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La segregation
des lignages somitiques

De nombreux lignages mésodermiques chez les vertébrés
ont leur origine dans les somites. Ces structures métamé-
riques sphériques prennent naissance dans le mésoderme
paraxial, de part et d’autre des organes axiaux. Les somites
sont a l'origine des muscles striés, du derme dorsal et du
squelette axial. Dans les somites, les cellules ne sont pas
engagées et leur différenciation est controlée par des
signaux produits dans leur environnement immédiat: la
notochorde et le tube neural sont impliqués dans I'induc-
tion du sclérotome et la lame latérale dans le développe-
ment des muscles hypaxiaux. On connait certaines des
molécules inductrices (Sonic Hedgehog, BMP4, les pro-
téines Wnt...). Diverses approches, microchirurgicale chez
I’embryon de poulet ou par invalidation génique chez la
souris, ont permis de caractériser la ségrégation des diffé-
rents lignages somitiques. Certains facteurs induisent un
destin cellulaire particulier (par exemple la notochorde
induit le sclérotome), d’autres permettent la survie de cer-
tains lignages (Sonic Hedgehog et la différenciation du sclé-
rotome), d’autres enfin ont un role répresseur de la diffé-
renciation (BMP4 et le lignage musculaire).

es somites sont des structures
métamériques transitoires
d’origine mésodermique
caractéristiques des chordés.
Ils fournissent la totalité des

Apercu
du developpement
des somites

Cette organisation est a l'origine de

muscles striés, le derme dorsal et le
squelette axial du corps. Ils sont for-
més a partir du mésoderme paraxial
qui se localise de part et d’autre du
tube neural et ils présentent une
organisation segmentée le long de
I’axe antéro-postérieur (voir [1] pour
une revue sur la segmentation somi-
tique).

I’allure segmentaire de la colonne
vertébrale et des nerfs périphériques.
Chez les vertébrés inférieurs tels que
les poissons ou les amphibiens, la
majeure partie du somite se différen-
cie tres rapidement en muscles striés
(les muscles axiaux de la nage qui
sont importants pour le déplacement

des larves), la différenciation des s —m—
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autres lignages tels que le cartilage ou
le derme restant assez mal connue.
En revanche, chez les amniotes, de
trés nombreuses études ont permis de
caractériser parfaitement les diffé-
rentes phases de la mise en place des
dérivés somitiques. La plupart de nos
connaissances sur le développement
et la différenciation des somites des
vertébrés supérieurs proviennent
d’études réalisées chez I'embryon de
poulet. En effet, les grandes étapes de
la somitogenése du poulet sont com-
parables a celles de la souris et proba-
blement a celles de ’homme et sur-
tout, I’embryon est accessible aux
manipulations pendant la quasi-tota-
lité du développement embryonnaire.
Dans cette revue, nous aborderons les
données récentes obtenues sur le
développement du somite en mettant
particulierement ’accent sur les
résultats obtenus chez les oiseaux.
Dans la partie caudale de I’embryon,
le mésoderme paraxial apparait sous
la forme de deux bandelettes de
mésenchyme situées de part et
d’autre du tube neural (figure 1);
cette région correspond au méso-
derme paraxial non segmenté. Anté-
rieurement a ce territoire se situe la
région somitique caractérisée par la
présence d’unités métamériques
apparaissant sous forme de spheéres
épithéliales entourées d’une mem-
brane basale dont la cavité (somito-
coele) est remplie de cellules mésen-
chymateuses. Les somites se forment
progressivement a partir de I'extré-
mité rostrale du mésoderme non seg-
menté par condensation d’un
groupe de cellules, a raison d’un
somite toutes les heures et demi chez
I’embryon de poulet, leur nombre
total étant constant dans une espéce
donnée (50 paires chez I’embryon de
poulet).

Quelques heures aprés sa formation,
la partie ventrale du somite se désé-
pithélialise pour former un tissu
mésenchymateux appelé sclérotome.
Les cellules qui composent ce tissu
mésenchymateux migrent latérale-
ment, dorsalement et autour de la
notochorde, pour fournir les diffé-
rents constituants du squelette axial.
Ces cellules vont donner naissance
dans un premier temps aux dérivés
cartilagineux qui vont servir de
matrice pour l'ossification des ver-
tebres (ossification endochondrale).
Le squelette axial se compose des

vertebres, des disques interverté-
braux ainsi que des cotes.

La partie dorsale du somite reste épi-
théliale et constitue le dermomyo-
tome. Cette structure est a l'origine
de I’ensemble de la musculature
striée du corps ainsi que du derme.
La formation des muscles paraxiaux
est mise en route au niveau de
chaque somite selon une séquence
bien particuliére. Les progéniteurs
musculaires délaminent sous le der-
momyotome et s’allongent selon
I’axe antéro-postérieur pour former
les premieres fibres musculaires
mononucléées qui constituent le
myotome. La partie latérale du der-
momyotome fournit par ailleurs des
cellules qui vont migrer dans la soma-
topleure pour former la musculature
des membres et des ceintures. Les
cellules du dermomyotome, a I’ori-

gine du derme dorsal, subissent une
migration plus tardive et viennent se
positionner sous I’épiderme.

