser-
ies of epithelial–mesenchymal interactions, these different
skin domains with special structures and functions gradu-
ally emerge. The integument diversifies to endow different
functions to different parts of the human skin. When a
molecule fundamental to these processes is mutated, mul-
tiple epithelial organs may be affected as seen in ectoder-
mal dysplasia (8). When lesions are specific to certain
regions, they form specific patterns. For example, inherited
structural defects of hair and nails evidently are limited to
where these types of skin appendages are present.

How these dermal specificities and epidermal competence
are set up in development is still under investigation. A
model based on a skin Hox code was proposed, suggesting
that different combinations of Hox gene expression may be
the basis of skin regional specificity, and may set up the sub-
sequent differences in diffusible morphogens and adhesion
molecules (9). Indeed, there are spatiotemporally defined,
specific HOX expression patterns in human skin (10) and
the Hox expression patterns of dermal cells derived from
different topological skin regions are different (11). Most
interestingly, the characteristics of these different skin
regions have been shown to ‘intraconvert’, i.e. respecifica-
tion to an ectopic fate from the original characteristics
through pathological process or experimental manipulation.

For example, the engrailed pathway was shown to be
involved in defining the mesenchymal characteristics of the
ventral versus the dorsal paw (12). Tbx4 and Tbx5 are
shown to be involved in defining the identity of the chicken
leg versus wing and hence scale or feather forming dermis
(13). Epidermal cells can trans-differentiate and convert
hairs into glands or scales to feathers under the influence of
retinoic acid or by ectopic expression of specific molecules
such as beta-catenin (14–16). A recently engineered K14–
noggin transgenic mouse shows that sweat glands are trans-

formed to hairs (17), while noggin overexpression under the
neuron-specific enolase promoter can convert outer root
sheath keratinocytes into sebocytes (18). An adult cornea
can also be diverted to form pilosebaceous units when they
are confronted with embryonic hair forming dermis (19).
These observations imply that the establishment of specific
regions is based on a balance of molecular signalling net-
works. Understanding the regulation of skin regional specif-
icity has the potential to enable the manipulation of
epidermal stem cell fate for medical applications.

Another interesting aspect is the arrangement of indi-
vidual appendage elements within the region. During skin
development, hair primordia are laid out in sequential
order and their arrangement and orientation reflect a pro-
pagating global wave of skin appendage formation. Loss
of frizzled 6 in transgenic mice leads to the formation of
multiple whirls (20), suggesting the involvement of the wnt
pathway in this process. In humans, the whirls of scalp
hairs are most apparent [reviewed in Ref. (21)], yet the
formation of hair whirls is not entirely under genetic con-
trol. A pair of homozygotic twins was shown to have one
and two whirls, respectively (22). Likewise, fingerprints of
homozygotic twins are similar but non-identical (23).
Therefore, stochastic events involving physico-chemical
interactions such as reaction–diffusion are likely to be
involved [reviewed in Ref. (24) and references therein].
Knowing how these morphogenetic processes work is not
only important for understanding the biological basis of
skin lesion patterns, but also for individual identification
and engineering of the skin.

3. Pattern formation by interactions with
melanocytes

The patterns observed in categories 1 and 2 involve only
epidermal and dermal cells. As development proceeds, the
presumptive skin continues to build its complexity by
interacting with other tissues, such as nerves and blood
vessels. One most apparent interaction is the immigration
of melanocytes. Melanoblasts from the neural crest
migrate into the presumptive skin and may form dramatic
visible patterns as seen in zebra stripes and leopard spots.
In humans, individuals also have skin regions with differ-
ent levels of pigmentation (8). For example, the palm is of
lighter colour than the dorsal part of the hand. This is

Table 1. Categories of patterned skin lesions

Category Manifestation Mechanism

1. Genetic mosaicism, lineage based Blaschko lines, segments, checkerboard patterns Somatic mutations, epigenetic changes

2. Region-specific patterns Regional specificity: types of skin and appendages,
arrangement of appendage elements in a region

Based on developmental processes, stochastic
events (reaction–diffusion)

3. Interactions with melanocytes Melanocyte distribution pattern, vitiligo Pigmentation

4. Anatomically or physiologically based Acne vulgaris fungi in nails, flea in hairs, atopic
eczema, hypertrophic scar, keloid, pressure sore

Particular structures, local moisture, local
chemistry, physical tension, pressure

5. Hair cycle based Alopecia, cyclic alopecia, transversing hair waves Regulation of hair cycle phases

6. Modulation by hormones Sexual dimorphism, androgenic alopecia Different responses to sex hormones

7. Interactions with environment UV dermatitis, liverdo reticularis, summer/winter
coats of some animals

Sun exposure, cold exposure, seasonal changes

8. Artificial Tattoo, breast implantation, liposuction, alteration
of body contour

Culture based, message display, cosmetic
surgery, iatrogenic
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because there are fewer melanocytes in the palm, while the
reverse is true for skin in the anogenital region and the
nipple. Recent work suggests that the high DKK (a wnt
pathway antagonist) level secreted by palm fibroblasts
may contribute to the establishment of this pattern (25).
In piebaldism, the white tufts of frontal and eyebrow hairs
result from a mutation in the stem cell factor receptor,
KIT, with the subsequent absence of melanocytes in a
defined skin region (8). While the biochemical basis of this
lesion is now clear, how such a sharply demarcated region
is defined or how melanocytes enter or avoid a particular
region in human skin is still totally unknown.

4. Anatomically or physiologically based
patterns

Because sensory skin nerves innervate a defined derma-
tome, some lesions may be manifested along this domain
when this nerve is preferentially affected. For example,
herpes varicella-zoster virus spreads along sensory nerve
fibres, and patient’s skin lesions follow a strikingly seg-
mental, zonal distribution (26). Likewise, Lesions can be
distributed along the blood supply delivered by the periph-
eral skin blood vessels. Venous and arterial ulcers as well
as vascular malformations are patterned by the underlying
blood vessel pathology. In diabetes, the skin ulcers occur
more in the distal end of the lower extremities because of
poor blood supply to reach these skin regions. And infec-
tious agents that selectively target specific skin appendages
(e.g. Demodex folliculorum mites, lice: hair follicle) will evi-
dently cause skin lesion patterns explained by the distribu-
tion of these skin appendages in a given skin territory.

Along the same lines, different regions of human skin
show different, developmentally determined characteristics,
which translate into different skin lesion patterns, based on
the different physiological and anatomical properties of
each region. For example, in seborrheic dermatitis, the folli-
cular distribution pattern of hyperkeratotic or inflamma-
tory skin lesions is determined by the distribution of
pilosebaceous units and the microflora that colonize them.
Atopic eczema tends to favour particularly moist flexural
skin. Candida and dermatophyte infections preferentially
target intertriginous skin. Regions with high physical pres-
sure tend to develop wounding or ulcers or display pressure
urticaria, especially in conditions of stasis and a relative
lack of oxygenation. During wound healing, hypertrophic
scars tend to develop more frequently in anatomical areas,
exhibiting higher skin tension ( 27). Prevention or treatment
of patterned skin lesions may be achieved by changing or
respecting these local characteristics (e.g. by adapting surgi-
cal procedures so as to reduce tension and thereby the
amount of scar tissue formation in a given skin region).

