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ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

I Le développement embryonnaire

Le développement regroupe tous les évenements allant de la fécondation d’un ovule
par un spermatozoide a la naissance d’un organisme complexe viable. Il est composé de deux
phases majeures: le développement embryonnaire et le développement feetal. Le
développement embryonnaire correspond au laps de temps entre le jour 0 ou EO (fécondation)
jusqu’au début de I’organogenese vers E8.5. Lors de cette premiere phase, on distingue
¢galement deux étapes: le développement pré- et postimplantatoire. Séparées par
I’implantation de I’embryon dans la paroi utérine, la deuxiéme consiste majoritairement par la
mise en place des premiers axes et des feuillets embryonnaires pendant la gastrulation.

Le développement préimplantatoire débute avec la fécondation de 1’ovocyte par le
spermatozoide au jour 0 (E0). Le zygote entre dans une phase de clivages pour former a E2.5
un embryon composé¢ de huit cellules équipotentes. Elles vont alors se compacter et se
polariser. Les divisions cellulaires suivantes permettront d’obtenir une population de cellules
externes et une population de cellules internes. A E3.5, le TE issu des cellules externes
entoure la masse cellulaire interne (MCI) et la cavité blastoceelique. L’embryon va
s’implanter dans la paroi utérine autour de E4.5. Il est alors constitu¢ de 3 tissus
morphologiquement distinguables : le trophectoderme, 1’épiblaste et I’endoderme primitif, un
épithélium a la limite entre 1’Epi et la cavité blastoccelique.

Dans la suite de ce chapitre, j’exposerais plus en détails certains aspects du développement

embryonnaire et de la différenciation de 1I’endoderme primitif.
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Fig.1 : Les grandes étapes du développement préimplantatoire
(schéma traduit de Nagy et al., 2003)



IA La fécondation et les premiéres divisions cellulaires

IA-1 La phase de clivage et la transition maternelle zygotique

La fécondation conduisant a la formation du zygote est considérée comme le point de
départ du développement embryonnaire. Le spermatozoide mature acquiert sa capacité¢ de
fécondation une fois relaché dans le tractus génital femelle. Il va rejoindre 1’ampulla ou a lieu
la fécondation (fig.1 et 2). Le spermatozoide va entrer en contact avec la zone pellucide de
I’ovocyte bloqué en métaphase de la deuxieéme méiose. L’interaction entraine 1’activation de
I’acrosome spermatique, la libération d’enzymes protéolytique et la fusion entre les gameétes.
Le contenu spermatique est déversé dans le cytoplasme de I’ovocyte ce qui induira la fin de la
deuxiéme méiose ovocytaire avec I’expulsion d’un second globule polaire. Les deux
pronoyaux, maternel et paternel, ainsi formés migrent vers le centre du zygote en répliquant
leur ADN, mais leur fusion ne sera complete qu’a la premiere mitose. Ces premieres divisions
cellulaires asynchrones et totales se font sans croissance. Les cellules formées lors de cette

phase sont appelées blastomeres.

Alors que le spermatozoide apporte I’information génétique paternelle, le cytoplasme
de I’ovocyte contient d’importantes quantités d’ARN et de protéines. Ces stocks permettent a
I’embryon, transcriptionnellement inactif, de fonctionner jusqu’a 1’activation de son propre
génome (ZGA). On parle alors de la transition maternelle-zygotique ou TZM. En effet, il y a
destruction spécifique des transcrits maternels, leur remplacement par les transcrits
zygotiques et une reprogrammation importante de I’expression génique. Il est généralement
admis que la ZGA a lieu au stade 2 cellules avec une rapide dégradation des ARNs maternels,
mais il existe une transcription active des le stade zygote (Bouniol et al., 1995). La transition
entre les stocks maternels et I’activation du génome zygotique n’est pas quelque chose de
ponctuel et dépends du géne concerné. L’absence de phénotype préimplantatoire pour certains
mutants nuls peut donc étre dii a la présence de molécules maternelles méme a des stades
avancés du développement préimplantatoire. Il a ét€ montré, grace a la déplétion génétique de
[’E-cadhérine maternelle, que celle-ci joue un rdle important dans I’embryon bien apres
’activation de son propre génome. Les blastomeéres, normalement adhérents, de ces embryons

se dissocient en absence de la zone pellucide et ce jusqu’au stade 8 cellules (De Vries et al.,
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Fig.2 : Morphologie et schématisation des embryons au cours du développement
préimplantatoire : le zygote néoformé subit une série de clivages. Au stade 8
cellules (E2.5) I’embryon se compacte et les cellules se polarisent. Apres
cavitation on obtient un blastocyste formé du trophectoderme et d’une masse
cellulaire interne hétérogéne. Le blastocyste va éclore de la zone pellucide et
s’implantanter dans la paroi utérine (E4.5). L’embryon est alors composé de trois types
cellulaires distincts : le trophectoderme (vert pale), 1’épiblaste (bleu) et I’endoderme

primitif (rouge).



2004). L’ utilisation de la CRE sous contrdle du promoteur de ZP3 (Zona pellucida 3) ou de la
PGK permet I’excision de séquences géniques grace au systeme Cre/Lox dans I’ovocyte en

maturation avant la transcription maternelle (de Vries et al., 2000; Lallemand et al., 1998).

IA-2 Polémique sur la polarité de I’embryon

Dans la majorité des espéces le zygote et I’embryon précoce présentent des gradients
moléculaires hérités maternellement ou mis en place a la fécondation. Aucun gradient de ce
type n’a été détecté pour les mammiferes a ce jour. Ceci a conduit a I’hypothese qu’il n’y
aurait ni prédétermination d’axes, ni polarité existante. Le fait que jusqu’au stade 8 cellules,
les blastomeres isolés peuvent régénérer la polarité d’un embryon va dans ce sens. Cependant,
durant la derni¢re dizaine d’année est née une polémique opposant les €équipes pour et contre
la détermination des axes et la polarité précoce dans I’embryon de souris.

Initialement, le globule polaire était considéré comme immobile et définissant ainsi 1’axe
animal-végétal du zygote (Gardner, 1997). Des expériences de vidéomicroscopie ont montré
que le globule polaire bouge lors des clivages (Hiiragi and Solter, 2004), allant a 1’encontre
d’un axe prédéfini. Certains voient une organisation des premiers clivages (Zernicka-Goetz,
2006), I’associant entre autres au point d’entrée du spermatozoide (Plusa et al., 2002). Les
blastomeéres auraient des propriétés développementales différentes deés le stade 2 cellules
(Gardner, 2001; Piotrowska et al., 2001; Piotrowska-Nitsche et al., 2005; Piotrowska-Nitsche
and Zernicka-Goetz, 2005). En revanche, d’autres mettent en avant une contribution non
biaisée des blastomeres au stade 2 cellules et montrent que leurs cellules filles participent a
tous les tissus du blastocyste (Alarcon and Marikawa, 2005; Chroscicka et al., 2004). Des

expériences de vidéomicroscopie confirment ces résultats (Louvet-Vallee et al., 2005).

12



a) Division symétrique
. extérieur

polaire polaire

— ' . ' extérieur

intérieur

stade 8 cellules

polarisation

b) Division asymétrique extérieur polaire

/v | I extérieur
stade 8 cellules T E S \

intérieur
polarisation apolaire

intérieur

Devenir dans le
blastocyste

> TE

> ICM

Fig.3 : Modele de ségrégation entre trophectoderme (TE) et la masse

cellulaire interne (MCI) (traduit de Yamanaka et al., 2006)



IB Les premiers évenements de différenciation : la morula

Apres cette premiere phase de clivages, 2 premiers tissus de I’embryon sont mis en
place. En deux étapes, une population externe et une interne ségrégent puis le trophectoderme

(externe) et la masse cellulaire interne se différencient.

IB-1 Compaction, polarisation et différenciation du TE

Apres 2 jours et demi de développement, I’embryon, aussi appelé morula, est composé
de 8 blastomeres équipotants (fig.2). Ils sont peu adhérents et facilement distinguables.
D’importants remaniements structurels et moléculaires vont alors avoir lieu. Les cellules
augmentent leurs surfaces de contact, elles se compactent et se polarisent. La polarisation des
blastomeres se fait selon le rayon de I’embryon. Elle se traduit par des remaniements
moléculaires et une distribution différentielle des composants cellulaires. On peut observer
une distribution essentiellement apicale des microvilli, auparavant repartis tout au tour de la
cellule, ainsi que du systeéme d’exocytose. Le noyau et 1’appareil de Golgi se localisent au
pole basal. Différentes protéines vont jouer un réle dans la réorganisation des blastomeres
(Johnson and McConnell, 2004). Nombreuses protéines impliquées dans la morphologie, la
polarité et les jonctions cellulaires vont étre distribuées spécifiquement. L’Ezrine et certains
membres de la famille PAR (« Partitioning Defective ») et a-PKC (« atypical Protein Kinase
C») sont localisés apicalement alors que d’autres comme 1’E-cadhérine et EMKI1 sont

distribués basolatéralement (Yamanaka et al., 2006).

La polarisation des blastoméres va établir le destin des cellules issues de divisions
suivantes. En effet, entre 8 et 16 cellules, il y a ségrégation de deux populations distinctes.
Les divisions paralléles au rayon de I’embryon, symétriques ou conservatrices, donnent
naissance a deux cellules identiques, polaires et externes alors que les divisions
perpendiculaires a ce rayon, asymétriques, engendrent une cellule polaire, externe et une
cellule apolaire et interne. Il est maintenant établi que le trophectoderme (TE) dérive des
cellules externes, alors que la masse cellulaire interne (MCI) dérive de la population interne
(Bischoff et al., 2008; Fleming, 1987). Ce mode¢le basé sur la polarité¢ schématise les premiers

événements de la ségrégation entre TE et ICM (fig.3). La différenciation des deux tissus
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et al., 2005)



cependant n’est accomplie qu’au stade blastocyste. Différents facteurs ont ét¢ mis en évidence
icl.

Les cellules externes et internes ségrégent en deux vagues de divisions asymétriques
produisant les cellules internes primaires et les cellules internes secondaires. Il avait été
propos¢é que la premicre vague produisait préférentiellement des cellules donnant I’Epi et la
deuxiéme donnant des cellules de I’EPr (Yamanaka et al., 2006). Des expériences récentes de
vidéomicroscopie ont permit de montrer que 60% des blastomeres a huit cellules donnent des
cellules internes primaires contre seulement 25% donnant des cellules internes secondaires.
Au stade 32 cellules, 9 a 10 cellules seraient donc issues des cellules internes primaires et
seulement 2 a 3 des cellules internes secondaire (Yamanaka et al., 2010). De plus, cette étude
montre que les cellules internes primaires ou secondaires ne participent pas préférentiellement

a I’Epi ou ’EPr (Yamanaka et al., 2010).

Cdx2 est un facteur clé de la différenciation du TE. Ce facteur de transcription de type
Caudal-like, est exprimé dans la majorité des cellules des le stade E2,5 et progressivement
restreint aux cellules externes (fig.4) (Dietrich and Hiiragi, 2007; Ralston and Rossant, 2008).
Les embryons délétés pour Cdx2 sont capables de former un blastocyste, mais 1’intégrit¢ du
TE ne peut pas €tre maintenu et ils sont incapables de s’implanter (Strumpf et al., 2005). En
effet, la cavit¢ formée s’effondre alors que les embryons sauvages ¢€closent de la zone
pellucide. Les cellules du TE perdent leur aspect épithélial ainsi que la localisation correcte de
marqueurs ¢épithéliaux tels que ZO-1 et ’E-Cadhérine (Strumpf et al., 2005). Dans ces
mutants, la différenciation du TE n’est pas compléte : d’autres marqueurs comme Eomes et
Krt8 sont absents (Ralston and Rossant, 2008; Strumpf et al., 2005). Dans des expériences de
chimérisme par agrégation de cellules sauvages avec des cellules Cdx2™" aucune préférence
interne ou externe n’as été observée indiquant que Cdx2 agirait en aval de la polarisation des
cellules externes (Ralston and Rossant, 2008). En revanche, une autre équipe a montré, par la
création de « chimeres » par injection d’un blastomere au stade 2 cellules pour inhiber ou
surexprimer Cdx2, que Cdx2 favorise leur localisation extérieure (Jedrusik et al., 2008). Une
hétérogénéité de la localisation apicale de transcrits de Cdx2 entre 8 et 16 cellules influerait
selon eux sur le devenir des cellules externes et favoriserait les divisions symétriques
(Jedrusik et al., 2008). Il ne s’agit ici que d’un léger biais dans le devenir des cellules. Dans
I’embryon il est clair que la polarisation des cellules externes est a 1’origine de leur
différenciation en cellules du TE et cette polarisation serait a 1’origine d’une induction de

Cdx2 dans le TE (Dietrich and Hiiragi, 2007; Fleming, 1987; Ralston and Rossant, 2008;

14






Strumpf et al., 2005). De plus, son expression forcée induit la différenciation des cellules ES
en cellules trophectodermales et inhibe I’expression de marqueurs de la MCI comme Oct4,
Nanog (Niwa et al., 2000; Strumpf et al., 2005). Les expériences de gene rapporteur et de
FRET (Fluorescence Resonance Energy Tranfert) indiquent qu’il existe un blocage direct de
I’expression de Oct4 par Cdx2 et inversement dans les cellules ES. Les résultats de ChIP
(Chromatine Immuno Precipitation) montrent que Cdx2 est capable de lier directement la
région promotrice d’Oct4 proche de et sur son €lément autorégulateur (Niwa et al., 2000).
Une autre équipe met également en évidence une régulation croisée entre Oct4, Nanog et
Cdx2 (Chen et al., 2009). Par CHiP, ils montrent que Oct4, Nanog et Cdx2 lient le promoteur
et le premier intron de Cdx2 pour réprimer son expression dans les cellules ES
indifférenciées. En revanche, dans les cellules ES différenciées en TE ni Nanog, ni Oct4 n’ont
d’effet, mais Cdx2 autoactive sa transcription (Chen et al., 2009). Oct4 et Cdx2 sont
¢galement capables de lier la région promotrice de Nanog (Chen et al., 2009; Loh et al.,
2006). Ces résultats essentiellement obtenus grace aux études in vitro, sont en accord avec les
observations qui ont pu étre faite in vivo au niveau des mutants. Notamment, Nanog et Oct4
sont exprimés de maniére aberrante dans les mutants Cdx2 suggérant leur inhibition par ce
dernier (Strumpf et al., 2005). De plus, dans les embryons Nanog'/ ", on peut observer un léger
marquage nucléaire pour Cdx2 indiquant que Nanog pourrait jouer un rdle dans la répression

de Cdx2 dans la MCI (Chen et al., 2009).

Le phénotype d’embryons Eomes™ est semblable a celui des Cdx2”. Ils meurent
autour de I'implantation suite a des problémes de maintien de 1’intégrit¢ du TE (Russ et al.,
2000). Les mutants pour ce facteur de transcription T-box ne perdent pas 1’expression de
Cdx2 ce qui place Eomes en aval de Cdx2 (Ralston and Rossant, 2008).

