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Adaptation d’échelle
et gradient de phase
dans un modele ex vivo
de somitogenese

Paul Francois

> Le plan d’organisation du corps des
vertébrés est métamérique dans le
sens antéro-postérieur. Les structures
périodiques dans I’espace, dont les
somites, précurseurs des vertebres
elles-mémes, se forment dans la conti-
nuité de la gastrulation lors de I’élon-
gation de I’axe antéro-postérieur. La
régularité et la flexibilité de ce pro-
cessus ont amené Cooke et Zeeman
en 1976 a postuler I'existence d’une
horloge de segmentation moléculaire,
rythmant la formation des somites
au cours du développement, et d’un
front d’interaction se déplagant vers le
pole postérieur [1]. Le role de ce front
dynamique serait d’interagir avec I'os-
cillation de segmentation temporelle
afin de former les motifs périodiques
spatiaux.

II'a fallu attendre 1997 pour que cette
hypothése théorique soit confirmée en
partie, avec la mise en évidence, dans
le mésoderme présomitique, d’oscilla-
tions de la concentration du produit
du géne c-hairy chez le poulet [2]. De
nombreux travaux ont depuis confirmé
I’existence d’oscillations d’expressions
génétiques lors de ce processus, et ce
dans au moins trois voies de signali-
sation (Notch, FGF, Wnt) ; des dévelop-
pements technologiques trés récents

permettent de les
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visualiser en temps
réel [3-5] (=9).
Cependant, la dyna-
mique des oscilla-
tions elles-mémes, ainsi que celle de
I’hypothétique front de différenciation
restent mal comprises.
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Une culture montrant le phénomene
d’adaptation d’échelle

Dans un travail collaboratif publié
en début d’année dans Nature [6], le
groupe d’Alexander Aulehla (EMBL Hei-
delberg) a utilisé une nouvelle tech-
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nique de culture du mésoderme préso-
mitique (PSM) de souris, qui s’établit
sous la forme d’une monocouche cel-
lulaire (mPSM). Dans ces cultures, la
polarité naturelle antéro-postérieure
de I’embryon se trouve projetée en une
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Figure 1. Modéles de somitogenése in vivo et aprés culture de mésoderme présomitique in vitro.
A. Représentation schématique de la somitogenése chez la souris. La couleur rouge représente
une phase arbitraire de I’oscillateur de segmentation. Au cours du temps, une onde cinématique
se propage du postérieur vers I"antérieur. Uarrét de cette onde définit la zone de formation des
futures somites. Le déphasage entre la zone d’arrét de I"oscillation et la partie la plus postérieure
est d’environ d’un cycle. B. Représentation de la mise en culture mPSM. La partie postérieure de
I’embryon est aplatie et mise en culture, et présente des oscillations radiales avec formation
de frontieres somitiques. Le déphasage entre le centre et la zone d’arrét est expérimentalement
toujours d’un cycle. La zone encadrée en bleu est la zone visualisée au cours du temps pour le

kymographe de la Figure 2.
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Figure 2. Analyse mathématique des oscillations. A. Kymographe expérimental, montrant le

changement de pente du gradient de phase au cours du temps caractéristique de I'adaptation

d’échelle (lignes pointillées blanches). La ligne noire représente la longueur « projetée » cor-

respondant au déphasage de 27. B. Simulation numérique du modele mathématique, montrant

la segmentation périodique in vivo, puis I"adaptation d’échelle lorsque la croissance est arrétée

(correspondant a I"explant ex vivo) (figure reproduite de [6]).

polarité radiale : la partie postérieure
de ’embryon se trouve au centre de la
culture et la partie antérieure en péri-
phérie (Figure 1). Lutilisation de souris
transgéniques pour une construction de
type LuVelu! permet de visualiser les
oscillations de la voie Notch : de fagon
surprenante, le programme de segmen-
tation embryonnaire persiste malgré le
changement de géométrie du tissu. Les
oscillations associées et les différents
morphogenes du mPSM présentent une
symétrie cylindrique, amenant a la pro-
pagation d’ondes d’oscillations et a la
formation de véritables frontiéres somi-
tiques concentriques ! Ainsi ces cultures

! Cette construction code pour une forme instable d’une
protéine Venus (un variant de la protéine fluorescente YFP)
sous le contréle du promoteur cyclique Lfng (lunatic fringe),
lui-méme contrdlé par 'activité de Notch.
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reconstituent-elles un PSM complet ex
vivo, mais avec une géométrie comple-
tement différente.

