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extrémement éloignés. Le choix a été fait de ne traiter qu’un seul de ces deux sujets

dans ce manuscrit.

En effet, ce doctorat a commencé par 1’étude du réle des voies métaboliques dans le
controle de I’élongation de I’embryon chez C. elegans, et plus particuliérement de leur
lien avec les voies de signalisation des Rho GTPases. Cette premiere étude a donné lieu
aun article en co-premier auteur (APPENDICE A), qui démontre gque la protéine kinase
activée par I'AMP (AMPK) et les genes contrdlant l'autophagie sont nécessaires a
I'élongation des cellules épidermiques suivant le programme RhoA-like mais ne
concerne pas les autres cellules. Cela a donné un éclairage sur 1’utilisation de
I’autophagie I'AMPK-dépendante par I'embryon pour alimenter les processus

morphogéniques d’élongation précoces les plus exigeants en énergie.

A la suite d’une réorientation aprés une année et demie, un nouveau sujet a été attribué

a cette these, c’est ce dernier qui sera abordé dans ce manuscrit.
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RESUME

Le syndrome de Waardenburg est une neurocristopathie qui se caractérise par des
défauts de fonctionnement des mélanocytes, provoquant a la fois une dépigmentation
et un dysfonctionnement de I’oreille interne. Dans de rares cas (1/1 000 000), cette
maladie peut étre associée a un mégacdlon aganglionnaire ou maladie de Hirschsprung,
et prend alors le nom de Syndrome de Waardenburg de type IV.

La souris Spot a été générée par mutagénése insertionnelle aléatoire, qui a eu pour effet
de perturber le développement des cellules de la créte neurale. Ces cellules sont a
I’origine d’une grande variété de types cellulaires, y compris les cellules gliales et les
mélanocytes, des cellules pigmentées. A 1’état homozygote, la souris Spot présente des
défauts de pigmentation de la peau, des troubles de 1’équilibre ainsi qu’un mégacolon
aganglionnaire, ce qui fait d’elle un bon mode¢le pour le Syndrome de Waardenburg de
type IV.

Chez les mutants Spot, il a été montré que la dérégulation a la hausse de 1’expression
du facteur NR2F1 provoque une différenciation précoce des cellules de la créte neurale
entériques en cellules gliales. Ces dernieres sont incapables de coloniser le célon, ce
qui perturbe le développement du systéme nerveux entérique et provoque un
mégacdlon aganglionnaire.

Cette these a pour but de caractériser le défaut de développement des mélanocytes dans
le modele de souris Spot, atteint du Syndrome de Waardenburg de type V. Elle débute
par la validation d’un modéle murin pour le tragage de 1’origine des mélanocytes. Ainsi,
nous avons tout d’abord mis en évidence que dans la peau, une majorité¢ de mélanocytes
dérivent de précurseurs de cellules de Schwann ayant exprimé la protéine Desert
HedgeHog, et que les mélanocytes directement dérivés des cellules de la créte neurale
y sont minoritaires. Au niveau de I’oreille interne, nous avons montré que la cochlée et
le vestibule sont alimentés en mélanocytes par deux voies de migration distinctes,
respectivement dérivés des précurseurs de cellules de Schwann ou directement des
cellules de la créte neurale.

Chez les souris Spot, nous avons montré que la migration des melanocytes du tronc est
perturbée par I’expression importante du facteur NR2F1. Cela entraine a la fois la
différenciation des mélanocytes dérivés des cellules de la créte neurale en précurseurs
de cellule de Schwann, et I’impossibilité des précurseurs de cellules de Schwann a se
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différencier en mélanocytes. Au niveau du crane, il est intéressant de noter que seuls
les mélanocytes dérivés directement des cellules de la créte neurale et destinés a
cbloniser le vestibule sont atteints, alors que la cochlée est, elle, bien alimentée en
mélanocytes dérivés des précurseurs de cellules de Schwann. Cela concorde avec
I’absence de trouble de I’audition chez les souris Spot, mais la présence de défaut
d’équilibre.

Pris ensembles, ces résultats apportent un éclairage sur les deux voies de migration des
mélanocytes, a la fois pour ce qui concerne la colonisation de la peau, mais aussi de
I’oreille interne. De plus, ils permettent de comprendre les mécanismes mis en ceuvre
dans le syndrome de Waardenburg de type 1V, et plus particulierement le réle central
du facteur NR2F1 dans la différenciation des mélanocytes en cellules de Schwann.
Complétée par d’autres études, cette thése pourrait ouvrir la voie a la compréhension
d’autres maladies, ainsi qu’au développement de solutions thérapeutiques.

Mots clés : créte neurale, cellules de Schwann, neurocristopathie, mélanocytes, oreille
interne



ABSTRACT

Waardenburg syndrome is a neurocristopathy characterized by defects of melanocyte
function, causing both depigmentation and inner ear dysfunction. In rare cases
(1/1,000,000), this disease can be associated with aganglionic megac6lon or
Hirschsprung disease and is then called Waardenburg Syndrome type IV.

The Spot mouse was generated by random insertional mutagenesis, causing disruptions
of neural crest cell development. These cells give rise to a wide variety of cell types,
including glial cells and melanocytes. At homozygous state, Spot mice have skin
pigmentation defects, balance disorders and an aganglionic megacélon, making them a
great model for Waardenburg Syndrome type 1V.

In Spot mutants, it has been shown that upregulation of NR2F1 expression causes early
differentiation of enteric neural crest cells into glial cells. Those cells are unable to
colonize the colon, thereby disrupts the development of the enteric nervous system and
causing aganglionic megacolon.

In this thesis, we characterize the defect in melanocyte development in the Spot mouse
model of Waardenburg syndrome type 1V. We first demonstrated that in the skin, a
majority of melanocytes are derived from Schwann cell precursors expressing the
Desert HedgeHog protein, and only a few melanocytes directly derive from neural crest
cells. In the inner ear, we have shown that the cochlea and the vestibule are supplied
by two distinct migration pathways, respectively melanocytes derived from Schwann
cell precursors and those derived directly from neural crest cells.

In Spot mice, we have shown that the migration of trunk melanocytes is disrupted by
the high expression of the NR2F1 factor. This results in both the differentiation of
neural crest cell-derived melanocytes into Schwann cells and the inability of Schwann
cell precursors to differentiate into melanocytes. In the skull, it is interesting to note
that only neural crest cell-derived melanocytes supposed to célonize the vestibule are
affected, whereas Schwann cell precursor-derived melanocytes do colonize the
cochlea. This is consistent with the absence of hearing impairment in Spot mice, but
the presence of balance impairment.

Taken together, these results shed light on the two pathways of melanocyte migration,
both for skin cdlonization and for the inner ear. Furthermore, they provide insight into



Xvii

the mechanisms involved in Waardenburg syndrome type 1V, and more particularly the
central role of NR2F1 in the differentiation of melanocytes into Schwann cells.
Complemented by other studies, this thesis could pave the way to the understanding of
other diseases, as well as to the development of therapeutic solutions.

Key words: neural crest, Schwann cells, neurocristopathy, melanocytes, inner ear



CHAPITRE |

INTRODUCTION

Les mélanocytes sont surtout connus pour étre les cellules pigmentées de la peau et
des poils mais, de maniére originale, on les trouve aussi au niveau de ’oreille
interne ainsi que dans d’autres organes. lls dérivent des cellules de créte neurale
(CCN) par deux voies de migration, dont la seconde, qui passe par un stade de
précurseurs de cellules de Schwann (PCS), n’a été découverte que récemment.
Depuis la mise en évidence de I’existence de cette voie par I'utilisation d’un modele
murin Cre-LoxP, aucune autre lignée comparable n’avait permis de confirmer ce
résultat, ouvrant ainsi une discussion sur 1’existence réelle ou non de ce processus.
Par ailleurs, alors que les mécanismes de migration et de prolifération des
mélanocytes de la peau sont étudiés depuis longtemps, le développement des
mélanocytes de 1’oreille interne n’avait jusqu’a récemment pas été un sujet de
recherche tres en vue, ni les potentiels défauts qui pourraient subvenir durant ce
processus. En effet, il arrive parfois que le développement des mélanocytes de la
peau, mais aussi de 1’oreille interne, soit perturbé par des maladies telles que les
neurocristopathies, qui touchent précisément le développement des cellules de la

créte neurale.

Le syndrome de Waardenburg de type 1V, aussi appelée Syndrome de Waardenburg
Shah, est une neurocristopathie qui touche moins de 1/1 000 000 naissances. Elle
associe maladie de Hirschsprung et syndrome de Waardenburg. Elle se caractérise
donc a la fois par un défaut de colonisation du cdlon par les cellules de la créte
neurale, qui entraine une aganglionose, et par un défaut de développement de
certaines cellules dérivées des cellules de la créte neurale, dont les mélanocytes.
Cela peut mener a des malformations, des défauts de pigmentations des yeux, de la

peau et des poils, ainsi qu’a un dysfonctionnement de 1’oreille interne. Etant donnée



sa faible prévalence, le syndrome de Waardenburg de type IV n’a pas été beaucoup
étudié et il n’existe que peu de modeles murins pour cette maladie. Ainsi, les
mécanismes par lesquels le développement des mélanocytes est perturbé ne sont
actuellement que peu connus, évidemment pour ce qui concerne la peau, mais

encore d’avantage pour 1’oreille interne.

Cette thése porte donc sur 1’étude des voies de migration des mélanocytes qui
alimentent la peau et I’oreille interne, ainsi que sur la caractérisation des défauts de

développement des mélanocytes dans le syndrome de Waardenburg de type 1V.

Cette premiere partie est une revue des connaissances actuelles sur les mélanocytes,

leurs roles et leur développement, ainsi que sur le Syndrome de Waardenburg.

La seconde partie est une étude publiée traitant du développement des mélanocytes
en utilisant un nouveau modele de souris Cre-loxP. Cet article vient confirmer
I’existence d’une voie de migration passant par des PCS, et montre pour la premiére
fois qu’il existe une différence d’origine entre les mélanocytes du vestibule et de la
cochlée. Il a fait la couverture du magazine Pigment Cell and Melanoma Research
en octobre 2020 (APPENDICE 2).

La troisieme partie est une étude acceptée pour publication dans Pigment Cell and
Melanoma Research. Elle fait suite a un premier article publié en 2017 décrivant un
nouveau modéle murin pour le syndrome de Waardenburg de type 1V, et apporte
un éclairage sur le défaut de développement des mélanocytes dans cette maladie.
Elle a permis de mettre en évidence un mécanisme de différenciation cellulaire en
faveur de la voie de différenciation des PCS au détriment des mélanocytes, que ce

soit au niveau de la peau ou de ’oreille interne.

Enfin, la derniére partie est une discussion générale sur les différentes découvertes
génerées par cette étude et les éventuelles hypothéses qui en découlent, et qui

pourraient servir a de futurs projets de recherche.



1.1 Le rble des mélanocytes.

1.1.1 Brefs rappels historiques.

Les melanocytes sont surtout connus comme étant des cellules productrices de
mélanine. Ils sont trés largement présents dans le régne animal, des insectes
(Sugumaran et Barek, 2016), aux poissons (Allen et al., 2019) et jusqu’aux
mammiferes (Victorelli et al.,, 2019). Pour la majorit¢ d’entre nous, la
manifestation la plus visible du réle des mélanocytes est la coloration de la peau.
On peut donc imaginer que la manifestation de cette fonction a été observable bien
avant notre apparition, depuis que couleur de pelage et d’écailles représentent une

information importante et visible.

Si les premiers témoignages concernant des variations de couleur de peau chez
I’humain, due a une maladie ou a des origines geographiques particuliéres,
remontent a plus de 4000 ans (Westerhof, 2006), ce n’est qu’en 1819, aprés
I’apparition de nouveaux outils d’observation, que Giosue Sangiovanni (Falabella,
2009) observe pour la premiére fois des cellules pigmentées. Le terme mélanocyte
(du grec pélog, mélas/noir et kOTog, un contenant) est quant a lui utilisé pour la
premiére fois en 1889 par Ernst Kromayer. Ces cellules sont alors caractérisées par

leur couleur noire, sans que soit comprise 1’origine de cette derniére.

C’est en 1895 que la tyrosinase, une des enzymes majeures de la voie de synthese
de la mélanine, est découverte par Bertrand et Bourquelot, qui met en évidence son
role dans I’apparition de la coloration d’un champignon (Fitzpatrick et Lerner,
1954). Les premiéres ebauches de voie de synthése de la mélanine apparaissent
ensuite a partir de 1928 (Chang, 2009).

C’est aussi a la fin du XIXeéme, début du XXeéme siecle qu’apparaissent les

premieres hypotheses sur ’origine des mélanocytes, dont on pense alors qu’elle



serait épidermique. Mais en 1947, Mary E. Rawles publie son article intitulé
«Origin of pigment cells from the neural crest in the mouse embryo » dans lequel
elle met en évidence, grace a des expériences de transplantation a partir d’une lignée
murine pigmentée vers une lignée blanche, I’origine créte neurale des mélanocytes
(Rawles, 1947). Cette découverte pose les bases de nombreuses autres études sur le
développement des mélanocytes et plus largement sur celui des cellules de la créte
neurale. Elle permettra a des chercheurs et chercheuses telles que Nicole Le
Douarin d’apporter de nombreux éclairages sur ces deux phénomeénes (Baroffio et
al., 1988; Dupin et al., 1990; Lahav et al., 1998; Lahav et al., 1996; Le Douarin,
1975; Nataf et al., 1993).

Les années 1960 voient naitre énormément de découvertes concernant la mélanine.
Tout d’abord, c’est dans ces années que la plupart des composés intermédiaires et
des enzymes impliqués dans la voie de synthese du pigment sont mis au jour (Niu
et Aisa, 2017; Pillaiyar et al., 2017; Westerhof, 2006) (Figure 1.1). C’est aussi a ce
moment que sont découverts les deux types de mélanine, I’eumélanine, plus foncée,
et la phéomélanine, plus claire, dont la proportion respective était a 1’origine des
différentes couleurs de cheveux et de poils (Brumbaugh, 1968) (Figure 1.1). Dans
les mémes années, une expérience de centrifugation par gradient de densité
démontre I’existence d’organelles lipidiques gorgées de mélanines et contenant les
enzymes nécessaires a sa synthese (Marks et Seabra, 2001; Seiji et Fitzpatrick,
1961), ce sont les mélanosomes (Seiji et al., 1961).

Ainsi I’on pourrait dire que 1’é¢tude des mélanocytes existe depuis que I’ceil est
capable de distinguer la couleur. Au niveau de la peau, cette fonction colorante est

finement régulée, et dans d’autres organes, elle peut varier.
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Figure 1.1. La voie de synthése de la mélanine.

Vue détaillée de la voie de synthése de I’eumélanine et de la phéomélanine. Cette
synthese débute par I’oxydation de 1’acide aminé aromatique L-Tyrosine par la
Tyrosinase. La voie de synthese de la mélanine se sépare ensuite en deux voies

distinctes a I’origine de I’eumélanine et de la phéomélanine.

Adapté de (Niu et Aisa, 2017).



1.1.2 Les mélanocytes de la peau et des poils.

La peau des mammiféres est un organe gigantesque, structuré en deux couches,
I’épiderme et le derme, auxquelles on associe souvent, bien que ne faisant pas partie
de la peau, une troisiéme couche qu’est I’hypoderme. L'épiderme est la couche la
plus externe de la peau, elle est au contact du milieu extérieur et du derme (Figure
1.2). Elle est majoritairement composée de kératinocytes, qui jouent a la fois un
réle structurant de maintien de I’intégrité de la peau, et de réponse aux pathogénes
par I’activation de la réponse homéostatiques et de 1I’inflammation (Jurdnova et al.,

2017; Pastore et al., 2006; Suter et al., 2009).

L’épiderme est divisé en cing couches : la couche cornée formée par les cellules
mortes des couches inférieures, la couche de Malpighi composée de kératinocytes
dendritiques et de cellules de Langerhans -les cellules de systemes immunitaires de
la peau-, la couche granuleuse composeée de cellules granuleuses plates, la couche
claire composée de kératinocytes plats au noyaux atrophiques, et la couche basale
composée de cellules souches de kératinocytes servant a alimenter les couches
supérieures, des cellules de Merkel responsables de la mécanoréception, et des
mélanocytes. Ces mélanocytes ont une forme dendritique, leurs prolongements
dirigés vers le haut (Figure 1.2). C’est le long de ces derniers que cheminent les
mélanosomes gorgés de mélanine, dont une partie d’entre eux est exportée vers les

kératinocytes voisins (Ando et al., 2012).

Le derme est un tissu fibreux composé majoritairement de collagéne et de fibres
élastiques. La majorité des cellules qui le compose sont les fibroblastes. Le derme
a pour principale fonction le support de 1’épiderme, a la fois pour 1’apport en
nutriment et en cellules immunitaires. Il est de ce fait riche en terminaisons
nerveuses, ainsi qu’en réseaux lymphatiques et vasculaires. Le derme est composé
de deux couches, le derme papillaire, au contact de 1’épiderme, et le derme

réticulaire en dessous (Zeng et al., 2017).
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Figure 1.2. Schéma de la structure de I’épiderme.

Schéma des différentes couches et sous-couches de la peau. L’épiderme,
majoritairement composé de kératinocytes, est la couche la plus externe de la
peau. Il se compose de 5 couches en perpétuel renouvellement a partir de
I’intérieur et vers D’extérieur. Cela permet aux cellules mortes externes de
former une couche de protection pour les épaisseurs sous-jacentes. Les

mélanocytes se trouvent exclusivement dans la couche basale.

Adapté de (J. Gordon Betts, 2013).



Au niveau de la peau, la production de mélanine est médiée par une association
signalétique entre kératinocytes et mélanocytes. Sous I’effet des rayonnements
ultraviolets (UV), une partie de 1’ acide désoxyribonucléiqgue (ADN) des
kératinocytes peut se retrouver endommager (Pattison et Davies, 2006). Cela
entraine la phosphorylation de p53 qui stabilise la protéine et permet sa fixation sur
I’ADN (Lakin et Jackson, 1999), entre autres sur le gene codant pour la
proopiomélanocortine (POMC) (Cui et al., 2007). Ce précurseur polypeptidique est
ensuite clivé en différents peptides, dont ’hormone mélanocortine (melanocyte-
stimulating hormones ou MSH) (Raue et al., 2019). Cette derniere est exportée par
les Kkératinocytes et se fixe aux récepteurs de la mélanocortine de type 1
(Melanomortin 1 Receptor ou MC1R) des mélanocytes. Via une cascade
signaléetique, cela déclenche 1’expression du gene codant pour le facteur de
transcription associé a la microphtalmie (Microphthalmia-associated transcription
factor MITF) (Aoki et Moro, 2002), dont certaines cibles sont des genes impliqués
dans la synthése de la mélanine (Gaggioli et al., 2003). Cela provoque ainsi la
production de pigments qui sont alors exportés aux keratinocytes voisins via les
mélanosomes (Figure 1.3). Ces derniers se regroupent alors autour du noyau pour
former des capsules de mélanine périnucléaires empéchant le passage des UV
(Ando et al., 2012) créant ainsi une boucle de rétrocontrole.

Il en résulte qu’une peau plus claire, pauvre en mélanine ou avec un ratio
phéomélanine/eumélanine trop important, est plus susceptible de subir des
mutations au niveau de ’ADN et donc de développer des maladies liées a des
mutations, telles que, par exemple, des cancers de la peau (Kaidbey et al., 1979). A
I’inverse, les populations au teint plus foncé sont moins susceptibles de développer
cette maladie, mais leur détection est en revanche bien moins efficace (Gupta et al.,
2016). Dans tous les cas, la protection de la peau contre les rayons UV est donc un
enjeu crucial de santé publique (Santé-Canada). Pour cela, le moyen le plus répandu
et a privilégier est I’utilisation de créme solaire dont les minéraux qui la composent

agissent de la méme maniere que la mélanine : en bloguant les UV.
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Figure 1.3. Contrdle de la voie de synthése de la mélanine.
La synthese de la mélanine est modulée par une boucle de rétrocontréle négatif

mettant en jeu différents types cellulaires. Initialement, c’est la dégradation de
I’ ADN entrainé par les rayons UV du soleil qui provoque I’activation de p53 dont
la stabilisation a I’ADN déclenche 1’expression de POMC. Le polypeptide POMC
est fractionnée en différents peptides, dont a-MSH, qui est exporté dans le milieu
extracellulaire. 1l se fixe au récepteur MC1R des mélanocytes, qui active la voie de
signalisation de la protéine kinase A par I’intermédiaire de cAMP. Cela induit alors
I’expression de MITF qui est un des principaux régulateurs de I’expression des
genes codants pour les enzymes de la synthése de la mélanine. Cette mélanine est
ensuite exportée via les mélanosomes vers les kératinocytes, qui acquierent ainsi
une protection face au rayon UV.

Adapté de (Oren et Bartek, 2007)
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Les poils sont des fibres composées en grande partie de kératine. Ils sont structurés
en trois couches concentriques : 1/ la medulla au centre, composée de cellules
épithéliales et entourée 2/ du cortex, un tube fibreux composé majoritairement de
kératine, lui-méme entouré par 3/ la cuticule, une couche protectrice de cellules
mortes (Yang et al., 2014). Les poils se développent a partir de follicules pileux,
qui sont structurés en gaines de deux enveloppes superposées : la racine interne, au
contact du poil, et la racine externe en prolongement de 1’épiderme. En effet les
follicules pileux forment un réceptacle pour le poil, formé a partir de I’invagination
d’une partie de I’épiderme dans le derme. Il est composé de différentes structures
aux fonctions variées (Picardo et al., 2015) et est relié au systeme vasculaire par la
papille dermique a sa base (Figure 1.4). Dans la partie supérieure, on y trouve la
glande sébacée, qui a pour fonction de produire et secréter le sébum, une huile
naturelle lubrifiante et protégeant la peau (Thody et Shuster, 1989). Sous cette
derniére, dans la paroi du follicule, juste a co6té du muscle érecteur du poil se trouve
le bulge, un réservoir de cellules souches et de kératinocytes. Celui-ci contient les
cellules souches de mélanocytes (CSM), un groupe de cellules non différencié et
dans un état de quiescence, mais exprimant certains marqueurs mélanocytiques
(Osawa et al., 2005). Ces cellules souches sont capables de fournir des mélanocytes
au reste du follicule (Gola et al., 2012) mais aussi a 1’épiderme supérieur
(Nishimura, 2011). La partie inférieure du follicule est appelée le bulbe. Elle est
séparée par une ligne imaginaire appelée ligne de Auber, qui traverse le bulbe au
niveau de sa largeur la plus grande. Au-dessus de cette ligne se trouvent les cellules
qui participent a la synthése du poil, dont les mélanocytes matures et aptes a
synthétiser la mélanine exportée ensuite vers le poil pour lui donner sa couleur (Van
Raamsdonk et Deo, 2013). Ces mélanocytes expriment les enzymes de la voie de
synthése de la mélanine, mais aussi d’autres marqueurs tels que le récepteur au
facteur de croissance des cellules souches KIT (Osawa et al., 2005). KIT appartient
a la famille des récepteurs tyrosine kinase. Il est codé par le proto-oncogéne c-Kit
et joue un role dans le développement, la différenciation et la migration de certaines

cellules. Chez les mélanocytes, il est impliqué dans la régulation de 1’expression de
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MITF (Jeong et Yoon, 2021) et semble avoir un réle dans la survie des melanocytes
matures, puisque sa déplétion entraine leur disparition (Botchkareva et al., 2001).
Cette déplétion n’est en revanche pas définitive puisque le rétablissement de
I’expression de c-Kit permet le retour des mélanocytes matures (Botchkareva et al.,
2001). Finalement, le facteur KIT semble également étre impliqué dans le
déclenchement de la migration des mélanocytes, ce qui aurait pour effet de freiner

leur prolifération et différenciation (Alexeev et Yoon, 2006).

En dessous de la ligne de Auber, autour de la papille dermique, se trouve une autre
population cellulaire exprimant elle aussi KIT, mais, ne semble-t-il, aucun autre
marqueur plus classique des mélanocytes. Cette population est décrite comme étant
un bassin de précurseurs de mélanocytes dérives des CSM du bulge, mais non
différenciés, et capables de se différencier en mélanocytes matures. La
différenciation de ces cellules en mélanocytes matures serait médiée par le ligand
de KIT, aussi appelé KIT-ligand, un facteur de croissance des cellules souches
(FCS), synthétisé par des cellules situées au-dessus de la ligne de Auber et entourant
les mélanocytes matures (Figure 1.5). La déplétion de FCS empécherait la
maturation de ces précurseurs de mélanocytes (Liao et al., 2017; Zocco et Blanpain,
2017).