Toujours est-il que ni dans le cas des embryons délétés pour Cdx2 ni dans celui des embryons
delétés pour Eomes 1I’épithélium externe n’est entierement absent, mais ne peut étre maintenu.
Il doit donc exister des facteurs importants en amont de Cdx2 jouant un rdle dans la
détermination du TE. Plusieurs équipes ont mis en évidence un nouveau facteur de
transcription requis pour 1’expression de Cdx2 : TEAD4. Le phénotype des embryons Tead4”
est plus séveére que pour Cdx2 puisqu’ils ne forment pas de blastocystes (Nishioka et al.,
2008; Yagi et al., 2007). Néanmoins, ’expression de Tead4 est ubiquitaire et requiert donc
d’autres facteurs pour son rdle dans I’induction de Cdx2. Récemment, il a ét¢ montré que
I’activité de TEAD4 est restreinte au TE par son co-activateur Yap. Yap est phosphorylé par

Lats1/2 dans les cellules internes ce qui empéche sa localisation nucléaire et Yap ne peut
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interagir avec TEAD4 uniquement dans le TE pour induire Cdx2 (Nishioka et al., 2009). Il a
¢té proposé que la phosphorylation de Yap par Lats1/2 dépendrait des contacts cellule a
cellule. Lats1/2 serait ainsi activé via la voie Hippo dans les cellules internes et donc avec un
grand nombre de contacts intercellulaires pour phosphoryler Yap et ainsi empécher
I’activation transcriptionnelle de geénes TE-spécifiques comme Cdx2 par Tead4 (fig.5)

(Nishioka et al., 2009).

Le géne Gata3, codant pour une protéine de la famille des facteurs de transcription
GATA, a été identifié comme jouant un role dans la différenciation du TE. Gata3 est exprimé
préférentiellement dans les cellules souches trophoblastiques (TS) (Home et al., 2009; Ray et
al., 2009) et son expression est induite lors de la différenciation de cellules ES en TE (Xu et
al., 2002). La surexpression de Gata3 dans les cellules ES induit leur différenciation en
cellules TS, mais contrairement a Cdx2, ces cellules ne peuvent étre maintenues a 1’état
indifférencié (Ralston et al., 2010). /n vivo, les immunomarquages montrent I’expression TE-
spécifique de Gata3 au cours du développement préimplantatoire sa colocalisation avec Cdx2
a ces stades (Home et al., 2009; Ralston et al., 2010). Aucun phénotype préimplantatoire n’as
été observé dans les mutants Gata3” (Pandolfi et al., 1995). En revanche, I’inhibition de
Gata3 par ARN interférence des le stade 2 cellules bloque le passage de la morula au
blastocyste dans la majorité des embryons et entraine une baisse de ’expression de Cdx2
(Home et al., 2009). Gata3 est capable de réguler positivement la transcription de Cdx2
(Home et al., 2009), mais Gata3 peut également induire [’expression de genes
trophoblastiques qui ne sont pas régulés par Cdx2 et inversement (Ralston et al., 2010). Gata3
et Cdx2 peuvent induire indépendamment 1’identité trophoblastique dans les cellules ES, dans
les mutants pour Cdx2, I’expression de Gata3 n’est pas perdue et la baisse de Gata3 entraine
une baisse mais pas une perte de Cdx2 (Home et al., 2009; Ralston et al., 2010). Gata3 et
Cdx2 pourraient donc agir en paralléle dans la différenciation du TE. En revanche, Gata3
serait plutot un facteur de maturation trophoblastique étant incapable de permettre le maintien
d’une lignée stable de cellules TS. En effet, dans les embryons 7 ead4”, I’expression de Gata3
baisse suggérant que Tead4 permettrait le maintient de 1’expression de Gata3 (Ralston et al.,

2010).

L’identité du TE, définie entre les stades 32 et 64 cellules (Johnson and Ziomek, 1983;
Suwinska et al., 2008), est caractérisée par la restriction aux cellules externes de 1’expression

de Cdx2 et Gata3 (Dietrich and Hiiragi, 2007; Home et al., 2009; Ralston et al., 2010; Ralston
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and Rossant, 2008; Strumpf et al., 2005). Cette restriction est la conséquence de la
polarisation des blastomeres au stade 8 cellules et de leur localisation (interne/externe)
ultérieure. La spécification de la MCI pourrait ainsi étre la conséquence de 1’absence de
marqueurs trophoblastiques dans les cellules internes. Elle est caractérisée par 1’expression de

genes impliqués dans les mécanismes de la pluripotence comme Oct4 et Sox2.

Oct4 est un facteur de transcription portant un « domaine POU » de liaison a I’ADN. 1l
est présent dans tous les noyaux d’un embryon jusqu’au stade 8 cellules et se restreint a la
MCI par la suite (fig.4) (Palmieri et al., 1994). Les mutants délétés pour Oct4 forment des
blastocystes avec un TE fonctionnel mais meurent suite a ’absence de dérivés épiblastiques et
endodermiques. La dérivation de cellules ES est impossible dans ces embryons et I’expression
de Troma-1, spécifique du TE témoigne d’une mauvaise spécification des cellules (Nichols et
al., 1998). Lorsque Oct4 est réprimé dans les cellules ES, elles se différencient en TE et
expriment Cdx2 (Niwa et al., 2000). De fagon similaire, la surexpression de Cdx2 dans ces
cellules va entrainer la perte d’expression d’Oct4 et la différenciation en trophoblastes (Niwa

et al., 2005). Cdx2 et Oct4 se répriment mutuellement dans la ségrégation du TE et de la MCI.

Un autre marqueur de la MCI est le facteur de transcription Sox2. Il est exprimé
spécifiquement dans les cellules de la MCI et de ses dérivés (Avilion et al., 2003). Les
embryons Sox2” sont incapables de maintenir I’epiblaste et meurent autour de I’implantation.
Ceci est confirmé par la culture d’explants composés uniquement de trophoblastes géants et
d’endoderme extraembryonnaire (Avilion et al., 2003). Les expériences in vitro ont permis de
montrer que Oct4 et Sox2 agissent en synergie directement sur le promoteur de Nanog pour
activer sa transcription (Kuroda et al., 2005; Rodda et al., 2005). Cette synergie est €¢galement
observée dans une boucle autorégulatrice positive ou le couple Oct4/Sox2 entretien leur
activité transcriptionelle via la directe liaison a leur promoteurs (Chew et al., 2005; Okumura-

Nakanishi et al., 2005).

RexI (ou Zfp42) est exprimé majoritairement dans les cellules de carcinome
embryonnaire et les cellules souches et cette expression baisse lorsque les cellules sont
traitées par des agents de différenciation tel que ’AR (Hosler et al., 1989; Rogers et al.,
1991). Malgré le peu de caractérisation, ce gene est couramment utilisé comme un marqueur
de pluripotence. Dans 1I’embryon est spécifique de I’Epi a E4.5 (Rogers et al., 1991). 1l a été

montré que les cellules F9 RexI” sont incapables de se différencier en EPr par I’AR
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(Thompson and Gudas, 2002). L’invalidation de Rexl dans les cellules souches
embryonnaires a mis en évidence qu’il n’est pas requis pour le maintien de leur pluripotence
(Masui et al., 2008). Elles expriment Nanog et Oct4 a des niveaux équivalents des cellules
sauvages mais présentent une légere baisse de marqueurs de I’EPr tel que Sox7, mais Gata6
ou Gata4 ne varient pas (Masui et al., 2008). Les souris RexI”" sont viables, Rex1 n’est donc
pas requis dans le maintien de la pluripotence de I’Epi, ni dans la différenciation de 1I’Epr

(Masui et al., 2008).
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Fig.6 : Modéle de 1’épithélialisation en 1’endoderme primitif
(PrE). A E3.5 les précurseurs de I’Epi et du PrE sont reparties
au hasard dans la MCI. Les cellules ne sont pas encore
polarisées et quelques unes commencent a exprimer Lrp2. A
E3.75 les précurseurs sont toujours répartis au hasard le nombre
de cellules co-exprimant Lrp2 et Collagéne-IV augmente. Les
cellules a la surface de la cavité blastocoelique se polarisent
individuellement par I’accumulation apicale de Lrp2 et Dab2. A
E4.5 les cellules du PrE forment un épithélium polarisé¢ avec
I’accumulation apicale de Lrp2 et Dab2 et basale de Collagene-
IV. (Gerbe et al., 2008)



IC Le Blastocyste

IC-1 La formation du blastocyste

A E3.5, on appelle I’embryon « blastocyste » (fig.2). Ce nom vient de la présence du
blastoccele. Cette cavité se forme grace a I’accumulation d’eau par osmose a travers le TE. On
sait maintenant que la distribution asymétrique, au pole basolatéral, de Na/K-ATPases permet
le maintien d’un gradient ionique et qu’il y a présence d’aquaporine fonctionnelles dans
I’embryon préimplantatoire au niveau du TE (Watson et al., 2004). La formation du

blastoceele va excentrer la MCI, les deux étant toujours entourés par le TE.

A E4.5, la différenciation et la mise en place de I’endoderme primitif (EPr) et
I’epiblaste (Epi) sont achevés (fig.2). Longtemps considérée comme une masse de cellules
équipotentes, elle est en fait un mélange de précurseurs de I’Epi (pré-Epi) et de I’EPr (pré-
EPr) (Chazaud et al., 2006; Rossant et al., 2003). En effet, il a ¢t¢ montré que Gata6, un
marqueur de ’EPr (Koutsourakis et al., 1999; Morrisey et al., 1998), et Nanog, un marqueur
de I’Epi (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003), sont exprimés selon un motif « poivre et
sel » (Chazaud et al., 2006). L’identité¢ de ces précurseurs est dé¢ja déterminée comme le
montrent les expériences de lignage cellulaire ou la descendance d’une cellule unique
marquée ne peut participer qu’a I’Epi ou a I’EPr, mais jamais aux deux tissus simultanément
(Chazaud et al., 2006). La réalisation de chimeres entre une cellule unique marquée isolée de
la MCI d’un blastocyste précoce et réinjectée dans un autre blastocyste montre que cette
détermination est indépendante de I’environnement de la cellule (Chazaud et al., 2006).
D’autres équipes ont également mis en évidence cette hétérogénéité par des analyses d’ADNc
(Kurimoto et al., 2006). Des marquages immunofluorescents et la transgenc¢se ont mis en
é¢vidence un marquage en poivre et sel dans la MCI pour Nanog et Pdgfra un marqueur
contesté¢ de ’EPr (Dietrich and Hiiragi, 2007; Plusa et al., 2008; Ralston and Rossant, 2008).
Ces données ont permis 1’établissement d’un nouveau modele pour la formation de I’EPr.
Ainsi, les cellules déterminées « au hasard » au sein de la MCI doivent subir un tri afin de

former un épithélium fonctionnel a la surface de I’Epi (fig.6).
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Fig.7 : Expression préimplantatoire de Nanog. (A) Expression par RT-PCR (1: ovocyte, 2:
zygote, 3: 2 a 4 cellules, 4: 4 a 5 cellules, 5: morula, 6 et 7 : blastocyste, 8: cellules ES)
(adapté de Wang et al., 2003) (B) Localisation du trancrit par hybridation in situ (adapté
de Chambers et al., 2003) (C) Expression de Nanog en « poivre et sel » dans la MCI, par
hybridation in situ (image de gauche) et immunomarquage (images de droite) (adapté de
Chazaud et al., 2006a)
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Fig.8 : Expression préimplantatoire de Gata6 et Gata4.

(A) Expression de la protéine (gauche) et du transcrit (droite) en poivre et sel, les fleches indiquent les
cellules n’exprimant pas Gata6 (Chazaud et al., 2006a). (B) Expression de la protéine Gata4 (les chiffres
donnés correspondent au nombre total de cellules de I’embryon (Plusa et al., 2008)




IC-2 Les acteurs moléculaires de la détermination Epr vs Epi

On sait que avant la mise en place de I’Epr et de DI’Epi, ces cellules sont
prédéterminées. On connait maintenant différents genes et voies de signalisation jouant un
role dans cette différenciation, méme si les mécanismes et interactions exactes sont loin d’étre

totalement élucidées.

Nanog est un facteur de transcription a homéodomaine identifi¢ simultanément par
deux équipes différentes. Les deux montrent que Nanog joue un rdle important dans le
maintien de la pluripotence des cellules ES et lui donnent ce nom basé sur la mythologie celte
du pays de la jeunesse éternelle « Tir nan Og » (Chambers et al., 2003; Mitsui et al., 2003). In
vivo, ils le décrivent comme un marqueur précoce de I’ICM. En effet, ’ARNm est détecté in
situ dans les cellules internes des morulas compactées et dans la MCI de blastocystes a E3.5 a
E4.0 (fig.7b). Un autre groupe montre par RT-PCR que ce facteur de transcription est exprimé
des le stade 2 cellules (fig.7a) (Wang et al., 2003). De plus, I’expression de Nanog dans la
MCI a E3.5 est restreinte qu’a une partie des cellules (fig.7c, « poivre et sel ») (Chazaud et
al., 2006) avant d’étre restreinte a 1I’Epi seul et perdue a I’'implantation (Chambers et al.,
2003). L’inactivation de Nanog dans les cellules ES entraine leur différenciation (Mitsui et
al., 2003). In vivo les mutants meurent apres implantation. A E3.5, ils présentent une
morphologie normale, mais en culture, la MCI ne prolifére pas, en accord avec 1’absence
d’Epi et d’endoderme extra-embryonnaire dans les embryons Nanog”™ 4 E5.5 (Mitsui et al.,
2003). L’analyse récente des mutants Nanog'/ " a montré que ces embryons présentent une
MCI plus petite, avec un Epi apparemment mal-différencié et 1’absence d’EPr (Silva et al.,
2009). La MCI de ces mutants semble bloquée avant leur spécification. En effet, ils ont
observé quelques rares cellules co-exprimant Oct4 et la cytokératine 8 au sein de la MCI

(Silva et al., 2009).