5. Hair cycle-based patterns

A special subcategory of ‘Anatomically or physiologically
based patterns’, which for practical purposes we treat here
as a separate pattern-forming mechanism, relates to the
cycling transformation of hair follicles between phases of
growth (anagen), regression (catagen), hair shaft shedding
(exogen) and relative rest (telogen) (28,29). The differenti-
ation products of these skin appendages (hair shafts) can
disappear and reappear temporally. If club hairs are
retained in the follicular canal, the macroscopic appearance
will remain largely unchanged. If hair filaments are dis-

lodged while new hairs have not grown back, instead, bald
regions form. The classical clinical example for this is alo-
pecia areata, an autoimmune disorder whose pattern is hair
cycle based in a dual sense: the inflammatory cell infiltrate
in alopecia areata exclusively attacks hair follicles that are
in their active growth stage (anagen), and then alters their
normal cycling behaviour by prematurely catapulting them
into catagen, along with – sometimes dramatic – wave-pat-
terned hair shaft shedding (8,30).

If hairs fall out at a rather specific time point of the
hair cycle, followed by later regrowth, this can produce a
moving wave of bald and hairy regions. This is not only
seen in alopecia areata, but, e.g. also in the premature and
precise shedding of hair shafts in Foxn1 and Msx2 null
mice (31,32). In humans, hair follicles cycle independently
(‘mosaic’ hair follicle cycling) so that the dramatic wave
patterns typically seen in mice (33) are quite unusual. In
any case, the pattern-forming mechanism here is that cer-
tain skin structures have been developmentally pro-
grammed to undergo cyclic transformations (29), which
can produce patterned skin lesions in later life.

6. Hormonally based patterns

Upon puberty, skin appendages in specific regions are trans-
formed when sex hormone pathways, estrogens and andro-
gens are activated. Sex steroids not only prominently affect
hair follicles, but also the hypertrophy/atrophy status of
sebaceous glands or the melanogenic activity of epidermal
melanocytes, giving rise to hormonally based patterns of
skin lesions, as seen, e.g. in acne, androgenetic alopecia and
hirsutism. Different sexual dimorphism characteristics are
endowed in mammals including humans (34). A dramatic
example of this is also seen in birds, namely in the different
feathering between roosters and hens (35). In human beard,
axilla and genital regions, hair follicles are transformed
from the vellus to the terminal hair. With increasing age,
the reverse tends to occur, leading to androgenic alopecia,
while vellus hairs can be transformed into unwanted ter-
minal hairs (e.g. on the upper lip and lower legs) when prop-
erly stimulated by androgens, leading to hirsutism. Here,
terminal hairs in the frontal and parietal scalp are affected
but not those in the occipital region. As a result, the hairline
recedes gradually on a patient’s foreheads.

The long unclear molecular question as to why scalp and
occipital hairs have different responses to sex hormones is
becoming increasingly understood because hair follicles of a
defined skin region seem to be developmentally pro-
grammed to respond with strikingly distinct changes in gene
and protein expression, namely of key hair growth-modula-
tory agents, to stimulation with androgens or estrogens
(29,36,37). Thus, hormonally based skin lesion patterns are
also results of region-specific developmental programming.

7. Environmentally based patterns

Skin patterns can also result from interactions with
the environment, particularly in terms of light and
temperature. For example, chronic sun exposure of human
skin leads to the characteristic signs of actinic skin damage,
with the UV light-induced patterns corresponding to
unclothed skin regions. Cold exposure triggers the reticular
patterns of livedo reticularis and livedo racemosa and cau-
ses blood and/or blood vessel-based pathology to become
clinically apparent in defined vascular territories (e.g. in
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Raynaud syndrome and cryoglobulinemia) (8,26,38). In
nature, changes in the length of the light period that are
translated into changes in the plasma melatonin and pro-
lactin level can trigger animals to change to a longer/shor-
ter or whiter/darker coat so as to improve their chances for
survival during a given season (39). Now that we know that
human and rodent skin and hair follicles are even extrapi-
tuitary sites of melatonin synthesis (40–42), one wonders to
which extent environmental cues (such as the length of the
light period) can also affect seasonal changes in the quality,
quantity and distribution of patterned skin lesions.

8. Artificial

In this category, we can liberally group culture-based pat-
terns of skin ‘lesions’, such as tattoos, breast implants,
hair transplants, abdominal liposuction, etc. These artifi-
cial patterns are meant to alter the body contour and dis-
play body messages to a defined social environment. Of
course, some diseases can arise secondarily from these pro-
cedures and then also present as skin patterns (e.g. allergic
eczema against henna allergens arising in a tattoo).

A true understanding of abnormal conditions is bred by
a genuine understanding of what is normal. Here we have
surveyed possible biological and other mechanisms that
underlie patterns of skin lesions. Through this exercise, we
also hope to get closer to explaining the many – still mys-
terious – patterns of reoccurring skin lesions (often even in
loco!) that characterize many chronic inflammatory skin
diseases such as psoriasis, lichen planus, dermatomyositis,
lupus erythematosus and Reiter’s disease (8,30). None of
these patterns can as yet be convincingly classified into one
of the above categories for which reasonable biological
explanations are available. Also, once we have been able to
explain the remaining mysteries of pattern formation in
and of skin lesions, chances are that we will also have come
much closer to clarifying the pathogenesis of these derma-
toses. This will confirm the classical insight that pattern
formation is at the very basis of life and its many states of
dysfunction (43,44). Viewed from this perspective, the skin
and its lesional patterns become far more than a living can-
vas, and turn into a window to an as yet undiscovered
world of biology and pathology.
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Viewpoint 2

During my entire professional life, I was interested in
pattern formation of cutaneous mosaicism. Some of
my concepts and hypotheses have been confirmed in
the meantime, some turned out to be wrong, whereas
others are still waiting to be challenged at the molecular
level.

Here I would like to discuss some concepts and doc-
trines that are still controversial, and to describe perspec-
tives regarding further research in this field.

The lines of Blaschko, a well-established pattern

The concept that Blaschko’s lines (Fig. 1) visualize the
dorsoventral outgrowth of a mutant cell clone (Fig. 2) was
advanced, in German language with English summaries,
during the years 1977/1978 (1,2). Today this view is gener-
ally accepted. I still take pride in the fact, however, that
my first paper written in English on this subject, entitled
‘Genetic mechanisms which may explain the pattern of
Blaschko’s lines’, was rejected in 1977 by the British Jour-
nal of Dermatology. One of the reviewers thought that my
ideas were too hypothetical and far-fetched. At that time,
I was so demoralized that I did not submit my paper to
another journal. But 8 years later essential parts of the
manuscript were published, with only minimal updating,
in Human Genetics (3), and the article still turned out to
be taken as novel.