Au niveau des follicules, les mélanocytes ont pour fonction principale la synthése
de mélanine, qui donne leur couleur aux poils. Des poils pigmentés absorbent mieux
les rayonnements UV et la chaleur associée, protégeant ainsi la peau. C’est la perte
des mélanocytes du follicule qui est a 1’origine de 1’éclaircissement de la couleur

des poils qui vient avec le vieillissement.

La principale fonction des meélanocytes de la peau est donc la production de
mélanine pour la protection contre les rayonnements ultraviolets. A d’autres
endroits, inaccessibles aux UV, les mélanocytes ont d’autres fonctions, plus ou

moins liées a leur capacité a produire des pigments.
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Figure 1.4. Schéma de la structure du follicule pileux.
Le follicule pileux est une invagination de I’épiderme dans le derme. Le bulbe

contient les mélanocytes matures, alors que le bulge contient les CSM capables de
fournir la couche basale du derme et le bulbe en mélanocytes. La glande sébacée a
pour réle la synthése et la sécrétion du sébum qui protege la peau des agressions
extérieures.

Adapté de (Picardo et al., 2015)
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Figure 1.5. Schéma de la différenciation des précurseurs de mélanocytes KIT+ en
mélanocytes matures.

C’est la présentation du FCS par des cellules du follicule qui provoquerait la
différenciation des précurseurs de mélanocytes KIT+ situés sous la ligne de Auber
en mélanocytes matures, et qui entrainerait alors leur migration vers la base du poil,

la ou ils pourraient jouer leur réle dans la pigmentation du poil.

Adapté de (Zocco et Blanpain, 2017)
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1.1.3 Les mélanocytes de I’oreille interne.

L’oreille interne est I’organe de perception des sons et de 1’orientation dans 1’espace

dont les sieges respectifs sont la cochlée et le vestibule.

La cochlée est un organe en forme de coquille d’escargot. Elle est délimitée a son
extrémité par les fenétres ovale et ronde. La premiére est en contact direct avec
I’étrier, un des trois osselets de I’oreille interne. Elle vibre au rythme des
mouvements du complexe osseux enclume-marteau-étrier et fait ainsi bouger la
périlymphe. La seconde va étre mise en mouvement par les fluctuations de la
périlymphe et ainsi transmettre la vibration aux cellules cillées. A ’intérieur et sur
toute sa longueur, la cochlée est subdivisée en trois cavités : la rampe vestibulaire,
supeérieure, au contact de la fenétre ovale, le canal cochléaire, médian, et la rampe
tympanique, inférieure, au contact de la fenétre ronde. Les rampes vestibulaire et
tympanique sont remplies d’un liquide appelé périlymphe, alors que le canal
cochléaire est rempli d’endolymphe. Ce dernier est délimité dans sa partie
supeérieure par la membrane de Reissner, dans sa partie inférieure par la membrane
basilaire, et sur son coté externe par la strie vasculaire. Enfin, sur la membrane

basilaire se trouvent I’organe de Corti et la membrane tectoriale.

Un son provoque la vibration des osselets de ’oreille interne. Elle est transmise a
la fenétre ovale, qui entraine alors le mouvement de la périlymphe puis de la
membrane basilaire et I’organe de Corti. A la surface de ce dernier, les stéréocils
des cellules ciliées se mettent a onduler, ouvrant ainsi des canaux potassiques qui
permettent la captation des ions K* présents en une concentration trés importante
(environ 140 mEg/L) dans I’endolymphe (Smith et al., 1954). Cela dépolarise les
cellules ciliées qui rétablissent leur polarisation par expulsion des ions K* et
absorption d’ions calciques, ce qui entraine la formation de vésicules d’export de
neurotransmetteurs a destination des axones de neurones du nerf verstibulo-
cochléaire (Ceriani et Mammano, 2012). C’est ainsi qu’est converti un signal

physique initial en signal chimique et finalement en signal électrique (Figure 1.6).
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Figure 1.6. Schéma d’une coupe transversale de cochlée.

La cochlée se compose de trois orifices : les rampes vestibulaire et tympanique, et
le canal cochléaire. L’organe de corti, a la jonction entre la rampe tympanique et le
canal cochléaire, est I’organe sensoriel de la cochlée. C’est la mise en mouvement
des cellules ciliées de 1’organe de corti par la périlymphe qui permet la génération

d’un flux d’ions a travers elles et la génération d’un signal nerveux.

Adapté de (Webb, 2009)



16

Le vestibule est constitué de trois canaux semi-circulaires antérieur, latéral et
postérieur, orientés selon des plans X, Y, et Z perpendiculaires les uns par rapport
aux autres. Il est rempli d’endolymphe, et les mouvements de cette derniére, dus
aux mouvements de la téte, sont captés par les stéréocils des cellules ciliées des
trois ampoules situées chacune a 1’extrémité d’un canal semi-circulaire, selon le
méme principe d’absorption des ions K* que dans la cochlée. C’est ainsi que sont
percus les mouvements du corps dans les différents plans. Le vestibule est aussi
composé de deux organes otolithiques, I’utricule et la saccule, respectivement pour
la perception de 1’accélération horizontale et verticale (Yoder et Taube, 2009). Ces
organes fonctionnent eux aussi grace aux cellules ciliées, sur lesquels repose la
membrane otolithique surmontée par les otolithes, des petits cristaux de carbonate
de calcium. La direction et la valeur de force qu’ils exercent sur les cellules ciliées
varient selon 1’accélération qu’ils subissent, que ce soit la force gravitationnelle,
nous permettant de distinguer le haut du bas dans toutes les positions, mais aussi

lors d’autres accélérations horizontales ou verticales.

En 1851, Alfonso Giacomo Gaspare Corti décrivit la présence de pigments dans
’oreille interne d’une vache, d’un mouton et d’un vieux chat. Dans les décennies
qui suivirent, leur localisation dans les canaux vestibulaires et la strie vasculaire fut
établie. Toutefois, ce n’est qu’en 1931 que ces pigments furent considérés comme
de la mélanine (Dorothy Wolff, 1931) sans toutefois en identifier la source. En 1977
Hidling et Ginzberg mirent en évidence que les cellules pigmentées de la strie
vasculaire de la cochlée sont des mélanocytes qui sont alors appelés cellules
intermédiaires (Hilding et Ginzberg, 1977). 1l a plus tard été mis en évidence qu’il
était possible d’observer d’autres mélanocytes cochléaires autour des vaisseaux
sanguins, & proximité de la fibre nerveuse cochléaire, et le long des membranes
basale et de Reissner (van Beelen et al., 2020) (Figure 1.6). Les mélanocytes de la
cochlée ont un role essentiel pour le développement de la strie vasculaire, et leur
déplétion peut entrainer des troubles de 1’audition (Schrott et Spoendlin, 1987; Steel
et Barkway, 1989).
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Dans le vestibule, on peut observer des mélanocytes dans 1’utricule, 1a saccule et
les canaux semicirculaires (van Beelen et al., 2020) (Figure 1.7). lls se trouvent de
maniere privilégiée dans les zones des cellules epithéliales sombres (dark cells)
(LaFerriere et al., 1974), mais comme pour la cochlée, il est possible d’en observer
autour des vaisseaux sanguins, des nerfs, et plus largement dans le tissu conjonctif

sous épithélial (Figure 1.7).

Les mélanocytes de I’oreille interne, ont principalement pour fonction de maintenir
la composition du liquide endolymphatique, et plus particulierement I’importante
concentration en ions K* de I’endolymphe. En effet, I’absorption des ions K* par
les cellules ciliées doit étre compensée par un mécanisme d’approvisionnement.
C’est la périlymphe, le liquide circulant autour des cavités endolymphatiques
principales de la cochlée et du vestibule, qui alimente celles-ci en ion K*. Des
cellules captent ces ions et les font circuler par ’intermédiaire de jonctions
communicantes jusqu’aux mélanocytes du vestibule et cellules intermédiaires de la
cochlée (Figure 1.8). Les mélanocytes du vestibule, associés aux cellules
épithéliales sombres, transmettent a ces derniéres les ions K™ qui sont ensuite
expulsés dans I’endolymphe au moyen de pompes Na*/K* ATPses. Dans la cochlée,
les cellules intermédiaires alimentent I’espace intrastrial en ions, qui sont ensuite
captés par les cellules marginales, dont le fonctionnement est le méme que les
cellules épithéliales sombres. (Figure 1.8). Par I’intermédiaire du maintien de
composition du liquide endolymphatique, les mélanocytes jouent donc un réle
essentiel dans le fonctionnement de la cochlée et du vestibule. Ainsi, un
dysfonctionnement de ces cellules peut mener a des perturbations des fonctions de
ces organes (Bergeron et al., 2016; Patuzzi, 2011).
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Figure 1.7. Schéma des différentes structures du vestibule.

Le vestibule est constitué de trois canaux semi-circulaires reliés aux trois ampoules
(A) et de deux organes otolithiques, ’utricule (U) et la saccule (S) (Yoder et Taube,
2009). Des mélanocytes (vert) peuvent étre (1) au contact des cellules épithéliales
sombres, (2) autour des vaisseaux sanguins, (3) dans le tissu conjonctif sous
épithélial, (4) autour des fibres nerveuses et (5) associés aux cellules épithéliales
sombres du toit de 1'utricule. On trouve aussi des mélanocytes dans la croix

commune reliant les canaux semi-circulaires antérieur et postérieur.

Adapté de (van Beelen et al., 2020)
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Strie vasculaire Ligament spiral

Liquide Cellules Fluide Cellules Cellules Fibrocytes Liquide
endolymphatiqué marginales Intrastrial intermédiaires basales (Type ILIV.V)  périlymphatique

Modéle A Modele B Modéle C

Figure 1.8. Schéma du fonctionnement des canaux ioniques de la cochlée.

Au niveau de la strie vasculaire, ¢’est la coordination des différentes couches de
cellules qui permet le maintien de la composition du liquide endolymphatique en
ions. Les mélanocytes, ou cellules intermédiaires, transmettent les ions potassium
vers les cellules marginales qui les font elles-mémes passer dans 1’endolymphe. Le
potassium est un ion clé dans le fonctionnement des cellules ciliées pour la création
du signal auditif. Le modele A postule que le K* libéré par les cellules ciliées
retourne a la stria vascularis a travers I'espace périlymphatique ouvert, tandis que
le modéle B implique le recyclage du K* a travers les cellules de soutien (SC). Ces

cellules agissent comme un tampon K* dans le modele C.

Adapté de (Zdebik et al., 2009)
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Etonnamment, la mélanine ne semble avoir qu’un réle mineur dans I’oreille interne.
En effet, les souris albinos FVB dont le géne codant pour la tyrosinase n’est plus
fonctionnel, conservent leur capacité auditive et d’orientation dans I’espace (Bartels
etal., 2001; Linetal., 2017; Tachibana, 1999). La mélanine pourrait toutefois jouer
un réle dans la protection et le maintien de I’intégrité du systeme auditif, entre
autres via sa capacité antioxydative (Ho et al., 2014). Ainsi, la présence accrue de
mélanine pourrait étre a I’origine d’une meilleure protection contre les formes
réactives de 1’oxygéne chez les personnes de couleur (Helzner et al., 2005; Ho et
al., 2014). Il n’a en revanche pas été étudié si la mélanine pouvait avoir un role dans

le maintien du fonctionnement du vestibule.

Bien que principalement associés a la peau, et dans une moindre mesure a 1’oreille
interne, les mélanocytes sont aussi présents dans d’autres parties du corps, dans

lesquelles leur fonction n’est pas toujours bien définie.
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1.1.4 Les mélanocytes du reste du corps.

Plusieurs autres organes possedent des mélanocytes.

Ainsi, on trouve des mélanocytes dans certaines parties du cceur, plus
particulierement au niveau du septum auriculaire, de la valve mitrale, de la valve
tricuspide et de la valve aortique (Yajima et Larue, 2008). Ces mélanocytes sont
fonctionnels et produisent de la mélanine, mais leur fonction ne semble pas étre
principalement reliée a cette derniere. Ils jouent un réle mécanique de maintien de
la rigidité des différentes valves (Balani et al., 2009), mais aussi dans la régulation
du rythme cardiaque par I’intermédiaire de la Dopacrome Tautomérase (DCT), dont
les propriétés de contrdle des flux calcique sont importantes pour la contraction du
cceur (Hwang et al., 2015). Ainsi, un défaut dans la synthése de cette enzyme peut

étre a I’origine d’arythmie cardiaque (Levin et al., 2009).

Les mélanocytes sont aussi présents au niveau des yeux, auxquels ils donnent leur
couleur. Cette derniere varie selon la quantité de mélanine produite par les
mélanocytes de I’iris, et par le type de mélanine (phéo- ou eumélanine) (Sturm et
Frudakis, 2004). On retrouve des mélanocytes dans I’uvée, et plus particuliérement
dans I’iris, le corps ciliaire et la choroide (Costache et al., 2013; Hu et al., 2002).
IIs ont un réle important dans le controle de 1’angiogenése, dans la régulation de la
réponse immunitaire (Bronkhorst et Jager, 2013; Sitiwin et al., 2019), et bien
évidemment dans la régulation du stress oxydatif et I’absorbation des rayonnements

UV par I’intermédiaire de la mélanine.

Enfin, on retrouve des mélanocytes au niveau du cerveau dans la méninge
(Gudjohnsen et al., 2015). Leur fonction a cet endroit n’est pas encore connue, mais
il pourrait jouer un réle dans la régulation de la réponse inflammatoire (Miniati et
al., 2014; Tsatmali et al., 2002).
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Il peut exister des cas particuliers de présence anormale de mélanocytes dans des
organes n’en contenant habituellement pas. Ainsi, dans des cas de cancers liés a ce
type cellulaire, appelé mélanome, des mélanocytes peuvent générer des métastases
dans différentes parties du corps. Les poumons par exemple, sont particulierement
touchés par le développement des tumeurs malignes de mélanomes (Borghesi et al.,
2019).

1.2 Le développement des mélanocytes.

Les mélanocytes sont des cellules dérivées de la créte neurale (CN), une structure
embryonnaire spécifique des vertébrés, située dans la partie dorsale du tube neural
(TN), et qui s’étend sur la quasi-totalité de cet axe craniocaudal (Osorio et al.,
2009). Sa formation débute durant I’embryogeneése a de la gastrulation, pendant la

neurulation, et elle donne naissance a une grande variété de types cellules.

1.2.1 La créte neurale.

La formation de la CN est une des étapes importantes de 1’embryogenése. Apres la
fécondation de I’ovule par un spermatozoide, le zygote entre dans la phase de
segmentation durant laquelle il subit une succession de divisions cellulaires pour
finir par former un blastocyste organisé en trophoblaste, blastocele et embryoblaste.
Ce blastocyste entre alors en phase de gastrulation durant laquelle il se réorganise
en trois feuillets : I’endoderme le plus interne, le mésoderme intermédiaire, et
’ectoderme le plus externe. Chacun de ces trois feuillets est a 1’origine de la grande

variété de cellules, tissus et organes qui composent 1’organisme.

Les cellules de I’endoderme, qui ne représentent pourtant qu’une petite partie du
nombre total des cellules de I’embryon (Nowotschin et al., 2019), passent par des
processus de transitions épithélio-mésenchymateuses, migrations collectives et

transitions mésenchymato-épithéliales pour donner naissance aux différents
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épithéliums des voies digestives et respiratoires ainsi qu’a certains organes tels que
la thyroide, le foie, le pancréas, la prostate et la vessie (Wlizla et Zorn, 2015). Le

mésoderme se subdivise quant a lui en plusieurs structures singuliéres.

Le mésoderme axial se différencie ensuite en notochorde pour servir de support
physique mais aussi de source de molécules de signalisation pour le développement
du tube neural (Kahane et Kalcheim, 2020) et participer a la formation des disques
intervertébraux (Smits et Lefebvre, 2003). Le mésoderme paraxial dérive en
somites, a 1’origine des cotes (Evans, 2003), de la partie dorsale du derme (Olivera-
Martinez et al., 2000) et d’une partie des muscles squelettiques (Buckingham et al.,
2003). Le mesoderme intermédiaire donne naissances aux gonades et aux reins. Et
enfin le mésoderme de la plate latérale forme quant a lui les cellules progénitrices
qui constituent le cceur et le systéme cardiovasculaire, le sang, les reins, la lignée

de muscles lisses et les os des membres (Prummel et al., 2020).

L’ectoderme, quant a lui, se différencie en trois populations de cellules : la plaque
neurale dans sa partie centrale, la CN au niveau de la bordure de la plaque neurale

(Milet et Monsoro-Burg, 2012), et I’épiderme primitif dans sa partie la plus externe.

Par la suite, la neurulation primaire débute dans la partie médiane de I’embryon. La
plaque neurale s’invagine en son centre, ce qui entraine le rapprochement des
feuillets épidermiques et des deux extrémités de la CN qui fusionnent, entrainant la
formation du tube neural a partir de la circularisation de la plague neurale (Smith et
Schoenwolf, 1997). Ce processus s’étend vers les parties craniale et caudale, sur
toute la longueur de I’embryon, et s’accompagne de la fermeture de 1’épiderme au-
dessus du tube neural. Ce dernier est a ’origine du cerveau et de la moelle épiniere,

alors que la destinée des cellules de la créte neurale est plus variée.

Une fois le tube neural clos, les cellules de la créte neural subissent une transition
épithélio-mésenchymateuse qui entraine leur séparation du tube neural (Ahlstrom
et Erickson, 2009) (Figure 1.9).
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Figure 1.9. Schéma du processus de formation de la créte neurale.
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La formation de la CN est un processus embryonnaire qui débute par le repliement

de la plaque neurale sur elle-méme, suivi de la délamination de la CN du tube

neural. S’en suit alors la migration des cellules de la créte neurale dans tout

I’organisme.

Adapté de (Simoes-Costa et Bronner, 2015)
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Ces cellules de la créte neurale migratoire et multipotente peuvent ainsi céloniser
I’embryon au complet. Par la suite, ces cellules multipotentes vont entrer dans un
processus de différenciation cellulaire médiées par des voies de signalisations
spécifiques (Figure 1.10). Elles donnent ainsi naissance a un grande variété de types
cellulaires, tels que des cellules mésenchymateuses (ostéoblastes, chondroblastes),
neurales (neurones sensoriels, cellules gliales), sécrétrices (systeme endocrine) et
pigmentées (mélanocytes) (lvashkin et Adameyko, 2013; Pilon, 2021; Simoes-
Costa et Bronner, 2015). La colonisation des cellules de la créte neurale a lieu
progressivement dans le temps en descendant le long de I’axe cranio-caudale. Selon
leur localisation le long de cet axe, les cellules de la créte neurale peuvent étre
classées en 4 sous-populations (Figure 1.11), qui pour point commun de toutes
pouvoir générer des mélanocytes et des cellules de Schwann (Pilon, 2021), mais
nous nous intéresserons ici plus particulierement aux mélanocytes craniaux et du

tronc :

- les cellules craniales donnent naissance aux cartilages, 0s, neurones craniens,
cellules gliales (Charrier et Pilon, 2017; Cordero et al., 2011) et mélanocytes
(Adameyko et al., 2012).

- les cellules vagales migrent le long de I’intestin primitif pour se différencier en
neurones et cellules gliales du systeme nerveux entérique (Anderson et al., 2006).
Un sous type de cellules de la créte neurale vagales appelées cellules de la créte
neurale cardiaques sont, elles, a I’origine de certaines structures du ceeur (Jiang et
al., 2000; Pilon, 2021).

- les cellules du tronc donnent naissance aux neurones et aux cellules gliales des
ganglions de la racine dorsal et ganglions sympathiques (Dushane, 1938;
Kasemeier-Kulesa et al., 2005; Pilon, 2021), alors que celles qui migrent en
direction de la peau le long de I’épiderme ou des nerfs se différencient en

mélanocytes (Adameyko et al., 2009).

- les cellules sacrales contribuent, pour une plus petite partie que les vagales, au

systeme nerveux entérique (Wang et al., 2011).
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Figure 1.10. Vu d’ensemble de quelques voies de régulations géniques impliquées
dans la différentiation des cellules de la créte neurale.

En méme temps qu’elles colonisent la totalité de 1’organisme, les cellules de la créte

neurale entre dans un processus de différenciation médiée par différentes voies de

signalisation (rouge) et facteurs de transcriptions (bleu). Cela permet la génération

d’une grande variété de types cellulaires.

Adapté de (Pilon, 2021)
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Figure 1.11. Schéma des sous-populations cellulaires de la créte neurale.
Les cellules de la créte neurale donnent naissance a différents types de cellules selon

la fraction a laquelle elles appartiennent : craniales, vagales, du tronc et sacrales.
La migration de ces cellules se fait en décalé dans le temps, les plus antérieures

débutant leur migration avant les plus postérieures.

Adapté de (Pilon, 2021)
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Au niveau du tronc, il existe deux voies de migration des cellules de la créte neurale.
La premiére voie, dorsoventrale, dans laquelle les cellules migrent vers le centre de
I’embryon en passant a travers ou a c6té des somites, le long des nerfs. Ces cellules
se différencient en neurones et en précurseurs de cellules de Schwann (PCS) (Furlan
et Adameyko, 2018) a I’origine des cellules de Schwann (CS) du systéme nerveux
périphérique (Barlow-Anacker et al., 2017), un sous type de cellules gliales. La
seconde voie, dorsolatérale, dans laquelle les cellules de la créte neurale migrent
entre les somites et I’ectoderme (Ruhrberg et Schwarz, 2010), et qui donne

naissance aux mélanocytes (Figure 1.12) (Schilling et Le Pabic, 2014).

Comme au niveau du tronc, certaines cellules de la créte neurale craniales
cheminent le long des nerfs craniaux pour se différencier en cellules gliales et
mélanocytes (Kaucka et al., 2021) alors que d’autres migrent le long de 1’épiderme

primitif pour donner naissance a des mélanocytes et aux autres dérivés craniaux.

A part pour de trés rares exceptions (Frunchak et Milos, 1990), il a longtemps été
considéré que la voie canonique pour la migration des mélanocytes était la voie
dorsolatérale, le long de I’ectoderme. Il existait toutefois des indices suggérant une
possible voie alternative passant par un stade intermédiaire de PCS, tel que par
exemple, la proximité entre les PCS et les mélanocytes. En effet, ces deux types
cellulaires ont les mémes cellules précurseurs, si bien qu’une culture de cellules de
la créte neurale génére, in vitro, des PCS, des neurones et des mélanocytes (Dupin
et al., 1990). Mais le lien est encore plus étroit entre ces deux types cellulaires,
puisque des mélanocytes au contact de 1I’endotheline 3 peuvent se dédifférencier en
précurseurs glio-mélanocytique puis se différencier en CS (Dupin et al., 2000). Ce
n’est que plus récemment qu’a été mise en évidence in vivo, par des expériences
d’ablation et de tragage cellulaire (Adameyko et al., 2009), une nouvelle voie de
migration des melanocytes, c6lonisant la peau apres avoir cheminé le long des nerfs

sous forme de PCS.
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Si elles ont en commun le point de départ et 1’état a I’arrivée, ces deux voies de
migration varient en revanche a la fois du fait de leur trajet physique, de leur
temporalité, et des différents états par lesquels elles passent. Elles complexifient
encore d’avantage I’étude du développement des mélanocytes, et apportent un
éclairage nouveau sur les différentes perturbations qui peuvent toucher ce dernier

dans certaines maladies. Il est donc primordial de les comprendre.
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Figure 1.12. Schéma des deux voies de migrations des cellules de la créte neurale.
Au niveau du tronc, les cellules de la créte neurale empruntent deux voies de

migration : (1) la voie dorsolatérale qui longe 1’ectoderme, et (2) la voie ventrale

qui passe le long des nerfs, entre les somites et le tube neural.

Adapté de (Cichorek et al., 2013)



31

1.2.2 La voie de migration dorsolatérale.

Chez la souris, les premieres cellules de la créte neurale du tronc délaminent en
direction dorsale vers 10.5 jours embryonnaires (e10.5) (Ruhrberg et Schwarz,
2010). Ces cellules commencent alors a s’engager dans la voie mélanocytique en
exprimant certains marqueurs tels que MITF et DCT a ell1.5 (Baxter et Pavan,
2003) tout en migrant le long du mésoderme, sous 1’ectoderme (Figure 1.13). A ce
stade, ces cellules ne sont pas encore différenciées en mélanocytes matures et ne
produisent pas de mélanine. On les appelle alors mélanoblaste. Des expériences de
chimeres entre des embryons de souris pigmentés et albinos ont permis de mettre
en évidence que cette migration avait lieu de maniére symétrique mais indépendante
de part et d’autre du tube neural (Mintz, 1967). Les mélanoblastes se regroupent
ensuite dans une zone de transit (Migration Staging Area MSA) située entre le tube
neural, le somite et 1’épiderme (Wehrle-Haller et Weston, 1995), pour y proliférer.
Ils reprennent ensuite leur migration dans le mésoderme. A ce stade, le mésoderme

et ’ectoderme acquicrent leurs caractéristiques définitives de derme et épiderme.