Cette géométrie différente n’est cepen-
dant pas sans conséquence et agit en
révélateur de nouvelles propriétés fon-
damentales de ce processus. €n fait, la
segmentation concentrique de la péri-
phérie vers le centre ne progresse pas
de fagon linéaire, mais de fagon propor-
tionnelle a la taille du mPSM présomptif
qui n'est pas encore segmenté. Comme
si le processus de segmentation était
capable de « mesurer » en temps réel la
zone centrale qui reste a segmenter, et
d’adapter la vitesse du front de diffé-
renciation pour qu’une fraction fixe du
mPSM se segmente en somites a chaque
cycle, une propriété que nous appelons
« adaptation d’échelle » (scaling).

Visualiser le gradient de phase

Tout comme dans ’embryon [5], les
oscillations cellulaires dans le mPSM
ne sont pas toutes en phase, mais sont
spatialement et temporellement orga-
nisées. Ainsi, les oscillateurs anté-
rieurs dans I"embryon (périphériques
dans nos cultures) sont plus lents que
les oscillateurs postérieurs dans I’em-
bryon (centraux dans nos cultures). |l
en résulte ce qu’on appelle des « ondes
cinématiques » : les pics de I'oscilla-
tion semblent naitre dans le postérieur/
centre pour se propager de facon conti-
nue vers I'antérieur/périphérie. La deu-
xiéme conséquence est que s’établit un
« gradient de phase » de oscillation :
comme les oscillateurs n’ont pas tous
la méme période, ils se déphasent len-
tement les uns par rapport aux autres,
avec un retard de phase maximum dans
la région antérieure/périphérique.

La quantification de ce gradient de phase
révele une propriété tres surprenante :
que cela soit dans "embryon ou dans nos
cultures, la zone d’arrét des oscillations
de segmentation est toujours dépha-
sée d’environ un cycle (27) par rapport
aux oscillateurs les plus rapides posté-
rieurs/centraux. Cette regle reste valable
y compris lorsque la période d’oscillation
est considérablement ralentie, ce qui se
produit lorsqu’on abaisse la tempéra-
ture de I'embryon. Elle reste également
valable en culture, bien que la taille du
mPSM (et donc des somites) se réduise
considérablement au cours du temps du
fait de 'adaptation d’échelle. Mathé-
matiquement, nous avons caractérisé
cette dynamique par la quantification du
gradient de phase local, qui, du fait de
I'adaptation d’échelle, est exponentiel
en temps (lignes blanches pointillées sur
la Figure 2).

Modélisation heuristique

Ces différents éléments suggerent donc
que le déphasage des horloges a lui-
méme un rdle biologique : il contrdle
I"information de position, ce qui semble
contradictoire a priori avec le modeéle
le plus simple de Cooke et Zeeman ol

697



698

un front extérieur contréle I'arrét des
oscillations [1].

Afin de clarifier ces différentes expé-
riences, nous avons développé un modele
mathématique heuristique permettant de
récapituler ces différentes propriétés, a
I'aide de seulement trois paramétres. La
dynamique exponentielle du gradient de
phase de Poscillateur suggere I'existence
d’une échelle de temps caractéristique
de ralentissement de I’horloge (que nous
appelons o) : plus I’horloge se déphase de
I'oscillateur central, plus elle ralentit. Un
deuxiéme paramétre (que nous appelons
€) caractérise le changement de compor-
tement dynamique lorsque la croissance
de ’embryon est stoppée ou que ’embryon
est mis en culture, qui entraine le phéno-
mene d’adaptation d’échelle. €nfin, nous
modélisons I’arrét de I’horloge (le front)
lorsque le retard de phase de 'oscillateur
sur Poscillateur central dépasse un seuil,
troisieme parametre de notre systeme
A (approximativement égal & un cycle

d’oscillation, i.e. 27T ). Un kymographe
de ce modéle est présenté sur la Figure 2,
et récapitule toutes nos observations. €n
particulier, il montre comment on peut
passer d’une segmentation périodique
réguliere dans ’embryon a une segmenta-
tion adaptée a I’échelle du PSM présomp-
tif, indépendamment des processus bio-
chimiques impliqués. Le défi dorénavant
est de relier ces trois parametres a des
acteurs moléculaires.

Conclusion

Une nouvelle culture embryonnaire
(mPSM) permet de mettre en évidence
le nouveau phénoméne d’adaptation
d’échelle. La visualisation des oscilla-
tions en temps réel suggére que le gra-
dient de phase des oscillateurs indivi-
duels cellulaires controle totalement
I"information de position. Nos observa-
tions et hypothéses sur les mécanismes
de contrdle sont récapitulées dans une
équation de phase simple. ¢

Scaling and phase gradient in an
ex vivo model of somitogenesis
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