Presently, mosaicism has been proven at the cellular
level in many disorders following Blaschko’s lines (4).
From animal experiments, we can conclude that the con-
cept of dorsoventral proliferation of two different cell
clones holds true (5,6), although a direct proof in human
skin does not exist and is unlikely to be feasible.

Genomic versus epigenetic mosaicism

Two major categories of mosaicism can be distinguished
(4). The pattern of Blaschko’s lines may reflect genomic

mosaicism that is usually caused by a postzygotic muta-
tion, but occasionally may also originate from a prezy-
gotic event in the form of gametic half-chromatid
mutation (7). Or, it may reflect epigenetic mosaicism that
would be either X-linked or autosomal.

Lyonization: X-linked retrotransposons and the
lines of Blaschko

Functional X-chromosome mosaicism (lyonization)
explains the systematized linear patterns as observed in
incontinentia pigmenti, Goltz syndrome, Conradi–Hüner-
mann–Happle syndrome, Partington syndrome and various
other X-linked genodermatoses (4,7). These linear skin dis-
orders most likely reflect the action of retrotransposons (4).

As far as we know today, experimental evidence indi-
cates that both X-linked and autosomal epigenetic mosai-
cism is caused by the action of retrotransposons (8). On
the X chromosome, a significant accumulation of LINE-1
retrotransposons was found in the region of the X-inacti-
vation centre at Xq13 (8), and this finding most likely
reflects a functional significance (9).

Heritable autosomal mosaicism: the role
of retrotransposons

Retrotransposons are particles of retroviral origin. They
are interspersed in large numbers in the genome of plants
and animals (10). Some retrotransposons are able to
silence or activate the expression of a neighbouring gene
by methylation or demethylation. At an early developmen-
tal stage, the action of such ‘metastable epialleles’ may
result in heritable – but non-Mendelian – traits character-
ized by a variegated coat pattern reminiscent of the lines
of Blaschko. Examples are the mouse mutant viable yel-
low agouti (11,12) and the brindled trait in dogs (13).

In human medicine, cases of autosomal pigmentary
mosaicism visualizing the lines of Blaschko may show, by
way of exception, a familial aggregation (14,15). In the past,
this was difficult to explain. It seems conceivable that the

Figure 1. Archetypical patterns of mosaicism in human skin.
Type 1a: lines of Blaschko, narrow bands; type 1b: lines of
Blaschko, broad bands; type 2: checkerboard pattern; type 3:
phylloid pattern; type 4: patchy pattern without midline
separation; type 5: lateralization.

Figure 2. Proposed explanation of the fountain-like pattern of
Blaschko’s lines on the back. The transversal proliferation of
precursor cells starts from the primitive streak and interferes
with the longitudinal growth and increasing flexion of the
embryo.

Controversies

553



action of a retrotransposon may account for such familial
cases (13).

In the near future, research on retrotransposons will
almost certainly play a major role in the elucidation of the
genetic basis of mosaic phenotypes visualizing the lines of
Blaschko, but also of other disorders including skin cancer.

Heritable autosomal mosaicism: paradominance
and the lines of Blaschko

An alternative explanation of the familial occurrence of
autosomal mosaic traits is the concept of paradominant
transmission (16). Heterozygous individuals are usually
healthy. Only if allelic loss would occur at an early devel-
opmental stage and gave rise to a homozygous cell clone,
the disorder would become manifest as a mosaic.

This concept has been proposed to explain familial
cases of sebaceous naevus (17) as well as of other mosaic
phenotypes such as Klippel–Trenaunay syndrome (18).
Molecular proof is so far lacking.

Are Blaschko’s lines of ectodermal origin?

Some authors are convinced that the pattern of Blaschko’s
lines is exclusively of ectodermal origin (19). Celia Moss
has advanced the hypothesis that epidermal cells follow
Blaschko’s lines, but fibroblasts may not (20).

I hesitate to believe this. For example, the lesions of
focal dermal hypoplasia clearly follow Blaschko’s lines,
and they are definitely of mesodermal origin. Other exam-
ples suggesting the possibility of a mesodermal origin of
Blaschko’s lines are linear atrophoderma of Moulin (21)
and linear progressive fibromatosis (22).

To reconcile her ectodermal theory with such mesoder-
mal disorders, Moss (20) has offered the auxiliary hypo-
thesis that the dermal deficiency may be secondary to
epidermal pathology. I think that this is a less likely
explanation of mesodermal defects along Blaschko’s lines.
Future research may show which view is correct.

Facial lines of Blaschko are intersecting

Another problem arose when we studied the arrangement
of Blaschko’s lines on the head and neck (23). We docu-
mented a definite crossing of lines, sometimes even at an
angle of 90� (Fig. 3). Does this mean that the direction of
embryonic movements is highly variable on the head? Or
do particular disorders give rise to particular patterns? I
feel that the second explanation is less likely, but the ques-
tion has so far not been settled.

Lateralization: a unique pattern of lyonization

Congenital hemidysplasia with ichthyosiform naevus and
limb defects (CHILD) syndrome F is caused by mutations
in NSDHL localized at Xq28 (24,25). NSDHL controls
the production of 3b-hydroxysteroid dehydrogenase, an
enzyme involved in cholesterol metabolism. In typical
cases, the CHILD naevus shows a unilateral, diffuse
involvement with a clear-cut midline demarcation (Fig. 4)
(26). This lateralization has to be categorized as a pattern
of lyonization which is, however, strikingly gross. I have
hypothesized that the origin of a clone of organizer cells
coincides and interferes with the event of X-inactivation

(7,27). Another explanation would be a defective function
of the sonic hedgehog pathway in which NSDHL is
involved, resulting in a disturbed left–right asymmetry
(28).

However this may be, the lateralization pattern of CHILD
syndrome apparently heralds a gene that plays a pivotal role
in pattern formation at an early developmental stage.

The checkerboard pattern

The human pigmentary system appears to be particularly
divergent with regard to mosaic patterns (Fig. 1). A flag-
like arrangement with a strict midline separation has been
observed in cases of chimaerism (29). Clinical examples
visualizing a mosaic checkerboard pattern are speckled
lentiginous naevus and Becker’s naevus (4,30).

The phylloid pattern: a new subject of
dermatological research

The phylloid pattern is characterized by multiple leaf-like
or oblong macules reminiscent of the floral ornaments of
art nouveau style (Fig. 5) (30). The recognition of this
new pattern of cutaneous mosaicism resulted, within a

Figure 3. Facial lines of Blaschko showing definite crossing
(23).

Figure 4. Lateralization pattern of CHILD syndrome.
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short period of time, in the delineation of a novel neuro-
cutaneous syndrome in the form of phylloid hypomelano-
sis (31). This disorder is caused by mosaic trisomy 13
(32).

It is so far unknown which mechanism may cause this
peculiar pattern, and why phylloid hypomelanosis is so
closely related to numerical anomalies of chromosome 13.

Patchy pattern without midline separation

Large congenital melanocytic naevi usually occur sporad-
ically. Because we never observe a corresponding disorder
that involves the entire integument, I have proposed the
concept of a lethal mutation surviving by mosaicism (33).
Molecular evidence supporting this concept is so far not
available, but can be expected for the near future.