A partir de e12.5, on observe que, alors que certains mélanoblastes restent dans le
derme ou ils continuent d’y proliférer, une grande partie se met a migrer vers
I’épiderme pour s’y trouver en majorité a partir de e13.5 (Luciani et al., 2011). Le
stock de mélanoblastes du derme reste constant mais continue de proliférer en
exportant ses néo-mélanoblastes vers 1’épiderme, dans lequel ces derniers
proliférent et migrent aussi. lls se caractérisent alors, entre autres, par I’expression
de la Tyrosinase et de Tyrpl, deux enzymes impliqués dans la synthese de la
mélanine (Guyonneau et al., 2004). La migration de ces mélanoblastes est contr6lée
par I’expression importante de molécules d’adhésion, telles que les cadhérines E et
P(Nishimura et al., 1999). La proliféeration des mélanoblastes dans le derme et
I’épiderme est controlée indépendamment I’une de 1’autre. Ainsi, des mutations des
genes codant pour les facteurs peau noire dominante (dsk) 1 et 7 entrainent une
forte augmentation du nombre de mélanoblastes dans le derme, mais pas dans

I’épiderme (Van Raamsdonk et al., 2004). Ce processus, finement controlé,
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continue durant tout le développement de la peau. Commence alors une phase de
différenciation des mélanoblastes en CSM caractérisé par I’expression de Pax3.
Pax3 fait partie des genes clés dans le développement des mélanocytes puisque la
protéine qu’il code est capable de contrdler a la fois a la hausse I’expression de Mitf
et a la baisse I’expression de Dct. Il a été montré qu’il agit en compétition avec
SOXI10 pour la liaison a MITF et a I’élément amplificateur en amont de la séquence
codant pour Dct (Osawa et al., 2005). L’expression de Pax3 maintient donc les
CSM dans un état indifférencié capable de proliférer. Les CSM forment la réserve
de cellules souches des mélanocytes et une partie d’entre eux pourra migrer et se
différencier en mélanocytes matures et producteurs de mélanine en passant par deux

étapes intermédiaires (Figure 1.13).

Au niveau de la téte, plusieurs vagues successives de mélanoblastes colonisent la

peau du crane a partir de e11.5 (Adameyko et al., 2012; Kaucka et al., 2021).

La voie de migration dorsolatérale des mélanocytes a longtemps été considérée
comme I’unique source pour la colonisation de la peau. Pourtant, en 2009, il a été
montré que chez 1’embryon, 1’ablation du tube neural bloque logiquement le
développement des mélanocytes, mais que 1’ablation de la partie de la peau proche
du tube neural a un faible impact sur le nombre de mélanocytes. De plus, les
mélanocytes capables de cbloniser la peau sans passer le long du derme semblaient
provenir des nerfs adjacents (Adameyko et al., 2009). Cette premiére observation a
ouvert la voie a une nouvelle origine des mélanocytes, via I’existence d’une autre

voie de migration pour ces derniers, la voie dorso-ventrale.
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Figure 1.13. Stades de différenciation direct des cellules de la créte neurale en
mélanocytes.

Certains mélanocytes dérivent directement des cellules de la créte neurale en
passant par différents stades intermédiaires, caractérisés par I’expression de certains
genes, et dont la prolifération et la différenciation sont controlées par différentes

voies de signalisation.

Adapté de (White et Zon, 2008)
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1.2.3 Lavoie de migration ventrale.

Au niveau du tronc chez la souris, certaines cellules de la créte neurale exprimant
Sox10 et Sox9, engagées a partir de €8.5 dans la voie de migration ventrale
(Ackerman et Monk, 2016; Ruhrberg et Schwarz, 2010; Serbedzija et al., 1990),
proliferent sous la dépendance de la voie de signalisation EDN3/EDNRB
(Endothéline 3/ Recepteur a I’endotheline de type B) (Saldana-Caboverde et Kos,
2010). Elles sont alors considérées comme bipotentes gliales-mélanocytes (Mull et
al., 2015). Ces cellules s’engagent ensuite dans la voie des précurseurs de cellules
de Schwann en exprimant Erbb2 (Garratt et al., 2000), Erbb3 (Lyons et al., 2005),
la protéine myélinisante zéro (Mpz) (Kim et al., 2017), la protéine protéolipidique
(Plp) (Buchstaller et al., 2004) et Desert hedgehog (DHH) (Parmantier et al.,
1999b). Elles cheminent le long des axones des neurones en formation, pour
certains aussi derivés des cellules de la créte neurale. Certaines de ces PCS
acquierent ensuite une identité de cellules de Schwann immature avec 1’expression
des marqueurs S1004 (Liu et al., 2015) et Cnp (Sundaram et al., 2021) en plus des
précédents. Elles se séparent ensuite en deux populations cellulaires distinctes,
’une produisant la gaine de myéline autour des axones des neurones et la seconde
non (Figure 1.14) (Jessen et Mirsky, 2005; Macklin et Rasband, 2012). Les génes
Krox-20 et Oct-6 semblent jouer un role essentiel pour le développement des

cellules de Schwann myélinisantes (Jessen et Mirsky, 2002).
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CCN Précurseurs de cellule Cellule de Schwann
Axone de Schwann immature
Model CCN Précurseur de CS CS immature CS promyélinisante CS myélinisante
12,5 hpf 18-48 hpf 48 hpf 48 hpf 60 hpf
Poisson sox9a, sox10, | sox10, erbb2, erbb3b| sox10. erbb2, |mag, sox10, oct6/pouf3fl,| mbpa, mag, sox10,
zébre mitfa erbb3b krox20/egr2b, sox10, krox20, erbb2,
erbb2, erbb3b erbb3b
E85 E12-E13 E13-E15 initiating ~E15 initiating ~E16
. Sox9, Sox10, Mitf | Sox10, Erbb2, Erbb3, §100, Sox10, Mag, Sox10, Oct6/Pou3f1| Mbp, Mag, Sox10,
Souris Mpz, Pip Erbb2, Erbb3, |Krox20/Egr2, $100, Erbb2) Krox20, $100, Erbb2,

Mpz Plp. Cnp | Erbb3, Mpz, Plp, Cnp

Figure 1.14. La lignée des cellules de Schwann.

Erbb3, Mpz, Pip, Cnj
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Les CS dérivent des cellules de la créte neurale. Elles passent par des stades

intermédiaires de PCS et de cellule de Schwann immature avant d’acquérir leur

identité finale de CS myélinisante ou non. Les premiéres forment les gaines de

myeéline autour des axones, alors que les secondes possedent dans leur cytoplasme

des invaginations appelées fibre de Remak, par lesquelles passent les axones des

neurones.

Adapté de (Ackerman et Monk, 2016)
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Ainsi, les PCS sont des cellules multipotentes capable de migrer le long des axones
(Furlan et Adameyko, 2018) en développement. Cette capacité en fait de trés
bonnes candidates pour coloniser le corps de maniere efficace. Elles expriment des
marqueurs communs avec les cellules de Schwann matures, tels que la protéine
protéolipidique 1 (PLP1) et DHH. Etant donnée leur proximité avec les axones,
elles ont longtemps été considerées comme étant exclusivement destinées a se
différencier en cellules de Schwann (Jessen et Mirsky, 2005), mais des découvertes
du début du 21éme siecle ont remis cela en question (Furlan et Adameyko, 2018).
Par exemple, il a été démontré que certains ganglions parasympathiques dérivaient
de PCS (Espinosa-Medina et al., 2014), ainsi qu’un certain nombre de neurones du
systeme nerveux entérique (SNE) (Uesaka et al., 2015). Elles sont aussi a 1’origine
de certaines cellules mésenchymateuses des dents pour leur formation, leur
renouvellement et leur réparation (Kaukua et al., 2014).

Le systéeme Cre-loxP permet le tracage de lignée cellulaire par association entre un
promoteur rapporteur d’intérét et une construction rapportrice. Par exemple, le
croisement de souris Plp1-Cre®R"2 avec des Rosa26™>STOPYFP permet de tracer les
cellules dérivées des cellules ayant exprimé Plpl. C’est par exemple ce systeme qui
a permis de mettre en évidence la part des PCS dans le développement des dents
(Kaukua et al., 2014). En effet, ’internalisation, par ajout de Tamoxiféne, de la
protéine recombinase Cre sous la dépendance du promoteur du gene Plpl entraine
I’excision d’une cassette d’arrét de la transcription placée devant le géne codant
pour la protéine fluorescente jaune (YFP). Cette réaction est définitive, et rend la
cellule dans laquelle elle a eu lieu fluorescente, ainsi que toutes ses descendantes.
Gréace a cette technique, une nouvelle voie de migration des mélanoblastes a pu étre
mise en évidence. En effet, 4 €10.5 chez la souris Plp1-Cre®R"? : Rosa26™0STOP-YFP,
il est possible d’observer le long des axones, des mélanoblastes YFP+-dérivées de
cellules ayant exprime Plp1 se détachant des nerfs (Adameyko et al., 2009) (Figure
1.15). Ces mélanoblastes PCS-dérivés atteignent la peau vers e13 et se retrouvent
dans des proportions supérieures (61 = 3.25%) aux mélanoblastes directement

dérivés des cellules de la créte neurale (Adameyko et al., 2009).
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Sox10 MITF YFP

E13 dorsal ramus

P11 trunk skin DCT YFF

Figure 1.15. Des mélanocytes dérivent de précurseurs de cellule de Schwann ayant
exprimé Plpl.

(A) a e10.5, des meélanoblastes MITF+ et YFP+, donc dérivé de PCS, se détachent
du nerf. Ils n’expriment alors plus Plpl. (B) lls se retrouvent au niveau de
I’épiderme vers el13 ou ils se sont melangés aux autres mélanocytes de la voie
dorsolatérale. (C) Enfin, 11 jours apres la naissance (p11), on les retrouve dans une

proportion majoritaire au niveau du follicule.

Adapté de (Adameyko et al., 2009)
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Autour de el4, les mélanoblastes issus des deux voies de migration proliferent au
niveau du derme et de 1’épiderme, et commencent leur colonisation de la peau et
des follicules en développement, ou, selon ce modeéle, ceux dérivés des PCS
représentent respectivement 58.6 + 4.1% et 65.9 + 3.1% des mélanocytes totaux
(Adameyko et al., 2009).

Selon ce modele, les mélanocytes dérives des PCS au niveau du tronc célonisent
aussi les autres organes dans des proportions variables. Ainsi les mélanocytes
DCT+ de Doreille interne sont a 17.47 +1.784% dérivés de PCS alors que ceux du
cceur le sont a 90.11 + 0.8285%, ceux du cerveau & 16.51+ 10.88% et enfin ceux
des yeux a 76.02+ 3.041% (Figure 1.16) (Kaucka et al., 2021). 1l est intéressant de
noter la variabilité, en fonction des organes, de la proportion de chacune des
origines des populations de mélanocytes. Cela pourrait suggérer que certaines
fonctions physiologiques pourraient étre spécifiques a une origine plutét qu’une
autre.

Il est toutefois important de prendre en considération que ce systéme reposant sur
une induction au tamoxiféne, il n’est pas possible d’étre absolument certain de la
proportion de mélanocytes dérivant de PCS. En effet, un défaut dans 1’induction
peut diminuer la quantité observable de mélanoblastes semblant dérivés des PCS.
Une solution pour répondre au probleme de la proportion de mélanocytes PCS-
dérivés est I’utilisation d’un systéme Cre-loxP constitutif ne nécessitant pas
d’induction. Malheureusement, 1’utilisation d’un autre mod¢le pour le tragage des
PCS, tel que le modéle constitutif Dhh-Cre, n’a pas permis de mettre en évidence
cette voie de migration (Figure 1.17), malgré la forte proximité d’expression de
Plpl et Dhh dans les PCS (Jaegle et al., 2003; Wong et al., 2006). Suite a
I’impossibilité de valider le fonctionnement de cette voie de migration avec le
modéle murin Dhh-Cre, il a été fait ’hypothése d’une potentielle trop faible
expression de Dhh pour induire 1’expression de la protéine recombinase Cre et
déclencher I’excision de la séquence encadrée par les motifs LoxP (Van Raamsdonk
et Deo, 2013).
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Figure 1.16. Origine des mélanocytes de I’oreille interne, du coeur, du cerveau et de
la peau.

Marquages par immunofluorescence (M-R) et quantification (S) des mélanocytes
dérivés de précurseurs de cellules de Schwann ayant exprimé Plp1, dans différents

organes.

Adapté de (Kaucka et al., 2021)
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Figure 1.17. Le tracage des mélanocytes dérivés des précurseurs de cellules de
Schwann.

Marquage par combinaison de souris Dhh-Cre et Rosa26r*"¢ des cellules dérivées
des précurseurs de cellules de Schwann ayant exprimé Dhh. Les cellules SOX10+
du bulge sont apparemment dérivés des précurseurs de cellules de Schwann ayant

exprimé Dhh mais pas les mélanocytes matures.

Adapté de (Wong et al., 2006)
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L’étude de cette seconde voie de migration s’est pour le moment surtout focalisée
sur la migration des cellules de la créte neurale du tronc, mais des études tendent &

montrer que la colonisation de la partie craniale de I’embryon est un peu différente.

En effet, au niveau du crane, il a d’abord été montrée une présence importante de
mélanoblastes MITF+ a €9.5, a proximité des nerfs facial (VII), vestibulo-
cochléaire (VIII), glossopharyngien (IX) et vagal (X) (Adameyko et al., 2012;
Kaucka et al., 2021), suggérant qu’une premiere vague précoce de mélanoblastes
dérivés des PCS cdlonisent la base du crane (Figures 1.18, 1.19). Plus récemment,
il a été mis en avant que la vésicule otique, la structure primitive de 1’oreille interne,
est alimentée en mélanoblastes dérivés des PCS MITF+ a partir de €10.5 par les
nerfs créniaux proches (Figure 1.19), et particulierement le nerf vestibulo-
cochléaire (VIII) (Kaucka et al., 2021). Par la suite, la seconde vague de
mélanoblastes dérivés des cellules de la créte neurale, provenant de la partie dorsale
de I’embryon et migrant le long de de 1’épiderme, s’attelle a la colonisation du reste

du créne a partir de e11.5 (Adameyko et al., 2012).

Cela confirme donc que les cellules de la créte neurale craniales alimentent, comme
celles du tronc, 1’organisme en mélanocyte selon deux voies distinctes, directement
dérivés des cellules de la créte neurale ou via un stade de précurseurs de cellules de
Schwann. Comme pour le tronc, mélanoblastes dérivés des PCS et dérivés des
cellules de la créte neurale migrent dans des temporalités différentes entre eux, mais
cela se fait aussi en décalage par rapport aux voies de migration du tronc. Les effets
d’une telle différence de temporalité ne sont toutefois pas connus, ni la proportion
des mélanoblastes dérivés des précurseurs de cellules de Scwhann et des cellules de

la créte neurale cblonisant la cochlée et le vestibule dans ’oreille interne.



e10 : des mélanoblastes apparaissent dans les zones 2 et 3

el0

Neurofilament

3

Figure 1.18. Migration créniale des mélanocytes

A partir de e10, il est possible d’observer des mélanoblastes MITF+ & proximité des

nerfs craniens 1X-X (1), dans la région du cerveau moyen et du cerveau postérieur

(2) et dans la région faciale antérieure de la téte (3).

Adapté de (Adameyko et al., 2012)
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NF MITF SOX10

mélanocytes se séparant
des nerfs craniaux

Souris sauvage e10.5

NF MITF SOX10

mélanocytes N ] mélanocytes PCS-dérivés
colonisant la VO - y dans la VO

Figure 1.19. Colonisation de la vésicule otique par les mélanocytes.

(A) A e10.5, on peut observer la vésicule otique (VO) en formation. (B, C) Par le
dessous, des mélanocytes MITF+ semblent se détacher des nerfs glossopharyngien
(IX) et vagal (X) alors que (D) le nerf vestibulo-cochléaire (\V111) est lui directement
au contact de la VO et (E, F) semble alimenter cette derniére en mélanocytes dérivés

des précurseurs de cellules de Schwann MITF+.

Adapté de (Kaucka et al., 2021)
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1.2.4  Processus moléculaires impliqués dans le développement des mélanocytes.

Le développement des mélanocytes est finement contrélé par différentes voies de
signalisation (Figures 1.10, 1.13) (White et Zon, 2008). Tres t6t, la voie WNT/B-
CATENINE participe au développement des mélanoblastes (Figure 1.13), et un
défaut dans cette derniére entraine un déficit en mélanocytes (Goding, 2000). A
I’inverse, une surexpression de B-CATENINE entraine une augmentation
importante de la population de cellules pigmentaires au détriment des cellules de
Schwann (Goding, 2000), soulignant a nouveau la proximité entre ces deux types
cellulaires et le rdle important de WNT dans le choix de la destinée cellulaire des
cellules de la créte neurale. Cette voie intervient aussi plus tard, lors de la
différenciation en mélanocytes matures (Yamada et al., 2013). Parmi les nombreux
genes dont I’expression est régulée par la voie WNT/B-CATENINE, on trouve Mitf
(Takeda et al., 2000).

Mitf est un autre géne clé dans le développement et le fonctionnement des
mélanocytes (Figures 1.3, 1.10, 1.13). Il est capable de se fixer a différentes
séquences de I’ADN et se trouve en amont d’un grand nombre de genes impliqués
dans la synthése de la mélanine (Aoki et Moro, 2002; Du et Fisher, 2002; Tsujimura
et al., 1996; Yasumoto et al., 1994; Yasumoto et al., 1997) (Figure 1.3). Il joue
aussi un réle dans la prolifération des mélanocytes, puisqu’on le trouve a 1’origine
de certains mélanomes (Levy et al., 2006). L expression de Mitf est contrélée par
SOX10, et le couple MITF-SOX10 peut lui aussi étre a ’origine de certains
mélanomes (Tudrej et al., 2017). Ce controle de I’expression de Mitf se fait en
synergie avec PAX3, avec lequel SOX10 interagit directement en se fixant sur un
région proche de la région de fixation de ce dernier, en amont du géne Mitf
(Bondurand et al., 2000).

Les protéines SOX, et particulierement SOX9 et SOX10, jouent, elles aussi, un réle

essentiel dans le développement des mélanocytes (Harris et al., 2010) (Figures 1.10,
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1.13). Les deux sont exprimés a des temps tres précoces, a la fois dans la voie de
développement des mélanocytes (Figure 1.13) et des cellules de Schwann (Figure
1.14). SOX10 est un acteur clé dans le développement des cellules gliales et sa
mutation entraine un défaut de développement des cellules de Schwann (Britsch et
al., 2001). Il est exprimé a différents stade de développement des cellules de
Schwann et des mélanocytes, mais son role dans I’adressage dans 1’un ou 1’autre de
ces destinées cellulaires n’ai en revanche pas encore ¢lucidé. SOX10 est connu pour
interagir avec plusieurs voies de signalisation, dont EDNRB lors de la formation du
systeme nerveux entérique et du développement des mélanocytes (Stanchina et al.,
2006).

La voie EDN3/EDNRB est en effet elle aussi primordiale pour le développement
des mélanocytes (Figures 1.10, 1.13). Entre €10.5 et e12.5, elle est impliquée dans
la différenciation, la migration et la prolifération des mélanoblastes (Lahav et al.,
1998; Lee et al., 2003). Un défaut dans cette voie de signalisation peut causer le
syndrome de Waardenburg (Issa et al., 2017) qui provoque une altération de la
pigmentation. In vitro, il est possible de déclencher la prolifération des cellules
bipotentes glio-mélanocytiques a partir d’une culture de cellules de la créte neurale
in vitro, par simple ajout d’EDN3 dans le milieu de culture (Lahav et al., 1998).
Une exposition prolongée a I’EDN3 entraine un arrét de la prolifération et une
différenciation de ces cellules en mélanocytes (Lahav et al., 1996). Il a aussi été
montré que EDNRB est surexprimé dans une majorité des mélanomes (Lahav et al.,
1999). Plus récemment, il a été mis en évidence une forte diminution du nombre de
mélanoblastes craniaux entourant les nerfs facial (VII) et vestibulo-cochléaire
(VIIT) d’embryons Ednrb™, ainsi qu’une impossibilité pour les mélanoblastes de se
détacher des nerfs glossopharyngien (IX) et vagal (X) (Kaucka et al., 2021).
Comme la voie WNT/B-CATENINE, la voie EDN3/EDNRB semble donc
influencer a la fois la prolifération des précurseurs de mélanocytes, mais aussi leur

différenciation et I’équilibre entre le destin mélanocyte et Schwann.
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Enfin, il a été mis en lumiére une augmentation de la quantité de mélanoblastes
PCS-dérivés autour des nerfs de mutants Erbb3”", suggérant ainsi que la voie de
signalisation NRG1/ERBB3 pourrait étre impliquée dans la régulation a la baisse
de la différenciation des PCS en mélanocytes (Adameyko et al., 2009). Toutefois,
le processus par lequel les PCS se différencient en mélanocyte n’est pas encore

élucide.

1.2.5 La formation des follicules.

Les follicules pileux sont des structures essentielles pour les mélanocytes, puisque
ce sont eux qui stockent les CSM capables d’alimenter le follicule et 1’épiderme en
mélanocytes matures. Leur formation est un processus finement contrélé qui débute
pendant I’embryogenese, alors que les mélanoblastes continuent leur prolifération.
Elle se déroule en trois phases qui se distinguent par les voies de signalisation

cellulaire activees et les modifications morphologiques des différentes structures.

La premiére phase de formation des follicules est appelée I’induction et consiste en
le déclenchement de la cascade de signalisation. Les premiers signaux de formation
du follicule apparaissent a e13 par I’activation des voies WNT/B-CATENINE de
I’épiderme a partir de signaux générés par les cellules du derme (Atit et al., 2006;
Noramly et al., 1999; Olivera-Martinez et al., 2001; Wang et Wu, 2014). Cela
entraine, vers el4, la formation d’une placode, c’est-a-dire une concentration de
cellules au niveau de 1’épiderme. On y retrouve des mélanocytes, ainsi que des
fibroblastes qui s’agrégent pour former la papille cutanée (Driskell et al., 2013;
Schneider et al., 2009; Xie et al., 2020).

C’est alors que débute la seconde phase d’organogénése. A ’endroit de la placode,
il s’opére une invagination de 1’épiderme dans le derme, autour de el5. Ce
changement est accompagné d’une prolifération importante des cellules de
I’épiderme, qui viennent englober une partie de la papille dermique (Schmidt-
Ullrich et Paus, 2005).
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Enfin a partir d’environ €18 commence la phase de cytodifférenciation qui se
poursuit jusqu’a aprés la naissance. Les cellules de I’épiderme continuent a
s’enfoncer dans le derme. Celles qui sont le plus proches de la partie centrale du
follicule forment la gaine interne de la racine et stimulent les kératinocytes pour
débuter la synthese du poil. Autour de cette gaine se forme la gaine externe de la
racine, dans laquelle se développent la glande sébacée et le bulge (Abe et Tanaka,
2017; Liu et al., 2013). Le follicule pileux acquiert sa structure définitive quelques
jours apres la naissance, et débute alors son cycle de croissance et destruction
(Cotsarelis, 2006).

Tout au long de ce processus développemental, des mélanoblastes et mélanocytes
participent a la colonisation du follicule pileux en formation. Il a été mis en lumiére
trois populations de mélanocytes exprimant KIT durant cette migration. Une
premiére qui stoppe sa progression au niveau du muscle érecteur du poil, et qui
forme le bulge, une seconde qui continue jusqu’au bulge, juste au-dessus de la ligne
de Auber, qui forme un rassemblement de mélanocytes matures, et enfin une
troisieme qui vient se positionner tout au fond du follicule, dans la partie de celui-
ci qui englobe la papille dermique (Peters et al., 2002). Il a été suggéré que cette
derniére population forme la niche et le microenvironnement de progéniteur de
mélanocyte pour alimenter la base du poil en mélanocytes matures (Figure 1.5)
(Liao et al., 2017).

Le développement des mélanocytes est un processus complexe, gouverné par de
nombreux facteurs. Il peut, a chaque étape, étre victime de défaut a méme
d’entrainer des maladies. Evidemment, plus ce défaut arrive tot dans le processus
de développement, plus le risque de perturber d’autres voies est grand. Les
neurocristopathies sont des maladies qui touchent les cellules de la créte neurale, et

donc, pour certaines d’entre elles, les mélanocytes.
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1.3  Les neurocristopathies

Ces maladies, qui surviennent exclusivement chez les vertébrés, sont dues a un
défaut de développement des cellules de la créte neurale. Etant donné le caractére
multipotent des cellules de la créte neurale, et donc leur implication dans la
génération d’un grand nombre de types cellulaires, cette perturbation du
développement peut entrainer une grande variété d’anomalies (Pilon, 2021). On
retrouve ainsi des neurocristopathies provoquant des défaut des structures osseuses
au niveau craniofacial (Trainor, 2010), des troubles de 1’audition (Ritter et Martin,
2019), des dysfonctionnements du tube digestif (Bergeron et al., 2015; Soret et al.,
2015), des défauts de pigmentations de la peau et des poils (Bergeron et al., 2015),
ou encore certains cancers, tels que les mélanomes (Sinnberg et al., 2018). La
prévalence des différentes neurocristopathies est variable, une des plus communes,
la neurofibromatose de type 1 touche 1/3000 naissances alors que la microphtalmie

avec anomalies des membres touche moins de 1/1 000 000 naissances (orpha.net).