Deux facteurs GATA ont ¢té caractérisés comme marqueurs de I’EPr in vivo et in
vitro : Gata4 et Gata6. Ces genes codent pour des facteurs de transcription a doigts de zinc.
Dans I’embryon a E4.5 ils sont exprimés exclusivement dans I’EPr (fig.8) (Arceci et al., 1993;
Cai and Gudas, 2009; Chazaud et al., 2006; Koutsourakis et al., 1999; Morrisey et al., 1998).
Avant et apres, I’expression des deux facteurs difféere. En effet, Gata6 est co-exprimé avec

Nanog dans toutes les cellules de la morula aux stades 8 et 16 cellules et jusqu’au stade de
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blastocyste précoce ou quelques celles de la MCI peuvent encore les co-exprimer (Plusa et al.,
2008). Ensuite, son expression est progressivement restreinte a une partie des cellules de la
MCI a E3.5 selon un motif en « poivre et sel » (Chazaud et al., 2006). Il doit donc exister un
mécanisme qui permet de passer de la co-expression de Gata6 et Nanog a leur restriction
exclusive a deux types cellulaires différents. L’expression de Gata4 est induite plus
tardivement, également dans la MCI (fig.8b) (Plusa et al., 2008) et dans les cellules Gata6
positives (Claire Chazaud, données non publiées). Par la suite, I’expression de Gata6 devient
spécifique de I’endoderme pariétal (EP) et Gata4 de ’EP et de I’endoderme viscéral (VE)
(Cai and Gudas, 2009). Différentes €équipes se sont intéressées aux mutants Gata6™”, ils
montrent qu’il y a une 1étalité postimplantatoire due a des défauts dans la différenciation des
dérivées de ’EPr (Koutsourakis et al., 1999; Morrisey et al., 1998). Plus récemment une autre
équipe a détecté un phénotype plus précoce, montrant une absence d’EPr dans les embryons
Gata6” a E4.5 (Cai and Gudas, 2009). Gata6 joue donc un rdle important dans la
différenciation de I’EPr in vivo. La différence entre les phénotypes observés dans ces trois
¢tudes est certainement due a un probleme de génotypage. Il est donc possible, qu’un
phénotype plus précoce existe sans avoir été détecté. Il serait intéressant d’étudier le
phénotype de ces mutants plus tot, entre E2.5, E3.5 et E4.5 pour élucider le role de Gatab
dans la détermination des cellules endodermiques et la mise en place de I’épithélium. Les
embryons Gatad™ ne présentent pas de défaut précoce dans la formation de I’EPr (Kuo et al.,
1997). En revanche, ces mutants présentent des défauts cardiaques précoces et une mauvaise
fermeture du sac vitellin témoignant de la perturbation du réle inducteur du VE, un dérivé de
I’EPr (Kuo et al., 1997). Les doubles hétérozygotes Gata4"/Gata6"" sont 1étaux vers E13.5
(Xin et al., 2006). Ceci témoigne d’une redondance fonctionnelle entre ces deux facteurs.

De fagon intéressante, dans les cellules F9 mutantes pour Sox7, I’expression de Gata6 et
Gata4 est perdue lors de leur différenciation en EPr, placant ce facteur en amont des deux
genes Gata dans ce modele cellulaire (Futaki et al., 2004).

Les travaux in vitro ont apporté des arguments forts soutenant le role de Gata6 et Gata4 dans
la différenciation de I’EPr. En effet, ils sont induits lors de la différenciation de cellules ES en
EPr par I’acide rétinoique et leur surexpression dans les cellules ES est suffisante pour induire
cette méme différenciation (Capo-Chichi et al., 2005; Fujikura et al., 2002; Shimosato et al.,
2007). Dans les corps embryonnaires (CE) obtenus par agrégation de cellules ES en
suspension, les cellules externes forment I’EPr et ses dérivés (VE) et expriment Gatad et

Gata6 (Bielinska and Wilson, 1997; Fujikura et al., 2002; Soudais et al., 1995).
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L’invalidation de Gata6 ou Gata4 empéche la différenciation des cellules ES en EPr
(Bielinska and Wilson, 1997; Capo-Chichi et al., 2005; Soudais et al., 1995). L’addition en
culture d’AR peut sauver le phénotype des cellules Gata4™”", avec I’expression de Dab2 et
Gata6 (Bielinska and Wilson, 1997; Capo-Chichi et al., 2005). En revanche, ce sauvetage est
impossible pour les cellules mutantes Gata6” (Capo-Chichi et al., 2005). Gatab comme Gata4
sont des marqueurs de I’EPr, impliqués dans sa différenciation. Les résultats in vivo et in vitro
montrent, par les expériences d’invalidation génique et les marquages, que Gata6 se situe en
aval de Gata4 dans la cascade d’induction de I’EPr par I’AR. L’AR peut induire,
probablement directement, 1’expression de Gatab6 in vitro et par 1a, la différenciation en EPr.

En revanche, Gata4 ne semble pas étre requis dans cette cascade de différenciation par 1‘AR.

Le géne Grb2 (Growth factor Receptor-Bound protein 2) code pour une protéine
adaptatrice de la voie de signalisation des RTK (Récepteurs Tyrosine Kinase) tels que les
récepteurs aux FGF. GRB2 est requise pour la transduction du signal vers les voies RAS (Rat
Sarcoma virus oncogene), RAF (Raf-leukemia viral oncogéne) et MAPK (Mitogen-Activates
Protein Kinase). Les cellules ES inactivées pour le géne codant pour la protéine de liaison
RAS ne forment plus d’EPr in vitro (Hamazaki et al., 2006; Yoshida-Koide et al., 2004). 11 a
été montré que les mutants Grb2” sont incapables de former les dérivés de I’EPr in vitro
(Cheng et al., 1998). La réexamination de ces mutants montre la perte de I’expression de
Gata6 dans les mutants Grb2 qui ne forment plus d’EPr. L’absence de Gata6 est
accompagnée de 1’expression ectopique de Nanog dans la MCI, indiquant que les toutes les
cellules ont pris un destin épiblastique (Chazaud et al., 2006). La voie des RTK et la protéine
Grb2 sont donc réquis pour la différenciation de I’EPr en amont de Gata6 (Chazaud et al.,
2006). Les principaux acteurs qui agissent dans cette voie pour [I’induction du lignage
endodermique semblent appartenir a la signalisation FGF. Il a ét¢ montré que 1’invalidation de
Fgf4 ou des récepteurs FgfR1, FgfR2 présentent des phénotypes semblables aux embryons
Grb2”" invivo (Arman et al., 1998; Esner et al., 2002; Feldman et al., 1995). Le blocage de la
signalisation via Fgfr2 par introduction d’un dominant-négatif diminue la transcription de
genes endoderme-spécifiques comme Gata6, Sox17 et Foxa2 (Meszaros et al., 2007). De plus,
I’absence de Fgf4 empéche la formation d’EPr a la surface des CE et comme pour Gata4, ce
phénotype est sauvé par I’addition d’AR en culture (Wilder et al., 1997). L expression des
transcrits et protéines de Fgf4 est localisée au niveau de la MCI et de I’Epi (Niswander and
Martin, 1992; Rappolee and Werb, 1990). Des travaux tres récents confortent le role des FGF
dans la ségrégation entre EPr et Epi. L’inhibition de la voie FGF/MAPK in vivo phénocopie
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les mutants Grb2™" et induit I’identité ¢piblastique alors qu’une hausse de la signalisation via
cette voie promeut la différenciation en EPr (Nichols et al., 2009; Yamanaka et al., 2010).
D’une facon intéressante, I’inhibition et I’activation de la voie FGF/MAPK sur les embryons
en culture montre que les cellules pré-Epi et pré-EPr peuvent changer d’identité jusqu’a E4.0
(Yamanaka et al., 2010). En effet, I’'inhibition de la voie a partir de E3.5 induit encore
I’expression ectopique de Nanog dans la MCI et de méme pour I’activation tardive de cette
voie qui conduit a une expression de Gata6 dans toutes les cellules de la MCI (Yamanaka et
al., 2010). Le traitement d’embryons par la combinaison d’inhibiteurs de ERK et GSK3p,
21/31 (Ying et al., 2008), favorise €galement la différenciation exclusive d’Epi a partir de la
MCI, identifié¢ par un marquage fort de Nanog a E4.5 (Nichols et al., 2009). En revanche,
dans ces expériences, I’induction ectopique de Nanog par le 2i/31 n’est pas réversible comme
cela a été observé par Yamanaka et al. (Nichols et al., 2009). Cette différence est surement la
conséquence de I’inhibition plus longue dans le cas du 2i/3i. En effet, dans ce cas, les
inhibiteurs ne sont enlevés qu’aprés 2 jours de culture, donc un équivalent E4.5 (Nichols et
al., 2009). Yamanaka et al. n’observent une réversibilité que jusqu’a E4.0 (Yamanaka et al.,
2010). Mais les FGFs semblent ne pas étre les seuls RTK a jouer un role dans la
différenciation de I’EPr. Deux études par microarray identifient Pdgfra (Plateled derived
growth factor receptor @) comme un marqueur potentiel de I’EPr (Gerbe et al., 2008;
Kurimoto et al., 2006). Les Pdgfr activent la voie de la PI3K et peuvent jouer un rdle entre
autres dans les mouvements cellulaire et I’inhibition de I’apoptose. Récemment, il a été
montré que celui-ci, est en effet exprimé dans I’EPr et ses précurseurs et ses dérivés (Plusa et
al., 2008). Le suivi des cellules Pdgfia™® """ exprimant la GFP nucléaire au locus de
Pdgfra montre que de mécanismes complexes combinant mouvements cellulaires et
informations positionnelles dirigent la ségrégation entre ’Epi et I’EPr en plus de I’expression
des marqueurs spécifiques, Nanog et Gata6 (Plusa et al., 2008). Il s’agit ici d’un « gene trap »
et non pas d’un ciblage par recombinaison homologue. De plus d’autres ¢tudes montrent que
Pdgfra n’est pas spécifique des cellules endodermiques, mais exprimé plus largement dans

I’embryon (Morris et al., 2010; Yamanaka et al., 2010).

Comment se fait alors le passage d’un pool de cellules co-exprimant Gata6 et Nanog a
une MCI avec deux populations de cellules pré-Epi et pré-EPr exprimant exclusivement
Nanog ou Gata6 ? L’exclusion est progressive, car dans les blastocystes, les cellules co-
exprimant Gata6 et Nanog deviennent petit a petit moins nombreuses. Il doit exister une

inhibition mutuelle entre ces deux marqueurs permettant la spécification de précurseurs
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exprimant ou I’un, ou ’autre geéne. Le ou les mécanismes impliqués dans cette répression
restent a étre définis. Les différentes études sur la voie des RTK montrent qu’elle joue un role
important a ce niveau, car son inhibition conduit a la promotion de I’identité épiblastique et

inversement, son activation va promouvoir 1’identit¢ endodermique.

IC-3 La ségrégation EPr vs Epi

A E3.5, la MCI est donc composée d’un mélange de cellules pré-Epi et pré-EPr qui
forment, un jour plus tard, deux tissus distincts. Ce changement implique un tri cellulaire et
I’épithélialisation des cellules endodermiques. Le tri cellulaire pourrait se faire de manicre
active ou passive, ou les deux, en combinant migration active, différences d’adhésion et le
repositionnement des cellules filles saprés une mitose. Les études majoritairement in vitro sur

la formation de CE ont permit d’identifier de acteurs impliqués dans ces mécanismes.

La Maspine est une protéine jouant un role dans la migration cellulaire. Elle est
exprimée dans les dérivés de I’Epr. Les mutants Maspine”” meurent a I’implantation d’un
défaut de croissance général da a I’absence d’une couche de VE normale (Gao et al., 2004).
La mise en culture de ces embryons met en évidence des problémes de prolifération et de
différenciation de cellules de la MCI avec I’absence de cellules endodermiques et un
marquage plus rare de Gata4 (Gao et al., 2004). In vitro, la formation de corps embryoides
(CE) a partir de cellules ES Maspine’/ " conduit a des CE plus petits et désorganisés (Gao et al.,
2004). Les cellules de VE, formant un épithélium externe dans les CE sauvages, sont reparties

en « poivre et sel » dans les CE mutants.

On observe des phénotypes similaires pour le géne codant Dab2, une protéine
adaptatrice intracellulaire. Elle est impliquée dans I’endocytose ou elle peut s’associer a des
clathrines des cargos endocytiques et en parallele lier la protéine moteur Myosine VI (Inoue et
al., 2002; Mishra et al., 2001; Morris et al., 2002a). Elle est également capable de se lier a des
protéines transmembranaires, passageres des cargos endocytiques, telles que les LRP et les
intégrines. Dab2 est un marqueur spécifique, tardif, de I’Epr. Il est exprimé a E4.5 dans
I’épithélium fonctionnel (Yang et al., 2002). Dab2 est détecté au plus tot a E3,75 dans
quelques cellules endodermiques isolées ayant déja atteint la surface de la MCI. Cette

expression est polarisée, la protéine est localisée au pdle apical de ces cellules comme dans
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I’EPr (Gerbe et al., 2008). Deux phénotypes mutants ont été observés. Une premicre équipe
montre qu’en absence de Dab2 les embryons meurent pendant 1’implantation, incapables de
maintenir I’Epi et de gastruler (Morris et al., 2002b). Une deuxiéme, observe un phénotype
plus précoce avec un défaut de localisation des cellules de ’Epr a I’intérieur de I’Epi (Yang et
al., 2002). In vitro, ces résultats sont confirmé par les expériences sur corps embryonnaires.
Les cellules mutantes perdent ’expression de genes de la polarité épithéliale et sont mal
localisées, a I’intérieur des corps embryonnaires au lieu d’étre a la surface (Rula et al., 2007;
Yang et al., 2007).

Dab2 est donc un geéne requis dans le positionnement correct des cellules endodermiques et
dans leur migration. Le role de Dab2 dans la mise en place de I’EPr peut passer par 1’adhésion
cellulaire grace a I’interaction de Dab2 avec des molécules comme 1’intégrine B1, mais
également par son effet sur la polarisation des cellules en interagissant avec les réseaux
microtubulaires permettant la migration des cellules. L’inactivation de I’intégrine B1 conduit a
une létalité péri-implantatoire in vivo (Fassler and Meyer, 1995; Fassler et al., 1995; Stephens
et al., 1993; Stephens et al., 1995). La mise en culture des embryons mutants pour I’intégrine
Bl montre qu’il y a des défauts dans la croissance et la différenciation des cellules
endodermales a partir de la MCI proche de ce qui a été observé pour Fgf4 (Stephens et al.,
1995).

Des expériences de vidéomicroscopie in vivo montrent que les mouvements cellulaires
majoritaires dans la MCI seraient actine-dépendants et donc actifs (Meilhac et al., 2009). Ils
pourraient €tre impliqués dans la ségrégation entre cellules pré-Epi et pré-EPr, mais les
mouvements décrits dans 1’étude ne semblent pas trés évidents. Dans une autre étude,
I’expression de la H2B-GFP sous contrdle d’un marqueur de I’EPr en combinaison avec la
vidéomicroscopie a permit se mettre en €évidence un mouvement des cellules pré-EPr vers
I’interface avec la cavité blastoccelique (Plusa et al., 2008). In vitro, les cellules ES invalidées
pour I’E-cadhérine, ayant une force adhésion cellulaire faible, sont capables d’un tri
permettant de former une couche d’EPr a la surface de CE (Moore et al., 2009) suggérant que

dans le cas de la ségrégation Epi/EPr, ce I’E-Cadhérine ne jouerait pas un role primordial.