In 2004, Mehraein (34) reported, in a case of ring chro-
mosome 7, somatic mosaicism showing significant gain of
chromosome 7 within a highly proliferating melanocytic
congenital naevus. Admittedly, however, this skin lesion
was not a giant melanocytic naevus.

What is a naevus?

In 1995 I proposed a new definition of the word naevus
(35): ‘Nevi are visible, circumscribed, long-lasting lesions of
the skin or the neighboring mucosa, reflecting mosaicism.
With the exception of melanocytic nevi, they do not show
neoplastic growth. They never show malignant neoplasia.’
My essential point was to postulate genetic mosaicism.

This paper aroused many excited discussions, especially
in the French literature (36), because French dermatolo-
gists had decided, some years ago, to create an exclusively
French definition of the term naevus (37). For example, I
had difficulties to decide whether I should be amused or
not by a commentary of Drs Delescluse and Broeckx from

Brussels (38) who wrote in 1995: ‘The Francophones had
proposed that the European currency should be named
ECU, the Germans didn’t accept it, and our ECU shall
now bear the name EURO. With regard to dermatology,
we should not bow to the new German suggestion, and
keep our French terminology.’ Fortunately, this bizarre
story has come to a good end. Some years later, at a cock-
tail reception of an AAD meeting, Dr Delescluse took my
arm and said: ‘Your definition of naevus was right! Let’s
have a photograph together.’ And so we did. In the mean-
time, the concept of mosaicism has been confirmed in
many different types of naevi (4).

I must admit, however, that in the last sentence of my
definition, I have expressed myself unclear. My statement
that naevi ‘never show malignant neoplasia’ was misunder-
stood by some critics (39). Of course, naevi can undergo
malignant degeneration, but the resulting malignant tum-
ors are no longer naevi. For instance, a malignant melan-
oma originating from a melanocytic naevus cannot be
categorized as a naevus.

If we accept the concept that all naevi by definition rep-
resent mosaics, we have to acknowledge that the salmon
patch, a vascular macule that is found in about half of ne-
onates and only in particular midline areas such as the nu-
chal or glabellar region, is certainly not a true naevus, but
should rather be categorized as a nevoid lesion. I think
that this is acceptable. Otherwise, we had to create, as sug-
gested by some critics (40), a neologism to denote the
naevi fulfilling the definition as described above (35), and
this would be preposterous.

Zosteriform naevi do not exist

The arrangement of naevi according to Blaschko’s lines or
to the checkerboard pattern is sometimes described as ‘zo-
steriform’ (41,42). It should be borne in mind, however,
that this designation is incorrect (43). So far, I could not
find in the literature any naevus being truly zosteriform,
i.e. showing a dermatomal arrangement similar to that of
herpes zoster.

‘Naevus unius lateris’ is an irrelevant term

Even in our times, the outdated name ‘naevus unius later-
is’ is still used by some authors (44,45). From a genetic
point of view, it does not matter whether a naevus is uni-
lateral or bilateral in a given case. Even the CHILD nae-
vus, the hallmark of CHILD syndrome, rather often
shows, in addition to lateralization, a mild contralateral
involvement (26). In other words, a ‘naevus unius lateris’
does not exist. This term reveals the absence of genetic
thinking and is entirely useless.

Naevus flammeus is an indispensable term

According to a presently prevailing doctrine, facial naevi
flammei do no longer exist because they are now called ‘capil-
lary malformations’ (46–48). Dermatologists who are using
this fashionable term should realize that there is no specific
nosological entity to be called ‘capillary malformation’.

In other words, naevus flammeus is a specific disorder
reflecting mosaicism, whereas ‘capillary malformation’ has
a rather broad meaning that includes naevus flammeus,
naevus anemicus, the non-mosaic vascular lesions of Ren-
du–Osler disease and various other skin lesions.

Figure 5. Phylloid hypomelanosis.
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Hypothesis: naevus flammeus is not
dermatomal

With regard to the so-called trigeminal distribution of
facial naevi flammei, we are still living in medieval times.
When examining photographs of such vascular lesions
(Fig. 6), I wonder why the strange belief of a causal rela-
tionship to the ophthalmic, maxillary and mandibular
branches of the trigeminal nerve has been taken as a
dogma since more than 100 years. Most of the presently
available textbooks say that the vascular naevi of Sturge–
Weber syndrome are visualizing the branches of the trige-
minal nerve (46,48).

I seriously doubt that this is correct. Fortunately, I am
not entirely alone with my scepticism. Many years ago
Alexander (49) has voiced similar doubts. Perhaps, the
arrangement of naevi flammei corresponds to a checker-
board pattern (4). This problem should be investigated by
the application of modern techniques of examination to
determine which view is correct.

Conclusion

Cutaneous mosaicism continues to be a fascinating field
of research. Besides the problems of pattern formation
as treated in this debate, there are other mosaic phe-
nomena waiting for further elucidation such as rever-
tant mosaicism in autosomal recessive skin diseases
(50), type 2 segmental manifestation of autosomal dom-
inant skin disorders (51,52) or didymosis (twin spotting)
(53).

With regard to pattern formation in mosaic skin disor-
ders, the role of retrotransposons will hopefully be
explored soon by a new generation of investigators devo-
ted to experimental dermatology.
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Viewpoint 3

Pattern formation in nature is best thought of as a process
of symmetry breaking. That is, an initially homogeneous
system becomes spatially, and sometimes temporally, inho-
mogeneous. Examples include the wind-dependent genera-
tion of sand dunes, the abrupt appearance of hexagonal
convection cells in a thin layer of oil heated from below
and a remarkable phenomenon known as the Belusov–
Zhabotinsky reaction where a chemical reaction in a shal-
low dish can spontaneously form a chemical concentration
pattern (1). These latter patterns can be stationary, mani-
fest as unchanging spots or stripes, or wave like, in which
a chemical concentration profile can propagate, producing
macroscopically visible expanding concentric circles or spi-
rals.

In biology, although symmetry breaking is ubiquitous,
understanding the mechanisms involved has met with
limited success. Embryogenesis is a paradigm of pattern
formation in nature and is still poorly understood. What
makes the heart localize to the left and the liver to the
right? In development the heart does not remain a mid-
line structure; nature makes a choice between left and
right and the axial symmetry is broken. The correct out-
come is not always guaranteed – witness dextrocardia –
but there are extremely robust mechanisms in place to
ensure such anomalies are rare. In some cases, symmetry
breaking may not occur where it should; an example is
the uniformly pigmented zebra, or it may occur where it
should not; an example from human dermatology is the
unilateral icthyosiform eruption found in the CHILD
naevus (2).