Etant donné le rdle important des cellules de la créte neurale, et la grande variété de
types cellulaires qui en dérivent, ces maladies peuvent étre associées a des
symptdmes graves liés a des malformations ou des dysfonctionnements d’organes
essentiels composés en partie de dérivés de cellules de la créte neurale. Le syndrome
de Waardenburg de type 1V fait partie des neurocristopathies a risque s’il n’est pas
traité rapidement par chirurgie (Mahmoudi et al., 2013). Il associe maladie de

Hirschsprung et Syndrome de Waardenburg.

1.3.1 Lamaladie de Hirschsprung.

Cette maladie tire son nom du Dr. Harald Hirschsprung, un péediatre danois du
milieu du XIXéeme siécle (Sergi, 2015). Son article majeur s’intitule en allemand



49

« Stuhltragheit Neugeborener in Folge von Dilatation und Hypertrophie des
Codlons » ou « Constipation chez le nouveau-né suite a la dilatation et a
I'nypertrophie du cdlon ». 1l y décrit la prise en charge de deux jeunes enfants qui
présentent des symptomes de constipation importante, dd a une forte contraction du
cblon distale, entrainant une dilatation de ’intestin. Depuis, la compréhension de
cette maladie a fortement évolué, et 1’on sait que ce mégacolon est dii a un manque
ou une absence de ganglion du systeme nerveux entérique dans les plexus sous-
muqueux et myentérique (Zhou et al., 2021). Ce réseau neural controle la
contraction et la relaxation des muscules de la paroi du c6lon. C’est le systéme
nerveux entérique qui permet le phénomene de péristaltisme, qui fait progresser le
bol alimentaire dans le systeme digestif. En son absence, la paroi du c6lon ne peut
se dilater, ce qui entraine le mégac6lon. Sans traitement, cette occlusion intestinale
peut entrainer de graves complications pouvant mener jusqu’au décés. A ce jour, et
bien que des thérapies soient en cours de développement (Soret et al., 2020), le seul

traitement efficace est la chirurgie consistant a retirer la partie aganglionnaire.

La maladie de Hirschsprung est due a un défaut de colonisation du célon durant
I’embryogenese par les précurseurs du systéme nerveux enterique derivées des
cellules de la créte neurale. Cela peut étre di a des modifications de I’expression de
différents génes dont les fonctions varient. Les causes les plus connues sont des
perturbations des voies GDNF/RET (Glial cell-derived neurotrophic
factor/REarranged during Transfection) (Schuchardt et al., 1995; Shen et al., 2002)
et EDN3/EDNRB (Edery et al., 1996; Hosoda et al., 1994) contr6lant la survie,
prolifération et migration des précurseurs du systéme nerveux entérique dérives des
cellules de la créte neurale. Il existe d’autre mécanismes plus originaux, ainsi il a
aussi été montré que la modification de 1’expression du géne codant pour 1’hélice
a4 du collagene IV peut entrainer une surexpression de microfibrilles collagéne VI
qui perturbe la migration des cellules dérivés des cellules de la créte neurale (Soret
et al., 2015).
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Chez I’humain, la maladie de Hirschsprung seule n’est pas toujours associée a des
défauts de dépigmentation. En effet, certaines neurocristopathies particuliéres sont
caractérisées par une atteinte au développement des mélanocytes, elles sont alors

appelées Syndrome de Waardenburg.

1.3.2 Le syndrome de Waardenburg.

C’est en 1947 que Petrus Johannes Waardenburg observe pour la premiére fois des
symptomes qu’il compile dans une publication de 1951 intitulée
A new syndrome combining developmental anomalies of the eyelids,
eyebrows and noseroot with pigmentary anomalies of the iris and head
hair and with congenital deafness; Dystopia canthi medialis et
punctorum lacrimalium lateroversa, hyperplasia supercilii medialis et
radicis nasi, heterochromia iridum totaliis sive partialis, albinismus

circumscriptus (leucismus, polioss) et surditas congenita (surdimutitas)
(Waardenburg, 1951)

Il associe trois symptbmes a ce nouveau syndrome: des malformations
craniofaciales, des défauts de pigmentations et des troubles de 1’audition. L’étude
de ce syndrome a depuis permis une classification plus précise en 4 types distincts,
selon les symptdmes et les genes impliqués.

1.3.2.1 Le syndrome de Waardenburg de type 1.

Le type | est en quelque sorte le syndrome de Waardenburg originel. Il se caractérise
par une hypopigmentation de certaines parties de la téte, du visage et de la peau,
une surdité neurosensorielle, une hétérochromie et un large écartement entre les
deux yeux. Il touche environ 1/40 000 naissances, et est di entre autres a une
mutation sur le gene PAX3 (Zhang et al., 2021).
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1.3.2.2 Le syndrome de Waardenburg de type II.

Le type Il se différencie du type | par un écartement normal entre les deux yeux. Le
syndrome de Waardenburg de type 2 touche environ 1/40 000 naissances. Il a été
classé en 5 sous-types (de A a E) suivant le(s) gene(s) et/ou le chromosome
impliqué(s), mais ses causes restent tres hétérogenes. On y retrouve des génes
classiquement impliqués dans le développement des mélanocytes, tels que MITF,
et SOX10 (Pingault et al., 2010) (Figures 1.10, 1.13).

1.3.2.3 Le syndrome de Waardenburg de type III.

Ce syndrome, aussi appelé syndrome de Klein-Waardenburg, est caractérise, en
plus des symptdmes correspondant au type I, par des défauts de développement des
membres supérieurs (Klein, 1983). Il est en trés grande majorité causé par la

mutation du géne PAX3.

1.3.2.4 Le syndrome de Waardenburg de type 1V.

Dans sa publication de 1981 intitulée :

White forelock, pigmentary disorder of irides, and long segment Hirschsprung
disease: Possible variant of Waardenburg syndrome (Shah et al., 1981),
le docteur Krishnakumar N.Shah décrit les symptémes de 12 patientes et patients

nouveaux nés de cing familles différentes. Ils présentent une hypopigmentation
d’une partie des cheveux, une hétérochromie des yeux et une obstruction intestinale.
Apreés biopsie de la partie obstruée, il conclut que cette derniére est causée par un
long segment du colon atteint par la maladie de Hirschsprung (Shah et al., 1981).
La découverte, chez ces patientes et patients, du cumule d’un syndrome de
Waardenburg et de la maladie de Hirschsprung, ainsi que la description d’autres cas
ensuite, méne a la 1’adoption d’une nouvelle dénomination : syndrome de

Waardenburg de type IV ou syndrome de Waardenburg-Shah.

Le syndrome de Waardenburg de type IV touche environ 1/1 000 000 naissances et
est classe en trois sous-catégories. Le type 4A est di a une mutation du géne codant

pour le récepteur a ’endothéline B. Le type 4B est dii a une mutation sur le géne
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codant pour I’endothéline 3. Enfin, le type 4C est dii & une mutation sur le geéne
codant pour SOX10.

La tres faible prévalence de cette maladie rend I’étude du syndrome du
Waardenburg de type IV difficile. Par exemple, on ne dénombre que 13
publications décrivant des cas de syndrome de Waardenburg de type 1V sur la
période 2011-2021 sur Pubmed. Les modéles murins qui ont été générés pour
I’étude de cette maladie se basent sur des mutations des génes connus comme étant
impliqués dans cette maladie, tels que Sox10 ou les génes de la voie de signalisation
EDN3/EDNRB. Or, des données suggerent que 35% des cas de Waardenburg de
type IV ne peuvent pas étre expliqués par une mutation d’un de ces génes (Pingault
et al., 2010), allant ainsi contre la classification simple en trois sous-types. D’ou la
nécessité de générer d’autres modeles pour I’étude de cette maladie. C’est ce qui a

été fait dans le laboratoire du professeur Pilon (Pilon, 2016).

1.3.3 Le modeéle de souris Spot.

La souris Spot a été générée a partir d’un crible consistant a insérer de maniére
aléatoire la géne codant pour I’enzyme tyrosinase dans le génome de souris albinos
FVB/N déficiantes pour le géne codant pour Tyr (Pilon, 2016), permettant ainsi le
rétablissement de la voie de synthése de la mélanine. Lorsqu’intégré dans un locus
important pour le développement des cellules de la créte neurale, cette insertion
peut provoquer un défaut de colonisation de ces derniéres (Figure 1.20). Etant
donnée I’origine créte neurale des mélanocytes, c’est I’observation d’un défaut de
pigmentation, comme 1’apparition de taches, qui donne une indication du potentiel
défaut de développement des cellules de la créte neurale. Au niveau de I’ADN des
souris Spot, il a été montré que le géne Tyr s’était inséré sur le chromosome 13 a
proximité de la sequence du gene codant pour le membre 1 de la sous-famille 2 des
récepteurs nucléaires (Nr2fl), et dans le la partie codant pour la forme longue du
long ARN non codant A830082K12Rik. Cela a eu pour effet de modifier du niveau
d’expression de ce Nr2fl (Bergeron et al., 2016) (Figure 1.20).
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Figure 1.20. Crible génétique pour la génération de modéle murin de
neurocristopathie et site d’insertion chez la souris Spot.

L’insertion aléatoire d’un géne de Tyrosinase dans des souris albinos peut,

lorsqu’elle a lieu dans un locus important pour le développement des cellules de la

créte neurale, générer des neurocristopathies. Chez la souris Spot, ce géne a été

inséré sur le chromosome 13 a proximité du gene Nr2fl et dans le long ARN non
codant A830082K12Rik.

Adapté de (Pilon, 2016)
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Ainsi, & I’état hétérozygote Nr2f1*Y* la souris Spot présente un pelage
majoritairement blanc avec des zones pigmentées, suggérant une perturbation
partielle du développement des mélanocytes. Les Spot homozygotes Nr2f1SPUset
sont en revanche totalement blanches, ce qui suggére un dysfonctionnement
important du développement des mélanocytes (Figure 1.21). Ces animaux

présentent aussi d’autres symptdmes (Bergeron et al., 2016).

Les souris Nr2f15PUSPt présentent une mortalité infantile importante, due & une sous-
alimentation précoce. C’est le défaut de connexion du nerf spinal I et du nerf

hypoglosse XII qui semble entrainer des difficultés de succion et de déglutition.

Les animaux qui survivent a cette sous-alimentation développent un comportement
hyperactif de rotation sur eux-mémes, ce qui suggére un probléme au niveau du
fonctionnement de 1’oreille interne. A la suite de ’analyse de cette derniére, il a été
mis en évidence un rétrécissement important du volume de la cavité contenant
I’endolymphe au niveau du vestibule. Cela concorde avec 1’observation d’une
disparition de la pigmentation au niveau du vestibule, suggérant un défaut de
présence et/ou de fonctionnement des mélanocytes. La cochlée n’est en revanche
pas atteinte, ce qui va dans le sens d’une absence de défaut d’audition chez les souris
Nr2f1SPUSPt (Figure 1.22).

Les souris Nr2f15PYSPt présentent par ailleurs un mégacolon aganglionnaire propre a
la maladie de Hirschsprung, qui provoque la mort de ces animaux environ 20 jours
apres la naissance. L’aganglionose au niveau du systeme nerveux entérique peut
étre di a I’impossibilité des cellules de la créte neurale entériques de coloniser le
colon. En effet, la différenciation anormalement précoce des cellules de la créte
neurale entériques en cellules gliales, qui n’ont plus de capacité de migration,
empéche la colonisation de la partie la plus distale du c6lon. (Figure 1.23)
(Bergeron et al., 2016).
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Figure 1.21. Pigmentation des mutants Spot.
A 1’état hétérozygote, les souris Spot présentent un rétablissement partiel de la
pigmentation. En revanche, les mutants homozygotes perdent la totalité de leur

coloration.

Adapté de (Bergeron et al., 2016)
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Nr2f15p/set
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Figure 1.22. Défaut au niveau de ’oreille interne des souris Spot.

(A) Les souris Nr2f15P¥SPt présentent un effondrement des membranes des différents
organes du vestibule, di a (B) une disparition des mélanocytes de ce dernier dans
I’utricule (U) et la croix commune (CC). (C) En revanche, 1’organe de Corti (OC)
et la strie vasculaire (SV) de la cochlée ne sont pas impactés par ce phénomeéne, et

les mélanocytes (en vert) sont bien présents chez les souris Nr2f1SPUset,

Adapté de (Bergeron et al., 2016)
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Figure 1.23. Mégacdlon aganglionnaire chez la souris Spot.

(A) Les souris Nr2f1SPUSPt présentent un mégacdlon aganglionnaire qui provoque
I’accumulation des matieres fécales dans la partie distale du tube digestif. (B) Cela
est d0 au défaut de colonisation du cblon par les cellules dérivées des cellules de la

créte neurale (en blanc).

Adapté de (Bergeron et al., 2016)
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Le mécanisme a I’origine des défauts de fonctionnement des mélanocytes de la peau
et de I’oreille interne des souris Spot n’est pas connu. Toutefois, Nr2f1, qui semble
jouer un role important dans le contréle de la différenciation des cellules dérivées

des cellules de la créte neurale, pourrait étre un acteur de ce processus.

1.3.4 ROle du facteur NR2F1 dans le syndrome de Waardenburg de type IV.

NR2F1 ou COUP-TF1 (chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor
1), comme il a commencé par étre appelé, a d’abord été identifié chez le poulet
comme un récepteur nucléaire jouant le réle de facteur de transcription. Il se fixe a
une séquence bien particuliere en amont du promoteur du géne codant pour
I’ovalbumine (Wang et al., 1987). Dans les années 90, il est étudié chez I’humain
ou on lui trouve un réle dans la voie de signalisation des hormones stéroidiennes
(Ritchie et al., 1990), dans celle de 1’acide rétinoique (Tran et al., 1992), dans celle
de I’cestrogéne (Liu et al., 1993), et bien d’autres. C’est en 2000 qu’apparait la
nomenclature NR2F pour différencier NR2F1 et son paralogue NR2F2 (Métivier et
al., 2000). Concernant les cellules gliales, NR2F1 est identifié comme facteur
essentiel pour la différenciation des oligodendrocytes du systéme nerveux central
(Naka et al., 2008; Yamaguchi et al., 2004). Les oligodendrocytes sont des cellules
du systéme nerveux central responsable de la formation des gaines de myéline
autour des axones des neurones de ce dernier. L’atrophie optique de Bosch-
Boonstra-Schaaf (BBSOA\) est une maladie due a la perturbation de I’expression du
géne NR2F1 (Bertacchi et al., 2019b). Elle se matérialise par de nombreux
symptdmes dont I’atrophie du nerf optique due a une hypo-myélinisation de ce
dernier. Chez la souris dont le gene Nr2fl est dysfonctionnel, servant de modéle
pour BBSOA, il s’opéere une différenciation anormale des oligodendrocytes en

faveur des astrocytes (Bertacchi et al., 2019a).

C’est dans le laboratoire du professeur Pilon qu’a pour la premiére fois été mis en
évidence un potentiel réle de NR2F1 dans le développement du syndrome de
Waardenburg de type IV. En effet chez la souris Spot homozygote Nr2f15PVset
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I’augmentation de I’expression de Nr2fl dans les cellules de la créte neurale
entériques, mise en évidence par le tri et le séquencage des ARNm de ces dernieres,
est accompagnée par une régulation a la hausse de 1’expression de Sox10 et Ednrb,
deux genes connus pour étre impliqués dans le syndrome de Waardenburg de type
IV, aussi celle d’autre génes pro-gliaux tels que Fabp7, Mpz, S1005 ou Plpl
(Bergeron et al., 2016). Ces résultats suggerent que Nr2fl pourrait avoir un réle
dans la différenciation gliale des cellules de la créte neurale entériques
(Montemayor et al., 2010; Yamaguchi et al., 2004), et que chez Spot, c’est la
dérégulation a la hausse de son expression qui provoquerait la différenciation
précoce des cellules de la créte neurale entériques en cellules gliales entériques.

En revanche, le role de Nr2f1 sur le développement des mélanocytes n’est a ce jour
pas connu. Toutefois, son réle dans la différenciation des oligodendrocytes, des
cellules au rdle proche de celui des CS, (Yamaguchi et al., 2004), et son importance
dans la différenciation précoce des cellules de la créte neurale entériques en cellules
gliales chez Spot (Bergeron et al., 2016), ainsi que la proximité entre CS et
mélanocytes, observées in vitro (Dupin et al., 2000) et dans la voie de migration
des mélanocytes passant pas un stade de PCS (Adameyko et al., 2009), peut laisser
penser qu’il pourrait aussi avoir un role dans le développement des CS, et donc
potentiellement dans la voie des mélanocytes dérivés des PCS, voir plus largement

dans le développement des mélanocytes.
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1.4 Hypotheses et objectifs.

Le syndrome de Waardenburg de type IV est une maladie rare, complexe, et
relativement peu étudiée. A ce jour, la perte de pigmentation et le défaut de
fonctionnement de ’oreille interne que I’on observe chez les patientes et patients

atteints de cette maladie ne sont pas bien compris.

Le modéle de souris Spot est un outil puissant pour 1’étude de ce syndrome. Il a
permis de mettre en lumiére le réle de Nr2fl dans la formation du mégacdlon
aganglionnaire, qui passe par un déclenchement précoce de la différenciation gliale
due & une surexpression anormale de Nr2f1 durant le développement embryonnaire.
Pour ce qui concerne les mélanocytes, il a été montré chez les souris Nr2f15PYSPt yne
absence de pigments dans le pelage et le vestibule, mais un maintien de ces derniers
dans la cochlée. La cause du dysfonctionnement des mélanocytes dans la peau et le
vestibule n’est a ce jour pas connue ni la raison pour laquelle la cochlée, et donc

I’audition, est épargnée par ce phénomeéne.

Notre premiere hypothése est que la peau, la cochlée et le vestibule ne sont pas
atteints de la méme maniére par la mutation Spot, car leurs populations respectives
de mélanocytes ne sont pas issues des mémes voies de migration. Notre seconde
hypothése est que la mutation Spot agit dans fenétre temporelle précise, qui porte
atteinte aux voies de migration des mélanocytes a destination de la peau et du
vestibule, mais pas celle & destination de la cochlée, et que cela est d0 & la différence
de temporalité dans les différentes voies d’approvisionnement en mélanocytes

proviennent des cellules de la créte neurale craniales ou du tronc.



CHAPITRE Il

DHH-EXPRESSING SCHWANN CELL PRECURSORS CONTRIBUTE TO
SKIN AND COCHLEAR MELANOCYTES, BUT NOT TO VESTIBULAR
MELANOCYTES

2.1 Résumé

Les mélanocytes sont des deérivés des cellules de la créte neurale. Pendant
longtemps, il a été considéré que seules les cellules de la créte neurale migrant du
tube neural directement sous la peau en développement pouvaient former des
mélanocytes. Cette notion a été remise en question par des études montrant que les
précurseurs de cellules de Schwann (SCP) dérivés de la créte neurale et associés
aux nerfs périphériques en développement pouvaient également produire des
mélanocytes. Cette origine des SCP a été déduite d'études de tracage du lignage
cellulaire chez la souris utilisant un transgéne comprenant la Cre-recombinase dont
I’expression est controlée par le promoteur du géne Plp1 (Plp1-Cre®R"2), et un alléle
rapporteur fluorescent dans le locus Rosa26 (Rosa26™'STOP-YFP) Cependant, des
doutes ont été soulevés, en partie parce que la méme expérience en utilisant le
promoteur du gene Dhh (Dhh-Cre) pour la Cre-recombinase n’a pas permis de
marquer les mélanocytes lorsqu'il était utilisé avec un allele rapporteur non
fluorescent dans le locus Rosa26 (Rosa26™SToPLacZ) Cette publication démontre
que la méme lignée Dhh-Cre peut marquer efficacement les mélanoblastes et les
mélanocytes lorsqu'elle est utilisée dans un fond génétique FVB/N pur avec l'allele
rapporteur fluorescent plutdt que I'allele non fluorescent. Nos données suggerent
également que la grande majorité des mélanocytes de la peau sont dérives de SCP.

De maniére intéressante, nous avons également découvert que les SCP exprimant
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Dhh et Plp1 contribuent, dans la cochlée, aux mélanocytes de I'oreille interne mais
pas dans le vestibule.

2.2 Abstract

Melanocytes are well-known to be derived from neural crest cells. For a long time,
only neural crest cells migrating from the neural tube directly under the developing
skin were believed to form melanocytes, a notion that was challenged by studies
showing that neural crest-derived Schwann cell precursors (SCPs) associated with
developing peripheral nerves could also make melanocytes. This SCP origin was
inferred from cell lineage tracing studies in mice using a Plpl promoter-controlled
Cre driver transgene (PIp1-CreERT2) and a fluorescent Rosa26 locus-controlled
Cre reporter allele (Rosa26™'>STOP-YFP) However, some doubts were raised in part
because another SCP-directed Cre driver transgene controlled by the Dhh promoter
(Dhh-Cre) was apparently unable to label melanocytes when used with a non-
fluorescent Rosa26 locus-controlled Cre reporter allele (Rosa26™SToP-LaZ) Here,
we report that the same Dhh-Cre driver line can efficiently label melanoblasts and
melanocytes when used in a pure FVB/N genetic background together with the
fluorescent instead of the non-fluorescent Rosa26 locus-controlled Cre reporter
allele. Our data further suggest that the vast majority of skin melanocytes are SCP-
derived. Interestingly, we also discovered that both Dhh- and Plp1-expressing SCPs
contribute inner ear melanocytes in a region-specific manner, extensively

contributing to the cochlea but not to the vestibule.

2.3 Significance :

This study validates the concept that an important subset of skin melanocytes are

derived from neural crest cells through a Schwann cell precursor intermediate stage.
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Our data further allow to extend this concept for inner ear melanocytes located in
the cochlea. These findings may thus be of clinical relevance for understanding the

pathogenic mechanisms of both pigmentation and hearing disorders.

KEYWORDS: Schwann cell precursors; Dhh; Plp1; Cre/loxP; Genetic cell lineage
tracing; Skin melanocytes, Inner ear melanocytes; Cochlea; Vestibule; Mouse
models.
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The neural crest is a transient, vertebrate-specific cell population of the
developing neural tube that generates a wide variety of specialized cell types such
as craniofacial chondrocytes, peripheral neurons, peripheral nerve-associated
Schwann cells, and melanocytes of the skin and inner ear (Dupin et al., 2018). To
generate these diverse cell types, the multipotent neural crest cells emigrate from
the dorsal neural tube as a wave that begins in the cranial region of the embryo and
that then spreads along the anterior-posterior axis (Szabo et Mayor, 2018), in a
coordinated manner with axial elongation and neural tube closure. The
differentiation potential of neural crest cells is influenced by their axial origin, on
the basis of which four main subpopulations of neural crest cells can be defined
(from anterior to posterior): cranial, vagal, trunk and sacral. Although each
subpopulation generates its own set of derivatives (Soldatov et al., 2019), all four
subpopulations share the ability to form cells of the melanoblast/melanocyte lineage

expressing specific markers such as MITF (Microphthalmia-associated
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transcription factor), KIT (Mast/stem cell growth factor receptor KIT) and DCT
(Dopachrome tautomerase) (Mort et al., 2015).

Analysis of the trunk subpopulation in mouse and chick embryos has revealed the
existence of two migration pathways. One known as the “ventral pathway” passes
through the somites to give rise to various neural derivatives (e.g., sensory neurons
in dorsal root ganglia and Schwann cells along peripheral nerve tracts), while the
other one known as the “dorsolateral pathway” runs under the surface ectoderm to
specifically give rise to skin melanocytes (Mort et al., 2015; Szabo et Mayor, 2018).
This dorsolateral route has long been considered the unique provider of
melanocytes, a concept that was challenged over the past decade by experimental
evidences in chick and mouse suggesting another neural crest contribution by
ventrally migrating Schwann cell precursors (SCPs) (Adameyko et al., 2009;
Adameyko et al., 2012; Nitzan et al., 2013).