La formation de I’EPr implique non seulement la migration des cellules vers leur
localisation finale, mais également la mise en place d’un épithélium fonctionnel.
L’importance de Dab2 est clairement établie dans I’embryon et les cellules ES par 1’absence

de la mise en place de I’EPr. A partir d’un microarray Lrp2 (low density lipoprotein receptor
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bound protein 2), aussi appelée Megaline, a été idéntifié comme un géne potentiellement
impliqué dans la différenciation de I’EPr (Gerbe et al., 2008). Son expression est spécifique
de ’EPr a E4.5, avec d’autres protéines de la méme voie comme Lrpapl, Amnionless et
Cubiline. De fagon intéressante, la protéine est localisée au pole apical des cellules
épithéliales comme ’est Dab2. A E3.5, Lrp2 est exprimé dans le TE (Gerbe et al., 2008;
Gueth-Hallonet et al., 1994) et dans une partie des cellules de la MCI, en « poivre et sel »
(Gerbe et al., 2008). Le nombre de cellules exprimant Lrp2 augmente progressivement. Ces
cellules n’expriment pas Nanog, ce qui témoigne d’un rdle dans la mise en place, dans la
maturation de I’EPr (Gerbe et al., 2008). Il est important de noter que les cellules Lrp2 vont
progressivement acquérir des caractéristiques épithéliales. En effet, a E3.75, certaines
commencent a exprimer le Collagéne-1V, requis pour la production de la lame basale (Gerbe
et al., 2008). Les cellules en surface se polarisent individuellement, il y a colocalisation de
Lrp2 et Dab2 au poéle apical (Gerbe et al., 2008). Ceci est en accord avec les données in vitro
ou Lrp2 est recruté par Dab2 dans les CE (Yang et al., 2007). De plus, dans les cellules ES
Dab2”" 1a localisation apicale de Lrp2 est perdue (Yang et al., 2007).

Si 1l est clair que la MCI est composée de deux populations de précurseurs de, I’Epi et
de ’EPr, comme le montrent les nombreuses expériences décrites auparavant, les mécanismes
de tri cellulaire pour arriver a deux tissus distincts sont beaucoup moins ¢€lucidés. On peut
suggérer 1’existence de mouvements cellulaires passifs dus aux différences d’adhésion
cellulaire comme I’indiquent certains mutants de molécules d’adhésion (Gao et al., 2004;
Stephens et al., 1995), controvers¢ par d’autres (Moore et al., 2009). Des phénomenes de
migration active actine-dépendants ont également été proposés (Meilhac et al., 2009).

Il est probable que la différenciation et la ségrégation de I’EPr se font par I’acquisition
progressive de molécules d’adhésion cellulaire et de I’endocytose participant a leurs
déplacements et leur polarisation. Une fois a la surface, les cellules précurseurs de ’EPr se
polarisent une a une pour former progressivement un épithélium fonctionnel (fig.6) (Gerbe et

al., 2008).
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Fig.9 : Schéma du début du développement postimplantatoire, avec embryons in
situ (traduit de Nagy et al., 2003)
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Fig.10 : Schéma des différenciations cellulaires in vivo entre les stades
E3.5 et E6.0 (Gerbe et al., 2008); 1égende : TE = trophectoderme, orange ;
BC = blastoccele, cavité blastoccelique ; MCI = masse cellulaire interne ; Epi =
épiblaste, bleu ; EPr = endoderme primitif, vert ; VE = endoderme viscéral,
vert ; PE = endoderme pariétal, vert ; DVE = VE distal, jaune ; ExE =
ectoderme extraembryonnaire, rouge ; AVE = VE antérieur, jaune ; EC = cone
ectoplacentaire, rose ; PA = cavité proamniotique ; MS = mésendoderme



ID Implantation et devenir de I’EPr

A E4.5, I’embryon composé des trois tissus distincts : TE, Epi et EPr, va s’implanter
dans la paroi utérine. Pour cela, il doit tout d’abord éclore de sa zone pellucide. L’éclosion se
fait indépendamment de 1’environnement utérin. Elle peut avoir lieu in vitro et se fait grace a
la libération de protéases par les cellules du TE mural. Ensuite, ’embryon va adhérer a la
paroi utérine du coté ante-mésentéral par son extrémité abembryonnaire, au plus loin de I’Epi.
Cette adhésion va engendrer la formation d’une crypte utérine et la réaction déciduale sous
influence de progestérone et oestrogénes. L’embryon va continuer son développement au sein

de la décidue (fig.9) (Bielinska et al., 1999; Nagy et al., 2003).

Apres I'implantation, ’Epi continue a proliférer et va progressivement envahir la
cavité¢ blastoccelique. Il est entouré par une monocouche de cellules dérivées de I’EPr:
I’endoderme viscéral (VE). Les cellules de I’endoderme pariétal (PE), dérivant également de
I’EPr, vont migrer le long du TE mural et sécréter avec ce dernier différentes molécules
comme le collagene IV et des laminines afin de former une membrane basale dite « de
Reichert » (fig.10). L’ensemble du VE et du mésoderme extraembryonnaire constitue le sac
vitellin. Ce dernier est indispensable pour les premiers échanges nutritionnels avec la mere,
avant la mise en place du placenta (Bielinska et al., 1999).

Mais ce n’est pas le seul role des dérivés de I’EPr. Le VE est requis précocement, avant la
gastrulation, dans la mise en place d’axes embryonnaires. En effet, un premier axe, proximo-
distal (P-D) est définit par une zone distale du VE, le VE distal ou DVE. Cette région se
distingue morphologiquement par un épaississement des cellules (Rivera-Perez et al., 2003) et
I’expression de genes tels que Hex, Cerberus-like (Cerl) et Leftyl (Ang and Constam, 2004).
Il a ét¢ montré que cette région migre activement en antérieur (Srinivas et al., 2004), on parle
alors du VE antérieur ou AVE. L’AVE est caractérisé par 1’expression d’inhibiteurs de voies
de signalisation impliquées dans les structures postérieures comme WNT (Dkkl), BMP
(Cerl), et TGFp (Lefty)l (Ang and Constam, 2004). Il spécifie ainsi I’axe A-P en bloquant les
signaux postérieurs (Kimura et al., 2000; Perea-Gomez et al., 2001). Enfin, la migration, la
mise en place et le maintien de I’AVE sont orchestré par de nombreuses interactions avec les
tissus adjacents (Ang and Constam, 2004; Rossant and Tam, 2009).

Plus t6t, a ’'implantation, une asymétrie a déja été observée pour certains génes comme Hex

et Pem exprimés asymétriquement dans I’EPr a E4.5 (Chazaud and Rossant, 2006). La [-
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caténine nucléaire est retrouvée dans un trophoblaste unique faisant face a I’EPr (Chazaud
and Rossant, 2006). Leftyl a également été propos€¢ comme asymétriquement exprimé dans
I’EPr (Takaoka et al., 2006). Cette expression est controversée puisque d’autres ont montré
que Lftl est exprimé centralement ou symétriquement dans I’EPr (Chazaud and Rossant,
2006; Mesnard et al., 2006; Torres-Padilla et al., 2007b). Cerl (Cerberus) a ¢galement ¢té
proposé comme marqueur d’une asymétrie précoce. Le groupe de M. Zernicka-Goetz montre
que les cellules exprimant Cerl (Cerberus) auraient tendance a étre localisées de fagon

asymétrique dans les embryon des I’implantation (Torres-Padilla et al., 2007b).
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Fig.11 : Possibilités de différenciation de cellules EC in vitro, effet
de I’acide rétinoique en culture et tissus équivalents in vivo (adapté
et traduit de Soprano et al., 2007)



IE Les cellules souches dérivés du blastocyste

IE-1 Les cellules de carcinome embryonnaire

(fig.11) (Andrews, 2002; Yu and Thomson, 2008)

L’origine des cellules de carcinome embryonnaire (cellules EC) remonte aux années
50 avec I’observation de teratocarcinomes in vivo et plus particulierement au niveau des
testicules de souris. Ces carcinomes sont composés des trois lignées embryonnaires (ecto-,
endo- et mésoderme) et d’une population de cellules indifférenciées (Kleinsmith and Pierce,
1964). Dix a vingt années plus tard, les premieres lignées de cellules EC ont pu étre dérivées
(Evans, 1972). Les études et caractérisations qui ont suivi sur ces lignées les ont qualifiées de
« caricatures in vitro du développement ». La découverte de génes exprimés en commun entre
les cellules EC et les cellules pluripotentes de la MCI comme Oct4 ont permis de tracer des
parall¢les avec I’embryon (Artzt et al., 1973; Yeom et al., 1996). Quelques lignées de cellules
EC peuvent participer a la majorité des tissus dans la formation de souris chimeres, mais une
transmission germinale est extrémement rare.
Aujourd’hui, deux lignées de cellules EC sont principalement utilisées : les cellules P19 et les
cellules F9. Elles différent entre autres par leur potentiel de différenciation, par addition
d’acide rétinoique ou DMSO dans la culture, les P19 se différencient en tissus
embryonnaires : en neurectoderme ou mésoderme respectivement et en endoderme définitif.
Les cellules F9 se différencient en EPr et VE dérivés par addition d’AR et en PE en

combinant AR et AMPc ce qui en fait un outil de travail trés intéressant pour notre équipe.

IE-2 Les cellules souches embryonnaires

(Andrews, 2002; Chambers and Smith, 2004; Yu and Thomson, 2008)

Les premicres lignées ont été isolées il y a 30 ans a partir de blastocystes de trois jours
et demi en utilisant les conditions de culture des cellules EC : co-culture avec des fibroblastes
comme cellules nourricieres et du sérum (Brook and Gardner, 1997; Evans and Kaufman,
1981; Martin, 1981). La grande valeur de ces cellules vient du fait qu’elles peuvent participer

aux trois feuillets embryonnaires : ectoderme, mésoderme et endoderme, par différenciation
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in vitro ou in vivo apres réinjection dans un blastocyste (fig.12) (Beddington and Robertson,
1989). 11 faut néanmoins préciser que les cellules ES ne participent que tres
exceptionnellement aux tissus extraembryonnaires et ne peuvent donc étre considérées
comme totipotentes. Les cellules ES peuvent coloniser la lignée germinale de chimeres et
transmettre leur patrimoine génétique a la génération suivante. Cette caractéristique est
aujourd’hui largement utilisée dans 1’établissement de lignées de souris transgéniques pour

¢tudier les fonctions de génes donnés.

Depuis leur isolement, nombreuses €quipes ont cherché a adapter les milieux de
cultures afin de s’affranchir de 'utilisation des cellules nourricieres et du sérum et afin de
caractériser les molécules impliquées dans le maintien de la pluripotence et de
I’autorenouvellement en culture de ces cellules. Le LIF (Leukemia Inhibitory Factor) fait
partie de la famille des Interleukine-6 (Il-6) et a ét¢ le premier facteur identifi¢ dans le
maintien des cellules ES in vitro par fractionnement du milieu de culture conditionné (Smith
et al., 1988; Williams et al., 1988). Il est sécrété par les fibroblastes et agit via le complexe de
récepteur de LIF (LIFR) et gpl130 pour activer les voies de signalisation JAK/STAT, via
STAT3 (Yoshida et al., 1994; Yu and Thomson, 2008), et ERK/MAPK (Takahashi-Tezuka et
al., 1998; Yu and Thomson, 2008). /n vivo, en revanche, ni LIF, ni gp130 ou STAT3 ne sont
requis avant la gastrulation (Takeda et al., 1997; Ware et al., 1995; Yoshida et al., 1996; Yu
and Thomson, 2008) indiquant que I’embryon utilise d’autres voies de signalisation dans le
maintient de la pluripotence de I’Epi. L’addition de BMP4 en plus de LIF bloque la
différenciation des cellules en absence des cellules nourriciéres et de sérum. De méme, la
combinaison d’un inhibiteur spécifique de la GSK3p, le BIO (6-bromoindirubin-3’-oxim),
permet en combinaison avec le LIF la génération de cellules ES sans sérum ou « feeder »
(Sato et al., 2009). Récemment, d’autres travaux ont permis le maintient des cellules ES en
culture a I’aide d’inhibiteurs spécifiques des voies Wnt et phospho-ERK sans LIF ni BMP
(fig.13) (Ying et al., 2008).

IE-3 Les cellules souches épiblastiques

Récemment, un nouveau type de cellules pluripotentes a été isolé a partir de I’épiblaste
d’embryons postimplantatoires a E5.75 : les cellules souches épiblastiques ou EpiSC (Brons

et al., 2009 ; Tesar et al., 2009). Ces cellules ressemblent beaucoup aux cellules souches
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embryonnaires humaines (hES) et difféerent en nombreux points des cellules souches
embryonnaires murines dérivées de la MCI d’un blastocyste. En effet, leur dérivation ne peut
se faire dans un milieu conditionné pour cellules ES murines (LIF/BMP), mais devient
possible dans le milieu conditionné utilisé pour la culture des cellules hES (Brons et al., 2007,
Tesar et al., 2007). En effet, leur isolement et maintien nécessitent la présence d’activine A
car son inhibition entraine leur différenciation (Brons et al., 2007). Le maintien des cellules
ES humaines requiert également FGF, dans les EpiSC murines il est dispensable, mais semble
améliorer la qualité générale de la culture (Brons et al., 2007). Comme c’est le cas pour les
cellules ES de souris, les EpiSC expriment des facteurs de pluripotence tels que Oct4, Nanog
et Sox2 en revanche elle n’expriment pas Rexl et ne présentent pas d’activité alkaline
phosphatase (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). Ces cellules sont incapables de coloniser
un embryon dans les expériences de chimérisme, mais forment des tératocarcinomes avec
nombreuses cellules différenci¢es (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007). Enfin, les EpiSC
sont des cellules souches pluripotentes avec un large spectre de différenciation in vitro ou
elles peuvent donner les différents types cellulaires embryonnaires mais €galement des

cellules de I’EPr et du TE par I’action de BMP4 (Brons et al., 2007; Tesar et al., 2007).

IE-4 Les cellules souches extraembryonnaires

1E-3 a) Les cellules souches trophoblastiques

Les cellules souches trophoblastiques ou cellules TS pour « Trophoblast Stem cells »
peuvent étre dérivées de I’ectoderme extraembryonnaire avant la gastrulation ou bien du TE
de blastocystes a E3.5. Elles ont été isolées pour la premicre fois il y a une dizaine d’années
grace a un milieu conditionné par des fibroblastes primaires murins : EMFI-CM additionné de
FGF4 et d’héparine (Tanaka et al., 1998). Leur contribution dans les chiméres est limitée aux
dérivés du TE. Elles expriment des marqueurs trophoblastiques comme Cdx2 et Eomes
(Tanaka et al., 1998). L’absence de FGF4 dans la culture provoque la différenciation des
cellules TS. Elles prennent un aspect de cellules géantes et la transcription de geénes tels que
Mash2, spécifique du cone ectoplacentaire, et Pl-1, un marqueur des cellules géantes, est

induite (Tanaka et al., 1998).
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1IE-3 b) Les cellules souches d’endoderme extraembryonnaire

Les cellules XEN pour « eXtraembryonic ENdoderm » ont été isolées récemment
(Kunath et al., 2005). Trois différents protocoles sont décrits, mais la procédure la plus
efficace semblerait étre la mise en culture de MCI selon les conditions requises pour les
cellules TS (EMFI-CM, Embryonic Fibroblast Conditioned Medium).