What can be learnt from the study of pattern forma-
tion in relatively simple physical systems, such as the
Belusov–Zhabotinsky reaction, and how can such know-
ledge increase understanding of the more complex proces-
ses occurring in biology? First, inanimate systems can
undergo a process of self-organization provided they
exchange energy and/or matter with their environment
(3). Second, biological systems may exploit physical con-
straints, such as surface tension, to generate structure
without the need for an explicit genetic message (4).
Finally, the analogies between inanimate pattern forma-
tion and biological pattern formation offer the tantalizing
prospect that the latter may be approached and under-
stood in a quantitative manner. Indeed, Alan Turing, the
British mathematician, wrote down a series of reaction–
diffusion equations in 1952 under the title ‘The chemical
basis of morphogenesis’ that show how chemicals that

react and diffuse can form spontaneous patterns in solu-
tion (5). This is perhaps the simplest mathematical model
that can exhibit self-organization. As such, it should not
be interpreted in a literal sense, rather it should be con-
sidered a paradigm model. Other models for self-organ-
ization have been proposed based on different biological
hypotheses, but, intriguingly, many of these models make
similar predictions, suggesting possible developmental
constraints which are independent of the exact details of
the biological processes involved (6). It is reaction–diffu-
sion theory that will be used here to explain symmetry
breaking in dermatology.

Consider naevoid patterns. How do the patterns arise?
The answer remains unresolved despite many attempts at
an explanation. Most authors have suggested that the
patterns are due to the clonal outgrowth of abnormal
cell lines during embryogenesis. For example, the mor-
phology of quadrant naevi has been considered the result
of a postzygotic mutation such that the destination of
abnormal clones reflects the patterning (7). Similar argu-
ments have been applied to bathing trunk naevi.
Likewise, the lines of Blaschko have usually been attrib-
uted to clonal outgrowths of clones of cells either from
the primitive streak (8) or from the neural crest (9). Yet
there is evidence that suggests these explanations are
inadequate. Lineage studies on embryonic mice show
that early postzygotic mutated cell clones become widely
dispersed throughout the body; they do not remain
localized (10). In humans, evidence supporting these
results is provided by studying the McCune–Albright
syndrome, a genodermatosis thought to be due to a
postzygotic mutation, and human chimaerism. Although
both conditions exhibit large patches of uniformly brown
skin over a background of normal skin, it has been
shown that fine-grained mosaicism is present throughout
the skin in the former (11), and present throughout all
tissues studied in the latter (12). Patterns following the
lines of Blaschko are occasionally observed in the McC-
une–Albright syndrome, but are more commonly seen in
X-linked conditions where there is a random inactiva-
tion, termed lyonization, of one of the X chromosomes
in each cell early in embryogenesis. In contrast to the
previous example, it has been demonstrated that clonality
may exist in tissue specimens of lesions following the
lines of Blaschko (9,13) despite the expectation that fine-
grained mosaicism secondary to lyonization should be
present. The issue is confounded by a lack of data. It is
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not known whether lesional tissue from all naevi follow-
ing the lines of Blaschko is clonal. It is also unclear in
some naevi as to which cell types are involved, so the
relevant cell type may have been overlooked. Some
authors have suggested the lines of Blaschko may repre-
sent the paths of migrating melanocytes (14,15), but this
is unlikely. Mintz’s allophenic mice (mosaic for black or
white coat colour where the relevant genes are expressed
by melanocytes) do not exhibit patterns that look like
the lines of Blaschko in humans (16). In addition, it is
difficult (although not impossible) to see how a gene
expressed by a melanocyte could cause, for example,
the blistering and hyperkeratosis seen in incontinentia
pigmenti.

Here it is suggested that the patterning found in all
naevi, ranging from the simple to the complex, can be
accounted for by assuming that they are secondary to
chemical prepatterns laid down early in embryogenesis
(Fig. 1) (17). A chemical prepattern is a spatially varying
chemical concentration gradient that remains fixed. Its gen-
eration from uniformity is a striking example of symmetry
breaking and in the example shown it is produced by a
reaction–diffusion process. Given the presence of the pre-
pattern, there are three possible ways in which macroscopic
pattern can subsequently develop. First, when the concen-
tration reaches a threshold, spatially dependent gene acti-
vation may occur. It is then possible to see how the
abnormal clone becomes activated in regions that follow
the prepattern. The distribution of the naevus over the skin
will be independent of the presence of the abnormal clone,
but not of the presence of the activated gene of the abnor-
mal clone. Second, the prepattern may act as a chemo-
attractant gradient for the abnormal clone (18). In naevi
following the lines of Blaschko abnormal clones may
aggregate as they migrate laterally within the surface ecto-
derm [one ectodermal cell, as it proliferates and migrates
laterally cannot be expected to produce a macroscopic
band with the exclusion of the normal cell type (19)].
Finally, the chemical prepattern may be the trigger for a
spatially dependent selective proliferation of one cell type
over another. An interesting consequence of the chemical
prepattern hypothesis is that the pattern-forming process
itself may be pathological, so that in people unaffected by
naevoid skin disease the lines of Blaschko do not exist.

(d) (e) (f)

(a) (b) (c)

Figure 1. The spontaneous generation of chemical concentra-
tion patterns over the dorsum of the early human embryo.
Here the evolution of the ‘Brusselator’ (22), a simple chemical
scheme involving six distinct compounds, is modelled using
two coupled non-linear partial differential equations and
solved using a finite element scheme over the domain as
shown. This domain is a representation of the shape of the
ectodermal surface of the day 25 tri-laminar embryo (a)–(e)
and the day 24 embryo (f). The bottom quarter of the surface
of the day 25 embryo is the region associated with the devel-
oping thoracic somites. In (a)–(c), the temporal evolution of
pattern is shown culminating in a pattern resembling the nar-
row-banded lines of Blaschko. Images (d), (e) and (f) repre-
sent, in the order of decreasing complexity, the broad banded
lines of Blaschko, quadrant naevi and the unilateral CHILD
naevus, respectively.
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Figure 2. Modelling erythema gyratum repens. In (a) the one-
dimensional solution to a reaction–diffusion scheme is shown
(21). This chemical concentration waveform is repeated end-
to-end and propagates to the left with a speed of the order
1 cm per day and with a wavelength approximately 1 cm. In
(b)–(d), the model shown in (a) is approximated by a cellular
automaton simulation known as the Hodgepodge machine
(21,23). Note the morphology and evolution of the rash is
accurately represented; the features include growing arcs, spi-
rals and collision fronts.
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Next consider erythema gyratum repens. Here a pattern-
forming process must account for the appearance of the
rash, including expanding rings and spirals, and collision
fronts, as well as its dynamic evolution. Hitherto, the rapid
spread of the bands of inflammatory skin across the skin
surface (up to 1 cm per day) has defied explanation. Some
authors have suggested it is due to diffusion, but a simple
calculation shows that the rate of diffusion for even small
macromolecules is orders of magnitude too small (17). Once
again, consider the chemical prepattern hypothesis as a
possible solution to the problem. In contrast to the station-
ary patterns described above, in this case, the chemical gra-
dient is a wave that propagates across the skin surface.
Many features of the rash, including its morphology and
rapid evolution, emerge naturally as a consequence of this
reaction–diffusion mechanism (Fig. 2) (20,21).