An SCP origin of melanocytes was deduced from cell lineage tracing studies in
mice (Adameyko et al., 2009; Adameyko et al., 2012), which were based on a single
genetic system involving the tamoxifen inducible Cre driver Plp1-CrefR™? (Leone
et al., 2003) and the fluorescent Cre reporter Rosa26™'®STOP-YFP (Srinivas et al.,
2001). These studies showed that a single tamoxifen dose at embryonic day (e)11.0
was sufficient to yield YFP-positive (i.e., derived from Plpl-expressing cells)
melanoblasts/melanocytes in the trunk (Adameyko et al., 2009), whereas an earlier
pulse at €9.5 vyielded YFP-positive melanoblasts/melanocytes in the head
(Adameyko et al., 2012). Yet, some doubts about the specificity of the Plp1-Cre=R™
tool for the SCP lineage were then raised following studies that reported wider Cre
protein expression in non-SCP-fated neural crest cells at €9.5 (Hari et al., 2012),
and specific Plpl gene expression in el5.5 melanoblasts recovered by FACS
(fluorescence-activated cell sorting) from the skin of Tyr-Cre;Z/EG double
transgenic embryos (Colombo et al., 2012).
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The above controversy was also apparently fueled by the apparent inefficiency of
the alternative Cre driver Dhh-Cre to label SCP-derived melanoblasts/melanocytes
(Hari et al., 2012; Wong et al., 2006), although none of these previous studies
unambiguously showed that Dhh-expressing SCPs are not capable of generating
melanocytes. The Dhh-Cre driver is believed to faithfully replicate endogenous
Dhh expression in developing Schwann, Sertoli and endothelial cell lineages
(Bitgood et McMahon, 1995; Jaegle et al., 2003; Parmantier et al., 1999a). In
developing Schwann cells, the Dhh-Cre transgene is supposedly active from e11.5
to postube neuralatal day (P) 10 (Bitgood et McMahon, 1995; Jaegle et al., 2003;
Parmantier et al., 1999a; Sharghi-Namini et al., 2006), and this Cre driver has
notably proved useful for demonstrating the SCP origin of a subset of enteric
neurons (Soret et al., 2020; Uesaka et al., 2015). The apparent discrepancy in
melanocyte-labeling capacity between Plp1-Cre®R™ and Dhh-Cre should thus be
interpreted with caution. Although such difference might potentially be explained
by the existence of different subpopulations of SCPs, as suggested from studies
about the SCP contribution to skeleton formation (Xie et al., 2019), it might also
simply be due to experimental differences. Notably, previous studies that directly
verified the existence of SCP-derived melanoblasts/melanocytes with Dhh-Cre at
prenatal (Hari et al., 2012) and postube neuralatal (Wong et al., 2006) stages were
both performed using the Cre reporter Rosa26™'®STOP-L2¢Z and enzymatic detection
of [I-Galactosidase activity (Soriano, 1999) instead of the Cre reporter
R0sa26M1STOP-YFP and presumably more sensitive detection of YFP fluorescence
(Srinivas et al., 2001). In postube neuralatal Dhh-Cre; Rosa26™SToP-LacZ mijce, a
weak staining reaction would be a plausible explanation for the apparent
contradictory findings that []-Galactosidase activity was detected in unpigmented
SOX10/p75-positive cells from the bulge region of hair follicles (consistent with a
melanocyte stem cell identity), but not in darkly pigmented mature melanocytes
from the bulb region (Wong et al., 2006). Moreover, in both of these previous
studies (from the same group) the Dhh-Cre driver was apparently used in a mixed

genetic background of undefined nature (as deduced from the presence of
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pigmented melanocytes in Wong et al., 2006) instead of the albino FVB/N genetic
background of origin for this line (Jaegle et al., 2003). Switching FVB/N to a mixed
genetic background might have caused inaccurate expression of the Dhh-Cre driver
and thereby erroneous cell lineage tracing, as previously reported for a Cdx2
enhancer-driven Cre transgene (Coutaud et Pilon, 2013). The FVB/N genetic
background also offers the advantage of facilitating marker analyses in mature
melanocytes by preventing interference from dark melamine pigments, which are

absent in this albino background.

In the course of studies aimed at determining the origin of inner ear melanocytes,
we decided to re-evaluate the potential of Dhh-expressing SCPs to generate
melanocytes, but now using the same fluorescent Cre reporter (Rosa26"'STOP-YFP)
previously used to analyze the contribution of Plp1-expressing SCPs. This interest
for inner ear melanocytes was motivated by our prior work with the Spot mouse
model of Waardenburg syndrome type 4, which suggested that melanocytes from
the cochlear and vestibular compartments of the inner ear might have distinct
origins (Bergeron et al., 2016).

All mice used in the current study were maintained in the albino FVB/N genetic
background (after backcrossing for at least 5 generations when mice had a different
background of origin). The Dhh-Cre Jax stock #012929; FVB(Cg)-Tg(Dhh-
cre)1Mejr/J (Jaegle et al., 2003) and Plp1-Cre®RT Jax stock #005975; B6.Cg-
Tg(Plpl-cre/ERT)3Pop/J (Doerflinger et al., 2003) lines were purchased from The
Jackson Laboratory, whereas the Rosa26™'®STOP-YFP |ine Gt(ROSA)26Sorm(EYFP)Cos
(Srinivas et al., 2001) was directly provided by Dr. Frank Costantini (Columbia
University). All manipulations were performed in accordance with the guidelines
of the Canadian Council of Animal Care as approved by the Comité institutionnel
de protection des animaux (CIPA reference #899) of Universite du Québec a
Montreéal.
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Dhh-Cre;R0sa26™STOPYFP doyble transgenic mice were first evaluated for the
presence of YFP-positive and Cre-negative melanocytes in 1cm? pieces of skin
from the back and belly at postube neuralatal day (P)12 (i.e., during anagen phase
of the hair cycle). Sciatic nerves were also used as positive control for Cre
expression. Some of the freshly-dissected pieces of skin were immediately used to
directly analyze emission of YFP fluorescence (after further manual trimming to
allow transversal imaging), whereas sciatic nerves and all other pieces of skin were
processed for immunofluorescence as previously described (Bergeron et al., 2015).
To this end, skin and sciatic nerve samples were fixed in 4% paraformaldehyde for
4h on ice and washed 3 x 5 min in PBS. For sectioning, skin samples were further
incubated overnight in 30% sucrose, embedded in OCT and cut at 20um with a
Leica CM1950 cryostat. Skin sections and whole sciatic nerves were then
immunolabeled using standard blocking/washing/diluting solution (10% fetal
bovine serum and 0.1% Triton X-100 in PBS). Primary antibodies used were rabbit
polyclonal anti-DCT (Abcam # AB74073; diluted 1:200), goat polyclonal anti-
GFP/YFP (Abcam #AB6673; diluted 1:200), and mouse monoclonal anti-Cre
(Sigma #Mab3120; diluted 1:500). Corresponding secondary antibodies were
Alexa Fluor® 647 AffiniPure donkey anti-rabbit 1gG (Jackson Immunoresearch #
711-605-152; diluted 1:500), Alexa Fluor® 488 AffiniPure bovine anti-goat 19G
(Jackson Immunoresearch # 805-545-180; diluted 1:500), and Alexa Fluor® 594
AffiniPure donkey anti-mouse IgG (Jackson Immunoresearch # 715-585-151;
diluted 1:500). All images were acquired with either a 20X (Plan Fluor 20x/0.75
Mimm) or a 60X (Plan Apo VC 60x1.40 oil) objective on a Nikon A1R confocal

microscope.

Remarkably, analysis of immunolabeled pieces of P12 back and belly skin (Fig.
2.1A) revealed the presence of multiple YFP-DCT double-positive melanocytes
(i.e., SCP-derived) in both hair follicles (Fig. 2.1B-D) and epidermis (Fig. 2.1E). In
hair follicles, YFP-DCT double-positive melanocytes were observed in both bulb

and bulge compartments (Fig. 2.1C-D), where mature melanocytes and melanocyte
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stem cells reside, respectively. None of these YFP-DCT double-positive
melanocytes stained positive for Cre (Fig. 2.1F-G), which was instead detected in
YFP-positive but DCT-negative cells such as Schwann cells associated with
cutaneous (Fig. 2.1F inset) or sciatic (Fig. 2.1H) nerves. About 85% of hair follicles
were found to contain YFP-positive melanocytes, a proportion that remained
virtually identical in both back and belly regions (Fig. 2.11). The average proportion
of YFP-positive melanocytes per follicle was similar to the proportion of YFP-
positive melanocytes in the epidermis (Fig. 2.1J), which were in both cases similar
to the proportion of hair follicles containing YFP-positive melanocytes (Fig. 2.11).
These proportions of 85-90% are higher than the proportions of about 60-65%
previously reported with the Plp1-CreER™ driver upon exposure to a single pulse of
tamoxifen (Adameyko et al., 2009). This difference is most likely due to the
constitutively active nature of the Cre recombinase in the Dhh-Cre model, thereby
suggesting that results with this Cre driver are probably more representative of the
true extent of SCP contribution. Importantly, these results are not due to unspecific
staining by the GFP/YFP antibody as we observed the same expression pattern
when emission of YFP fluorescence was directly visualized in samples of unfixed
skin (Fig. 2.4K).

To confirm the embryonic origin of skin melanocytes derived from Dhh-expressing
SCPs, we analyzed their distribution in the trunk at e13.5. Dhh-Cre;Rosa26"'o*STOP-
YFP double transgenic embryos were generated by natural mating, with noon of the
day of vaginal plug detection being designated as e0.5. Cryosectionning,
immunolabeling and imaging were performed as described above for postube
neuralatal skin, now focusing on transverse sections at forelimb level and also
including a marker for peripheral nerves (mouse monoclonal anti-gli1-Tubulin;
Abcam # AB78078; diluted 1:500).

In total agreement with our findings in the postube neuralatal skin, we detected

several YFP-DCT double-positive melanoblasts around the developing ventral
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ramus of BIII-Tubulin® peripheral nerves (Fig.2.2A). Once again, none of these
SCP-derived melanoblasts was found to express Cre (Fig.2.2B). As expected, we
also did not detect YFP expression in melanoblasts under the dorsolateral surface
ectoderm that are presumably derived from the neural crest without passing through
a SCP state (Fig.2.2C). In the wider dorsal region, YFP expression was instead
exclusively confined to DCT-negative cells, which may include SCPs (as those
associated with the boundary caps of both dorsal and ventral roots of spinal nerves)
and endothelial cells that are both known to express Dhh at this developmental stage
(Bitgood et McMahon, 1995; Jaegle et al., 2003). Together with our observations
in P12 skin, these results in e13.5 embryos thus validate the notion that a majority
of postube neuralatal melanocytes is derived from the neural crest through an

intermediary SCP state.

Having validated that SCP-derived melanocytes could be permanently labeled
with YFP fluorescence in Dhh-Cre;Rosa26™>STOPYFP mice, we then used this
model to analyze the potentially distinct origin of cochlear and vestibular
melanocytes (Bergeron et al., 2016). For further validation, we also used Plp1-
Cre®RT:Rosa26"1*STOP-YFP mice that were exposed to a single pulse of tamoxifen at
€9.5 (via oral gavage of pregnant dams with 50 mg/kg tamoxifen and 2.5mg
progesterone diluted in corn oil), a time point that was previously reported to allow
tracing of melanoblasts derived from Plpl-expressing SCPs in the vicinity of the
developing ear (Adameyko et al., 2012). In both cases, inner ears were
microdissected from P12 double transgenic mice, fixed in 4% PFA at 4°C overnight
and demineralized in 0.5M EDTA (in PBS) during 5 days before being sectioned at
200um with a vibrating blade microtome (Microm HM 650V, ThermoFisher).
These sections were immunolabeled as described above for skin and embryo cross-
sections, with the difference that melanocytes and YFP were now labeled using goat
polyclonal anti-KIT (R&D Systems # AF1356; diluted 1:50) and rabbit polyclonal
anti-GFP/YFP (Abcam #AB290; diluted 1:100), respectively. Corresponding
secondary antibodies were Alexa Fluor® 647 AffiniPure bovine anti-goat 19G
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(Jackson Immunoresearch # 805-605-18-0; diluted 1:500) and Alexa Fluor® 488
donkey anti-rabbit 1IgG (Abcam # AB150073; diluted 1:500).

In line with our prior observations made with Spot mice (which are specifically
lacking vestibular but not cochlear melanocytes (Bergeron et al., 2016)), both Dhh-
Cre and Plp1-CrefRT drivers were found to label melanocytes from P12 inner ears
in a region-specific manner (Fig.2.3). In contrast to the crus commune (vestibule),
where none of KIT-positive melanocytes were found to be YFP-positive (Fig.2.3A),
the large majority of KIT-positive melanocytes from the stria vascularis (cochlea)
were found to also express YFP (Fig.2.3B), reaching a proportion of about 90% in
Dhh-Cre;R0sa26™STOPYFP inner ears (Fig.2.3C). Importantly, Cre expression
from the Dhh-Cre transgene was only detected in nearby KIT-negative endothelial
cells that make up small vessels and not in KIT-positive melanocytes, again
validating the specificity of the system. These observations are thus in total
agreement with the notion that cochlear and vestibular melanocytes come from two
different pathways, with cochlear melanocytes mainly derived from SCPs and
vestibular melanocytes derived from non-SCP-fated neural crest cells. This finding
helps to explain the vestibule-restricted lack of melanocytes and the accompanying
endolymphatic collapse that specifically leads to balance problems (without hearing
loss) in the Spot mouse model of Waardenburg syndrome type 4 (Bergeron et al.,
2016). SCP-derived cochlear melanocytes are most likely coming from the
cochleovestibular nerve, for which both the neuronal and glial compartments have
been reported to invade the developing inner ear as early as at the e10.5 stage
(Sandell et al., 2014).

Overall, this study should help to resolve a long-standing controversy and instill
confidence about the SCP origin of a majority of melanocytes, in both the skin and
cochlea. Such knowledge should thus seriously be taken into consideration when
analyzing the pathogenic mechanisms of pigmentation and inner ear anomalies.

One especially interesting open question is whether the dorsolateral and ventral
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pathways are mutually influencing each other, in both health and disease states.
Studies for addressing this clinically-relevant question will clearly be facilitated by
current availability of a wide collection of spontaneous and genetically-engineered
mouse models of pigmentation and/or inner ear disorders (Nakamura et al., 2002;
Pilon, 2016; Tachibana et al., 2003).
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2.4 Figures

Hair follicle |C Bulb D|Bulge]| E| Epidermis

F| Hair follicle Unfixed
hair follicle

Figure 2.1. Postube neuralatal distribution of melanocytes derived from Dhh-
expressing SCPs in the skin.

(A) Pictures of P12 Dhh-Cre;Ro0sa26™>STOP-YFP double transgenic mice showing
where pieces of back and belly skin were dissected. (B-H) Representative confocal
microscopy images of 20um transverse skin sections (B-G) or whole sciatic nerve
(H) immunolabeled with antibodies against DCT, YFP and/or Cre, and
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counterstained with DAPI (blue). DCT-YFP double-positive melanocytes are
detected in both the bulb (filled arrowhead in B; zoom-in view in C) and bulge
(empty arrowhead in B; zoom-in view in D) compartments of hair follicles, as well
as in the epidermis (E). DCT-YFP double-positive melanocytes do not express Cre,
which can nonetheless be detected together with YFP in cutaneous (arrow in F;
zoom-in view in inset) and sciatic (H) nerve-associated Schwann cells. (1)
Proportion of follicles containing YFP-positive melanocytes in back (88.2% =+
1.8%; n = 388 follicles from 5 animals) and belly (83.4% + 2.4%; n = 180 follicles
from 5 animals) skin. (J) Proportion of YFP-positive melanocytes in epidermis
(85.3% = 3.0%; n = 176 DCT-positive epidermal cells from 5 animals), and both
bulb (89.8% + 1.1%; n = 48 bulbs from 5 animals) and bulge (87.8% + 4.5%; n =
15 bulges from 5 animals) compartments of positive hair follicles. (K)
Representative confocal microscopy image of direct YFP emission in a piece of
unfixed segment of skin of the dorsal region along the transversal plane. Scale bar,
50um (B, E right, H, K), 20um (C, D), 100um (E left, F) (B-D), and 10um (G).
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Figure 2.2. Prenatal distribution of melanoblasts derived from Dhh-expressing

SCPs at e13.5.
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(A-D) Representative confocal microscopy images of 20um transverse sections (A-
C) or whole embryos (D), taken from regions indicated in the schematic
representation at the top (n > 5 for each region; NT, neural tube; DRG, dorsal root
ganglion; VR, ventral ramus). Tissues were immunolabeled with antibodies against
DCT, YFP and either [J11I-Tubulin or Cre, and counterstained with DAPI (blue).
DCT-YFP double-positive melanoblasts (arrowheads) are detected in the vicinity
of [JI1I-Tubulin-positive ventral ramus (A, B; zoom-in views in inset) and in the
developing epidermis (D). DCT-YFP double-positive melanoblasts do not express
Cre, which can nonetheless be detected in ventral ramus-associated SCPs (arrow in
B inset). Dorsolaterally located DCT-positive melanoblasts do not express YFP (C;
zoom-in view in inset). Solid outlines delineate dorsal ramus (A, B) or neural tube,
dorsal/ventral boundary caps, dorsal root ganglion and surface ectoderm (C). Scale
bar, 100um (A, B, D), and 50um (C).
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Figure 2.3. Postube neuralatal distribution of melanocytes derived from Dhh- and
Plpl-expressing SCPs in the inner ear.

(A-B) Representative confocal microscopy images of 200um sections of P12 inner
ears, taken from regions indicated in the schematic representation on the left (n =6
for each region; SCC, semi-circular canal; CC, crus commune; RM, Reissner's

membrane; SV, stria vascularis). Tissues were immunolabeled with antibodies
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against KIT, YFP and/or Cre, and counterstained with DAPI (blue). In both Dhh-
Cre;R0sa?®F1OSTOPYFP and PIp1-CrefRT;Rosa26mSTOPYFP (exposed to a single dose
of tamoxifen at €9.5) mice, KIT-positive melanocytes express YFP in the stria
vascularis (filled arrowheads in B) but not in the crus commune (empty arrowheads
in A). KIT-YFP double-positive melanocytes from Dhh-Cre;Rosa26mSTOP-YFP
mice do not express Cre, which can nonetheless be detected in endothelial cells
(arrows in B). (C) Proportion of YFP-positive melanocytes in the stria vascularis of
Dhh-Cre;Rosa26™STOPYFP mjce (88.8% + 4.0%:; n = 265 KIT-positive cells from
6 animals). Solid outlines in B delineate Reissner's membrane and associated
cavities. Scale bar, 100um.
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3.1 Résumé

Le syndrome de Waardenburg (WS) est une maladie génétique rare combinant des
défauts de pigmentation et un dysfonctionnement de I'oreille interne du a un
développement anormal des mélanocytes dérivés des cellules de la créte neurale
(CCN). Dans le cas du WS de type 4 (WS4), ces anomalies sont en outre combinées
a une formation anormale du systéme nerveux entérique dérivé des cellules de créte
neurale, ce qui entraine un mégacdlon aganglionnaire. Le spectre complet des

symptdmes du phénotype WS4 est présent dans notre lignée de souris Spot, dans
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laquelle une mutation insertionnelle proche d'un élément silencer conduit a une
régulation a la hausse de I’expression du géne codant pour le facteur de transcription
Nr2f1, spécifiguement chez les cellules de créte neurale. Des études antérieures ont
révélé que le mégac6lon aganglionnaire chez les souris Spot est di a la
différenciation prématurée induite par NR2F1 des progéniteurs neuraux entériques
en cellules gliales entérique. De maniére intéressante, ces travaux ont également
montré que le dysfonctionnement de l'oreille interne chez les mutants Spot affecte
spécifiqguement I'équilibre mais pas l'audition, ce qui est cohérent avec lI'absence de
mélanocytes dérivés du cellules de créte neurale dans le vestibule uniquement.
Nous rapportons ici une analyse approfondie de I'effet de la régulation a la hausse
de I’expression de Nr2f1 sur le développement des mélanocytes de I'oreille interne
et de la peau, en prenant également en considération leur origine par rapport aux
voies de migration dorsolatérale et ventrale des cellules de créte neurale. Dans le
tronc, nous avons constaté que la surabondance de NR2F1 dans les cellules de créte
neurale de Spot force les mélanoblastes migrant dorsolatéralement a adopter
anormalement un destin de précurseur de cellule de Schwann (PCS), et inversement
empéche les PCS migrant ventralement d'adopter normalement un destin de
mélanoblaste. Dans la région cranienne, la régulation a la hausse de Nr2fl semble
étre spécifiquement retardée dans les PCS Spot, permettant ainsi aux mélanocytes
dérivés des PCS de coloniser normalement la cochlée alors que les mélanocytes non
dérivés des PCS ne peuvent atteindre le vestibule. Collectivement, ces données
indiquent un réle clé pour NR2F1 dans le contr6le du choix du destin des
SCP/mélanocytes et dévoilent un nouveau mécanisme pathogene pour WS4,

3.2 Abstract

Waardenburg syndrome type 4 (WS4) combines abnormal development of neural
crest cell (NCC)-derived melanocytes (causing depigmentation and inner ear
dysfunction) and enteric nervous system (causing aganglionic megacolon). The full
spectrum of WS4 phenotype is present in Spot mice, in which an insertional
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mutation close to a silencer element leads to NCC-specific upregulation of the
transcription factor-coding gene Nr2fl. These mice were previously found to
develop aganglionic megacolon because of NR2F1-induced premature
differentiation of enteric neural progenitors into enteric glia. Intriguingly, this prior
work also showed that inner ear dysfunction in Spot mutants specifically affects
balance but not hearing, consistent with the absence of melanocytes in the vestibule
only. Here, we report an analysis of the effect of Nr2fl upregulation on the
development of both inner ear and skin melanocytes, also taking in consideration
their origin relative to the dorsolateral and ventral NCC migration pathways. In the
trunk, we found that NR2F1 overabundance in Spot NCCs forces dorsolaterally
migrating melanoblasts to abnormally adopt a Schwann cell precursor (SCP) fate
and conversely prevents ventrally migrating SCPs to normally adopt a melanoblast
fate. In the head, Nr2f1 upregulation appears not to be uniform, which might explain
why SCP-derived melanocytes do colonize the cochlea while non-SCP-derived
melanocytes cannot reach the vestibule. Collectively, these data point to a key role
for NR2F1 in the control of SCP-vs-melanocyte fate choice and unveil a new
pathogenic mechanism for WS4. Moreover, our data argue against the proposed
existence of a transit-amplifying compartment of melanocyte precursors in hair

follicles.

INTRODUCTION:

Waardenburg syndrome (WS) is characterized by a lack of pigmentation of the skin,
eyes and hair as well as inner ear defects (Waardenburg, 1951). This condition is a
classical neurocristopathy where abnormal development of neural crest cells
(NCCs) mainly impact the formation of melanocytes (Pilon, 2021). Four types of
WS have been described depending on the presence of other abnormalities (Pingault
et al., 2010). In the case of WS Type IV (WS4), patients also suffer from
aganglionic megacolon, as seen in Hirschsprung disease (Bergeron, Silversides, &
Pilon, 2013; Shah et al., 1981). While the majority of WS4 cases appear to be due
to mutations of the transcription factor-coding gene SOX10 or genes involved in
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the EDN3/EDNRB signaling pathway, approximately 35% cannot be explained by
the mutation of a known gene (Pingault et al., 2010).

The Spot mouse model of WS4 was obtained through a pigmentation-based
insertional mutagenesis screen for genes involved in NCC development (Pilon,
2016). The mutagenic insertion in the Spot genome perturbs a long-range
interaction between a silencer element and the gene coding for the transcription
factor NR2F1 (Nuclear Receptor Subfamily 2 Group F Member 1; also known as
COUP-TF1), leading to its upregulation in NCCs (Bergeron et al., 2016). Mice
homozygous for the Spot allele (hereinafter referred to as Nr2f1Spt/Spt animals)
display a phenotype very similar to patients suffering from WS4, including a
complete lack of fur pigmentation, inner ear dysfunction (spinning behavior) and
aganglionic megacolon (Bergeron et al., 2016). Detailed characterization of enteric
nervous system (ENS) development in Nr2f1Spt/Spt embryos showed that NCC-
derived ENS progenitors failed to reach the distal colon because of NR2F1-induced
premature differentiation in enteric glial cells (Bergeron et al., 2016). Hearing does
not seem to be impaired in Nr2f1Spt/Spt animals, consistent with the presence of
melanocytes in the stria vascularis of the cochlea (Bergeron et al., 2016). On the
other hand, Nr2f1Spt/Spt animals develop severe balance problems due to the
absence of vestibular melanocytes, which are presumably required for regulating
endolymph homeostasis like in the cochlea (Bergeron et al., 2016). The reason why
vestibular but not cochlear melanocytes are affected and the link, if any, with the
lack of fur pigmentation is currently unknown.