Plasticité du somite
épithélial

Plusieurs types d’expériences mon-
trent que les cellules du somite nou-
vellement formé ne sont pas détermi-
nées vers un lignage particulier. Par
microchirurgie, on peut remplacer
les trois derniers somites formés d’un
embryon de poulet de deux jours par
les trois derniers somites formés d’un
embryon de caille du méme age, aux-
quels on a fait subir une rotation de
180° selon I'axe dorso-ventral [2].
Dans les embryons chimeéres analysés
un jour plus tard, quand le dermo-
myotome et le sclérotome issus de
ces somites se sont différenciés, les
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Figure 1. Différenciation du mésoderme paraxial chez 'embryon d’oiseau. A
gauche figure un embryon de poulet agé de deux jours. Le mésoderme
paraxial est représenté en rouge. A droite sont représentées des coupes

transversales illustrant les différents

stades de maturation du mésoderme

paraxial et correspondant aux niveaux (a), (b) et (c) de I'embryon. (d) illustre
les dérivés définitifs du mésoderme paraxial dans une section transversale
d’embryon de huit jours. (D: dorsal, V: ventral, tn: tube neural, n: noto-

chorde.)

m/s n° 10, vol. 13, octobre 97



dérivés du dernier somite formé sont
normaux alors que ceux du troisieme
somite sont inversés. Par conséquent,
la détermination du somite selon
I’axe dorso-ventral se produit peu
aprés la segmentation mais les cel-
lules du dernier somite formé pré-
sentent encore une certaine plasticité
par rapport a leur future différencia-
tion. De méme, lorsque 'on rem-
place la partie médiane du somite
par une partie latérale provenant
d’un donneur de méme age au
niveau du dernier somite formé, le
greffon donne des dérivés correspon-
dant a son nouvel emplacement dans
I’embryon [3]. Ces expériences
confirment I'absence de détermina-
tion du dernier somite formé par
rapport aux axes dorso-ventral et
médio-latéral.

La détermination progressive du
mésoderme paraxial est confirmée
par des expériences d’injection de
traceurs intracellulaires fluorescents
[4]. L’injection de cellules du méso-
derme paraxial non segmenté caudal
produit des descendants dans les dif-
férents compartiments du somite et
dans la lame latérale alors que l'injec-
tion au niveau de la plaque non seg-
mentée rostrale produit des descen-
dants restreints au somite. Le lignage
des cellules du somite ne serait donc
déterminé de maniere irréversible
qu’apres la segmentation somitique.
Ce type d’expérience suggere en
outre que la régionalisation du
somite et en particulier la ségréga-
tion de ses différents lignages serait
sous le controle de facteurs produits
par son environnement immédiat.
En revanche, des expériences de
rotation du mésoderme paraxial
selon I’axe antéro-postérieur ont per-
mis de mettre en évidence qu’au
moment de sa formation, le somite
est déja polarisé en une partie cau-
dale, qui deviendra rapidement
réfractaire aux migrations des cel-
lules de la créte neurale et aux
axones des motoneurones, et une
partie rostrale permissive a ces migra-
tions [5].

Par ailleurs, des expériences de trans-
plantation ont permis d’établir que
le mésoderme paraxial non segmenté
posséde déja son information de
position selon ’axe antéro-postérieur
[6]. Ainsi, la transplantation du
mésoderme paraxial non segmenté
correspondant a un niveau thora-
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cique (formant normalement des
coOtes) vers un niveau cervical (n’en
formant pas) débouche sur la forma-
tion de cotes ectopiques en position
cervicale [6]. Par conséquent, au
moment de sa formation, les cellules
qui composent le somite ne savent
pas a quel lignage cellulaire elles
vont appartenir mais elles connais-
sent leur position dans I’embryon.

I L’induction du sclérotome

Role ventralisateur de la notochorde
et de la plaque du plancher
du tube neural

Les expériences décrites précédem-
ment suggerent que la différencia-
tion du somite selon I’axe dorso-ven-
tral serait controlée par des facteurs
produits par son environnement. Les
structures axiales constituent de bons
candidats pour la production de tels
facteurs. Ces structures comprennent
dorsalement le tube nerveux et ven-
tralement la notochorde. La noto-
chorde est la structure mésoder-
mique qui dérive de ’homologue de
I’organisateur de Spemann du poulet
appelé nceud de Hensen. Ses pro-
priétés inductrices sur le tube neural
sont connues depuis longtemps et
son role dans I’induction de la
plaque du plancher et des motoneu-
rones a récemment été largement
documenté [7]. Le role de la noto-
chorde dans la formation du carti-
lage a partir du somite a été particu-
liecrement étudié in wvitro chez
I’embryon de poulet durant les
années 1950-1960 [8]. Plus récem-
ment, cette question a été abordée a
nouveau par différents groupes en
utilisant pour la plupart une
approche de greffe ectopique de
notochorde entre le mésoderme
paraxial non segmenté et le tube
neural [9-11].

Les résultats de ces expériences mon-
trent que les embryons opérés sont
dépourvus de structures dorsales
(dermomyotome) du c6té ou la noto-
chorde est implantée. La différencia-
tion des muscles paraxiaux et du
derme du coté opéré est remplacée
par la formation d’'une importante
masse de cartilage ectopique
(figure 2) [9]. La notochorde serait
donc capable de recruter les cellules
du mésoderme paraxial, normale-
ment destinées a fournir des dérivés

dorsaux (muscle et derme), vers un
phénotype ventral (type cartilage).
On peut qualifier cet effet de ventra-
lisateur et le comparer a I’effet induc-
teur de la notochorde sur la partie
ventrale du tube neural (induction
de la plaque du plancher et des
motoneurones). La plaque du plan-
cher du tube neural est, comme la
notochorde, capable de polariser
ventralement le tube neural [7]. Le
role de cette structure sur I’établisse-
ment de la polarité dorso-ventrale du
mésoderme paraxial a donc été exa-
miné: la plaque du plancher produit
le méme effet ventralisant sur le
somite que la notochorde [9, 10]. En
revanche, le tube neural dorsal ou
latéral est sans effet sur la différen-
ciation des lignages somitiques dor-
saux [9]. Par ailleurs, les effets
d’induction ne sont observés que
lorsque la notochorde ou la plaque
du plancher sont greffées de la
région non segmentée jusqu’au der-
nier somite formé, confirmant
I’absence de détermination des cel-
lules a ce niveau.