Ces cellules sont capables d’autorenouvellement sans apparition d’anormalités phénotypiques
et participent aux dérivés de ’EPr dans les expériences de chiméres. De plus, elles expriment
différents marqueurs en commun avec I’EPr tels que Gata4, Gata6, Dab2 et Pdgfra
présentant ainsi un modele adéquat dans 1’¢tude de la différenciation de I’EPr (Kunath et al.,
2005). Le retrait du milieu conditionné va entrainer la différenciation avec d’importants
changements morphologiques. Cette différenciation induit la diminution de Sox7 et Gata4 et
induit la transcription de Afp ce qui les rapproche des cellules du VE embryonnaire. Elles
augmentent fortement de volume et présentent des vacuoles et leur propagation devient
impossible (Kunath et al., 2005). Dans les expériences de chimérisme, les cellules XEN
introduites dans un blastocyste peuvent participer aux dérivés de ’EPr. Elles vont avoir une
trés forte tendance a coloniser le PE plutét que le VE probablement a cause d’un biais
expérimental (Kunath et al., 2005). Les cellules XEN indifférenciées présentent une curiosité
morphologique. Elles peuvent prendre une forme arrondie ou épithéliale avec une plasticité

entre ces deux sans passer par une division cellulaire (Kunath et al., 2005).

IE-5 les cellules souches et biologie du développement

Grace a leurs similarités avec les cellules de I’Epi, les cellules ES sont couramment
utilisées comme modele in vitro du développement précoce. Elles présentent de nombreux
avantages par rapport aux embryons. Un trés bon exemple sont les corps embryonnaires (CE).
Il s’agit de cellules ES cultivées en suspension et formant des agrégats en absence de LIF. Les
CE sont un outil précieux car elles récapitulent les différentes étapes du développement
précoce. En effet, elles sont capables de former tous les types cellulaires: des tissus
extraembryonnaires comme I’EPr et ses dérivés et les tissus embryonnaires, c’est-a-dire les 3
feuillets embryonnaires, ectoderme, mésoderme et endoderme (Desbaillets et al., 2000;

Wobus and Boheler, 2005). Leur capacité a se différencier en tissus extraembryonnaires dans
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les CE est surprenante, car dans les chimeres elles ne vont coloniser que les tissus

embryonnaires mettant en avant la différence entre 1’environnement in vivo et in vitro.

Depuis leur isolement, les cellules souches ont permis de faire d’importantes avancées
dans la compréhension du caractere de pluripotence. La comparaison entre différents types de
ellules souches au niveau transcriptomique a amené la caractérisation moléculaire des ces
cellules, par exemple entre les cellules ES et les cellules XEN (Kunath et al., 2005) ou les
cellules ES et TS (Tanaka et al.,, 2002). Ces travaux ont ainsi apport¢ une contribution
importante a la compréhension du role et des interactions de facteurs clés impliqués dans les
premicres déterminations cellulaires tels que Cdx2 (Niwa et al., 2005), Oct4 (Niwa et al.,
2000), Nanog (Mitsui et al., 2003) et les facteurs Gata4 et Gata6 (Fujikura et al., 2002).
Grace aux paralléles établis entre Epi et cellules ES, entre TE et cellules TS et enfin entre EPr
et cellules XEN, de nouveaux marqueurs EPr spécifiques ont pu étre identifiés et étudiés. En
effet Lrp2, décrit auparavant, a été identifié et sélectionné comme un marqueur de I’EPr grace
a un microarray réalisé sur les embryons et les cellules ES, TS et XEN en sélectionnant les
genes induits aux stades E3.5 et E4.5 et absents des cellules ES et TS (Gerbe et al., 2008).

De plus, des expériences récentes d’immunoprécipitations de la chromatine sur les cellules ES
ont apporté une vision plus claire des interactions facteur de transcription/genes cibles. Il a pu
étre montré que Oct4, Nanog et Sox2 cooperent dans la régulation de nombreuses cibles et
dans une boucle auto-régulatrice participant ainsi dans la maintien de la pluripotence des

cellules ES (Boyer et al., 2005; Masui et al., 2008; Pan and Thomson, 2007).

Malgré toutes ces informations obtenues grace aux cellules souches, il faut toujours
garder a I’esprit qu’il s’agit d’un modele in vitro. Ceci implique que les cellules sont sorties
de leur contexte physiologique, perdant ainsi les interactions avec d’autres tissus et 1’apport
éventuel de facteurs exogeénes absents en culture. On ne peut d’ailleurs connaitre tous les
changements que ces cellules subissent a leur isolement comme par exemple des changements
dans les marques épigénétiques. La différence entre une cellule in vivo et I’équivalent in vitro
a ¢été vu par exemple par I’expression de la Lectinel4 dans les cellules ES et qui est absente
de I’Epi (Poirier et al., 1992). Enfin, il ne faut pas oublier les artéfacts de la culture in vitro
comme la différenciation des cellules ES en tissus extraembryonnaire au niveau des CE

(Beddington and Robertson, 1989).
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IF  Reprogrammation épigénétique au cours du développement
préimplantatoire

(Corry et al., 2009; Henckel et al., 2007; Shi and Wu, 2009; Surani et al., 2007)

Un grand nombre d’études s’intéressent a la compréhension du rdle des mécanismes
épigénétiques dans le développement précoce. Tout comme pour les études plus
« classiques » en génétique, les équipes cherchent a expliquer le passage d’une population de
cellules homogenes pluripotentes a une population de cellules hétérogénes composée de
différentes identités. Dans la bibliographie on retrouve diverses définitions de 1’épigénétique
qui se recoupent toutes sur « un ensemble de méchanismes capables de provoquer un
changement phénotypique héritable sans altérer la séquence génomique ». Les principaux
mécanismes cités en rapport avec le développement préimplantatoire sont la méthylation de
I’ADN et les modifications post-traductionnelles des histones, mais ¢galement I’inhibition par
les petits ARN (RNA1) et la variabilité des histones. Les mutations affectant la majorité des
acteurs €pigénétiques présentent des phénotypes développementaux séveres et généralement
une létalité embryonnaire précoce témoignant ainsi de I’importance de ces mécanismes dans

la régulation de I’embryogenése (Surani et al., 2007).

IF-1 Méthylation de ’ADN

En général, I’hyperméthylation de ’ADN correspond a un état répressif pour la
transcription, a 1’inverse des régions transcriptionnellement actives majoritairement
hypométhylées. Au cours des premicres étapes du développement d’importants remaniements
de la méthylation de ’ADN ont lieu. Lors de leur maturation ’ADN des gametes est méthyle
apportant ’empreinte parentale. Apres la fécondation et a la formation des pronoyaux, la
méthylation générale va subir d’importants changements, alors que 1’empreinte parentale reste
intouchée. En effet, il y a déméthylation active dans le pronoyau male par un mécanisme
encore inconnu. Ensuite il y a une déméthylation passive du génome entier jusqu’au stade
morula, la conséquence de 1’abscence d’une méthyltransférase de maintien Dnmtl (DNA
M¢éthyl Transferase 1) (Rougier et al., 1998).

La re-méthylation ou méthylation de novo ne reprend qu’a la formation du blastocyste grace a

I’action des méthyltransférases Dnmt3 (Okano et al., 1999; Santos et al., 2002). C’est a ce
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moment que sont crées les premieres différences épigénétiques visibles entre les cellules de
I’embryon. Le TE, différencié, restera hypométhylé¢ a I’inverse de la MCI qui montre un
niveau de méthylation plus important (Santos et al., 2002) qui va de pair avec 1’expression

restreinte a ’MCI de DNMT3b (Hirasawa and Sasaki, 2009; Watanabe et al., 2002).

IF-2 Modifications d’histones

Les modifications d’histones sont un deuxiéme volet important dans la régulation
épigénétique de I’embryogenese. Elles incluent [D’acétylation, la méthylation, la
phosphorylation, 1’ubiquitinylation et la sumoylation. Toutes peuvent jouer un rdle, mais
I’acétylation et la méthylation sont les événements les plus connus. Additionné a la
méthylation de ’ADN, ces modifications peuvent apporter un niveau supplémentaire aux
régulations épigénétiques. Comme la méthylation de I’ADN, les modifications des histones
sont tres dynamiques au cours de la préimplantation et il existe d’importantes différences
entre les pronoyaux males et femelles (Shi and Wu, 2009).

Il a ét¢ montré que ces modifications d’histones sont impliquées dans la pluripotence des
cellules de I’embryon précoce en modulant la transcription de genes clés (Corry et al., 2009).
Par exemple, dans un embryon au stade quatre cellules, les blastomeéres qui contribueraient
majoritairement au TE polaire et a la MCI ont une méthylation maximale de I’histone H3 sur
des résidus arginines spécifiques. En revanche ceux qui participeraient plutét au TE mural
présentent une méthylation minimale de 1’histone H3 (Torres-Padilla et al., 2007a). La
surexpression de CARMI, une arginine méthyltransférase spécifique de H3, dans un
blastomere unique dirige la contribution de sa descendance vers la MCI principalement. Ce
biais dans la détermination des cellules s’accompagne d’une forte augmentation
transcritpionnelle de Nanog et Sox2 (Torres-Padilla et al., 2007a).

Une autre étude, réalisée sur la méthylation des histones dans les cellules ES propose que la
combinaison de marques activatrices et inhibitrices de la transcription permets le blocage de
la transcription de geénes développementaux tout en permettant une activation
transcriptionnelle en réponse a un programme de différenciation donné (Bernstein et al.,

2006).
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IF-3 Inactivation du X

(Corry et al., 2009)

Chez les mammiferes, 1’inactivation d’un chromosome X au cours du développement
préimplantatoire est trés dynamique. De la fécondation et jusqu’au stade morula, le
chromosome X paternel (Xp) va étre inactivé (Okamoto et al., 2004). Pendant ces stades 1a, le
chromosome X maternel (Xm) reste actif. Par la suite, le chromosome Xp est déréprimé dans
la MCI, mais reste inactif dans le TE (Mak et al., 2004; Okamoto et al., 2004). Apres
I’implantation, le chromosome Xp est inactif dans tous les tissus extraembryonnaires. Dans la
MCI, considérée homogeéne a 1’époque, a lieu I’inactivation aléatoire d’un chromosome X,

maternel ou paternel.

Une étude récente montre que le domaine d’expression de Nanog coincide avec la
réactivation du chromosome X inactivé (Silva et al., 2009). IIs montrent que, alors qu’a E3.5
toutes les cellules portent la marque de I’inactivation, un jour plus tard, uniquement les
cellules exprimant Nanog et donc 1’Epi, perdent cette marque et ont réactivé le X (Silva et al.,
2009). Ces resultats sont cohérents avec I’inactivation du chromosome Xp, observé dans tous

les tissus extraembryonnaires apres 1’implantation.
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II La voie de signalisation des rétinoides

IIA Vitamine A et acide rétinoique dans ’organisme (fig.14)

L’acide rétinoique (AR), une petite molécule lipophile, est le dérivé actif de la
vitamine A aussi appelée rétinol. L’ensemble de la vitamine A et de ses différents dérivés est
regroupé sous le terme de « rétinoides ». L’importance de cette voie de signalisation mise en
évidence dés le début du 20°™ siécle avec la découverte par différentes équipes d’une
substance, qu’ils baptiserent substance « liposoluble A ». Ils ont montré quelle est
indispensable pour une croissance normale des rats et souris et I’absence ou la carence
entrainait des infections oculaires et troubles de la vision. Ces phénotypes lui ont valu son
nom « rétinol » (Moore, 1965). Les premiers phénotypes de carence maternelle en vitamine A
au niveau embryonnaire ont ¢ét¢ analysés environ 20 années plus tard. Regroupées sous le
terme de « syndrome de déficience feetale en vitamine A », il s’agit de malformations du tract
urogénital, respiratoire et cardio-vasculaire. De nombreuses anormalités congénitales ont
¢galement été associées a un exces en rétinol tels que des défauts au niveau des yeux et du
cerveau (Cohlan, 1953). Il est donc clair qu’une balance précise de la vitamine A est

importante durant le développement embryonnaire.

La vitamine A est d’origine alimentaire chez 1’adulte et d’origine maternelle au cours
du développement. Elle peut tre ingérée sous forme de caroténoides (son précurseur naturel),
principalement le B-caroténe, contenus dans les l1égumes et fruits principalement orangés ou
sous forme d’esters de rétinol contenus dans les aliments d’origine animale. Dans
I’organisme, le B-caroténe ou I’ester de rétinol ingéré est digéré, absorbé et transporté vers le
foie ou il est stocké sous forme d’esters de rétinol. Le rétinol est ensuite acheminé vers les
cellules cibles par la circulation sanguine. Ce transport dans le plasma est facilit¢ par sa
liaison a des protéines de type RBP (Retinol Binding Protein). L entrée du rétinol est facilitée
par un transporteur membranaire et récepteur de RBPs, STRA6 (Kawaguchi et al., 2007). La
molécule est ensuite prise en charge par les CRBP (Cellular Retinol Binding Protein) qui
facilitent sa conversion en rétinyl-esters pour le stockage mais €également sa présentation aux

enzymes de synthese de I’AR. Une fois dans les cellules, le rétinol va subir une suite de
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Fig.15 : Transport, métabolisme et signalisation des rétinoides dans les cellules embryonnaires. Les
sources de rétinoides sont le rétinol circulant maternelle pour les espéces placentaires et les caroténoides
stockés dans le jaune d’ceuf des especes ovipares. Le rétinol circulant est absorbé dans les cellules grace
au récepteur membranaire STRAG. Ensuite, il est pris en charge par des protéines CRBP (cellular retinoid
binding protein) et présenté aux enzyme de synthése de I’acide rétinoique (AR). L’AR ainsi obtenu peut
activer la transcription de génes cibles dans le noyau, passer dans d’autres cellules pour un effet paracrine
ou est dégradé par les enzymes CYP26 et éliminé (Niederreither et Dollé, 2008).



transformations conduisant a la production d’acide rétinoique (AR) qui pourra alors jouer son

role dans I’activation transcriptionnelle de génes cibles (fig.15).
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I’¢lément de réponse RARE de RARP (Rossant et al., 1991). Les
embryons sont coloré au X-gal et traités (b,d,f) ou non (a,c,e) par
I’acide rétinoique.