Melanocytes derive from NCCs that emigrate from the dorsal neural tube along two
distinct pathways (Mort, Jackson, & Patton, 2015). In the first route, NCCs fated to
become either Schwann cells or melanoblasts (among other derivatives) migrate
ventrally along developing nerves. These multipotent cells are best known as
Schwann cell precursors (SCPs) (Furlan & Adameyko, 2018), and those that
acquire a melanoblast identity will eventually detach from nerves and thereby

generate a large proportion of melanocytes throughout the body (hereinafter
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referred to as SCP-derived melanocytes) (Adameyko et al., 2009; Adameyko et al.,
2012; Bonnamour, Soret, & Pilon, 2021; Kaucka et al., 2021). In the second route,
NCCs migrate dorso-laterally under the primitive epidermis, where they directly
differentiate into melanoblasts and melanocytes (hereinafter referred to as NCC-
derived melanocytes) (Li, 2014; Sommer, 2011; Thomas & Erickson, 2008) . In
mice, the majority of skin melanocytes appear to be SCP-derived, being
intermingled with NCC-derived melanocytes in a rather homogeneous manner in
the epidermis as well as in the bulge and bulb compartments of hair follicles
(Adameyko et al., 2009), from both dorsal and ventral skin (Bonnamour et al.,
2021). In contrast, in the inner ear, the contribution of SCP-derived and NCC-
derived melanocytes appear spatially restricted to the cochlea and vestibule,

respectively (Bonnamour et al., 2021).

As observed for NCCs in general, melanoblasts are progressively generated over
time along the elongating cranio-caudal axis, beginning in the cranial territory
(Mort et al., 2015; Pilon, 2021). The relative generation of SCP-derived and NCC-
derived melanoblasts also appears to vary in a temporal manner along the cranio-
caudal axis. In the cranial territory, SCP-derived melanoblasts appear before NCC-
derived melanoblasts whereas, in the trunk, both NCC- and SCP-derived
melanoblasts become detectable at about the same time. In mouse embryos, cranial
SCP-derived melanoblasts first appear in the vicinity of cranial nerves VII to X
around embryonic day (e)9.5, colonizing the otic vesicle at e10.5 before the
appearance of NCC-derived melanoblasts in the cranial epidermis at ell.5
(Adameyko et al., 2012; Kaucka et al., 2021). In the trunk, both NCC- and SCP-
derived melanoblasts are first observed around €10.5, but SCP-derived

melanoblasts do not reach the epidermis until e13 (Adameyko et al., 2009).

Here, we report a detailed characterization of the cellular mechanisms underlying
the pigmentation and vestibular defects in Nr2f1Spt/Spt mice. Interestingly, our

analyses revealed a common NR2F1-induced alteration of cell fate switch between
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SCPs and melanoblasts, affecting the developmental trajectory of both NCC-
derived and SCP-derived melanocytes toward a glial fate. This mechanism appears
to be under spatiotemporal regulation, specifically leaving cranial SCP-derived
melanocytes unaffected and free to colonize the cochlea. Our characterization of
hair follicles also suggests broader implications for the melanocyte field, allowing
us to question the presumptive existence of a transit-amplifying compartment of

melanocyte precursor cells at the base of hair follicles.
3.3 Results
3.3.1 Hair follicles of Nr2f1Spt/Spt mice are devoid of melanocytes..

Waardenburg syndrome (WS) is characterized by a lack of pigmentation of the skin,
eyes and hair as well as inner ear defects (Waardenburg, 1951). This condition is a
classical neurocristopathy where abnormal development of neural crest cells
(NCCs) mainly impact the formation of melanocytes (Pilon, 2021). Four types of
WS have been described depending on the presence of other abnormalities (Pingault
et al., 2010). In the case of WS Type IV (WS4), patients also suffer from
aganglionic megacolon, as seen in Hirschsprung disease (Bergeron, Silversides, &
Pilon, 2013; Shah et al., 1981). While the majority of WS4 cases appear to be due
to mutations of the transcription factor-coding gene SOX10 or genes involved in
the EDN3/EDNRB signaling pathway, approximately 35% cannot be explained by

the mutation of a known gene (Pingault et al., 2010).

The Spot mouse model of WS4 was obtained through a pigmentation-based
insertional mutagenesis screen for genes involved in NCC development (Pilon,
2016). The mutagenic insertion in the Spot genome perturbs a long-range
interaction between a silencer element and the gene coding for the transcription
factor NR2F1 (Nuclear Receptor Subfamily 2 Group F Member 1; also known as
COUP-TF1), leading to its upregulation in NCCs (Bergeron et al., 2016). Mice
homozygous for the Spot allele (hereinafter referred to as Nr2f1Spt/Spt animals)
display a phenotype very similar to patients suffering from WS4, including a

complete lack of fur pigmentation, inner ear dysfunction (spinning behavior) and
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aganglionic megacolon (Bergeron et al., 2016). Detailed characterization of enteric
nervous system (ENS) development in Nr2f1Spt/Spt embryos showed that NCC-
derived ENS progenitors failed to reach the distal colon because of NR2F1-induced
premature differentiation in enteric glial cells (Bergeron et al., 2016). Hearing does
not seem to be impaired in Nr2f1Spt/Spt animals, consistent with the presence of
melanocytes in the stria vascularis of the cochlea (Bergeron et al., 2016). On the
other hand, Nr2f1Spt/Spt animals develop severe balance problems due to the
absence of vestibular melanocytes, which are presumably required for regulating
endolymph homeostasis like in the cochlea (Bergeron et al., 2016). The reason why
vestibular but not cochlear melanocytes are affected and the link, if any, with the

lack of fur pigmentation is currently unknown.

Melanocytes derive from NCCs that emigrate from the dorsal neural tube along two
distinct pathways (Mort, Jackson, & Patton, 2015). In the first route, NCCs fated to
become either Schwann cells or melanoblasts (among other derivatives) migrate
ventrally along developing nerves. These multipotent cells are best known as
Schwann cell precursors (SCPs) (Furlan & Adameyko, 2018), and those that
acquire a melanoblast identity will eventually detach from nerves and thereby
generate a large proportion of melanocytes throughout the body (hereinafter
referred to as SCP-derived melanocytes) (Adameyko et al., 2009; Adameyko et al.,
2012; Bonnamour, Soret, & Pilon, 2021; Kaucka et al., 2021). In the second route,
NCCs migrate dorso-laterally under the primitive epidermis, where they directly
differentiate into melanoblasts and melanocytes (hereinafter referred to as NCC-
derived melanocytes) (Li, 2014; Sommer, 2011; Thomas & Erickson, 2008) . In
mice, the majority of skin melanocytes appear to be SCP-derived, being
intermingled with NCC-derived melanocytes in a rather homogeneous manner in
the epidermis as well as in the bulge and bulb compartments of hair follicles
(Adameyko et al., 2009), from both dorsal and ventral skin (Bonnamour et al.,

2021). In contrast, in the inner ear, the contribution of SCP-derived and NCC-
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derived melanocytes appear spatially restricted to the cochlea and vestibule,
respectively (Bonnamour et al., 2021).

As observed for NCCs in general, melanoblasts are progressively generated over
time along the elongating cranio-caudal axis, beginning in the cranial territory
(Mort et al., 2015; Pilon, 2021). The relative generation of SCP-derived and NCC-
derived melanoblasts also appears to vary in a temporal manner along the cranio-
caudal axis. In the cranial territory, SCP-derived melanoblasts appear before NCC-
derived melanoblasts whereas, in the trunk, both NCC- and SCP-derived
melanoblasts become detectable at about the same time. In mouse embryos, cranial
SCP-derived melanoblasts first appear in the vicinity of cranial nerves VII to X
around embryonic day (e)9.5, colonizing the otic vesicle at €10.5 before the
appearance of NCC-derived melanoblasts in the cranial epidermis at ell.5
(Adameyko et al., 2012; Kaucka et al., 2021). In the trunk, both NCC- and SCP-
derived melanoblasts are first observed around €10.5, but SCP-derived
melanoblasts do not reach the epidermis until e13 (Adameyko et al., 2009).

Here, we report a detailed characterization of the cellular mechanisms underlying
the pigmentation and vestibular defects in Nr2f1Spt/Spt mice. Interestingly, our
analyses revealed a common NR2F1-induced alteration of cell fate switch between
SCPs and melanoblasts, affecting the developmental trajectory of both NCC-
derived and SCP-derived melanocytes toward a glial fate. This mechanism appears
to be under spatiotemporal regulation, specifically leaving cranial SCP-derived
melanocytes unaffected and free to colonize the cochlea. Our characterization of
hair follicles also suggests broader implications for the melanocyte field, allowing
us to question the presumptive existence of a transit-amplifying compartment of

melanocyte precursor cells at the base of hair follicles.
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3.3.2 NR2F1 overexpression in Nr2flSpt/Spt mice leads to abnormal
differentiation of NCC-derived skin melanoblasts into SCP-like cells.

We previously reported that the aganglionic megacolon of Nr2f1Spt/Spt mice was
due to NR2F1-induced activation of a pro-gliogenic transcriptomic program leading
to premature glial differentiation of ENS progenitors (Bergeron et al., 2016). To
verify if a similar mechanism could be at play in the melanocyte lineage, we first
undertook a marker analysis of NCC-derived melanoblasts in cross-sections of
el2.5 embryos at forelimb level. Consistent with our prior findings in the
developing ENS, we found that the proportion of KIT-positive melanoblasts also
expressing NR2F1 in the dorsolateral migration pathway increases from 23% +
13% in control FVB/N embryos to 94% + 10% in Nr2f1Spt/Spt embryos (Figure
2A-B). Remarkably, this rise in NR2F1-expressing melanoblasts is also
accompanied by a similar increase for S1008, a SCP marker (Figure S1). Indeed,
93.5% * 6% of KIT-positive melanoblasts from Nr2f1Spt/Spt embryos are also
positive for S100B, which is normally not expressed in KIT-positive melanoblasts
from control FVB/N embryos (Figure 2C-D). The same observation was made for
PLP1 (Figure 2E-F), another marker of SCPs (Figure S1). To verify the fate of these
cells with melanoblast-SCP hybrid identity, we then performed an 5-ethynyl-2'-
deoxyuridine (EdU) pulse-chase assay (Figure 3). As expected, analysis of cross-
sections of e15.5 control FVB/N embryos that were exposed to EdU at e12.5
showed numerous KIT-positive and PLP1-negative melanoblasts that had
previously incorporated EdU. In marked contrast, the same experiment with
Nr2f1Spt/Spt embryos showed a complete absence of KIT-positive cells, with EdU
incorporation being restricted to cells positive for PLP1 only (Figure 3). This
strongly suggests that the melanoblast-SCP hybrid identity observed at €12.5 is an
intermediary state toward a definitive SCP/Schwann cell identity that is reached at
e15.5. These results are thus consistent with the notion that NR2F1 has pro-
gliogenic effects in NCC-derived melanoblasts of Nr2f1Spt/Spt embryos as it does
in ENS progenitors.
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3.3.3 NR2F1 overexpression in Nr2flSpt/Spt mice prevents the normal
differentiation of SCPs into skin melanocytes.

To verify the impact of the Spot mutation on the development of SCP-derived skin
melanoblasts, we again took advantage of the Dhh promoter-driven genetic cell
lineage tracing tool but now focusing our study on peripheral nerves from e12.5
embryos. Analysis of ventral rami at forelimb level showed numerous KIT and YFP
double-positive melanoblasts (i.e., SCP-derived) in cross-sections of control Dhh-
Cre;R05a26FIoxSTOP-YFP embryos but none in mutant Nr2f1Spt/Spt;Dhh-
Cre;R0sa26FIoxSTOP-YFP embryos (Figure 4A). Further analysis revealed that
NR2F1 is normally expressed in most SCPs from control Dhh-
Cre;R0sa26FIoxSTOP-YFP embryos (Figure 4B) and that NR2F1 expression levels
but not number of NR2F1-expressing cells are increased in ventral rami of
Nr2f1Spt/Spt;Dhh-Cre;R0sa26FIoxSTOP-YFP embryos (Figure 4B-D). These
observations strongly suggest that the increased levels of NR2F1 in mutant
Nr2f1Spt/Spt SCPs definitively block them in a SCP/Schwann cell fate at the

expense of SCP-derived melanoblasts.

3.3.4 The Spot mutation differentially impacts the colonization of NCC-derived
and SCP-derived melanocytes in the inner ear.

We previously reported that inner ear defects in Nr2f1Spt/Spt mice are restricted to
the vestibule (Bergeron et al., 2016). More recent work suggests that this could be
explained, at least in part, by the spatially restricted contribution of NCC-derived
and SCP-derived melanocytes to the vestibular and cochlear compartments of the
inner ear, respectively (Bonnamour et al., 2021). To verify this possibility, we
turned to the Dhh promoter-driven genetic cell lineage tracing tool once again. As
previously reported, analysis of inner ears from control Dhh-
Cre;R0sa26FloxSTOP-YFP mice at P12 showed that the vestibule contains NCC-
derived melanocytes (i.e., KIT-positive but YFP-negative) while the cochlea
contains SCP-derived melanocytes (i.e., KIT and YFP double-positive) (Figure 5A-
B). In mutant Nr2f1Spt/Spt;Dhh-Cre;Rosa26FIoxSTOP-YFP mice, cochlear SCP-
derived melanocytes seem unaffected and only vestibular NCC-derived
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melanocytes are absent (Figure 5A-B). As these observations suggested that cranial
SCP-derived melanoblasts are not impacted like SCP-derived melanoblasts in the
trunk, we then analyzed melanoblast colonization in cross-sections of developing
inner ears at e12.5 (Figure 6). In control Dhh-Cre;Rosa26FloxSTOP-YFP embryos,
NCC-derived melanoblasts (i.e., KIT-positive but YFP-negative) are present in the
first branchial cleft while SCP-derived melanoblasts (i.e., KIT and YFP double-
positive) are visible in the more internal part of the ear canal, near f3Tubulin-
positive nerve projections (Figure 6A). In mutant Nr2flSpt/Spt;Dhh-
Cre;R0sa26FIoxSTOP-YFP embryos, NCC-derived melanoblasts are not detected
in the first branchial cleft whereas SCP-derived melanoblasts are observed along
nerve projections like in control embryos (Figure 6B). In an effort to understand
why cranial but not trunk SCP-derived melanoblasts are affected by the Spot
mutation, we found that NR2F1 overexpression in SCPs associated with cranial
nerves at e10.5 is lower than in SCPs associated with peripheral nerves at e12.5
(2.01-fold vs 3.74-fold, respectively; Figure S1 and Figure 4B-C).

3.4 Discussion

The study of melanocyte development in Nr2f1Spt/Spt mice suggests that the
pigmentation and inner ear defects observed in WS are due to the dysregulation of
melanocyte development from both ventral and dorso-lateral migration pathways.
Combined with other recently published data (Kaucka et al., 2021), our work further
suggests that perturbation of a SCP-vs-melanocyte cell fate switch is at the heart of
the underlying molecular mechanism. As discussed below, our observations also
allow us to shed new light on the potential existence of an intermediate melanocyte
precursor state between MSCs in the bulge and mature melanocytes in the bulb
(Liao et al., 2017).
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3.4.1 Dysregulation of SCP-vs-melanocyte cell fate switch is likely a common
gene defect-independent theme in WS

The impaired formation of NCC-derived and SCP-derived melanocytes in the trunk
of Nr2f1Spt/Spt mice appears to be due to a common NR2F1-induced perturbation
of SCP-vs-melanocyte cell fate switch during development, which is evidenced by
acquisition of SCP identity in the case of NCC-derived melanoblasts or forced
maintenance of SCP identity in the case of SCP-derived melanoblasts. These results
are in total agreement with the well-recognized ability of melanoblasts and
Schwann cells to transdifferentiate into each other in vitro (Dupin, Glavieux,
Vaigot, & Le Douarin, 2000; Dupin, Real, Glavieux-Pardanaud, Vaigot, & Le
Douarin, 2003; Real, Glavieux-Pardanaud, Le Douarin, & Dupin, 2006). Yet,
supplemental immunofluorescence data for EDNRB suggest that the NR2F1-
induced acquisition of SCP identity by NCC-derived melanoblasts/melanocytes in
vivo might in fact occur via a relatively slow transitory phase, and not quick
transdifferentiation per se. Indeed, at a stage (el2.5) when EDNRB normally
becomes dispensable for progression of melanocyte differentiation from dorso-
laterally migrating NCCs (Shin, Levorse, Ingram, & Tilghman, 1999), we found
that the proportion of KIT and EDNRB double-positive cells is almost doubled in
Nr2f1Spt/Spt embryos (~75% of all KIT+ cells) compared to WT (~40% of all
KIT+ cells) (Figure S3). Among many different roles during melanocyte
development, EDN3/EDNRB signaling has notably been reported to be important
for the maintenance of multipotent NCCs and SCP-melanocyte bipotential
progenitors (Bondurand, Dufour, & Pingault, 2018; Saldana-Caboverde & Kos,
2010). Abnormal prolongation of an uncommitted phase might thus be needed for
NR2F1 to exert its pro-gliogenic effects. However, we cannot also exclude the
possibility that the higher proportion of KIT and EDNRB double-positive cells in
Nr2f1Spt/Spt embryos might simply reflect a vain attempt to rescue melanocyte
differentiation by antagonizing SCP differentiation. The fact that EDNRB loss
accelerate Schwann cell differentiation is consistent with this possibility (Brennan
et al., 2000).
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More generally, perturbation of the SCP-vs-melanocyte cell fate switch might well
constitute a common pathogenic mechanism for WS, and most especially WS4 that
is mainly caused by loss of either EDN3/EDNRB signaling or SOX10 transcription
factor activity (Pingault et al., 2010). In the cranial territory, perturbation of the
SCP-vs-melanocyte cell fate switch notably appears to explain the inner ear defect
of the Ednrb-null mouse model of WSA4. Indeed, in €10.5 Ednrb-null embryos, SCP-
derived melanoblasts are either undetectable in the facial (VII) and
vestibulocochlear (\V111) nerves or unable to detach from the glossopharyngeal (1X)
and vagal (X) nerves (Kaucka et al., 2021). Given that SCP-derived melanoblasts
are the main source of cochlear melanocytes (Bonnamour et al., 2021), this
phenotype explains why EDNRB loss-of-function mutations are associated with
deafness (Issa et al., 2017) while Nr2fl gain-of-function in Spot mice is not
(Bergeron et al., 2016). Our data suggest that cochlea colonization by SCP-derived
melanoblasts is not affected in Nr2flSpt/Spt embryos because NR2F1 is not
overexpressed in cranial SCPs as much as it is in trunk SCPs, or in cranial/trunk
NCC-derived melanoblasts. This observation is consistent with our initial
characterization of Nr2flSpt/Spt animals showing that cranial NCC-derived
structures other than melanocytes are grossly unaffected except for the hypoglossal
nerve — the most caudal of the cranial nerves (Bergeron et al., 2016). The exact
molecular mechanism underlying this regional difference is unknown but it is most
likely linked to the spatiotemporal regulation of Nr2fl expression and the fact that
cranial SCP-derived melanoblasts are the first melanoblasts to be generated during
development (Adameyko et al., 2012). Another not necessarily mutually exclusive
possibility to consider is that cranial SCPs might simply be less gliogenic than trunk
SCPs, at least in part because cranial SCPs also express the pro-neuronal
transcription factor PHOX2B (Dyachuk et al., 2014; Espinosa-Medina et al., 2014;
Furlan & Adameyko, 2018).

Overall, EDN3/EDNRB, SOX10, and NR2F1 can apparently all be functionally
linked by their influence on the SCP-vs-melanocyte cell fate switch. Although the

global picture is certainly more complex, EDN3/EDNRB and SOX10 both appear
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to at least share a role in the maintenance of a bipotential state (Mollaaghababa &
Pavan, 2003; Saldana-Caboverde & Kos, 2010). Loss of either EDN3/EDNRB or
SOX10 would thus first perturb this early function before perturbing any other later
function these proteins might also have in melanoblast/melanocyte and
SCP/Schwann cell differentiation. This further suggests that SCP is somehow a
default differentiation pathway for SCP-melanoblast bipotential progenitors, which

can be enhanced by a pro-gliogenic factor like NR2F1.

3.4.2 NR2F1 is potent pro-gliogenic transcription factor in the NCC lineage
Taken together with our prior discovery of premature enteric gliogenesis in
Nr2f1Spt/Spt embryos (Bergeron et al., 2016), our data indicate that NR2F1 is a
general and potent pro-gliogenic transcription factor in the NCC lineage.
Interestingly, such a role is reminiscent of the later role played by SOX10 beyond
its early role in the maintenance of uncommitted NCC-derived progenitors
(Mollaaghababa & Pavan, 2003). Of note, several SOX10-regulated genes
important for acquisition of a glial identity such as Fabp7, Mpz, Mbp and Plp1 are
upregulated in Nr2f1Spt/Spt enteric progenitors (Bergeron et al., 2016), suggesting
a functional relationship between NR2F1 and SOX10. Also supportive of such a
relationship, there is a specific enrichment of consensus binding motifs for NR2F1
close to SOX10 ChlIP-seq peaks in Schwann cells, which further suggest that they
might specifically co-orchestrate SCP/Schwann cell differentiation (Lopez-Anido
et al., 2015). The co-expression of NR2F1 and SOX10 in el12.5 nerve-associated
SCPs further support this idea (Figure 4). Based on their ability to repress canonical
WNT/[Catenin signaling in different contexts (Faedo et al., 2008; Tong et al.,
2014), it is also tempting to speculate that NR2F1 and SOX10 might actively
counteract melanocyte differentiation in SCPs via inhibition of the pro-melanogenic
WNT/[JCatenin pathway (Colombo et al., 2022).

3.43 Are KIT-positive cells at the very bottom of hair follicles really

melanocytes?

In 2017, Liao and colleagues identified what they refer to as a niche of melanocyte
precursors located deep at the base of follicles, below the line of Auber (Liao et al.,
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2017). These presumptive precursors express KIT (but not DCT) and are thus
presumably responsive to hair shaft-derived SCF (Stem cell factor; also known as
KIT ligand), which was shown to be essential for the maintenance of mature
KIT/DCT double-positive melanocytes above the line of Auber (Liao et al., 2017).
Since SCF was found to be dispensable for the maintenance of these presumptive
precursors (Liao et al., 2017) — as it is for the maintenance of KIT/DCT double-
positive MSCs (Nishimura et al., 2002) —, these cells were considered to be a new
intermediate state between MSCs in the bulge and mature melanocytes above the
line of Auber (Zocco & Blanpain, 2017). Our data now question this interpretation.
Strikingly, we found that the presumptive KIT-positive precursors remain present
below the line of Auber despite the absence of both MSCs in the bulge and mature
melanocytes above the line of Auber from the same follicles (Figure 1C). Moreover,
our cell lineage tracing data show numerous KIT/YFP double-positive cells among
both MSC and mature melanocyte populations but none in the presumptive niche
of precursors from the same follicles (Figure 1D). A potential explanation for this
discrepancy could be that the KIT-positive cells below the line of Auber is a distinct
MSC population exclusively constituted by NCC-derived melanoblasts — and thus
totally independent from the bulge-associated MSCs that are mostly SCP-derived
(Figure 1C-D) (Bonnamour et al., 2021). Another explanation could be that the
KIT-positive cells below the line of Auber are simply not related to the melanocyte
lineage, as suggested by the specific lack of DCT expression in these cells compared
to both MSCs in the bulge and mature melanocytes above the line of Auber (Figure
1C) (Liao et al., 2017). Clearly, addressing these questions will represent exciting

and important future lines of research.

3.5 Materials and methods

3.5.1 Animals

Work with mice was performed in accordance with the guidelines of the Canadian

Council on Animal Care (CCAC) and approved by the relevant institutional
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committee [Comité institutionnel de protection des animaux (CIPA); CIPA
reference #650] of University of Quebec at Montreal (UQAM). Mice were
euthanized using gradual-fill carbon dioxide (CO2) gas after isoflurane anesthesia.
To generate embryos, mice were mated overnight, and noon on the day of vaginal

plug detection was designated as €0.5.

3.5.2 Preparation and analysis of embryonic and postube neuralatal tissues via

immunofluorescence.

Embryonic tissues harvested at e12.5 and el5.5 were fixed overnight in 4%
paraformaldehyde (diluted in phosphate-buffered saline) and cut into 20um
sections using a Leica CM1950 cryostat. For the analysis of cochlea and vestibule,
P12 inner ears were fixed overnight in 4% paraformaldehyde and then left to
demineralize in 0.5M EDTA (diluted in phosphate-buffered saline) for 8 days with
daily renewal of the solution, and then cut into 100 um sections using a Microm
HM 650V vibrating blade microtome (Thermo Scientific). For skin analysis, P12
mice were depilated using Nair Sensitive Care Hair Removal Cream for 8 minutes.
A 1 cm2 piece of back skin was then dissected, fixed in 4% paraformaldehyde

overnight, and sectioned in 10pum sections using a Leica CM1950 cryostat.