Here the concept of symmetry breaking found in
dynamical systems theory is applied to pattern formation
in some examples of human skin disease. Although as yet
unproven, the mathematics show that the mechanisms are
physically well founded. Quantitative approaches to the
problem of pattern formation in skin disease result in fal-
sifiable predictions and offer the prospect of new and
counterintuitive insights into pathogenesis.
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Viewpoint 4

Patterns can be defined by passing from a homogeneous
to a heterogeneous state, together with motif repetition
and order of appearance. Every organ in the body har-
bours pattern, the most obvious being observed in skin.
Embryonic and postnatal development results in three dis-
tinct steps in skin patterning.

Skin patterns belong to three main types,
determined at three steps of embryonic and
postnatal development

First, humans are vertebrates that harbour a bilateral,
dorsoventral and right/left symmetry; they are character-
ized by a dorsal location of neural tube, and a metamer-
ism resulting from the segmentation of the paraxial
mesoderm; all together determined at a very early stage of
development. The mesodermal segmentation forms the

somites, which give rise not only to the vertebrae, but also
to segmented dorsal dermis progenitors, as well as striated
muscle progenitors, the latter migrating all over the entire
body. Thus, at this first stage, the formation of different
cell lineages or clones takes place. Moreover, the neural
roots emerging at the intervertebral level also show such a
metamerism and their distinct innervating territories are
well known from the physicians.

During mid-embryonic stages, the establishment of
cutaneous underlying muscles, nerves and blood vessels
pattern, as well as the arrival by migration of melanocyte
progenitors, occurs. Almost concomitantly, the primarily
homogeneous skin becomes heterogeneous, leading to the
formation of cutaneous appendage displaying characteris-
tic patterns, like hair follicles, sebaceous, sweat or mam-
mary glands.

Finally, during postnatal life, endogenous hormonal
events like sexual hormones or lack of insulin, which
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are genetically dependent on conception or can also
depend in the second case on alimentary behaviour, as
well as environmental events because of radiations,
microbiological or wounding injuries might create or let
out pre-existing skin patterns.

Such patterns have for a long time attracted the atten-
tion of dermatologists not only as they might help them in
disease diagnosis, but also by the intriguing fact that they
appear to follow some rules and did not simply form by
accident. Adult, normal or pathological patterns might
reflect or be the consequence of pre-existing patterns
established during embryogenesis. During development,
molecular signals occur between the mesoderm, or the
migrating neural crest and their environment, like the
neural tube, as well as between the forming dermis and
epidermis. Some patterning events, which appear auton-
omous, are the results of physical diffusion of molecular
signals. Moreover, new adult patterning might be the con-
sequence of adult interactions with underlying muscles or
even bones, patterning of which have been established
during embryogenesis.

Biological patterning is a highly interesting mathemat-
ical topic which implies the understanding of shape cre-
ation, periodicity and symmetry breaking. We are
convinced that physical and mathematical approaches
might help skin pattern understanding. While skin pat-
terns have been studied in some cases, they still deserve
new interest as new results have been obtained in develop-
mental biology.

(1) Skin macropattern is determined during
early embryogenesis and is related to the
establishment of body axes and body regions

Skin macropattern in mammals can be mainly distin-
guished as head, dorsal/ventral trunk, mammary, plantar
and palm regions, all of them being linked to the estab-
lishment of anterior–posterior and dorsal–ventral axes,
showing a bilateral symmetry. Experiments have been
mostly performed in chick and mice embryos. Skin clo-
nal lineages have been analysed in b-galactosidase trans-
genic mice displaying an abnormal duplication in the
LacZ gene, leading to the formation of a non-functional
enzyme (1). The rare occurrence of homologous recom-
bination leads to the formation of clones of b-galactosi-
dase expressing cells that in skin forms lines on each
side of the mid-dorsal line (Fig. 1a). A late occurrence
of such an event can allow us to identify cell lineages
occurring from the base of the hair matrix in hair fol-
licle (Fig. 1b).

Likewise, local transgenesis in early chick embryo by
means of replication defective virus that expresses b-galac-
tosidase showed blue lines radiating from the midline
across the dorsal skin (2). Thus, Blaschko’s lines (3,4) may
correspond to a clinical expression of a genetically altered
clone that forms during early embryogenesis. They may
also correspond to the segmented pathways of sensory
skin nerves as some lesions such as herpes zoster may be
manifested along a nerve domain.

At early embryogenesis stage, the Hox code along the
anterior–posterior axis of the trunk, as well as along the
proximal–distal axis of the limb, is expressed not only in
the mesoderm, but also in the skin progenitors and is
responsible for the future skin regional identities (5).

Likewise, homeobox genes exhibit spatial changes in
expression during human skin development (6).

The specification of dermal progenitors and their
migration in the sub-ectodermal space (7,8) depend on
intercellular interactions with their environment, which are
mediated mainly by Wnts, Shh and Noggin. Skin field for-
mation, i.e. skin macropattern, also depends on epidermal
competence. The complex formation of a feathered skin,
which can be triggered even in chick extra-embryonic area
(8), results from a basic genetic ectodermal programme.
The simplest formation of a scaled skin requires the
feather program inhibition, which occurs before 8.5 days
of development in the chick hind limb (9). Likewise, the
choice between foot dorsal pelage and plantar skin in mice
(10) or between foot dorsal scutate and ventral reticulate
skin in chick (11) depends on En1 expression in the ecto-
derm at the limb bud stage. Another related question
relies on the pattern of pigmentation of the hand and foot
of black people, a pattern that exactly corresponds to the
dorsal and ventral regions of the autopode, which are spe-
cified at an early stage of limb bud morphogenesis. Why
does the migration of neural crest cells giving rise to mel-
anocytes not cross the dorsal/ventral border? In fact, an
increased expression of Dickkopf1 by palmar and plantar
fibroblasts inhibits melanocyte growth and differentiation
(12).

Many dermatological questions that appear to be rela-
ted to those early embryogenesis events remain unresolved.
The giant child naevus may exhibit a clear-cut pattern cor-
responding with the mid-ventral line (13). The pattern of
human male alopecia frequently spares the occipital
region. Intriguingly, its dermis originates from the paraxial
non-segmented mesoderm, while both the frontal and pari-
etal dermis are issued from the neural crest (14). How
might those different origins be related to a dramatic dif-
ference in their respective sensibility to testosterone? It
should be noted that hair follicles of a region, of which
identity is known for a long time to be defined by the der-
mis (15), are developmentally programmed to respond to
hormonal stimulation, as they kept those properties when
transplanted (16). Another still unresolved question con-
cerns the pattern of the mammary line. The presence of

(a) (b)

Figure 1. Skin clonal lineages in mouse embryo dorsal skin
(a) and hair follicle (b). By courtesy from J. F. Nicolas.
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abnormal supernumerary nipples in humans always fol-
lows the primary line, which has been established at an
early stage of development. What exactly is the origin of
the mammary dermis? What are the signals responsible for
its specification? Moreover, for each skin field the follow-
ing question arises: what triggers the appearance of the
first cutaneous appendage primordium? Most of the time,
the first primordia in chick skin are arranged in one first
row parallel to the anterior/posterior axis of the trunk or
the proximal/distal axis of the limb. Moreover, in the lat-
ter case, the first scutate scales appear over the foot bone
joints (17). This general rule presents exceptions, charac-
terized by a circular or a whirl appearance of the primor-
dia, from a centre point. This is often observed on the top
of the human scalp. Experimentally, the loss of Frizzled 6
(a receptor of a Wnt family signal) leads to the formation
of multiple whirls in transgenic mice (18). This is also the
case when a supernumerary feather field is induced in the
prospective area of the chick mid-ventral apterium (i.e.
nude skin) by the graft of a clump of Noggin or Shh pro-
ducing cells (8).