1IB Métabolisme de I’acide rétinoique au cours du développement

IIB-1 La synthese de I’acide rétinoique

Une fois entrée dans la cellule, une molécule de rétinol est prise en charge par les
CRBP (Cellular Retinol Binding Protein) qui facilitent sa conversion en rétinyl-esters pour le
stockage mais également sa présentation aux enzymes de synthése de I’AR (Niederreither and
Dolle, 2008). Des expériences de lignée rapportrice montrent la présence d’AR et sa
signalisation deés E7.5. Les souris transgéniques portant le gene AsplacZ sous contrdle de trois
¢léments de réponse a I’AR, RARE (Retinoic Acid Response Element), montre son
expression des le jour E7.5 dans la partie postérieure de I’embryon et tout le long de la ligne
primitive (fig.16) (Rossant et al., 1991). De plus, la culture d’explants sur une lignée de
cellules rapportrice F9 RARE-lacZ montre que les embryons a E7.5, mais pas a E6.5
possedent ’AR capable d’induire I’expression de la B-galactosidase dans les cellules (Ang et
al., 1996). Ceci suggere la présence de synthese active d’AR dans ’embryon des E7.5 quand
la gastrulation a débuté. La différence de détection d’un jour entre les expériences décrites
montre que 1’absence de preuves d’activité de la signalisation rétinoide avant ces stades peut
étre du a la limite des techniques utilisées. Cette synthése se fait en étapes d’oxydation :
d’abord le rétinol est transformé en rétinaldéhyde puis celui-ci est converti en AR (fig.17).
Ces deux étapes sont réalisées par différentes familles de déshydrogénases présentées ci-

dessous.

Trois familles de déshydrogénases jouent un réle important dans la synthése d’AR
durant le développement embryonnaire: les alcool-déshydrogénases (ADH) et les
déshydrogénases/réductases a chaine courte (SDR) catalysent la premicre oxydation
(Niederreither and Dolle, 2008; Pares et al., 2008) et les rétinaldéhyde-déshydrogénases
(RALDH ou ALDH) la deuxieme (Duester, 2008; Duester et al., 2003).

Trois ADH jouent un role majeur dans la conversion du rétinol en rétinaldéhyde : ADHI, 3 et
4. L’expression de Adh3 est ubiquitaire pendant le développement contrairement a Adhl et
Adh4 qui sont exprimés de fagon tissu spécifique. Les mutants Adh3” ont une sensibilité
accrue a une déficience en vitamine A. En absence d’AR, ces embryons vont développer de

plus importants phénotypes, témoignant du role important de Adh3 dans la production d’AR
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Fig.17 : Synthése et dégradation de I’acide rétinoique : le rétinol ou vitamine A est oxydé en rétinaldéhyde par les
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déshydrogénases (RALDH). La dégradation de I’AR se fait par les cytochromes P450 (CYP450).



endogene (Deltour et al., 1999). ADH1 et ADH4 sont également impliquées dans la
production de rétinaldéhyde, mais leur fonction est plus restreinte que pour ADH3. En effet,
elles sont exprimées dans seulement quelques régions. L’absence in vivo des ces enzymes
n’entraine pas de probleémes de croissance ou de survie comme cela a été observé pour les
souris Adh3™ dans les conditions normales (Deltour et al., 1999). En revanche, les mutants
Adhl”" présentent une perte importante du meétabolisme rétinoique conduisant a une toxicité
due a l’exces de rétinol (Molotkov et al., 2002b). Enfin, lorsque Adh4 est invalidé
génétiquement, la méme sensibilité a un déficit en vitamine A que pour les mutants pour Adh3
peut étre observé (Deltour et al., 1999). La double invalidation de Adhl et Adh4 reproduit le
phénotype des mutants Adh4” en cas de déficit en rétinol et le phénotype des mutants simples
AdhI”" dans le cas d’un excés en rétinol (Molotkov et al., 2002a). Les enzymes ADHI et
ADH4 ont donc des fonctions distinctes, qui ne se recoupent pas dans le métabolisme du
rétinol (Molotkov et al., 2002a).

Deux enzymes de la famille SDR ont été identifiés dans la synthese d’AR durant
I’embryogenese : RDH1 et RDH10 (Retinol DesHydrogénase). Comme pour Adhl,3 et 4
I’invalidation de Rdhl n’est pas l1étale dans les conditions standard d’apport en rétinol. 1l est
exprimé dans une grande partie de I’embryon des E7.5 et plus spécifiquement dans le foie et
les reins par la suite. Les souris RdhI” présentent une augmentation de rétinyl-esters
montrant que la conversion du rétinol est bloqué et qu’il est donc stocké (Zhang et al., 2007).
Contrairement aux autres ADH et RDH, I’absence de I’enzyme RDHI10 conduit a un
phénotype trés sévere avec une létalité précoce vers E13. Ces mutants peuvent toujours
maintenir une synthése d’AR dans quelques tissus isolés, ADH1,2 et 3 et RDH1 sont donc

capables de cataboliser la réaction de rétinol et rétinaldéhyde (Sandell et al., 2007).

A TDinverse de la premiere réaction d’oxydation du rétinol en rétinaldéhyde, la
deuxiéme produisant I’AR est irréversible (fig.17). Cette réaction est catabolisée par les
Aldhla (ou Raldh). Chez la souris, 3 membres (ALDHI1al, 2 et 3) sont impliqués dans la
formation d’AR (Duester et al., 2003).

Aldhla2 (ou ALDH1A2) est le membre avec la plus grande spécificité pour son substrat
(Zhao et al., 1996). 11 a été montré qu’elle est indispensable a la survie embryonnaire et la
morphogénése précoce. Les embryons Aldhla2”” meurent vers la moitié de la gestation,
incapables de réaliser leur rotation axiale (Niederreither et al., 1999). Ils présentent de graves
défauts dans la formation du cceur et entre autres un raccourcissement de I’axe antéro-

postérieur. Le sauvetage de ce phénotype par administration d’AR via la mere confirme que le
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Fig.18 : Synthése et activité d’AR in vivo ; (A) : expression de
Raldh?2 par hybridation in situ dans embryons sauvages (WT) a
E8.5, elle est similaire a la région ou la signalisation par AR est
active (B, reporter RARE-lacZ). L’activité¢ de I’AR est perdue
lorsque Raldh?2 est invalidé, il joue donc un role essentiel a ce
niveau (C, -/-). (Molotkova et al., 2005)



défaut est effectivement la suite du manque d’AR et confirme son rdle a ce niveau (Mic et al.,
2002; Niederreither et al., 1999). Aldhla2 est exprimé¢ dans la partie présomitique du
mésoderme et sa distribution y est similaire a celle de la détection I’ AR a E7.5 comme le
montrent les expériences de gene rapporteur, RAREhspLacZ (fig.18) (Molotkova et al., 2005;
Niederreither et al., 1999).

Par la suite deux autres membres de la famille peuvent prendre le relais au niveau des yeux et
des ébauches olfactives : Aldhlal et 3 (Molotkov et al., 2006). Les mutants pour Raldhl sont
viables et fertiles, mais présentent des taux anormalement fort de rétinylesters et
rétinaldéhyde dans le foie (Fan et al., 2003). Il est donc probable qu’il y ait redondance
fonctionnelle avec par exemple Aldhla3 pour compenser 1’absence de Aldhlal. Aldhla3 est
exprimé des E8.75, également de fagon région spécifique, entre autres au niveau des vésicules
optiques et des futurs systemes olfactifs et acoustiques (Mic et al., 2002; Mic et al., 2000). En
absence de cette enzyme, les souriceaux meurent a la naissance avec des défauts nasaux et
présentent un léger retard dans la croissance rétinienne (Dupe et al., 2003). D’autres
invalidations de Raldh3 entrainent des défauts oculaires plus importants, peut-€tre dus a une
différence de lignée, mais toujours témoignant de 1’importance d’Aldhla3 dans Ie
développement de la rétine et de 1’ceil (Matt et al., 2005; Molotkov et al., 2005). Les doubles
mutants pour Aldhlal et Aldhla3 présentent le méme phénotype que pour Aldhla3 seul
témoignant du role important d’Aldhla3 dans le développement de I’ceil comparé a Aldhlal

(Molotkov et al., 2006).

IIB-2 la dégradation de I’acide rétinoique

L’¢limination d’acide rétinoique passe principalement par le métabolisme cellulaire.
Les enzymes responsables de la clairance de ’AR au cours du développement et dans
I’organisme adulte sont les protéines Cyp26. Chez la souris comme chez ’Homme il existe
trois genes codant pour des Cyp26: Cyp26al, Cyp26bl et Cyp26cl. Au cours du
développement, ces enzymes ont des domaines d’expression précis dans I’espace et dans le
temps.
Cyp26al est le premier membre identifi¢ de la famille et est un gene inductible par ’AR
(Fujii et al., 1997; Loudig et al., 2005). I est exprimé dans ’embryon des E5.5 dans
I’ectoderme et I’endoderme extraembryonnaire et dans le VE (Fujii et al., 1997; Uehara et al.,

2009). Par la suite, il est également détecté dans le mésoderme et fortement au niveau de la
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ligne primitive. Entre E7.25 et E8.5 ont lieu d’importants changements dans le profil
d’expression de Cyp26al. En effet, il y a une tres forte augmentation dans les régions
antérieures de I’embryon (Fujii et al., 1997). Plus tard dans le développement, son expression
se retrouve principalement dans deux régions. Une région antérieure avec les cellules de la
créte neurale et une région postérieure incluant la plaque neurale caudale, 1’ébauche de la
queue et la partie postérieure des futurs intestins (Abu-Abed et al., 2001; Fujii et al., 1997).
De fagon intéressante, les domaines d’expression de Cyp26al et de Raldh2? sont
complémentaires dans le développement caudal mettant ainsi en évidence la régulation
précise de I’AR dans le développement. L’absence de Cyp26al, obtenue par recombinaison
homologue, entraine des défauts trés séveres dans le développement des structures
postérieures de I’embryon entrainant une létalité vers la moitié de la gestation (Abu-Abed et
al., 2001). Ces mutants présentent des troncations postérieures avec des malformations graves
des membres postérieurs, de la queue et du systéme uro-génital, mais également des
problémes dans la mise en place du cerveau (Abu-Abed et al., 2001).

L’expression de Cyp26b1 est également présente dés E6.25. Des expériences récentes
d’hybridation in situ montrent la présence d’ARNm au niveau du cone ectoplacentaire
(Uehara et al., 2009). Par la suite, il est exprimé spécifiquement dans les rhombomeéres 3 et 5
puis distalement dans les ébauches des membres et au niveau du futur nez, mandibule et
maxillaire (MacLean et al., 2001). L invalidation de Cyp26b1 entraine une malformation des
membres avec des défauts importants dans le « patterning ». On peut également observer des
problémes osseux, montrant 1I’importance de Cyp26bl dans la protection des chondrocytes
contre 1’apoptose et dans leur maturation (Yashiro et al., 2004). Ce phénotype s’approche de
celui observé en cas d’exces en AR mettant de nouveau en valeur le role des Cyp26 dans la
clairance de I’AR au cours du développement.

Le troisieme membre de la famille est Cyp26¢1. Comme pour Cyp26b1, son expression a été
montrée dés E6.25 dans le cone ectoplacentaire (Uehara et al., 2009). Par la suite, il est
exprimé dans certains rhombomeres (2 et 4), le futur cerveau et le premier arc branchial ainsi
que les épithéliums buccaux et dentaires (Tahayato et al., 2003). Le simple mutant Cyp26¢cl
ne présente pas d’anormalités phénotypiques apparentes. Le cerveau se développe quasi
normalement sans doute grace a I’expression maintenue de Cyp26al (Uehara et al., 2007). En
revanche, la double invalidation Cyp26a]c]'/‘ phénocopie 1I’embryopathie sévere li¢ a un
exces d’AR avec des malformations plus importantes que dans les simples mutants (Uehara et
al., 2007). On peut observer des défauts dans la mise en place « antéro-postérieure » du

cerveau suggérant que Cyp26al et Cyp26cl cooperent dans sa mise en place. De fagon
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Fig.19 : Mod¢ele de protection de 1’épiblaste contre 1’AR
maternel. (A) dans I’embryon avant la gastrulation, I’AR est
présent dans le sérum, Raldh2 est exprimé dans la décidue. (B)
Domaines d’expression des CYP26 dans I’embryon sauvage
(WT) et effet inducteur de I’AR maternel sur I’expression de
Nodal via ses RARE (Uchara et al., 2009)



intéressante, ce phénotype du systéme nerveux central est sauvé par la mutation nulle de
Raldh2 appuyant I’hypothése qu’un excés d’AR entraine le phénotype Cyp26alcl - (Uehara
et al., 2007). Récemment, 1’étude du triple mutant CypZéa]b]c]’/‘ a permit de mettre en
¢vidence un role plus précoce de la dégradation d’AR (Uehara et al., 2009). Ils observent dans
ces embryons une duplication partielle ou entiere de 1’axe corporel et du tube neural avec une
la duplication du marquage de la ligne médiane par Sh/ (Sonic hedgehog) et de la ligne
primitive par 7" (Brachyury). Ce phénotype est proche de celui observé pour les mutants de
Leftyl et Cerl, des antagonistes de Nodal (Perea-Gomez et al., 2002). En concordance avec
cette similarité, ils trouvent une expression anormale de Nodal normalement postérieure, dans
tout I’Epi (Uehara et al., 2009). C’est cette dérégulation de Nodal qui est responsable du
phénotype sévere des embryons Cyp26albl ¢I”" car son invalidation permet d’empécher la
duplication de la ligne médiane. Enfin, ils montrent que I’AR régule directement Nodal par
deux séquences RARE au sein d’une région régulatrice de Nodal. Ils émettent le modele
d’une protection de I’AR maternel de I’Epi par les Cyp26 dans quel cas 1’expression de
Nodal est indépendante de I’induction par I’AR. Dans les mutants ou cette protection est
perdue, Nodal serait donc activé dans I’Epi en entier directement par I’AR via les RARE
(fig.19) (Uehara et al., 2009). Les expériences de genes rapporteur RAREAspLacZ dans les
triples embryons Cyp26alblcl” montrent ’activité importante de la voie des rétinoides dans
I’épiblaste des embryons, qui en est normalement dépourvu (Uehara et al., 2009). Les Cyp26
exprimés dans les tissus extraembryonnaires protégent donc I’Epi de 1’activation ectopique
par I’AR de la transcription de génes, comme par exemple, Nodal.

Les phénotypes observés dans les simples, doubles et triples mutants montrent que Cyp26al
est ’enzyme de dégradation de I’AR la plus importante dans le développement. Les doubles
et triples invalidations montrent qu’il y a coopération entre les enzymes. En effet, on peut
observer des défauts plus importants dans les embryons Cyp26alcl” et Cyp26alblc]’/'
(Uehara et al., 2007; Uehara et al., 2009). L’aggravation des phénotypes montre également

qu’il doit exister une redondance fonctionnelle partielle entre ces trois enzymes.
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1IC Signalisation cellulaire : les récepteurs nucléaires a ’acide rétinoique

IIC-1 Structure et fonctionnement des récepteurs RAR et RXR

Il est ¢établi depuis longtemps maintenant que I’AR exerce son rdle en régulant
I’expression de genes spécifiques dans les tissus cibles. Les ¢études approfondies de ce
mécanisme ont montré que contrairement a de nombreux autres signaux morphogenes, I’AR
se lie a des récepteurs nucléaires pour directement activer la transcription de génes cibles. Il
existe deux types de récepteurs nucléaires a I’AR : les RAR (Retinoic Acid Receptor) qui
lient I’AR tout-trans (ARtt) et I’AR 9-cis (ARO9cis) et les RXR qui lient exclusivement 1’
AR9cis (Retinoic X Receptor) et qui agissent en hétérodimere RAR/RXR au cours du
développement chez la souris (Kastner et al., 1997; Mangelsdorf et al., 1995). Chaque type de
récepteur est codé par 3 genes distincts : a, B, et y. Il existe plusieurs isomeres de ces genes,
différant uniquement dans leur extrémité N-terminale, issus de [’épissage alternatif :

RARal,02, B1 a B4, y1 et y2 ainsi que RXRal a a3, Bl a B3 et yl a y4 (Kastner et al., 1995).