After 1h in blocking solution (5% FBS and 1% Triton-X100, diluted in phosphate-
buffered saline), tissue samples were incubated overnight with different antibodies
targeting BIII-Tubulin (Abcam #ab78078; diluted 1:250), GFP (Abcam #ab290;
diluted 1:200, or #ab6673; diluted 1:500), KIT (R&D Systems #AF1356; diluted
1:50), NR2F1 (Abcam #ab181137; diluted 1:500), PLP1 (Abcam #ab28486; diluted
1:500), S10001 (Novus Biologicals #NBP1-41373SS; diluted 1:500), or DCT
(Abcam #ab74073; diluted 1:500). After extensive washes in blocking solution,
samples were then incubated with relevant secondary antibodies conjugated with
AlexaFluor 488, 594 or 647 (Jackson ImmunoResearch; diluted 1:500) for 1h and

counterstained with DAPI (40,6-diamidino-2-phenylindole) for 1 min. Images were
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acquired with a Nikon A1 confocal microscope with Plan Fluor 20x/0.75 Mimm

and Plan Apo A 60x1.40 objectives. All images were analyzed using Imagel.

3.5.3 EdU pulse-chase assay.

For in utero labeling at e12.5, pregnant mice were administered 10puL of a 10
mmol/L EdU solution via intraperitoneal injection. Embryos were then collected at
e15.5 and EdU incorporation was detected using the Click-iT protocol with Alexa
Fluor 488 dye, in accordance with manufacturer’s instructions (Thermo Fisher

Scientific #C10337).

3.5.4 Statistics.

Where applicable, data are presented as mean + s.d., with the number of
measurements (n) and the number of animals used (N) included in the figure and/or
legend. Statistical significance of quantified data was determined using the
Student’s t-test (two-tailed) in Graphpad Prism. Differences were considered
statistically significant when the P-value was less than 0.05.
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3.6 FIGURES
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Figure 3.1. Fur pigmentation defects in the Spot mouse line. (A-B)

Representative pictures of fur and eye pigmentation (A), with associated
quantification of pigmented fur area (B) from P12 control FVB/N, heterozygous
Nr2f1Spot/+ and homozygous Nr2f1Spt/Spt mice. (C) Representative confocal

microscopy images of 10um transverse sections of back skin immunolabeled with

antibodies against KIT and DCT, and counterstained with DAPI (blue). Mature
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melanocytes in the bulb (arrow) and MSCs in the bulge (inset) are visible in follicles
from control FVB/N mice and pigmented fur areas of Nr2f1Spot/+ mice but not in
follicles from unpigmented fur areas of Nr2f1Spot/+ and Nr2f1Spt/Spt mice (n >
100 follicles). (D) Representative confocal microscopy images of 10um transverse
sections of back skin from control Dhh-Cre;R0sa26FIoxSTOP-YFP and mutant
Nr2f1Spt/Spt;Dhh-Cre;R0sa26FloxSTOP-YFP immunolabeled with antibodies
against KIT and YFP. YFP-positive SCP-derived mature melanocytes (arrow) and
MSCs (inset) are visible in control but absent in mutant follicles (n > 120 follicles).
All displayed images are z-stack projections representative of observations made

from N > 4 mice. Scale bar, 5S0pum.
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Figure 3.2. Abnormal differentiation of NCC-derived melanoblasts in e12.5
Nr2f1Spt/Spt embryos.

(A-C) Immunofluorescence-based analysis of 20pum transverse sections of e12.5
embryos, taken from region indicated in the schematic representation at the top
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(NT, neural tube; DRG, dorsal root ganglion; VR, ventral ramus). Control FVB/N
and Nr2f1SPYSPt tissues were immunolabeled with antibodies against melanoblast
marker KIT and either NR2F1 (A) or SCP markers S100B (B) or PLP1 (C), and
counterstained with DAPI. Representative confocal microscopy images are
displayed on the left while accompanying quantitative analysis of double-positive
cells is shown on the right (n > 120 KIT-positive cells per condition). A higher
proportion of KIT-positive NCC-derived melanoblasts express NR2F1 and SCP
markers in Nr2f1Spt/Spt embryos. All displayed images are z-stack projections
representative of observations made from N > 6 mice. ** P < 0.01, two-tailed

Student’s t-test. Scale bar, 50pum.
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Figure 3.3. Abnormal differentiation of NCC-derived melanoblasts in e15.5
Nr2f15PUSPt embryos.

Pulse-chase analysis of NCC-derived melanoblasts in 20um transverse sections of
el5.5 embryos that were previously exposed to EdU at el2.5. Displayed
representative images were taken from region indicated in the schematic
representation at the top (NT, neural tube; DRG, dorsal root ganglion; VR, ventral
ramus). Control FVB/N and Nr2f15PYSPt tissues were immunolabeled with KIT and
PLP1 antibodies and counterstained with DAPI. EdU incorporation was revelated
using click chemistry. KIT and EdU double-positive NCC-derived melanoblasts in
controls are replaced by PLP1 and EdU double-positive cells in mutants. All
displayed confocal images are z-stack projections representative of observations

made from N > 3 mice. Scale bar, 100um.
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Figure 3.4. Impaired differentiation of SCP-derived melanoblasts in el12.5
Nr2f1Spt/Spt embryos.

(A-B) Immunofluorescence-based analysis of 20pum transverse sections of e12.5
embryos, taken from region indicated in the schematic representation at the top
(NT, neural tube; DRG, dorsal root ganglion; VR, ventral ramus). Control Dhh-
Cre;R0sa26FIoxSTOP-YFP and mutant Nr2f1Spt/Spt:Dhh-Cre;Rosa26FloxSTOP-
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YFP tissues were immunolabeled with antibodies against either KIT and YFP (A)
or NR2F1, B3-Tubulin and YFP (B). NR2FL1 is present in YFP-positive SCPs along
B3-Tubulin-positive nerves in both controls and mutants, but these cells fail to
differentiate into KIT-positive melanoblasts in mutants. (C-D) Quantitative
analysis of NR2F1 immunofluorescence signal intensity (C) and density of NR2F1-
positive cells (D) along B3-Tubulin-positive nerves (n > 1400 cells per condition).
Expression level but not cell density is significantly increased in mutants. All
displayed confocal images are z-stack projections representative of observations

made from N > 3 mice. ** P <0.01, two-tailed Student’s t-test. Scale bar, 50um..
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Figure 3.5. SCP-derived cochlear melanocytes but not NCC-derived vestibular
melanocytes are present in Nr2f1Spt/Spt mice.

(A-B) Immunofluorescence-based analysis of 50um sections of P12 inner ears,
taken from different regions indicated in the schematic representation at the top
(SCC, semicircular canal; CC, common crus; RM, Reissner's membrane; SV, stria
vascularis). Vestibule (A) and cochlea (B) of control Dhh-Cre;R0sa26FloxSTOP-
YFP and mutant Nr2f1Spt/Spt;Dhh-Cre;Rosa26FIoxSTOP-YFP tissues were
immunolabelled with antibodies against KIT and YFP, and counterstained with
DAPI. KIT-positive but YFP-negative NCC-derived vestibular melanocytes are
absent in mutants, while KIT and YFP double-positive SCP-derived melanocytes
are visible in the stria vascularis of both controls and mutants. All displayed
confocal images are z-stack projections representative of observations made from

N > 3 mice. Scale bar, S0pm.
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Figure 3.6. Cranial SCP-derived melanoblasts are not impacted by the Spot
mutation.

(A-B) Immunofluorescence-based analysis of 20pum transverse sections of e12.5
embryos, taken from region indicated in the schematic representation at the top.
Control Dhh-Cre;R0sa26FIoxSTOP-YFP (A) and mutant Nr2f1Spt/Spt;Dhh-
Cre;R0sa26FIoxSTOP-YFP (B) tissues were immunolabeled with antibodies
against KIT, B3-Tubuline and YFP, and counterstained with DAPI. Control inner

ears are cdlonized by both KIT-positive NCC-derived melanoblasts from the
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epidermis at the level of the first branchial cleft and in KIT and YFP double-positive
SPC-derived melanoblasts via f3-Tubulin-positive nerves. In mutant inner ears,
only KIT and YFP double-positive SCP-derived melanoblasts are detected. All
displayed confocal images are z-stack projections representative of observations
made from N >4 mice. Pn, Pinna; EAM, External auditory meatus; BC, Branchial

cleft; GN, glossopharyngeal nerve. Scale bar, 100um.
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Control FVB/N Control FVB/N

Control Dhh-Cre; Rosa26FoxSToP-YFP

Figure S1. SCPs in boundary caps and along peripheral nerves are positive
for PLP1, S100b and DHH. (A-C) Immunofluorescence-based analysis of 20pum
transverse sections of e12.5 embryos, taken from region indicated in the schematic
representation at the top (NT, neural tube; DRG, dorsal root ganglion; VR, ventral
ramus). Control FVB/N tissues were labeled with antibodies against either PLP1
(A) or S100p and PLP1 (B), while Dhh-Cre;Rosa26™>SToPYFP  tissues were
labeled with antibodies against GFP/YFP and B3-Tubulin. All displayed confocal
images are z-stack projections representative of observations made from N = 3
embryos. BC, Boundary Cap. Scale bar, 50um.




108

2.5x10%+ *

2.0x10%+

1.5x10%64

1.0x10 %04

5.0x10%%

Relative fluorescence intensity

Ctl Nr2f1Setset

Figure S2. NR2F1 is only slightly overexpressed in Nr2f15PYSet cranial nerves.
Whole mount immunostaining of €10.5 control FVB/N and mutant Nr2f1SPUset
embryos using antibodies against NR2F1 and SOX10. SOX10-positive SCPs along
the vestibulocochlear nerve slightly overexpress NR2F1 in mutants compared to
controls. All displayed confocal images are z-stack projections representative of
observations made from N = 3 embryos. OV, Otic Vesicle; VIII, vestibulocochlear
nerve. * P < 0.05, two-tailed Student’s t-test. Scale bar, 200um.
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Figure S3. Abnormally high number of EDNRB+ melanoblasts in e12.5
Nr2f15PUSet embryos. (A-B) Immunofluorescence-based analysis of 20pm
transverse sections of e12.5 embryos, taken from region indicated in the schematic
representation at the top (NT, neural tube; DRG, dorsal root ganglion; VR, ventral
ramus). Control FVB/N and Nr2f15PUSPt tissues were immunolabeled with
antibodies against EDNRB and melanoblast marker KIT, and counterstained with
DAPI. Representative confocal microscopy images are displayed on the left while
accompanying quantitative analysis of double-positive cells is shown on the right.
A higher proportion of KIT-positive NCC-derived melanoblasts express EDNRB
in Nr2f1PY’t embryos (arrows). All displayed images are z-stack projections
representative of observations made from N = 3 embryos. * P < 0.05, two-tailed
Student’s t-test. Scale bar, 20pum.



CHAPITRE IV

DISCUSSION

Le syndrome de Waardenburg de type 1V est une maladie extrémement rare. Sa tres
faible prévalence limite de maniére importante le nombre de cas étudiés ainsi que
I’intérét global pour cette maladie. Entre les années 2011 et 2021, on dénombre une
vingtaine d’études sur ce syndrome, dont une majorité se limite a des descriptions
de patientes et patients (Pubmed) sans étude mécanistique. Il existe quelques
modeles de souris pour I’étude de ce syndrome, mais elles se limitent a des
mutations des dans les exons des genes les plus connus pour cette maladie : Ednrb,
Edn3 et Sox10, en faisant ’impasse sur une partie non négligeable et encore
inconnue des causes de cette maladie (Pingault et al., 2010). Etant donnée sa
sévérité importante, lors d’étude de cas de syndrome de Waardenburg de type 1V,
I’emphase est souvent mise sur le mégacdlon aganglionnaire et ses causes plutot
que sur les defauts de pigmentation. Ainsi, ces travaux ont été les premiers a étudier

spécifiqguement le défaut de développement des mélanocytes dans cette maladie.

C’est en commencant par travailler sur le syndrome de Waardenburg de type IV, et
en observant son impact différent sur les deux structures principales de 1’oreille
interne, qu’est née I’intuition d’une origine différente des mélanocytes de la cochlee
et du vestibule. Cela a été validé grace a I’utilisation du modele Dhh-Cre, et ce
malgré les précédentes publications suggérant qu’il ne fonctionnait pas pour 1’étude
de I’origine des mélanocytes. Il est donc trés important de souligner le role essentiel
de I’é¢tude des maladies rares dans la découverte de nouveau processus de

développement.

Dans un second temps, 1’étude de la souris Spot a permis de mettre en évidence le
role essentiel du facteur Nr2fl. Son implication dans la différenciation précoce des

cellules gliales entériques faisait de lui un candidat majeur dans la dérégulation du
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développement des mélanocytes, mais jusqu’a présent aucune donnée ne montrait
un lien entre Nr2fl et mélanocyte. Cette étude est donc la premiére a mettre la
lumiere sur ce lien, et a montrer un mécanisme original de dérégulation générale du
développement des mélanocytes en faveur d’un destin cellules de Schwann. De
maniére intéressante, cela ne semble pas concerner les mélanocytes de la cochlée
dérivés des PCS dont la colonisation de la vésicule otique semble débuter
suffisamment t6t pour ne pas étre impactée par la surexpression de Nr2fl. Cette

étude souleve donc de nombreuses questions.

4.1 Les deux voies de migration des mélanocytes

Bien qu’elle ait fait I’objet d une publication en 2009, la découverte des deux voies
de migration des mélanocytes n’avait jusqu’a nos travaux, pas été appuyée par
d’autres expériences. Ce travail de recherche a donc contribué a assoir I’existence
de la voie de développement des mélanocytes a partir des précurseurs de cellules
de Schwann. Il souléve en outre de nombreuses questions sur la nature et le réle de

ces deux populations de mélanocytes.

4.1.1 Les mélanocytes dérivés des précurseurs de cellules de Schwann DHH+.

Si la capacité des cellules de Schwann a se différencier en mélanocytes dans
certaines conditions in vitro (Colombo et al., 2020) n’est pas discutée, 1’existence
d’une voie de migration spécifique pour ce type de différenciation ne faisait pas
encore I’unanimité (Mort et al., 2015). Les principaux doutes a ce propos reposent

sur plusieurs éléments.
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4.1.1.1 La différenciation des PCS en mélanocytes.

Il a été montré a plusieurs reprises que des melanoblastes expriment Plpl a
différents stades de 1’embryogenese (Colombo et al., 2012; Hari et al., 2012),
soulevant le doute sur un reel état PSC dans cette nouvelle voie de migration. Nos
observations, cette fois-ci avec la lignée Dhh-Cre, montrent au contraire qu’a E12.5
les mélanoblastes proches du nerf sont négatifs pour la Cre, et n’expriment donc
plus Dhh (Figure 2.2B), suggérant qu’ils ont terminé leur différenciation de PCS
vers mélanoblaste. Cela n’exclut toutefois pas que les précurseurs de cellules de
Schwann en cours de différenciation vers un stade mélanoblaste puissent exprimer,
au méme moment, a la fois des marqueurs de cellule de Schwann (PLP1) et des

marqueurs de mélanoblastes (DCT dans ce cas).

Il a ensuite été soulevé qu’avec un systéme de tragage de lignée cellulaire tel que la
souris Plp1-Cre®RT il n’est pas possible de faire la distinction entre une voix qui
consisterait en des précurseurs de cellules de Schwann se différenciant en
mélanocyte, et une voix qui consisterait en des mélanocytes exprimant des
marqueurs de cellules de Schwann (Sommer, 2011). D’aprés la figure 2.2 A et B,
les cellules de Schwann YFP+ situées plus en amont sur le nerf n’expriment pas
encore de marqueur mélanocytique, qui n’apparaissent dans certaines cellules que
plus en aval. Ainsi, il semble que les cellules migrant le long des nerfs soient bien
des précurseurs de cellules de Schwann et qu’elles acquiérent ou non une identité

mélanocyte qu’apres un certain temps ou une certaine distance de migration.

Toutefois se pose évidemment la question du dynamisme et du mécanisme de
différenciation des précurseurs de cellules de Schwann en mélanocyte. En d’autres
termes, a partir de quand les PCS futurs mélanocytes forment-elles une population

distincte des PCS futures cellules de Schwann, et par quels mécanismes ?

Actuellement, peu de donnees existent a propos de la chronologie de ce processus

et les voies signalétiques identifiées pour la différenciation des mélanocytes dérivés
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des cellules de la créte neurale et des précurseurs de cellules de Schwann (Partie
1.2.4).

Pour répondre a la question chronologique, une expérience de microscopie
confocale en direct (live imaging) sur des tranches d’embryons de souris double
transgénique possédant les protéines recombinantes PLP1-GFP ou DHH-GFP et
DCT-RFP pourrait permettre de suivre en temps réel le passage d’une identité PCS

a mélanocyte.

Concernant les mécanismes, il pourrait étre intéressant d’effectuer un séquengage
sur cellule unique a partir de cellules YFP+ extraites d’embryons Dhh-Cre;
R0sa261STOPYFP " Cela permettrait d’obtenir les profils ARNm des PCS, et donc
de savoir si des sous-populations existent parmi elles, mais aussi des PCS en cours
de différenciation en mélanocytes et enfin des mélanocytes issus des PCS. A partir
de ces données, des études complémentaires sur des lignées cellulaires de PCS
pourraient permettre de comprendre encore plus précisément les mécanismes

moléculaires en jeu dans cette différenciation.

Ainsi, il pourrait étre intéressant, a partir des résultats mécanistiques obtenus, de
développer de nouveaux protocoles de différenciation pour les deux voies PCS et
NCC. Cela pourrait permettre de générer des mélanocytes issus de I’une ou 1’autre

de ces voies en particulier.

4.1.1.2 La particularité du modéle Dhh-Cre dans les précédentes études.

L’impossibilité de confirmer I’existence de mélanocytes dérivés de précurseurs de
cellules de Schwann avec une autre lignée, a savoir la lignée Dhh-Cre, a accentué
le doute sur I’existence de cette voie de migration (Jaegle et al., 2003; Wong et al.,
2006). Cela est particulierement évident dans la publication de Wong et al qui
montrent que bien que des cellules non pigmentées SOX10+ situées dans le bulge

du follicule pileux sont bien dérivées de cellules ayant exprimé Dhh (Figure 1.17),
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comme dans la figure 2.1D de ce manuscrit, mais chez Wong et al aucun
mélanocyte mature de la base du poil ne semble positif & ce méme marquage. Une
premiére explication a cette différence peut étre le type de rapporteur utilisé. En
effet, Wong et al utilisent la lignée de souris Dhh-Cre couplée a une lignée
rapportrice Rosa26m'®STOPLacZ 1 grsqu’activée par la Cre recombinase, la f-
galactosidase codée par LacZ est capable d’hydrolyser le Xgal en 5 5'-dibromo-4
4'-dichloro-indigo, un composé bleu. Cette expérience nécessite donc une étape
enzymatique pour la détection, ce qui peut étre a I’origine d’une moindre sensibilité.
A Tinverse, I'utilisation d’une lignée R0sa26™STOPYFP nermet la détection
immédiate -avant fixation au paraformaldéhide- du fluorophore (Figure 2.1K). Cela
pourrait donc expliquer la différence de détection observée entre ces deux
expériences. Ensuite, un élément important a prendre en compte est la différence de
fond génétique. Toutes les expériences de Wong et al sont réalisées avec des lignées
de souris issues d’un fond génétique C57/BL6 dont le pelage est pigmenté, alors
que nos expériences sont réalisées avec des lignées de souris issues d’un fond
génétique FVB/N albinos. Or, on sait qu’il peut exister des différences
comportementales (Ozburn et al., 2010), mais aussi physiologiques entre différents
fonds génétiques (Davie et al., 2007). De plus, il n’est pas vraiment trés adéquat
d’utiliser une lignée de souris dont les mélanocytes sont pigmentés en noir avec un
marquage de ces derniers en bleu. Enfin, sachant que le bulge contient des cellules
souches de mélanocytes et des kératinocytes (Osawa et al., 2005), et que seuls les
premiers expriment le marqueur SOX10 (Uhlen et al., 2015), le marquage bleu de
cellules SOX10+ dans le bulge suggere trés fortement que ce sont des CSM, futurs
mélanocytes matures, qui sont donc dérivés de précurseurs de cellules de Schwann
ayant exprimé Dhh, et que I’absence de marquages des mélanocytes matures

pigmentés est d0 & un des éléments soulevés précédemment.



115

4.1.2 Homogénéité dans la répartition des mélanocytes de le peau dérivés des PCS

Lorsque 1’on observe un schéma des deux voies de migration des mélanocytes
(Figure 1.12), on peut facilement s’imaginer que la voie de migration dorsolatérale
des dérivés des cellules de la créte neurale est particulierement efficace pour
permettre une colonisation de toute la partie dorsolatérale de I’embryon en
développement, alors que la voie dorso-ventrale des dérivés des précurseurs de
cellules de Schwann semble étre le chemin le plus court pour coloniser sa partie
ventrale. On pourrait ainsi s’attendre a une répartition hétérogéne des mélanocytes.
Pourtant, un comptage du nombre de mélanocytes dérivés de PCS au niveau du dos
et du ventre (Figure 2.1A) indique qu’il n’existe pas de différence significative de
répartition de ces derniers (Figure 2.11). Chez le poulet, il a été montré que, suivant
les deux vagues successives, d’abord de la voie dorsolatérale, puis de la voie
ventrale, une troisieme vague de mélanoblastes apparaissait a partir de nerfs
émergeant du ganglion de la racine dorsal et se dirigerait cette fois vers la partie
dorsale de I’embryon (Adameyko et al., 2009). Ces mélanoblastes dérivés de PCS
colonisent les zones dorsales de I’embryon. On peut émettre I’hypothése que le
méme processus a lieu chez la souris, et que les mélanocytes dérivés des précurseurs
de cellules de Schwann colonisent aussi la partie ventrale de I’embryon, ce qui
pourrait expliquer la proportion similaire de mélanocytes dérivés de PCS au niveau
du ventre et du dos. Toutefois, étant donné la mise en lumiére de différence entre la
migration des mélanocytes au niveau du tronc et au niveau du crane, il pourrait étre
intéressant de Vérifier si cette homogénéité antéro-postérieure est aussi cranio-
caudale. Pour cela il suffirait de reproduire les expériences sur la peau contenues
dans le Chapitre Il, mais cette fois-ci en prélevant des tissus au niveau du crane, du

dos et du bassin.

4.1.3 L’importante proportion des mélanocytes dérivés des PCS.

Dans la premiére publication mettant en évidence une origine gliale des
mélanocytes, Adameyko et al. estiment a 65.9 + 3.1% le proportion de mélanocytes

folliculaires derives de PCS sans distinction de compartiment. De notre c6té, nous
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avons trouve respectivement dans le bulbe et le bulge ; 89.8% + 1.1% et 87.8% +
4.5% de mélanocytes dérivés de PCS (Figure 2.1J). Cette différence d’environ 25%
avec la publication de Adameyko et al. peut s’expliquer par le fait qu’eux utilisent
une lignée de souris inductible au tamoxiféne, avec le risque que 1’induction ne soit
pas totale, alors que notre lignée Cre-loxP constitutive n’a pas ce probléme, et met

en évidence la totalité des cellules ayant exprimé Dhh.

Dans la peau, cette proportion de mélanocytes dériveés de PCS, que ce soit celle
proposée par Adameyko et al. ou la notre, peut paraitre importante pour une voie
indirecte qui passe par un stade intermédiaire avant d’atteindre 1’état mélanoblaste.
A T’inverse, lorsque ’on observe d’autres organes, tels que le cerveau ou le
vestibule (Figure 1.16 et Figure 2.3) (Bonnamour et al., 2021; Kaucka et al., 2021),
on peut observer un inversement de la proportion des mélanocytes selon leur
origine. Puisque 1’étude de ces deux voies de migrations n’en est qu’a ses débuts, il
est difficile de donner une explication sur la raison de cette différence d’origine des

mélanocytes en fonction des organes.