L’expérience complémentaire de
celle des greffes ectopiques consiste a
priver ’embryon de ces centres
inducteurs ventraux. On peut y par-
venir par ablation chirurgicale de la
notochorde dans la partie caudale de
I’embryon au niveau du mésoderme
paraxial non segmenté, avant I'induc-
tion de la plaque du plancher. Dans
les embryons opérés, le tube neural
ventral est dépourvu de plaque du
plancher et de motoneurones. On
observe la différenciation des
lignages dorsaux tels que les muscles,
mais pas la différenciation de
lignages ventraux comme le cartilage
(figure 2).

L’ensemble de ces expériences a per-
mis de proposer un modeéle de diffé-
renciation du mésoderme paraxial
dans lequel la notochorde et la
plaque du plancher produisent un
signal capable de recruter les cellules
voisines vers le lignage ventral (carti-
lage), les cellules qui échappent a ce
signal optant vers le lignage dorsal
(muscle et derme) par un méca-

nisme par défaut (figure 2) [9].

Aspect moléculaire :
role des genes Pax

Les génes Pax constituent une famille

de facteurs de transcription possé- m—
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Figure 2. Effet de la greffe ectopique ou de I’ablation de la notochorde sur la ségrégation des lignages dorsaux et
ventraux du somite. A. La notochorde (et plus tard la plaque du plancher) produit in vivo un signal inducteur ven-
tralisant capable de recruter les cellules du mésoderme paraxial vers un phénotype ventral, la partie du mésoderme
paraxial échappant a ce signal opterait pour une différenciation de type dorsal. B. La greffe d’une notochorde sur-
numéraire en position dorsale entraine une ventralisation du somite [9-11]. Les dérivés dorsaux disparaissent au pro-
fit du sclérotome et du cartilage. C. L’ablation de la notochorde entraine I'absence de la différenciation des dérivés
ventraux, suggérant que la différenciation des lignages dorsaux pourrait résulter d’'un mécanisme par défaut [9-12].

(n: notochorde, D: dorsal, V: ventral.)

dant un motif particulier, appelé
boite Paired, rencontré dans le géne
paired de drosophile [12]. Les
domaines d’expression de ces genes
définissent différents compartiments
selon I’axe dorso-ventral dans le tube
neural, mais aussi dans le somite. Les
genes Pax-3 et Pax-7 sont exprimés
dans le dermomyotome, alors que les
genes Pax-1 et Pax-9 sont exprimés
dans le sclérotome [12-14]. Les muta-
tions des génes Pax-3 et Pax-1 chez la
souris entrainent des altérations
séveres de la différenciation des
lignages issus du somite au niveau
des disques intervertébraux dans le
cas du mutant Undulated (Pax-1) (m/s
n°2, vol. 5, p. 125) ou des muscles des
membres dans le cas du mutant
Splotch (Pax-3) (m/s n°4, vol. 8,
p. 393). Des expériences de greffe
messsmm— cctopique ou d’ablation de noto-
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chorde similaires a celles présentées
précédemment ont permis d’établir
que des organes axiaux contrdlent la
régionalisation des domaines
d’expression de ces genes selon I’axe
dorso-ventral [10-11]. Par exemple,
lorsque 'on greffe une notochorde
en position ectopique, le domaine
d’expression de Pax-3 /Pax-7 (dorsal)
disparait au profit d’un accroisse-
ment du domaine d’expression de
Pax-1/Pax-9 (ventral). Dans le cas
d’une ablation de notochorde, le
domaine d’expression de Pax-I1/Pax-
9 disparait au profit du domaine
d’expression de Pax-3/Pax-7. Ces
expériences sont confirmées par
I’étude de mutants de souris (Dan-
Jorth short tail, Brachyury...) chez les-
quels la notochorde est absente dans
certaines régions de l’embryon [15,
16]. Chez ces animaux, le domaine

d’expression de Pax-1 est absent et
I’on observe une extension du
domaine d’expression de Pax-3. Dans
les mutants des genes Pax, des
muscles, du derme et du cartilage se
différencient mais leur mise en place
est affectée. Les génes Pax ne corres-
pondent apparemment pas a des
geénes de détermination tissulaire tels
que par exemple les genes MyoD ou
Myf5 (voir plus loin); ils constituent
cependant d’excellents marqueurs
moléculaires de l'identité des diffé-
rents compartiments somitiques.

Sonic Hedgehog :
un inducteur ventral ?