Les récepteurs de I’AR font partie de la superfamille des récepteurs nucléaires. Ils
agissent directement dans le noyau en tant que facteurs de transcription. Chez la souris on
compte 49 membres dans la famille des récepteurs nucléaires. Ils sont regroupés sous trois
catégories : les récepteurs aux hormones stéroidiennes (dont les récepteurs aux oestrogeénes et
androgenes), les récepteurs aux hormones non stéroidiennes dont font parti les RAR et enfin
les récepteurs dits « orphelins » dont le ou les ligands n’ont pas encore ¢t¢ identifiés, mais qui
sont trés peu nombreux maintenant.

Les récepteurs nucléaires ont une structure commune, composée de modules possédant des
structures spécifiques (fig.20) (Bastien and Rochette-Egly, 2004; Chambon, 1996; Dilworth
and Chambon, 2001).

En N-terminal, la région A/B porte une fonction d’activation ligand-indépendante (AF-1) dont
la séquence est trés variable. Plusieurs sites de phosphorylation pour les CDKs et MAP
kinases ont ¢t¢ identifiés, mais la fonction de cette région n’est pas encore ¢lucidée.

La région C, tres conservée, comporte le domaine de liaison a ’ADN (DBD pour DNA-

Binding Domain) qui lui confeére la reconnaissance site spécifique de I’ADN. Elle est
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DR5 RARB2 AG GGTTCA CCGAA AGTTCA CT
CYP 26 TT AGTTCA CCCAA AGTTCA TC
Hoxa-1 CA GGTTCA CCGAA AGTICA AG
Hoxd-4 TA AGGTGA AATGC AGGTCA CA
HNF3a, AA AGGTCA GGGGG AGGGGA CA
DR2 mCRBP- GT AGGTCA AA AGGTCA GA
mCRABP-II CC AGTTCA CC AGGTCA GG
—> —>
DR1 mCRBP-II AC AGGTCA C AGGTCA CA
—_p -
PuG(G/T)TCA, (1,2,5), PuG(G/T)TCA
B C
RXR({a,B,7) RAR(o,B,Y)  RAR(c8Y) RXR({e,B,7)

Fig.21 : Eléments de réponse a I’AR (A) Exemple de
RARE de différents geénes selon un motif DRS, 2 et 1
(B et C) Hétérodimeéres RAR/RXR liés sur leurs
¢léments de réponses DR5 ou DRI (Bastien et
Rochette-Egly, 2004)



composée de deux doigts de zinc, deux hélices a et d’'un domaine d’extension C-terminal
(CTE).

Le domaine D est un domaine charnieére qui permet la rotation du DBD. le changement de
conformation nécessaire a la fixation du récepteur sur le RARE. Cette région joue également
un role important dans le recrutement de co-répresseurs.

La région E est la deuxieme plus conservée apres la région C. Sa composition est complexe
car elle forme la poche de reconnaissance du ligand ainsi que le site de dimérisation et une
fonction d’activation ligand-dépendante (AF-2). La fonction AF-2 permet le recrutement de
co-activateurs de la transcription par le récepteur.

La région C-terminale, F, est une région dont la fonction est inconnue pour les RARs et qui

est absente des RXRs.

I1C-2 Mode d’action des RXR/RAR

En absence de ligand, les récepteurs a ’AR sont localisés dans le noyau. Les
hétérodimeres sont liés a leur €lément de réponse le RARE. La séquence consensus des
RARE est composée de deux répétitions directes d’un motif hexamerique : PuG(G/T)TCA.
L’¢lement de réponse classique, DRS5 (Direct Repeat 5), est une telle répétition directe
espacée de 5 paires de bases, mais les hétérodimeéres RAR/RXR peuvent entre autres
¢galement lier des DR1 et DR2, espacés de 1 ou 2 paires de bases respectivement. De fagon
intéressante, la liaison des récepteurs sur I’ADN est inversée entre les motifs DRS
(RXR/RAR) et DR1 (RAR/RXR) ce qui les fait passer d’une fonction activatrice a une
fonction répressive de la transcription (Bastien and Rochette-Egly, 2004). Les motifs DR5 ont
¢té identifiés dans de nombreux genes cibles de ’AR dont des acteurs de la voie méme et
différents genes impliqués dans le développement (fig.21) (Bastien and Rochette-Egly, 2004;
Dilworth and Chambon, 2001). Un des premiers génes induits par 1I’AR identifi¢ est RARS,
d’abord dans les cellules humaines (de The et al., 1989), puis une séquence RARE a été
identifiée dans le promoteur (de The et al., 1990). Un certain nombre de genes de la famille
Hox sont également connus pour étre induit par I’AR entre autre dans la mise en place antéro-
postérieure du cerveau (Duester, 2008; Dupe et al., 1997; Dupe et al., 1999; Marshall et al.,
1996).
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(RT-PCRs et H.1.S.) RXR (c. B, v)

Fig.22 : Expression précoce des récepteurs a 1’acide rétinoique RAR et RXR. Tous sont exprimés deés E6.5 de
facon ubiquitaire (RXRa) ou tissu/organe spécifique (RARa, RARP, RARy, RXRf, RXRy) (adapté et traduit de
Ulven et al., 2000).

RARa RARB RARy
rhombomeres 4 et 7, bulbe olfactif, rhombomeére 7, tubercule olfactif, putamen,
Cerveau cortex, hypocampe, hypothalamus, accumbens, hypothalamus, méninges, plexus =
cerebellum choroide

plague neurale précoce

moelle épiniére + neurépithélium ventral . R
(expression passagere)

mésenchyme occulaire et péri-occulaire,

ceil + e Al . .
épithélium pigmentaire
oreille interne + mésenchyme, membrane basilaire, cristae +
structures nasales + mésenchyme , épithélium olfactif capsule nasale
glande pituaire + + (régionalisé) =
palate 2?? + + (régionalisé) précartilage
glandes salivaires + mésenchyme épithélium
glande thyroidienne + - -
trachée + + mésenchyme
poumons + bronches proximales +
coeur + myocarde, mésenchyme conotroncal coussins endocardiaques
estomac + + (régionalisé) épithélium squameux
intestin + épithélium, mésenchyme externe (régionalisé)
foie + capsule -
pancréas + mésenchyme =
reins + stroma -
gonades + - -
peau + - épiderme
condensations
squelette + - précartilagineuses (dérivées

ou non de la créte neurale)

mésenchyme précoce,
membres + mésenchyme proximal, régions entre les doigts condensations
précartilagineuses

Fig.23 : Tableau récapitulatif de I’expression des récepteurs a 1’acide rétinoique, RAR, dans les principaux organes
au cours du développement chez la souris. (+) = expression ubiquitaire et diffuse, (-) = aucune expression n’as été
détectée (traduit de Dollé, 2009).



En absence d’AR, les récepteurs sans ligands vont réprimer la transcription de leurs
genes cibles en recrutant les co-répresseurs NCoR et SMRT. A la liaison du ligand, les
récepteurs doivent s’affranchir de la structure répressive de la chromatine afin de pouvoir
recruter toute la machinerie transcriptionelle. A cette fin, des changements de conformation
ligand-induits permettent le départ des corépresseurs et la fixation de co-activateurs tels que la
famille de SRC/p160. Ces derniers vont permettre le remodelage de la chromatine et donc le
recrutement et le positionnement de la machinerie transcriptionelle (Bastien and Rochette-
Egly, 2004). De plus, il a été montré que la protéine CRABPII facilite ’acheminement de
I’AR au noyau et sa liaison aux récepteurs (Duester, 2008; Sessler and Noy, 2005). L’activité
des RAR et RXR peut également étre régulée par leur phosphorylation. Les phosphorylations
peuvent avoir un effet activateur ou inhibiteur en promouvant leur dégradation (Bastien and

Rochette-Egly, 2004; Rochette-Egly, 2003).

IIC-3 Etudes développementales des récepteurs RAR et RXR

1IC-3 a) Expression des récepteurs au cours du développement postimplantatoire

L’expression des récepteurs a I’AR au cours du développement a été ¢tudiée au cours
de ces 20 derniéres années principalement grace a 1’hybridation in sifu. Tous les récepteurs,
RAR et RXR, sont exprimés des E6.5 (fig.22) (Dolle, 2009; Ulven et al., 2000).

A E6.5 et de fagon ubiquitaire, RARy est exprim¢ dans les tissus embryonnaires alors que
RARo est exprimé dans les tissus extraembryonnaires (Ang and Duester, 1997). Aux stades
présomitiques, I’expression de RARa et RARYy est trés faible et diffuse alors que RAR est
exprimé dans le mésenchyme rostral et plus latéralement dans I’embryon, mais de facon tissu-
non-spécifique (Ang and Duester, 1997; Ruberte et al., 1991; Ulven et al., 2000). Les
expériences de RT-PCR montrent que les RXR sont également exprimés a E7.5, mais on ne
connait pas leur localisation au niveau de I’embryon (Ulven et al., 2000). Apres la
gastrulation, les profils d’expression des récepteurs deviennent tissu- ou région-spécifique
pour la plupart (fig.23). RARa et RARS sont plus particulierement exprimés dans le cerveau,
dans les organes sensoriels en développement (les yeux, l’oreille interne, les structures
nasales) et dans un certain nombre d’organes (les poumons, le cceur, foie, pancréas, reins).
L’expression de RARy est moins répandue. Elle est absente du cerveau et d’organes comme le

foie et les reins (Dolle, 2009). L’expression de RXRa est trés répandue au cours du
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Mutations nulles de phénotypes observés (sélection)

RARa retard de croissance, stérilité male, malformations osseuses et cartilagineuses
(verteébres cervicales, larynx), ...

RARB retard de croissance, perturbations du comportement, persistance/hyperplasie du
corps vitreux primaire, ...

RARy retard de croissance, stérilité male, malformations osseuses et cartilagineuses
(vertebres cervicales, larynx, squelette), ...

RXRa*/- retard de croissance, doigts palmés

RXRot hypoplasie cardiaque, défauts du développement occulaire

RXRpB stérilité male, métabolisme lipidique anormal dans les cellules de Sertoli,
perturbations du comportement

RXRy perturbations métaboliques et comportementales

Mutations nulles de phénotypes observés (resumé)

RARa/RARB défauts du systeme respiratoire et urinaire et du systeme génital femelle,
persistance et hyperplasie du corps vitreux primaire, malformations osseuses,
cartilagineuses et cardiaques

RARa/RARy problémes du développement cardiaque, occulaire et glandulaire, défauts du
systéme urinaire et génital, malformations osseuses et cartilagineuses

RARB/RARy malformations cardiaques et occulaires, des ureteres et des vertébres cervicales,
défauts du systeme génital femelle, doigts palmés

Fig.24 : Tableaux récapitulatifs des principaux phénotypes observés pour les mutations nulles
des récepteurs a I’acide rétinoique (Mark et al., 2009) : (A) phénotypes observés pour les
mutations nulles simples, les souriceaux sont viables ; (B) phénotypes observés pour les
embryons/fétus double mutants pour deux récepteurs RAR, les individus double mutants
meurent avant ou a la naissance.



développement et durant la vie adulte. Inversement RXR/S et plus particuliecrement RXRy ont
une expression plus restreinte, tissu-spécifique (Mangelsdorf et al., 1992; Mark et al., 2009).
RXRy est majoritairement exprimé dans les muscles squelettiques, dans le cceur et les

épithéliums sensoriels (Krezel et al., 1996; Mangelsdorf et al., 1992).

Les simple mutants RARa, f ou y sont tous viables a la naissance. Les phénotypes
observés correspondent généralement aux défauts observés dans les « syndromes de
déficience feetale en vitamine A » avec d’autres malformations correspondant aux
régions/organes ou est exprimé le récepteur muté. Cette viabilité est surement due aux
redondances possibles entre les différents RARs (Kastner et al., 1995; Mark et al., 2006; Mark
et al., 2009). Des doubles mutants RAR pour deux génes ou deux isoformes du méme gene
ont ét¢ générés afin d’explorer cette piste. Les double mutants RARa/f, RARo/y et RARS/y ne
sont pas viables et meurent avant ou a la naissance. Ils présentent une large variété¢ de défauts
plus séveres que les simples mutants, récapitulant la majorité des malformations observées
dans les « syndromes de déficience feetale en vitamine A » ainsi que les phénotypes observés
dans les embryons déficients en vitamine A comme dans les mutants pour Raldh2, Rdh10 ou
Stra6 (Kawaguchi et al., 2007; Niederreither et al., 1999; Sandell et al., 2007). Ces
observations renforcent 1’idée d’une redondance fonctionnelle entre les récepteurs a I’ AR
(fig.24).

L’invalidation génique des différents acteurs de la voie rétinoide, dont les enzymes
métaboliques et les récepteurs nucléaires montrent I’importance de cette voie dans de
nombreux événements développementaux et organes (Duester, 2008; Mark et al., 2009).

Les embryons invalidés pour RXRa meurent a E14.5 suite a une défaillance cardiaque di a
une hypoplasie du myocarde ventriculaire. Un phénotype similaire est d’ailleurs observé dans
les « syndromes de déficience feetale en vitamine A » et suggere que RXRa est le principal
gene RXR a étre impliqué dans la transduction de la voie des rétinoides. La simple
invalidation pour deux autres RXR ainsi que la mutation double RXR,B,y‘/ " appuient cette
hypothese. En effet, ces mutants ne présentent pas de phénotype majeur méme en présence
d’un allele RXRa invalidé supplémentaire (Krezel et al., 1996; Mark et al., 2009).

L’utilisation de mutants pour RAR et RXR simultanément a permit de confirmer leur
fonctionnalité¢ en tant que hétérodimeres, car les phénotypes observés dans les simples

mutants ainsi que des défauts supplémentaires sont présents (Kastner et al., 1997).
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controle

Fig.25 : Absence de différenciation des cellules F9 en EPr et dérivés
suite a I’invalidation de I’hétérodimére RXRa/RARY (adapté et traduit de
Chiba et al., 1997b). A, B, C : cellules F9 sauvages, la différenciation en
EPr par AR (B) et en PE par AR+AMPc (C) a lieu. D, E, F : cellules
RXRo/RARy” les cellules ne se différencient plus, ni en EPr (E), ni en
PE (F).