Toutefois, cette proportion déséquilibrée de mélanocytes dérivés des précurseurs de
cellules de Schwann dans la peau suggére une différence dans la capacité de
colonisation et/ou de prolifération entre ces deux voies de migration. Ainsi, la
question se pose de savoir par quel processus les mélanocytes dérivés des
précurseurs de cellules de Schwann finissent par étre en plus grand nombre que les
dérivés directement des cellules de la créte neurale dans la peau. L’étude de la
capacité de migration, survie et prolifération de ces deux populations pourrait
apporter un éclairage a cette question. Cela pourrait se faire in vivo par 1’utilisation
de différent marqueur (Ki67 et essaie EAU par exemple), mais aussi in vitro en
effectuant par exemple des tests de migration cellulaire (scratch test) sur des
mélanocytes directement dérivés de cellules de la créte neurale, et d’autres de

précurseurs de cellules de Schwann.
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De plus, ces différences importantes d’origines selon les organes (Figure 1.16 et
Figure 2.3) (Bonnamour et al., 2021; Kaucka et al., 2021) peuvent laisser penser
qu’il pourrait exister des différences de fonctions selon 1’origine des mélanocytes.
Il pourrait ainsi étre intéressant de récolter les différents organes et en extraire les
mélanocytes par tri cellulaire des cellules DCT-GFP. Une caractérisation poussée
des populations par séquencage sur cellule unique par exemple, pourrait permettre
de mettre en évidence de potentielles différences dans 1’expression de certains
geénes. En plus d’apporter une information sur les potentielles différentes fonctions
des mélanocytes selon leurs origines, cela pourrait aider a comprendre la fonction
globale de ce type cellulaire dans certains organes tels que le cerveau ou le ceeur,

pour lesquels cela n’est pas encore trées clair (Kaucka et al., 2021).

4.1.4 Larépartition spatiale des mélanocytes de 1’oreille interne.

Un des é¢léments importants de ces travaux est la mise en évidence d’une
ségrégation spatiale des mélanocytes de 1’oreille interne selon leur origine. Bien
qu’ils remplissent tous la méme fonction, a savoir maintenir la composition en ions
potassium du liquide endolympathique (Figures 1.7, 1.8), les mélanocytes du
vestibule sont trés majoritairement dérivés des cellules de la créte neurale alors que
les mélanocytes de la cochlée sont trés majoritairement dérivés des précurseurs de
cellules de Schwann. Cela souléve plusieurs questions, et tout d’abord, la cause
initiale de cette ségrégation, a savoir pourquoi pour un méme organe qu’est 1’oreille
interne, I’approvisionnement en mélanocyte serait différent selon qu’il concerne le
vestibule ou la cochlée ? Cela pourrait étre dit a I’apparition plus précoce du
vestibule dans I’histoire du vivant (Zhu et al., 2020), semble-t-il, avant la cochlée,
et qui aurait donc pu se voir attribuer la voie de migration la plus « basique » a
savoir directement derivée de cellules de créte neurale, alors que 1’arrivée plus
tardive de la cochlée aurait pu étre associée a I’apparition de la seconde voie de
migration le long des nerfs. Cette question ne pourra malheureusement étre résolue

qu’au gré des nouvelles découvertes de fossiles.



118

Une autre interrogation que cette découverte souléve est I’homogénéité ou non de
ces populations. En effet, si elles ont toutes les deux pour role le maintien de la
composition du liquide endolymphatique, il semble que les mélanocytes de la
cochlée jouent en plus un role contre les espéces réactives de 1’oxygene (Helzner et
al., 2005) qui n’a pas été étudié dans le vestibule. Etant données leurs origines
différentes, il pourrait étre intéressant de comparer les fonctions de ces deux
populations, par exemple dans leur capacité a synthétiser de la mélanine ou a
transporter des ions. Cela pourrait étre effectué in vitro, aprés récupération des
mélanocytes a partir de tissus dissociés de souris DCT-GFP par exemple. 1l existe
des organes sur puce, capable de reproduire des épithélium basiques permettant de
mimer le fonctionnement d’un organe comme les poumons (Wu et al., 2020). Il
pourrait étre intéressant de reproduire ce systeme avec des mélanocytes récupérés
de la cochlée et du vestibule et d’en mesurer les différents parameétres fonctionnels.
La mélanine, qui joue un réle antioxydant dans le traitement des especes réactives

de I’oxygéne, pourrait quant a elle étre dosée par spectrométrie (Dwyer et al., 1998).

4.1.5 Implication des mélanocytes dans la réparation de la peau.

La peau est le premier organe visible lors d’une interaction sociale. Souvent source
d’oppression (Fanon, 1952), de honte (Petit, 2012), parfois de fierté (Bruneel et
Gomes Silva, 2017; James Brown, 1968), la couleur de la peau est une composante
majeure d’un grand nombre de phénoménes sociaux. Malheureusement, elle entre,
de maniere consciente ou non, dans les critéres de classification d’une personne
selon son origine, son niveau social, sa santé et sa beauté. Ainsi la peau, et
particulierement sa couleur, est un élément essentiel dans les processus de

socialisation, et nécessite qu’on s’y intéresse a la hauteur de cet enjeu.

En plus de Syndrome de Waardenburg-Shah étudié ici, une grande variété de
troubles peut porter atteinte a I’intégrité et a la couleur de la peau, et provoquer des
troubles psychologiques importants (Grimes et Miller, 2018; Ramakrishna et Rajni,
2014).



119

4.1.5.1 Vitiligo

Cette maladie auto-immune assez répandue (Zhang et al., 2016) provoque la
dépigmentation d’abord partielle puis parfois totale de la peau. Elle est due a
I’attaque des mélanocytes par le systéme immunitaire. 1l existe des modeéles murins
pour cette maladie (Riding et al., 2019), mais les effets de cette maladie sur les deux
populations de mélanocytes de la peau n’ont jamais été étudies. En effet, il pourrait
étre intéressant de comparer la résistance de mélanocytes dérivés directement des
cellules de la créte neurale avec celle de ceux dérivés des précurseurs de cellules de
Schwann. Cela peut étre réalisé en associant un modeéle de souris vitiligo a un
modele rapporteur Dhh-Cre pour la récupération des mélanocytes précurseurs de
cellules de Schwann et un autre permettant la récupération des mélanocytes totaux
tel que Dct-Rfp. En récupérant, a partir de prélevements de peau, les mélanocytes
par tri cellulaire, il serait ainsi possible de quantifier, a différents stades de la

maladie, leurs nombres et la proportion des méelanocytes de chacune des origines.

De méme, il pourrait étre intéressant de comparer les capacités régénératives de ces
deux populations de mélanocyte, puisque la greffe de ces derniers est un des
traitements possibles pour cette maladie (Zokaei et al., 2019). Les mélanocytes
précédemment isolés pourraient ainsi étre remis en culture et réimplantés chez les
souris atteintes de Vitiligo. Le niveau de rétablissement de pigmentation pourrait
alors étre comparé selon gque les mélanocytes ont une origine cellules de créte

neurale ou PCS.

4.1.5.2 Les mélanocytes et la cicatrisation.

Il a ét¢ démontré qu’aprés la naissance, les mélanocytes ne participent pas
directement au processus de cicatrisation de la peau (Parfejevs et al., 2018).
Toutefois, dans la plupart des plais légéres comme les brulures au premier degré,
les mélanocytes finissent par recdloniser la peau et rétablir la pigmentation. I

pourrait étre intéressant d’étudier si ces mélanocytes appartiennent a une population
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plutét qu’a une autre, et si cela pourrait étre di a une capacité accrue de
colonisation. Cela pourrait étre adressé en récoltant, a I’aide d’une combinaison de
souris Dhh-Cre ; Rosa26R-YFP et Dct-Rfp les mélanocytes a différents stades de la
repigmentation de la peau apres une coupure, afin de comparer les proportions de
chacune des populations. Si ceci était démontré, ce serait un premier pas important

pour tester des greffes a partir de populations spécifiques de mélanocytes.

4.15.3 Le mélanome

Le cancer de la peau est la forme la plus commune en Amérique du Nord. Dans
environ 5% des cas (Ward WH, 2017), ce cancer est un mélanome, la forme la plus

Iéthale des cancers de la peau.

Cette maladie peut avoir des causes génétiques, via la transmission de mutation
dans les génes CDKN2A, CDK4, BAP1, POT1, ACD, TERF2IP et TERT par
exemple (Read et al., 2016), ou des causes externes via I’exposition aux ultraviolets
(Sample et He, 2018) ou a des produits chimiques (Dika et al., 2010). Elle se
caractérise par une prolifération anormale des mélanocytes au détriment des

cellules voisines, avec parfois des métastases dans d’autres organes.

A ce jour, aucune étude n’a été faite concernant la potentialité des différentes
populations de mélanocyte a générer un méelanome. Pourtant, une des stratégies
modernes de traitement du cancer est le ciblage de type cellulaire particulier en
utilisant des anticorps monoclonaux. Ainsi, une meilleure connaissance des
potentiels sous-types de mélanocytes impliqués dans les mélanomes pourrait aider

a lutter contre cette maladie.

Pour cela, il pourrait étre intéressant d’utiliser des souris génétiquement modifiées
pour développer un mélanome, telles que les souris Skunk (Pilon, 2016), genéré par
la méme méthode que la souris Spot (Figure 1.20). Ces souris développant un cancer

pourraient étre couplée a des souris rapportrices pour la détection des différentes
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origines des mélanocytes. Dans le cas d’une surreprésentation d’une population de
mélanocytes par rapport & une autre, il pourrait étre intéressant dans un second
temps de tenter de développer des thérapies. Evidemment, cela ne peut étre envisagé
que si les caractéristiques particuliéres de chacune de ces populations sont connues,
et donc si les études suggérées dans les paragraphes précédents ont déja été
effectuées.

4.2 Le développement des mélanocytes dans le syndrome de Waardenburg de

type IV.

Il n’est pas le symptome le plus grave de cette maladie, mais la perte de
pigmentation peut représenter un handicape social important pour les patientes et
patients atteints du syndrome de Waardenburg de type IV. Cette étude est la

premiére a se pencher plus particulierement sur cette caractéristique de la maladie.

S’il arrive que la mutation de certaines enzymes clés dans la synthese de la mélanine
puisse entrainer des formes particuliéres d’albinisme (Dolinska et al., 2014), ce
n’est pas le cas dans le syndrome de Waardenburg dont le symptome de

dépigmentation est di a ’absence de mélanocytes (Figure 3.1C et D).

Dans notre modéle de souris Spot, ce processus qui meéne a cette absence est
particuliérement original, puisqu’il touche les deux voies de migration dans des
conditions différentes, mais avec un socle commun, a savoir la favorisation d’un
destin cellule de Schwann par rapport aux mélanocytes. Etant donnée les différentes
intersections existantes entre les voies de signalisation pour la différenciation des
CS et des mélanocytes (Figures 1.10, 1.13, 1.14, Partie 1.2.4), cette étude pourrait
étre répliquée dans les autres modéles murins pour cette maladie, afin de voir si le
cas des souris Spot est particulier ou s’il représente un phénomene propre a tous les

sous-types de syndrome de Waardenburg de type IV, quels que soit le géne atteint.
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4.2.1 Lavoie de migration dérivée des cellules de la créte neurale

Au niveau de cette voie, il a été mis pour la premiere fois en évidence in vivo un
phénomene de différenciation de mélanocytes en cellules de Schwann au niveau de
1I’épiderme (Figure 3.2 et 3.3). Si le processus était déja connu et contrélé in vitro
(Dupin et al., 2000), cette observation in vivo ouvre de nouvelles perspectives sur

les capacités de différenciation des mélanocytes.

Il reste malgré tout de nombreuses expériences a réaliser pour en comprendre
davantage a ce sujet. Par exemple, il serait intéressant de connaitre le stade de
différenciation des mélanoblastes/mélanocytes susceptibles de se différencier en
cellules de Schwann, et s’il existe un point de contrdle a partir duquel cette
différenciation n’est plus possible. Cela pourrait étre étudié en utilisant la lignée de
souris Spot et en tracant les mélanoblastes/mélanocytes a 1’aide de marqueurs de
maturation des mélanocytes tels que DCT, PAX3, TYRP1, TYR ou MC1R (Figure
1.13). Ensuite, il pourrait étre instructif de vérifier si les cellules de Schwann
générées a partir de mélanocytes chez les souris Nr2f15PYSPt sont de méme nature
que les autres cellules de Schwann. Pour cela, il suffirait de disséquer la peau et les
nerfs des embryons de ces souris couplées a des rapportrices Plp1-Gfp et en extraire
les cellules de Schwann. Ainsi il pourrait étre possible de comparer par séquencage
ARN par exemple, les cellules de Schwann de la peau dérivées de mélanocytes et
les cellules Schwann myélinisantes des nerfs directement derivées de cellules de

créte neurale.

Enfin, dans la perspective de développements thérapeutiques contre ce symptéme,
une étude sur la capacité a bloguer cette différenciation pourrait étre menée. En
extrayant les mélanocytes de la peau d’embryons Nr2f1*Y’t . Dhh-Cre;
R0sa261STOP-YFP i1 pourrait étre possible de tenter d’empécher leur différenciation
en cellules de Schwann en les mettant en contact de différentes substances. Ainsi,

des facteurs, tels que EDN3 ou BMP4, qui aide a la différenciation des mélanocytes



123

(Lahav et al., 1998; Yoon et al., 2020), pourrait forcer une destinée melanocytes
plutét que Schwann. De plus, une étude plus approfondie des cibles de NR2F1 dans
le modéle de souris Spot pourrait aider a trouver des molécules capables de

compenser 1’effet de sa surexpression.
4.2.2 Lavoie de migration des précurseurs de cellule de Schwann.

Au niveau de cette voie, c’est I’impossibilité pour les précurseurs de cellules de

Schwann a se différencier en mélanocyte qui provoque la déplétion de ces derniers.

Pour commencer, la question se pose de savoir si dans les souris Nr2f15PYSPt es
précurseurs de cellules de Schwann qui ne sont pas devenus des mélanocytes sont
différents ou non des autres précurseurs de cellules de Schwann. Il est possible
d’étudier cela en récupérant les cellules autour des nerfs de souris Nr2f15PYSPt; Dhh-
Gfp et Dhh-Gfp puis en effectuant un séquencage sur cellule unique de ces
populations. S’il s’avére que les souris Nr2f15PYSP présentent une population GFP+
supplémentaire par rapport aux controles, cela pourrait suggérer I’existence d’une
population de cellule de Schwann de nature distincte, car sensée s’étre différenciée
en mélanocytes. Par la suite, il pourrait étre intéressant de tenter de forcer la
différenciation de ces cellules en mélanocyte. In vivo, il a déja été montré dans des
souris Erbb3™", que les précurseurs de cellules de Schwann se différencient
davantage en mélanocyte que dans des souris contrdles (Adameyko et al., 2009).
De ce fait, il serait intéressant de croiser les souris Spot avec le modéle Erbb3~"
afin de voir s’1l est possible de rétablir la différenciation des précurseurs de cellules
de Schwann en mélanocytes. Cela donnerait en outre, un indice sur la voie de
signalisation impliqué dans le mode d’action de NR2F1 chez Spot. Enfin, in vitro,
il pourrait étre intéressant, a partir des cellules récupérées sur des nerfs de souris
Nr2f15Pvset - Dhh-Gfp, de les mettre en contact avec différentes molécules
perturbant la voie ERBB3 telles que des inhibiteurs de la voie mTORCL1/2
(Beauchamp et al., 2021).
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4.3 Le facteur NR2F1 et son rble dans la différenciation des cellules de Schwann

NR2F1 a un role essentiel dans la différenciation des oligodendrocytes (Naka et al.,
2008; Yamaguchi et al., 2004), un sous type de cellule gliale du systéme nerveux
central proche des cellules de Schwann du fait de sa fonction, et qui partage avec
elles certains marqueurs, tels que MBP ou PLP1. Il parait de plus en plus probable
que NR2F1 joue aussi un réle au niveau des cellules de Schwann du systeme
nerveux périphérique. Tout d’abord, a €12.5, I’expression de NR2F1 par les
précurseurs de cellules de Schwann migrant le long des nerfs des souris Nr2f1S®/St,
mais aussi des souris contrdles, (Figure 3.4 B-D) suggére que ce facteur pourrait
jouer un rdle dans le développement de ces cellules. De plus, le modéle Spot a
permis de mettre en évidence qu’une surexpression de Nr2fl déclenche une
différenciation précoce des cellules de créte neurale du systéme nerveux anterique
en cellules gliales entériques (Bergeron et al., 2016), un sous-type de cellules gliales
comme le sont les cellules de Schwann. Enfin, la proximité des sites de fixations a
I’ADN de NR2F1 et SOX10 (Lopez-Anido et al., 2016), ainsi que le role de ce
dernier dans la différenciation des cellules de Schwann (Figures 1.10, 1.14), peut
mener a ’hypothése d’une action conjointe entre SOX10 et NR2F1 pour le
déclenchement de 1’expression de genes en faveur d’une différenciation en cellule
de Schwann (Figure 1.14) Toutefois, SOX10 joue aussi un réle dans le
développement des mélanocytes (Figures 1.10, 1.13). Il s’agirait donc de
comprendre pourquoi, si NR2F1 fonctionne bel et bien en synergie avec SOX10,
I’augmentation de 1’expression de Nr2fl chez Spot oriente vers un destin Schwann
plutbt que mélanocyte. Cela pourrait étre élucide en étudiant la dynamique et la
répartition spatiale de I’expression de Nr2f1. En effet, il est intéressant de constater
que cette expression n’est observable ni chez les souris contrdles ni chez les souris
Spot au niveau des nerfs glossopharyngien (IX), vagal (X) et facial (VII) a e10.5
(Figure 3.7), c¢’est-a-dire lorsque les mélanocytes sont déja en cours de colonisation
de la vésicule otique (Figure 1.19). 48h plus tard en revanche, on observe une

expression au niveau des nerfs du troncs (Figure 3.4). Cela suggére que 1’expression
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de Nr2fl n’est pas constante au cours du temps, mais qu’il pourrait agir dans un
cadre spatio-temporel précis. Il pourrait en étre de méme pour SOX10 dont
I’activation pourrait étre spatialement et temporellement controlée pour orienter a
un certain temps et dans un certain endroit endroit vers un destin Schwann, et a un

autre temps et endroit vers un destin mélanocyte.

Pour élucider cette question, il pourrait étre bon d’effectuer une RT-qPCR de Nr2fl
sur des cellules triées a partir d’embryon Dhh-Gfp pris toutes les 6h ou 12h entre
e9 et e12.5, en séparant a chaque fois le créne du tronc.

Une fois la temporalité de I’expression de NR2F1 connu,e si elle est définie
précisément dans le temps, il sera possible d’étudier le mécanisme de
fonctionnement de ce facteur en effectuant une expérience de séquencage sur
fragments immunoprécipités par immunoprécipitation chromatique (ChlP-Seq) sur
des cellules triées a partir d’embryon Mpz-Cre, Rosa26RYFP (Feltri, M L et al.,
1999), pour en récupérer les cellules de Schwann, au temps ou Nr2fl est a son
niveau maximal d’expression séparément dans le tronc et dans le créne. Ainsi, il
pourrait étre possible de mettre en évidence la potentielle synergie avec SOX10 et
I’effet de cette action combinée sur d’autres molécules importantes telles que MITF
ou PAX3 (Bondurand et al., 2000), ou encore des voies de signalisation telles que
WNT (Dorsky et al., 1998) et EDNRB/EDN3 (Kaucka et al., 2021).

Concernant le systeme nerveux central, la méme expérience pourrait étre réalisée
en utilisant cette fois-ci un modele permettant de récupérer les oligodendrocytes,
telle qu’une souris OLIG2-EGFP (Doyle, Joseph P et al., 2008).

Une fois le mode d’action de NR2F1 connu, a savoir ses genes cibles et les cascades
de signalisation en jeu, il sera possible de se servir de ces informations pour tenter
de contrebalancer le phénotype Spot lié au syndrome de Waardenburg de type IV

en stimulant des processus opposés au mode d’action de NR2F1. Selon le méme
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principe, il sera possible de tester des voies d’activation parallele 8 NR2F1 pour
chercher de potentielles pistes thérapeutiques a la BBSOA, caractériseée par une

mutation deplétant les fonctions de NR2F1.

4.4  La population cellulaire du follicule.

Lors de la formation des follicules, une population homogene de cellules KIT+
cblonise ce dernier et se répartit entre deux localisations : en dessus et en dessous
de la ligne de Auber (Figure 1.5) (Peters et al., 2002). La différence entre ces deux
populations n’avait jusqu’a récemment jamais été étudiée si bien qu’il a semblé
acquis que toutes ces cellules étaient des mélanocytes, différenciés pour ceux au-
dessus et indifférenciés pour ceux en dessous de la ligne de Auber (Liao et al., 2017;
Zocco et Blanpain, 2017). Pourtant le tracage des mélanocytes en utilisant des
systemes Cre-loxP tels que Dct-Cre/R26R sensé marquer tous les mélanocytes
(puisque Dct est exprimé par les mélanoblastes au cours du développement) ne
permet pas de marquer la population cellulaire sous la ligne de Auber (Wong et al.,
2006). De méme, lors de la mise en évidence de I’existence de dérivés de
précurseurs de cellules de Schwann par 1’utilisation du couple Plp1-Cre/R26R,
seuls les mélanocytes matures de la base du poil semblaient marqués et aucun
marquage n’était visible autour de la papille dermique (Adameyko et al., 2009).
Enfin, nos résultats de tracage des mélanocytes dérivés des précurseurs de cellules
de Schwann ayant exprimé Dhh (Figure 3.1D) confirment que la population KIT+
autour de la papille dermique ne semble pas étre un état intermédiaire entre CSM
et mélanocyte mature. Ainsi tous ces résultats semblent indiquer que cette
population, pour le moment non caractérisée, pourrait étre d’une autre nature que

ce qui était suggére initialement.

Pour caractériser cette population, il sera intéressant d’effectuer un séquengage
ARNmM sur cellule unique afin de pouvoir la distinguer des mélanocytes matures et

des CSM. Ladifficulté est ici de récolter suffisamment de cellules d’intérét, puisque
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les cellules KIT+ du follicule sont peu nombreuses comparées aux autres cellules
de la peau. Ainsi une premicre expérience n’a pas permis de récolter suffisamment
de cellules pour déterminer une identité précise pour les cellules KIT+ seules
(Annexe 1). Il faudrait donc réitérer cette expérience en tentant d’enrichir
I’échantillon en cellules d’intérét, soit mécaniquement par une sélection
méticuleuse des follicules, soit par optimisation du marquage a 1’aide de 1’anticorps
KIT-PE.



CONCLUSION ET PERSPECTIVES

L’objectif général de cette these était d’étudier le développement des mélanocytes
chez Spot, un modele de souris pour le Syndrome de Waardenburg de type IV. Le
premier objectif a été de trouver des outils fiables pour étudier le développement
des melanocytes, puis de les utiliser pour tracer 1’origine des mélanocytes de
’oreille interne. Enfin, ces outils ont permis dans un second temps d’étudier I’effet

de la mutation Spot sur le développement des mélanocytes.

Cette these prend racine a partir de la premiére publication caractérisant le modele
Spot (Bergeron et al., 2016). Cette derniére s’est principalement intéressée au
mégacdlon aganglionnaire, mais a permis de mettre en évidence trois phénomeénes
primordiaux pour la construction de ce projet : la perte de pigmentation a 1’état
homozygote, I’absence de mélanocyte dans le vestibule (contrairement a la cochlée)
et enfin la surexpression de NR2F1. Le premier défi a été de trouver un outil capable
de tracer I’origine des mélanocytes. Face a la difficulté a faire fonctionner la souche
Plp1-CrefR™ qui était alors la seule lignée utilisée pour tracer 1’origine des
mélanocytes, il a fallu valider un nouveau modele Dhh-Cre dont de précédents
résultats suggéraient qu’il ne fonctionnerait pas. Contre toute attente, nous avons
réussi a faire fonctionner cette lignée pour tracer 1’origine des mélanocytes. En plus
d’affiner la mesure des quantités de mélanocytes de la peau et des poils dérivés des
deux voies de migration, cela a permis de mettre en évidence I’origine différente
des mélanocytes de la cochlée et du vestibule, respectivement dérivés des PCS et

des cellules de créte neurale.

Une fois cet outil validé, il a offert la possibilité d’aller explorer, chez la souris Spot,
les différentes perturbations du développement des mélanocytes. Cela a permis de
mettre en évidence qu’au niveau du tronc, les voies de développement des
mélanocytes sont réorientées vers un destin CS, alors qu’au niveau du crane, seule

la voie de migration dérivée directement de cellules de créte neurale est atteinte,
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permettant ainsi le maintien de ’approvisionnement de la cochlée en mélanocytes

dérivés des PCS.

Ces travaux ont aussi permis de mettre en évidence le r6le important du facteur de
transcription NR2F1 dans le processus de différenciation des PCS. En effet ce
dernier semble étre un facteur important de ce processus, permettant de maintenir
des PCS dans la voie CS, mais pouvant aller jusqu’a dédifférencier des mélanocytes

pour les orienter dans une voie CS.

Ensemble, ces travaux apportent un nouvel éclairage sur le syndrome de
Waardenburg de type 1V, et plus particulierement sur les défauts associés au
développement des mélanocytes. lls ouvrent ainsi de nouvelles voies pour de
futures recherches, particuliérement sur le mode de fonctionnement de NR2F1.
Enfin, ces découvertes pourraient mener a I’exploration de nouvelles voies

thérapeutiques.
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