Le geéne Hedgehog de drosophile est
un géne de polarité segmentaire
codant pour une protéine sécrétée
impliquée dans de nombreux proces-
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sus du développement tels que le
maintien des frontieres des segments,
ou bien I’établissement de la polarité
antéro-postérieure du disque imagi-
nal de T'aile chez la drosophile [17].
Plusieurs homologues de ce géne ont
été identifiés chez les vertébrés et
I'un d’entre eux, appelé Sonic Hedge-
hog (SHH), est exprimé dans la noto-
chorde et la plaque du plancher au
moment de I'induction ventralisante
sur le somite (m/s n°5, wvol. 10,
p.570). Des travaux récents chez
I’embryon de poulet ont établi que la
surexpression de ce géne in ovo dans
la partie dorsale du mésoderme
paraxial au moyen d’un rétrovirus,
conduit a une augmentation du
domaine d’expression de Pax-I au
détriment du domaine d’expression
de Pax-3 [18]. D’autres travaux réali-
sés chez la souris montrent que la
notochorde fournit un signal diffu-
sible responsable de l'activation du
geéne Pax-1. Cet effet peut étre repro-
duit in vitro par des cellules COS pro-
duisant SHH qui peuvent, comme la
notochorde, activer I’expression de
Pax-1, sur une distance de plus de
100 microns [19]. Cette action ne
semble pas impliquer de relais au
sein du mésoderme paraxial, I’asso-
ciation de mésoderme paraxial
exposé a la notochorde ou a la pro-
téine SHH avec du mésoderme
paraxial «naif» ne conduisant pas a
Pactivation de Pax-1 dans ce dernier.
Toutefois, cette action directe a trés
longue distance du lieu de produc-
tion de SHH a conduit les auteurs a
s’interroger sur l’absence d’expres-
sion de Pax-1 et sur le maintien de
Iexpression de Pax-3 dans la partie
dorsale du somite. Ils montrent que
I’action de la protéine SHH peut étre
contrecarrée par un signal agissant a
trés courte distance produit par
I’ectoderme dorsal au contact direct
du dermomyotome. Ce signal serait
responsable du maintien de I'activa-
tion de Pax-3 et de la répression de
Pax-1 dans les cellules au contact de
la partie basale des cellules ectoder-
miques, c’est-a-dire dans le dermo-
myotome. Un deuxiéme signal
contrecarrant I'action de la protéine
SHH serait aussi présent dans le tube
neural dorsal. Mais, a la différence
du signal ectodermique, ce dernier
serait capable d’activer ’expression
de Pax-3 et de réprimer 'activation
de Pax-1 sur une distance beaucoup
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plus importante. Par conséquent, la
polarisation du somite selon I'axe
dorso-ventral résulterait de 1’action
antagoniste de facteurs ventralisants
tels que la protéine SHH et de fac-
teurs dorsalisants produits par I’ecto-
derme ou le tube neural dorsal

(figure 3).

Par ailleurs, la maturation de la pro-
téine Hedgehog de drosophile et des
vertébrés nécessite un clivage auto-
protéolytique responsable de la pro-
duction d’un fragment carboxy-ter-
minal de 33 kDa, ainsi que d’un
fragment amino-terminal de 19kDa

(m/s n°2, vol. 13, p.229) [20]. Chez
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Figure 3. Réle des facteurs ventralisants dans l'induction du sclérotome.
Lors de la formation du somite épithélial, toutes les cellules qui le compo-

sent expriment Pax-3. La partie ventro-médiane du somite est exposée aux

facteurs produits par la notochorde (puis ultérieurement par la plaque du
plancher), dont la protéine Sonic Hedgehog (SHH). Plusieurs types d’expé-
riences suggerent qu’en réponse a la protéine SHH, les cellules de la partie

ventrale du somite activent le géne Pax-1 [18-20]. Ces cellules perdent leur

arrangement épithélial pour constituer le sclérotome. Cette activation n’a pas
lieu dans la partie dorsale qui demeure épithéliale et continue d’exprimer le
géne Pax-3. L’action de la protéine SHH serait contrecarrée dans ces cellules

par un facteur produit par I'ectoderme agissant a trés courte distance et par

un facteur produit par le tube neural dorsal agissant a plus longue distance.
Cependant, les résultats récents du mutant nul de souris montrent que la

protéine SHH n’est pas indispensable a I’activation de Pax-1, mais jouerait
plutét un réle dans la prolifération et la survie du lignage ventral positif pour

Pax-1 [21]. (DM : dermomyotome, MI: mésoderme intermédiaire.)
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les vertébrés, seule la partie amino-
terminale de 19 kDa correspond a la
partie active de la molécule et rend
compte de l'activation de Pax-1.
Cette derniere agirait, comme chez
la drosophile, en bloquant I'activité
de la protéine kinase A dépendante
de ’AMPc [20].

L’ensemble de ces expériences sug-
gere que la protéine SHH pourrait
correspondre a I'agent ventralisateur
produit par la notochorde et la
plaque du plancher du tube neural.
Néanmoins, le seul effet de la pro-
téine SHH examiné pour l'instant est
Pactivation du géne Pax-1. Son role
reste a établir dans la transition épi-
thélium-mésenchyme impliquée dans
la formation du sclérotome ainsi que
dans le choix des cellules d’opter
pour la différenciation cartilagi-
neuse. En outre, ’obtention récente
par recombinaison homologue d’un
mutant nul de ce géne chez la souris
nous amene a reconsidérer quelque
peu le role inducteur attibué a la pro-
téine SHH [21]. En effet, dans le
mutant de souris, bien que le sque-
lette axial soit absent aux stades plus
tardifs du développement, on
observe une activation transitoire du
gene Pax-1. Cela suggere que 'induc-
tion du gene Pax-I dans le méso-
derme paraxial in vivo serait indé-
pendante de la protéine SHH et que
cette molécule jouerait plutot un role
dans la survie et la prolifération de ce
lignage. Par ailleurs, la surexpression
du géne SHH conduit aussi a une
augmentation du domaine d’expres-
sion de MyoD [18], résultat contraire
a celui obtenu dans des expériences
de greffe ectopique de notochorde
ou la différenciation myogénique est
supprimée [9]. Il est donc vraisem-
blable que d’autres facteurs agissent
de concert avec la protéine SHH
pour rendre compte de I'effet ventra-
lisateur de la notochorde et de la
plaque du plancher.

Myogenese

et segrégation

des lignages musculaires
issus du somite

Origine des muscles épaxiaux
et hypaxiaux

On distingue deux types de muscles
striés chez les vertébrés (figure 4).
D’une part, des muscles épaxiaux

(ou paraxiaux) qui sont associés a la
colonne vertébrale et, d’autre part,
des muscles hypaxiaux qui consti-
tuent la musculature des ceintures et
des membres. Ces deux catégories de
muscles ont des origines différentes
dans le somite. Les muscles épaxiaux
proviennent de la délamination de
cellules du dermomyotome, qui for-
ment le myotome situé entre le der-
momyotome et le sclérotome. Les
muscles hypaxiaux dérivent de cel-
lules migrant a partir de la partie
latérale du dermomyotome.