Finally, all the questions related to the early establish-
ment of skin macropattern may deserve to be studied on a
mathematical point of view, which has not yet been the
case, in contrast with the skin micropattern.

(2) Skin micropattern: Biomathematical
explanations of the formation of cutaneous
appendage and pigment motifs during
mid-embryogenesis

Cutaneous appendage primordial, composed of a placode
and a dermal condensation form during mid-embryogen-
esis, is a step of development characterized by the trans-
formation of a homogeneous skin into a heterogeneous
skin. In chick embryo, the feather micropattern is hexag-
onal, corresponding to the best filling of space. Once
triggered by a Wnt dermal signalling [among others:
(19–21)], the placode formation, which requires Eda/Edar
signalling (19) and precedes that of the dermal condensa-
tion, becomes autonomous (F. Michon, unpublished
results). It should be noted that mutations of Eda or
Edar genes affect not only the formation of hair follicles,
but also of sweat glands and teeth as shown in several
ectodermal dysplasia (22). Numerous dermal–epidermal
interactive signals comprising diffusible (among others:
BMPs, Wnts, Shh) or trans-membrane signals (Notch
system) are then involved in primordia maintenance and
differentiation [for a review, see Ref. (23)]. Another
unresolved question is the patterning of cutaneous nerves
and blood vessels: prior to or consequence of the skin
micropattern?

Skin micropattern provides a very suitable application
of the most known theory of the biomathematics: reac-
tion–diffusion. Some precursors are Kolmogorov and
Rashevsky (24,25), but this theory was clearly developed
by Alan Turing (26). In this framework, two substances,
at least, u and v are considered. These substances evolve
spatiotemporally according to diffusion and reaction. Sub-
stances are represented by their concentration u(x,t) and
v(x,t) which depend on space (variable x) and time (vari-
able t). The temporal variation ¶u/¶t and ¶v/¶t at each
point x, of these concentrations are ruled by a partial dif-
ferential equation (Eqn 1):

@u
@t ¼ DuDuþ fðu; vÞ
@v
@t ¼ DvDvþ gðu; vÞ

�
ð1Þ

In Eqn 1, DuDu (resp. DvDv) is the diffusion term for
u (resp. v) and f(u,v) (resp. v) is the reaction term of
u (resp. v), accounting for their kinetics of production,
degradation, etc. Du and Dv are the diffusion constants for
u and v, respectively. Turing has demonstrated the capa-
city of this system to generate symmetry breaking from an
initial homogeneous concentration only perturbed by
small random perturbations (typical of a living organism).
This system is able, under some conditions notably on dif-
fusion constants and on capacity to amplify small pertur-
bations, to generate stable non-uniform concentration
patterns in space. Substances u and v are called ‘morpho-
gens’ by Turing because of their supposed ability to gener-
ate order and form. This theory is inspired by some
concepts of Waddington who insisted on the importance
of global factors (epigenetic), called ‘evocators’, in the
establishment of form and order in biology (27). Turing
formalism was intensely applied to various biological
examples. Reference works presenting a wide class of
applications of reaction–diffusion in biology are those of
Meinhardt and Murray (28–31). Terms were added in
some cases in the equations to generalize the original
model and for taking chemotactic effects into account.
When considering the interaction between a chemical and
a cell population, cell movements are preferentially orien-
ted to the high concentration value of the chemical (32).
In the case of pure diffusion no privileged direction is
determined. If chemotaxis steps in, the cellular flux
includes a chemotactic term that depends on the gradient
of the guiding substance. The most studied application of
reaction–diffusion is far from skin patterning.

With respect to cutaneous appendages patterning, the
reaction–diffusion theory relies on the biological existence
of various activators and inhibitors of cutaneous append-
age formation. This theory has been developed with
respect to feather hexagonal pattern by C. M. Chuong
laboratory (33,34), and considers BMP2 and follistatin as
being, respectively, the leading inhibitor and activator pro-
teins.

However, is this theory, declined with some variations
of functions and parameters, able to explain all the differ-
ent skin micropatterns? How, for example, could the triad
pattern of pelage hair follicle be explained? Moreover,
how could the wide and intriguing variety of pigmented
patterns be explained? The introduction of morphogen
kinetics (activators and/or inhibitors) also permits us to
obtain spots and stripes and to control the pattern regu-
larity by playing with interactions between morphogens, in
particular with their non-linearity of allosteric type (in
which we can tune the cooperative and allosteric coeffi-
cients) or competitive type (Michaelian or Meinhardt kin-
etics). It was spectacularly adapted for the generation of
stripe (tiger, zebra, etc.) and spot patterns (hexagonal
spots of a cheetah, less structured spot pattern of a gir-
affe). Modelling of spots and stripes uses either a diffu-
sion–reaction system (35) or a non-Turing system like the
Potts model (36). In these last models, condensation
results from random cell diffusion biased by preferential
attachment of cells to extracellular matrix (ECM) and
enhanced local cell–cell adhesion. In the reaction–diffusion
approach, bifurcation schemes to spatial patterns in two-
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dimensional reaction–diffusion medium are considered
(35), showing, for example, that the selection of stripes
versus spots depends on the non-linear terms and cannot
be discerned from the linearized model. The absence of
quadratic terms in the reaction leads to stripes, but in
most common models quadratic terms will lead to spot
patterns (35). Studies have also shown that the size and
the shape of the geometry have a great influence on the
solution of the equation. A general trend is that the same
equation, with the same parameters can produce different
patterns that can then be studied in terms of size: mice
and elephants do not have any pattern, angelfish are stripy
and cheetahs are spotty. One hypothesis for the difference
of pattern between cheetah and tiger, both similar in size,
would be the size of the embryo at the stage of formation
of the pigmented pattern. This provides an explication of
the difference of pattern in one species between its spotty
body and its stripy tail. The cheetah has spots on its body
and a spotty (at the start) and stripy tail depending on its
diameter – but it is not possible for a stripy animal to
have a spotted tail (Fig. 2). In cheetahs, a progressive
change appears on the tail from spot to stripe as the diam-
eter of the tail decreases (Fig. 2a). When the spots are
large, as in the case of the nebulous panther (Fig. 2b),
stripes appear rapidly on the tail. Reversely, according to
the trends of equation comportment with size, it is not
possible for a stripy animal to have a spotty tail (Fig. 2c).
The adequacy of the reaction–diffusion system was also
studied in growing organisms (37). For instance, angelfish
exhibit observed changes in the number, size and orienta-
tion of their stripes while growing. It should be noted that
some pigmented patterns do not seem to rely on the reac-
tion–diffusion family, such as some black and white pat-
terns, which just present a global axial symmetry and no
micropattern (many examples may be found in birds or
cats). In those cases, pattern may only be due to early
embryonic movements of groups of melanocyte progeni-
tors from the neural crest and should be related to the first
step of patterning during development. Finally, the wide
variety in skin micropattern is a challenge to mathemati-
cians and to the reaction–diffusion formalism.