Des méthodes de tracage cellulaire
(injection de Dil indocyanine dye), ont
permis d’établir la composition du
somite en deux populations de cel-
lules dont ’origine au niveau du
noccud de Hensen est distincte
(figure 4). Ces deux populations défi-
nissent un compartiment médian et
un compartiment latéral dans le
somite [22]. En fabriquant des
embryons chimeres dans lesquels le
compartiment médian ou latéral
d’un somite de poulet est remplacé
par son équivalent de caille [3], on
s’est apercu que le compartiment
latéral fournissait la totalité des
muscles des membres et des cein-
tures, le compartiment médian don-
nant les muscles paravertébraux, le
squelette axial et le derme dorsal
(figure 4).

Les dérivés musculaires de la partie
médiane du somite forment donc le
myotome dont la séquence de diffé-
renciation est, a I’heure actuelle,
encore controversée [23]. On a long-
temps considéré que le myotome
provenait de cellules délaminant a
partir de I'extrémité cranio-médiane
du somite [24]. Des résultats récents
semblent en faveur d’'une deuxiéme
hypothese selon laquelle toute la par-
tie dorso-médiane du dermomyo-
tome (lévre dorsale) serait a I’origine
des progéniteurs musculaires. Cepen-
dant, ce mode de formation par déla-
mination a partir de la leévre dorsale
du dermomyotome ne saurait rendre
compte de la quantité de myotubes
du myotome différencié. Des cellules
produisant le récepteur FREK (fibro-
blast growth factor receptor-like embryonic
kinase, de la famille des récepteurs du
FGF) ont été observées, dispersées
dans le myotome précoce. Ce récep-
teur étant produit dans les cellules
prolifératives de la lignée musculaire
apres 'activation du geéne Pax-3 (voir

ci-dessous) et avant les genes de la
famille MyoD), il est vraisemblable que
ces cellules correspondent a une
deuxiéme vague de myoblastes recru-
tés a partir du dermomyotome par
un mécanisme différent, pouvant
contribuer a la mise en place défini-
tive du myotome et de la muscula-
ture épaxiale [25].

Démarrage de la myogenese* :
différenciation par défaut
ou par induction ?

Les étapes précoces de la différencia-
tion musculaire commencent mainte-
nant a étre bien connues. Plusieurs
geénes controlant I’engagement des
cellules vers le lignage musculaire
ont été identifiés; le plus précoce de
ces genes est Pax-3 (voir ci-dessus). Au
moment de la segmentation, Pax-3
est exprimé dans tout le somite, puis
il se restreint trés rapidement a son
compartiment dorsal, le dermomyo-
tome, d’ou sont issus les muscles
striés (figure 3). Plus tard, Pax-3 reste
fortement exprimé dans la partie
latérale du somite ainsi que dans les
cellules qui migrent pour aller for-
mer les muscles des membres. Chez
le mutant de souris Splotch, dans
lequel le géne Pax-3 est muté, les
muscles des membres ne se forment
pas alors que les muscles épaxiaux
sont peu affectés (m/s n°4, vol.§,
p. 393). Par conséquent, I’expression
du geéne Pax-3 est associée aux pre-
miers stades de la différenciation du
lignage musculaire. La deuxiéme
catégorie de genes activés dans les
dérivés musculaires du somite corres-
pond aux facteurs myogéniques
MyoD et Myf5. Ces génes codent pour
des facteurs de transcription de la
famille hélice-boucle-hélice basique,
qui peuvent mettre en route le pro-
gramme de différenciation muscu-
laire lorsqu’ils sont transfectés dans
des cellules fibroblastiques [26]. In
vivo, ils sont exprimés des les pre-
mieéres étapes de la différenciation
myoblastique. Ils sont tout d’abord
détectés dans le lignage musculaire
épaxial, apparaissant dans la région
dorso-médiane du somite nouvelle-
ment formé puis dans le myotome
[27]. Dans le lignage hypaxial,

* Voir aussi la mini-syntheése de P. Maire et
F. Spitz, p. 1182 de ce numéro.
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Figure 4. Origine et différenciation des compartiments médian et latéral du
somite. Les études de cartographie des territoires présomptifs de I'embryon
de poulet réalisées au stade gastrula (24 heures de développement) mon-
trent que le somite épithélial a une origine composite, sa future partie
médiane ayant pour origine le nceud de Hensen alors que sa partie latérale
provient de la partie rostrale de la ligne primitive [22]. Des expériences de
transplantation de demi-somites entre des embryons de caille et de poule de
deux jours ont permis d’établir le devenir de ces deux compartiments somi-
tiques pouvant étre observés dans un embryon de six jours. Le comparti-
ment médian est a l'origine du sclérotome et du lignage musculaire épaxial
(myotome), alors que le compartiment latéral fournira les muscles des
membres et des ceintures (musculature hypaxiale) [3]. Le devenir d’un seul
cété de I'embryon est illustré sur la figure.
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I'expression des genes MyoD et Myf>
n’est détectée que deux a trois jours
plus tard. L’expression de ces genes
dans les cellules somitiques corres-
pond a un engagement définitif dans
la voie de la différenciation muscu-
laire. Elle est rapidement suivie par
Iexpression de genes de structure
tels que celui de la myosine.

On a mis en évidence plusieurs fac-
teurs liés a I’environnement qui
controlent la différenciation des
lignages musculaires issus du somite.
Par exemple, lorsque l'on réalise
une ablation de tube neural et de
notochorde au niveau du méso-
derme paraxial non segmenté chez
I’embryon de poulet, les somites se
forment dans la région opérée mais
dégénerent complétement en
24 heures [28]. Cette expérience sug-
gere que les organes axiaux produi-
raient un (ou des) facteur(s) tro-
phique(s) favorisant la survie des
cellules somitiques. Outre ce role
permissif des organes axiaux dans la
survie des cellules somitiques, de
nombreuses expériences réalisées in
vitro en associant du mésoderme
paraxial et des organes axiaux, mon-
trent que la présence du tube neural
ou de la chorde est nécessaire pour
obtenir des dérivés musculaires [29-
32]. Bien que les résultats divergent
selon le systeme de culture utilisé et
sont différents de ceux obtenus in
vivo, ces expériences suggerent que
plusieurs molécules synthétisées par
les organes axiaux, en particulier la
protéine SHH et plusieurs molécules
de la famille Wnt, joueraient un role
synergique dans la mise en route de
la myogenéese. Cependant, la pré-
sence de la protéine SHH in vivo
n’est pas indispensable pour le début
de la myogenese, les étapes précoces
de la différenciation de la muscula-
ture axiale se déroulant normale-
ment chez I’animal dépourvu de
cette molécule (mutant nul) [21].
Le fait que les premieres cellules a
s’engager dans la voie de la différen-
ciation myoblastique soient celles de
la partie médiane du somite pourrait
alors s’expliquer par leur localisation
au contact des organes axiaux,
source de molécules inductrices. Les
cellules de la partie latérale du
somite pourraient échapper a ces fac-
teurs inducteurs et ne se différencier
qu’apreés leur migration sous le
controle de facteurs produits par leur m———
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environnement final. Une hypothése
alternative, fondée sur l'idée d’une
différenciation dorsale par défaut pré-
sentée précédemment, serait que les
compartiments médian et latéral pos-
sedent la méme aptitude a se diffé-
rencier spontanément en myoblastes,
mais que cette différenciation est
réprimée dans la partie latérale par
un signal issu de I’environnement
latéral du somite [33]. Cette hypo-
thése d’une différenciation par défaut
du lignage musculaire est corroborée
par les résultats obtenus en cultivant
de I’épiblaste dissocié avant gastrula-
tion [34]. Dans ces conditions, les cel-
lules optent majoritairement pour
une différenciation musculaire, sug-
gérant une sorte de détermination
précoce vers ce lignage cellulaire. Un
des roles majeurs des systémes molé-
culaires mis en jeu au début de I'orga-
nogenése somitique serait alors de
réprimer une différenciation préma-
turée vers la lignée musculaire. Des
arguments encore tres indirects sug-
geérent que le systéme récepteur-
ligand Notch-Delta, dont les genes
sont fortement exprimés au niveau du
mésoderme paraxial non segmenté,
pourrait jouer un role actif dans la
répression de la myogenese [35, 36].
De nombreux travaux effectués chez
la drosophile ont montré que ’activa-
tion de Notch par son ligand Delta
dans une cellule pouvait bloquer sa
réponse aux inducteurs présents dans
Ienvironnement [37]. Ce type de
mécanisme pourrait rendre compte
du fait qu’aucune différenciation des
cellules du mésoderme paraxial non
segmenté (exprimant fortement
Notch et Delta) vers la lignée myogé-
nique ou la lignée cartilagineuse n’est
observée alors que de nombreux fac-
teurs inducteurs (SHH, Wnt,
BMP4...) sont présents a leur niveau.
La différenciation des cellules du
somite ne démarre qu’apres la seg-
mentation et est corrélée a I'extinc-
tion de l’expression uniforme de
Notch et Delta. Enfin, d’autres méca-
nismes de la régulation de la myoge-
nese tels que I'effet de communauté
ont été rapportés chez les amphibiens
et les mammiferes. Cet effet postule
que la différenciation cellulaire vers
un lignage donné (en 'occurrence le
lignage musculaire) n’est observée
que lorsqu’un nombre suffisant de
cellules précurseurs sont associées

s [ 38, 39].
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Différenciation de la partie latérale
du somite

Les deux lignages musculaires issus
des parties médiane et latérale du
somite ont des cinétiques de diffé-
renciation trés différentes, les cel-
lules de la partie médiane se difté-
renciant environ deux jours avant
celles issues de la partie latérale chez
I’embryon d’oiseau. Afin de tester le
role de I'environnement latéral du
somite (composé du mésoderme
intermédiaire et de la lame latérale)
sur sa différenciation du comparti-
ment latéral, le mésoderme paraxial
a été isolé du mésoderme intermé-
diaire et de la lame latérale par
microchirurgie [35]. Dans les
embryons opérés examinés quelques
heures plus tard, I’expression de
MyoD et de Myf5 est maintenue dans
la partie médiane du somite et I'on
observe une activation ectopique de
ces geénes dans la partie latérale dont
les cellules n’expriment normale-
ment ces deux génes que trois jours
plus tard. Cette activation latérale
anticipée de MyoD et Myf5 s’accom-
pagne d’une forte diminution de
I'expression de Pax-3 qui est norma-
lement forte dans la partie latérale
du somite. Ces expériences sugge-
rent que I’environnement latéral du
somite produirait un facteur capable
de bloquer la différenciation muscu-
laire dans les cellules du mésoderme
paraxial adjacent. Un tel effet peut
rendre compte de la différence
observée dans la cinétique de la dif-
férenciation entre les deux lignages.
Outre Pax-3, la spécification du com-
partiment latéral est associée a
I’expression spécifique de certains
genes (figure 5). Le géne ¢Siml est un
analogue aviaire du gene de droso-
phile Single-Minded (sim). 11 code pour
un facteur de transcription compor-
tant un domaine hélice-boucle-hélice
basique ainsi qu’un motif structural
appelé domaine PAS. Chez la droso-
phile, sim s’exprime spécifiquement
dans les cellules formant la ligne
médiane du systétme nerveux, mais
aussi dans certaines sous-populations
de cellules musculaires [40]. Chez
l'oiseau, ¢Siml s’exprime dans la par-
tie latérale des somites nouvellement
formés et reste exprimé dans la par-
tie latérale du dermomyotome au
cours de la maturation somitique

[41].