(3) Skin patterns related to adult life

Many adult skin patterns that are linked with various dis-
eases let out pre-existing patterning that has been estab-
lished during early embryogenesis, in relation with the
underlying tissues or organs. However, new patterns may
occur during postnatal life, for example ulcers, eschar or
wound healing. Those patterns again are related to the
skin underlying muscles or bones. Prevention of skin
lesions may be achieved by respecting local characteristics.
During the past century, guidelines developed by surgeons

have searched for elective opening incisions. Many sur-
geons prefer Langer’s lines (Fig. 3a) developed by Karl
Langer from cadavers in rigor mortis (38,39). These lines
correspond roughly to empirical minimal stretch and con-
traction lines by looking both at the local dermal tension
(essentially because of elastic fibres) and at the loco-regio-
nal tendon–muscular action. Other surgeons (40) pre-
ferred lines oriented perpendicular to the action of the
underlying muscles. More recently, Borges (41) described
relaxed skin tension lines, which follow furrows formed
when the skin is relaxed and are produced by pinching the
skin. In Fig. 3b, arrows are oriented along the relaxed skin
tension lines. Linear scars following the arrows are minim-
ally noticeable. Their location may vary slightly among
individuals. Borges’s and Kraissl’s lines are considered by
some surgeons as the better guides for elective incisions of
the face and body, respectively. Elastic fibres underlying
Langer’s lines are parallel or perpendicular to the epider-
mis, while they are perpendicular to Kraissl’s and Borges’s
lines. Langer’s lines also partly follow Blaschko’s lines
(3,4), corresponding to zones of eruption of herpes zoster
correlated with dermatomes.

Numerous authors (42,43) have suggested that trau-
matic or surgical wound healing follows reaction–diffusion
models. Applications of the simulation results in such
modelling are important in surgery and traumatology.
This gives a rational basis to the use of the empirical sur-
gical lines networks mentioned above, helping in particular
the surgeon to avoid cheloids, which are observed after
either traumatic wounds or surgical openings. For

(a) (b) (c)

Figure 2. Skin spotting and stripping in the big cats: cheetah (a), nebulous panther (b) and white tiger (c).

(a) (b)

Figure 3. Two cases of empirical surgical lines networks:
Langer’s lines (a) and the best surgical opening incisions in
the case of face (b).
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instance, both aesthetic and functional results of the heal-
ing process are highly dependent on the original orienta-
tion of the primitive cuts.

The master equations corresponding to the modelling
of wound healing are given in the framework of differen-
tial systems and can be summarized as follows, where
n(x,t) [resp. r(x,t)] is the cell (resp. ECM) density in a spa-
tial point x at time t and u(x,t) [resp. ¶u(x,t)/¶t] is the dis-
placement (resp. the velocity) of the ECM with respect to
the fixed x referential:

1. Cell conservation equation:

@n=@t
cell density variation

þ @ðn @u=@tÞ=@x
convection

¼

D @2n=@x2

diffusion

þRnðN� nÞr
proliferation

� h @ðn @r=@xÞ=@x
migration ðhaptotaxisÞ

2. ECM conservation equation:

@r=@t
ECM density variation

þ @ðr @u=@tÞ=@x
convection

¼

knr
biosynthesis

� k0nðN� nÞr
degradation

3. Displacement balance equation:

l @3u=@x2 @t
viscosity

þE @2u=@x2

elasticity

�

b @4u=@x4

stabilizing effect

þ d @½nðN� nÞr�=@x
active cell traction stress

¼ rfðu; rÞ
restoring forces

The signification of the above equations is underlain
by simple physical–chemical considerations: the cell and
ECM balance equations indicate that the cell or ECM
matter created or destroyed in a spatial point x at time t
has only biological (proliferation, migration, biosynthesis
and degradation) or physical (convection and diffusion)
origin. The displacement equation synthesizes the balance
of the forces exerted on the ECM that are responsible
for its displacement. We summarized these different com-
ponents responsible for the cell and ECM dynamics in
Fig. 4. The parameters of the above equations are the
cell diffusion coefficient D, the proliferation rate r, the
haptotaxis coefficient h, the maximal cell density N, the
secretion rate k, the catabolism rate k¢, the Young coeffi-
cient E, the Poisson coefficient b, the viscosity coefficient
l, the cell traction amplitude d and the restoring force
coefficient r.

Such a general model has to be simplified to simulate
lines networks like those described by Langer or Blaschko,
keeping only, in the above equations, the diffusion and
proliferation terms in the first equation, the biosynthesis
and degradation terms in the second equation, and the vis-
cosity, elasticity and cell traction stress terms in the third
equation. The main difficulties lie in estimating initial con-
ditions for the variable r: they have to take into account
all viscid–elastic forces related both to dermal and muscu-
lar tensions and the present anatomic atlases are only giv-
ing data about the general direction of muscle contraction.
An interesting challenge, especially for reconstructive sur-
gery, would be now to obtain a precise functional atlas
giving the local mean values of the parameters appearing
in the simplified model.

In conclusion, the history of the major morphogenetic
equations in mathematics has been often pushed by the
necessity of explaining complex life’s forms, especially
those occurring in the skin wound healing, skin annex
development and skin pigmentation patterning.
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Frederic Michon, Sébastien Cadau and Danielle Dhouailly

Equipe Biologie de la Différenciation Epithéliale
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L’apparition au sein d’une peau homogène, 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 

thèse, j’ai étudié les facteurs moléculaires gouvernant l’organisation cellulaire du derme avant 

et pendant la mise en place des condensations dermiques. 

De part l’utilisation de techniques originales in vitro, j’ai identifié les mécanismes 

moléculaires régissant : l’arrêt de la prolifération cellulaire, événement précédant la formation 

de la condensation et gouverné par la protéine p21WAF1/CIP1 ; la migration cellulaire, 

indispensable à la mise en place de la condensation et nécessitant l’engagement des Intégrines 

sur des molécules de Fibronectine contenant l’exon EIIIA ; ainsi que la chémo-attraction 

médiée par BMP-7 et arrêtée par BMP-2. Enfin, j’ai montré que les facteurs nécessaires à la 

stabilisation de cette structure, impliquent à la fois les Intégrines et la signalisation Notch. 

Grâce à une collaboration avec un mathématicien, nous proposons un modèle 

mathématique in silico intégrant l’ensemble de ces paramètres. Ce modèle rend compte, en 

reproduisant l’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 à classer la signalisation BMP comme inhibitrice de la formation plumaire. 

 

 