Différents types de manipulations
embryonnaires chez I’embryon de
poulet ont permis d’établir que I'acti-
vation de c¢Siml est sous le controle
d’un facteur diffusible produit par la
lame latérale et que ce facteur latéra-
lisant est contrecarré par un autre
facteur diffusible produit par le tube
neural [41]. La protéine BMP4 qui
appartient a la famille du TGFB est
produite par la lame latérale au
moment de la détermination latérale
des somites, et sa cinétique de syn-
thése dans la lame latérale au cours
du développement est parfaitement
corrélée a l'activation de ¢Siml. En
outre, des cellules produisant la pro-
téine BMP4 murine greffées dans
I'embryon, entre le tube neural et la
partie médiane du somite, conferent
un caractére latéral a la partie
médiane du somite, mis en évidence
par une expression de ¢Siml, une sur-
expression de Pax-3 et une perte de
I'expression de Pax-1 et de MyoD
[40]. Par conséquent, la protéine
BMP4 est un bon candidat pour la
spécification du compartiment laté-
ral du somite (figure 6); ce facteur
latéral (BMP4) est contrecarré par
un signal produit par les organes
axiaux. Du fait de sa synthese dans le
tube neural (plaque du plancher), la
protéine Sonic Hedgehog pourrait
constituer un bon candidat comme
antagoniste du facteur latéral
(BMP4). Des expériences récentes
ont montré que, dans le tube neural,
la spécification des types cellulaires
selon I’axe dorso-ventral résulterait
des actions antagonistes de ces deux
facteurs [42]. Cependant, la protéine
BMP4 ne parait pas interférer avec la
ségrégation dorso-ventrale du somite
car, lorsque I'on greffe les cellules
infectées entre le tube neural et le
mésoderme paraxial, la ségrégation
dermomyotome/sclérotome s’effec-
tue normalement. Plusieurs autres
facteurs capables de contrecarrer
I’action de la protéine BMP4 ont été
identifiés dans d’autres organismes.
Par exemple, chez la drosophile, la
spécification des différents territoires
ectodermiques et mésodermiques
selon I'axe dorso-ventral s’effectue
en réponse a I’action antagoniste du
facteur decapentaplegic (dpp), ana-
logue de la protéine BMP4, synthé-
tisé dorsalement et du produit du
locus Short-Gastrulation (SOG) synthé-
tisé ventralement [43]. De méme,
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4 Figure 5. Spécification des comparti-
ments médian et latéral du somite.
La spécification des compartiments
médian et latéral chez 'embryon de
poulet au stade neurula s’opére en
réponse a un facteur produit par la
lame latérale qui pourrait étre la pro-
téine BMP4 [41]. L’effet de ce facteur
est contrecarré par un signal produit
par les organes axiaux, c’est-a-dire le
tube neural et la notochorde. Cette
situation est similaire a celle décrite
chez le xénope chez lequel la spécifi-
cation des différents types de méso-
derme s’effectue en réponse a
I’action antagoniste de la protéine
BMP4 produite par le futur méso-
derme ventral avec des facteurs dor-
saux produits par l'organisateur de
Spemann tels que Noggin ou Chor-
din [45, 46]. Cette situation semble
avoir été conservée au cours de
I’évolution, un systéme similaire
étant opérationnel chez la droso-
phile. La spécification des tissus de
I'embryon selon I'axe dorso-ventral
(inversé chez les insectes par rapport
aux vertébrés) s’effectue en effet en
réponse au facteur decapentaplegic
(DPP, homologue de BMP4) contre-
carré par SOG (homologue de Chor-
din) [44].

chez le xénope, la spécification des
différents territoires mésodermiques
selon I'axe dorso-ventral s’effectue
en réponse a 'action ventralisante de
la protéine BMP4 contrecarrée par
les facteurs dorsalisants produits par
I’organisateur de Spemann tels que
Chordin (I’homologue vertébré de
SOG) ou Noggin (figure 5) [43]. La
spécification des territoires somi-
tiques médian et latéral pourrait étre
définie d’'une maniere similaire
puisque la partie latérale serait
induite par la protéine BMP4 pro-
duite par un dérivé mésodermique
ventral, alors que la partie médiane
serait protégée de ’action de ce fac-
teur par un signal produit par un
tissu dorsal (le tube neural) contre-
carrant I'effet latéral. Les facteurs
dorsalisants de I’organisateur de Spe-
mann tels que Noggin ou Chordin
pourraient constituer de bons candi-
dats pour rendre compte de I'effet
antagoniste du tube neural. En effet,
ces derniers sont synthétisés par les
organes axiaux et sont capables de
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lier physiquement la protéine BMP4
[44, 45]. Comme ces facteurs sont
présents et actifs pendant la gastrula-
tion, cela signifierait donc que les sys-
temes d’induction importants au
cours de la gastrulation pourraient
rester efficaces au cours des étapes
précoces de I’organogenése. D’autres
travaux réalisés in vitro sur I’embryon
de souris suggérent I'implication de
I’ectoderme dans la spécification du
lignage latéral [46]. En effet, lorsque
I'on cultive la partie médiane du
mésoderme paraxial en présence des
organes axiaux, on obtient l’activa-
tion du gene Myf5 au bout de
24 heures, alors que si I'on cultive le
mésoderme paraxial latéral en pré-
sence d’ectoderme, on obtient I’acti-
vation du gene MyoD. Ces travaux

indiquent que la mise en place du
programme myogénique dans les
parties latérale et médiane du somite
pourrait étre controlée par des voies
d’activations différentes, 'une sous le
controle de I'ectoderme favorisant
I'expression initiale de MyoD pour la
partie latérale, et ’autre sous le
controle des organes axiaux impli-
quant I’activation du gene Myf5. Il est
intéressant de noter que lorsque 'on
pratique une ablation des organes
axiaux (notochorde et tube neural)
in vivo, on observe une absence sélec-
tive des dérivés de la partie médiane
des somites; les dérivés de la partie
latérale ne sont pas affectés [28].

Une fois le territoire latéral somi-
tique spécifié, les cellules qui le com-
posent vont adopter un comporte-

ment différent en fonction de leur
niveau le long de I'axe antéro-posté-
rieur. Par exemple, les cellules cor-
respondant au niveau des membres
vont migrer dans la somatopleure
pour aller établir la future muscula-
ture appendiculaire. Ce comporte-
ment migratoire semble étre sous le
contrdle de signaux localisés dans la
lame latérale. 11 a été récemment
montré que dans le mutant nul de
souris du facteur HGF/SF ou de son
récepteur, la protéine tyrosine kinase
c-Met, les cellules du somite ne
migrent pas dans le membre, suggé-
rant un role attractif de ce facteur
pour les cellules de la partie latérale
du somite [47]. La synthése de c-Met
serait sous controle du facteur de
transcription Pax-3, puisque dans le
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Figure 6. Les compartiments somitiques. Schéma récapitulant les signaux produits par I'environnement somitique,
ainsi que les genes activés au cours de la spécification des quatre compartiments du somite chez I'embryon de pou-
let de deux jours. Le compartiment dorso-médian est caractérisé par I'expression des génes MyoD et Myf5. Il est a
l'origine des muscles épaxiaux et subit I'influence des organes axiaux et de I’ectoderme. Le compartiment latéro-dor-
sal est caractérisé par I'expression de Sim1 ainsi que par une forte expression de Pax-3 sous le contréle de signaux
produits par la lame latérale et probablement le mésoderme intermédiaire tels que la protéine BMP4, il fournit les
muscles hypaxiaux. Le compartiment ventro-médian est & I'origine du squelette axial et se caractérise par I'expres-
sion de Pax-1 sous le contréle de facteurs produits par la notochorde et la plaque du plancher tels que la protéine
Sonic Hedgehog (SHH). Le devenir du compartiment latéro-ventral n’est pas bien établi a I'heure actuelle. Au niveau
thoracique, il serait a I’'origine des cétes. Les fleches en pointillé font référence au réle de I'ectoderme sur I’activation
memmmmmm  des genes MyoD et Myfb mis en évidence chez la souris [46].
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mutant Splotch, la synthése de c-Met
dans la partie latérale du somite est
absente [48]. Au niveau thoracique,
les cellules de la partie latérale don-
nent naissance aux muscles intercos-
taux au niveau de la partie ventrale du
dermomyotome par un mécanisme
probablement similaire a celui per-
mettant la mise en place de la muscu-
lature épaxiale. A ce niveau, les cotes
dérivent aussi de la partie latérale des
somites, mais leur mise en place reste
pour I'instant assez mal connue.

I Conclusion

Nos connaissances sur la morphoge-
nese des somites ont considérable-
ment progressé ces dernieres années.
Il est maintenant clair que la ségréga-
tion des différents lignages somi-
tiques résulte de I'action locale sur
les cellules du mésoderme paraxial
de facteurs inducteurs synergiques
ou antagonistes produits par les tissus
adjacents tels que la notochorde, le
tube neural, I'’ectoderme ou la lame
latérale (figure 6). De nombreuses
molécules inductrices telles que les
molécules Sonic Hedgehog, BMP4
ou les Wnt impliquées dans de nom-
breux processus du développement,
depuis la drosophile jusqu’aux mam-
miféres, contribuent a ’organoge-
nese du somite. Il ne fait pas de
doute qu’au cours des années a
venir, de nombreux autres facteurs
vont étre impliqués dans ces événe-
ments. Cependant, il est étonnant de
constater que notre connaissance des
aspects cellulaires de la différencia-
tion somitique reste trés imprécise.
En particulier, I'origine des précur-
seurs musculaires dans le dermomyo-
tome reste inconnue
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Summary

Segregation of the somitic lineages

Many mesodermal lineages of the vertebrate body originate from transient
mesodermal structures called the somites. These metameric units appear as
epithelial spheres arising from the paraxial mesoderm on both sides of the
axial organs. The somites give rise to the striated muscles, the dorsal der-
mis, and the axial skeleton. Surgical manipulations on newly formed
somites in the chick embryo have shown that they are essentially composed
of uncommitted cells, thus suggesting that their differentiation is control-
led by signals produced by their local environment. For example the noto-
chord and the neural tube have been implicated in sclerotome induction
whereas the lateral plate plays a role in the hypaxial muscle determination.
Molecular players such as Sonic Hedgehog, BMP4 or the products of the
Wnt genes have now been identified. Their role in the segregation of the
different somitic lineage is being characterized using microsurgery
approaches in the chick embryo or genetic analyzis of null mutants in the
mouse. These factors affecting cell fate determination within the somite
have three different kinds of effects: an induction of particular cell fate
(notochord and sclerotome induction), a permissive or survival effect
(Sonic Hedgehog and the sclerotome differentiation) or a repressive effect
on differentiation (BMP4 and the muscle lineage).
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