IIC-4 Acide rétinoique et développement murin précoce, études sur les modéles in

vitro

Les différents phénotypes observés pour les simples et doubles mutants chez la souris
sont essentiellement postimplantatoires. L’absence de défauts avant 1’implantation n’exclut
pourtant pas un rdle de la voie de signalisation des rétinoides dans les tout premiers
évenements de différenciation dans I’embryon murin. Les observations faites in vivo montrent
en effet, qu’il existe de nombreuses redondances fonctionnelles entre les récepteurs RAR et
entre les récepteurs RXR. De plus, entre EO et E4.5, les ARNm et protéines maternelles
peuvent encore jouer un role important dans I’embryon comme cela a été observé dans le cas
de I’E-Cadhérine et de la B-caténine. Ce sont les modeles in vitro qui ont permis d’avoir une
idée plus précise du role éventuel de I’AR a ces stades 1a et plus particulierement au niveau de

I’EPr.

1IC-3 a) Acide rétinoique et cellules F'9

Les cellules F9 sont couramment utilisées dans 1’é¢tude de la différenciation en EPr.
L’¢étude de mutations nulles pour différents hétérodimeres RXR/RAR dans les cellules F9 a
permit de montrer qu’ils sont différentiellement impliqués dans le contrdle de 1’expression de
genes cibles de I’AR. Selon I’hétérodimere invalidé, différents genes sont touchés (Chiba et
al., 1997a). Par exemple, HNF1p, impliqué dans la différenciation du VE (Coffinier et al.,
1999) est induit spécifiquement par le couple de récepteurs RXRo/RARy (Chiba et al.,
1997a). Le méme groupe a montré que la mutation nulle du couple RXRo/RARy empéche la
différenciation des cellules F9 en EPr, VE ou PE (fig.25) (Chiba et al., 1997b). Les cellules
F9 simple mutantes RARa”, RARy’/ " et RXRa™” peuvent encore se différencier en en VE, mais
elles sont ¢galement incapables de donner du PE et résistent a 1’effet antiprolifératif de I’AR

(Chiba et al., 1997b).

La différenciation des cellules F9 en EPr est caractérisée par 1’apparition de structures
des jonctions serrées, également observées au niveau du VE des CE. Les analyses par RT-
PCR et par immunomarquages montrent que les molécules telles que ZO-1 , ’occludine et les
claudines 6 et 7 sont détectées a partir de deux a 4 jours de traitement par I’AR et augmente

avec la différenciation (Kubota et al., 2001). De fagon tres intéressante, I’invalidation du
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couple de récepteurs RXRa/RARy empéche la formation des jonctions serrées. L’expression
des protéines et des transcrits est perdue dans les cellules F9 RXRa”/RARy” (Kubota et al.,
2001). Ces résultats placent la signalisation par I’AR en amont de I’épithélialisation de I’EPr.

Ces données mettent en avant I’importance de la signalisation des rétinoides dans la
différenciation de I’EPr. L’hétérodimére RXRa/RARy semble jouer le role principal dans la

transduction du signal dans cette voie.

1IC-3 b) Acide rétinoique et cellules ES

Contrairement aux cellules F9, le traitement par ’AR de cellules ES n’induit pas
seulement la différenciation en EPr, mais également en cellules ectodermales et
mésodermales. Leur agrégation en culture forme des CE qui différencient a leur surface une
couche d’EPr en absence d’AR. Cette couche d’EPr exprime de nombreux marqueurs
spécifiques comme Gata6 et Gata4, la laminine, le Collagéne IV, SPARC et Dab2 (Bielinska
et al., 1999). L’expression ectopique de Gata6 et Gata4 dans les cellules ES est d’ailleurs
suffisante pour induire leur différenciation en EPr méme en présence de LIF (Fujikura et al.,
2002). L ¢tude de différentes invalidations génétiques a permit d’établir une hiérarchie entre
les genes EPr-spécifiques. Alors que la présence d’EPr dans les CE mutants pour Gata4 peut
étre rétabli par addition d’AR en culture (Bielinska and Wilson, 1997), ce sauvetage est
impossible dans le cas des CE Gata6™” (Capo-Chichi et al., 2005). Alors que I’AR induit
I’expression de Gata6 dans les CE Gata4”", mais ni Gata4 ni les autres marqueurs ne peuvent
étre induits dans les CE Gata6” (Capo-Chichi et al., 2005). Gata6 est donc requis dans la
différenciation en EPr induite par ’AR et se situ en amont de Gata4 dans cette voie, comme le
confirment les expériences in vivo (Kuo et al., 1997; Morrisey et al., 1998). De plus,
I’aggrégation des cellules Gata4” n’est pas suffisante pour induire sa transcription (Capo-
Chichi et al., 2005). Ni la surexpression de Gata4 dans les cellules ES Gata6™, ni la
surexpression de Gata6 dans les cellules ES Gata4”, ne peuvent rétablir un phénotype
sauvage avec la réexpression de marqueurs comme Dab2. En revanche, quand les cellules
Gata4”" sont transfectées avec Gatas, I’expression de Gata6 est induite et Dab2 est exprimé.
Gata5 peut prendre le relais de Gata4, mais pas de Gata6, car sa transfection dans les cellules
Gata6” ne rétabli pas I’expression de Dab2 (Capo-Chichi et al., 2005). L’AR peut induire
Gata6 qui va permettre la différenciation de cellules de ’EPr en amont de Gata4. Gata4 qui
réponds aux signaux d’aggrégation peut-&tre remplacé par GataS qui est également inductible

par ’AR. Gata4 supprimerait I’expression de Gata6 par une boucle régulatrice négative alors
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Fig.26 : Absence de différenciation d’EPr et de ses dérivés a la surface
des CE invalidés pour Gata4 (traduit et de Bielinska et Wilson, 1997). A,
B et C : CE sauvages ; D, E et F : CE Garta4”-en absence d’AR il n’y a
plus d’EPr a la surface des CE. L’addition d’AR rétablit le phénotype
sauvage (E et F). Le VE et le PE, dérivés de I’EPr sont indiqués par des
fleches.



que Gata6 stimulerait la transcription de Gata4 dans la différenciation en EPr (fig.26) (Capo-
Chichi et al., 2005).
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Fig.27 : Les trois voies de signalisation WNT, la voie Wnt/B-caténine est surligné en
rouge et les voies PCP et Wnt/Ca?* en vert (traduit de Kikushi et al., 2007)



III La signalisation Wnt

La signalisation WNT est une voie trés conservée entre les especes vertébrées et
invertébrées. Elle est impliquée dans de nombreux événements au cours du développement et
de la mise en place de pathologies telles que les cancers. La voie WNT agit au niveau de la
différenciation, la prolifération et la polarité cellulaire.

En fait, il ne s’agit pas d’une voie unique, mais la signalisation WNT regroupe 3 voies
majeures (fig.27), toutes activées par des ligands Wnt avec des effecteurs et une transduction
distincts. Ces trois voies sont divisés en deux familles : la voie Wnt canonique ou Wnt/f-
caténine et les voies non-canoniques ou f-caténine indépendantes. Les voies non-canoniques
regroupent la voie PCP (Planar Cell Polarity) et la voie Wnt/Ca®". La voie PCP, plus étudiée
chez Drosophila melanogaster, joue, par exemple, un role dans la fermeture du tube neural et
dans I’organisation planaire de la fourrure dorsale chez la souris (McNeill, 2009). L’activation
de la voie Wnt/Ca>" éléve la concentration de calcium cytoplasmique et active les protéine-
kinases CaMKII et PKC. Il semblerait qu’elle inhibe la voie Wnt canonique pour ainsi
stimuler la migration cellulaire (Kikuchi et al., 2009).

Notons qu’en plus des sources bibliographiques classiques, il existe un site internet qui
représente  une base de donnée importante pour la  signalisation Wnt:

http://www.stanford.edu/~rnusse/wntwindow.html crée par Roel Nusse.
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Fig.28 : En absence de Wnt le complexe de destruction cytoplasmique composé de
1I’Axine, de I’APC et de protéine kinases, va phosphoryler la B-caténine cytoplasmique
via I’action de CKla et GSK3. La B-caténine phosphorylée est ubiquitinylée en
présence de la B-TRCP et dégradée par le protéasome. Ceci résulte dans un taux
cytoplasmique faible en B-caténine. En paralléle les facteurs de transcription TCF/LEF
sont liés a un co-répresseur Groucho, et il y a inhibition de la transcription des genes
cibles. Lorsque Wnt se lie sur son récepteur Frizzled (Fz) et co-récepteur Lrp5/6, la -
caténine est libérée du complexe de destruction aprés phosphorylation de Dvl et Lrp5/6
et rectrutement de I’Axine a la membrane. L’accumulation cytoplasmique de la -
caténine va permettre sa migration dans le noyau ou elle remplace le co-récepteur
Groucho et permet 1’activation de la transcription de génes cibles en interagissant avec
TCF/LEF en recrutant la machinerie transcriptionelle



II1A La voie de signalisation WNT canonique (fig.28)

Le modele courant de la transduction du signal Wnt dans la voie canonique est le
suivant ; En absence de Wnt le complexe de destruction cytoplasmique composé de I’ Axine,
d’APC (Adenomatous Polyposis Coli) et de protéine kinases, va phosphoryler la B-caténine
cytoplasmique via I’action de CK1a (Casein Kinase 1a) et GSK3 (Glycogen Synthase Kinase
3 a ou PB). La B-caténine phosphorylée est ubiquitinylée en présence de la B-TRCP et dégradée
par le protéasome. Ceci résulte en un taux cytoplasmique faible de B-caténine. La B-caténine
est également membranaire ou elle participe dans les jonctions adhérentes avec les
cadhérines. Dans le noyau, les facteurs de transcription TCF/LEF (T Cell Factor/Lymphoid
Enhancer Factor) sont liés a un co-répresseur Groucho, et il y a inhibition de la transcription
des genes cibles. Lorsque Wnt se lie sur son récepteur Frizzled (Fz) et co-récepteur Lrp5/6
(Low-density-lipoprotein Receptor-related Protein 5/6), la B-caténine est libérée du complexe
de destruction apreés phosphorylation de Dishevelled (Dvl) et Lrp5/6 et recrutement de
I’Axine a la membrane. L’accumulation cytoplasmique de la B-caténine va permettre sa
migration dans le noyau ou elle remplace le co-récepteur Groucho et permet I’activation de la
transcription de genes cibles en interagissant avec TCF/LEF en recrutant la machinerie

transcriptionelle (Gordon and Nusse, 2006; Grigoryan et al., 2008; Kikuchi et al., 2007).

IITA-1 les ligands Wnt

Les Wnt sont une grande famille de facteurs de croissance hautement conserves. Leur
nom est une contraction entre Wingless (Wg), I’homologue chez la drosophile, et Int-1 (van
Amerongen and Nusse, 2009). Cette famille peut étre divisée en deux selon leur capacité a
induire la transformation de cellules épithéliales mammaires murines (Wong et al., 1994).
Chez la souris il existe 19 geénes codant pour des ligands WNT. Les différents Wnt ont des
profils d’expression divers et uniques et remplissent des fonctions variables au cours du
développement (Kikuchi et al., 2009; van Amerongen and Nusse, 2009). Il est convenu que
les Wnt avec une forte capacité transformatrice activent principalement la voie Wnt/B-
caténine. La majorité des genes codant pour les 19 Wnt ont ét¢ invalidés génétiquement. Une
partie de ces mutants nuls sont viables (Wnt2b, 5b, 6, 8a, 8b, 16). Les autres présentent des

phénotypes développementaux plus ou moins séveres touchant principalement les systémes
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urogénitaux, la mise en place de I’axe antéro-postérieur et le développement du cerveau
(Miller, 2002; van Amerongen and Berns, 2006). Vu le grand nombre de génes Wnt, il n’est
pas surprenant d’observer des redondances fonctionnelles. Par exemple, la mutation nulle
double de Wntl et Wnt3a, co-exprimés dans le tube neural dorsal en développement, entraine
des défauts importants, au niveau de la créte neurale, absents des mutants simples (Ikeya et

al., 1997).

IITA-2 Les récepteurs Frizzled et corécepteurs Lrp5 et Lrp6

Les Frizzled (Fz) sont des récepteurs de la famille des GPCR (G-Protein-Coupled
Receptors). Ce sont des protéines a sept passages transmembranaires exprimés a la surface
des cellules sensibles aux Wnts. Dix genes codants les Fz ont été identifiés chez la souris (Fz1
a Fz10). La partie N-terminale, extracellulaire, comporte le site d’interaction avec les ligands,
riche en cystéines, CRD (Cystein Rich Domain). Les différents mutants présentent divers
phénotypes incluant des défauts du systéme nerveux central (van Amerongen and Berns,

2006).

Les récepteurs Fz interagissent avec des co-récepteurs afin de transduire le signal Wnt.
Ces co-récepteurs Lrp5 et Lrp6 font partie de la superfamille des « Low-density-lipoprotein
receptor-related protein ». 11 s’agit de protéines membranaires a un seul domaine
transmembranaire. Deux membres de cette famille ont été identifiés comme jouant un rdle
dans la transduction du signal Wnt: Lrp5 et Lrp6. Ces deux protéines ont des propriétés
biochimiques tres proches et sont majoritairement coexprimées au cours du développement et
de la vie adulte (He et al., 2004). Les mutants nuls pour Lrp5 sont viables et ne présentent que
de légers phénotypes osseux et oculaires (Kato et al., 2002). En revanche, I’invalidation
génétique de Lrp6 entraine des défauts plus graves, touchant, entre autres, le cerveau (Pinson
et al., 2000). De fagon intéressante, cette mutation phénocopie en partie celles de Wntl,
Wnt3a et Wnt7 mettant en avant leur implication dans la voie Wnt canonique (He et al., 2004;
Pinson et al., 2000). En effet, ils colocalisent in vivo et les phénotypes mutants sont moins
extrémes que ceux pour les ligands Wnt. La redondance fonctionnelle entre Lrp5S et Lrp6
explique le phénotype plus léger des embryons Lrp5‘/ ". Les doubles mutants Lrp5/6‘/ " qui
meurent précocement, a la gastrulation, confortent cette hypothése (Kelly et al., 2004). 11 est

maintenant démontré que Lrp5 et Lrp6 participent activement dans la transduction du signal
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Wnt comme co-récepteurs avec les Fz. Ils lient les Wnt, au niveau de leurs domaines
extracellulaires, et leur phosphorylation intracellulaire va entrainer le recrutement et la liaison
de I’Axine et donc participer a la libération de la B-caténine cytoplasmique (Mao et al., 2001;

Tamai et al., 2004).

Différentes combinaisons de récepteurs Fz et ligands Wnt peuvent activer les trois
voies Wnt. Vu la grande diversité de récepteurs (10) et surtout de ligands (19) de nombreuses
interactions semblent possibles. Certains ligands tels que Wntl et Wnt3a sont considérés
classiquement comme spécifique de la voie canonique alors que d’autres tel que Wnt5a sont
considérés non-canoniques. Wntl et Wnt3a sont capables de lier la majorité des récepteurs Fz
pour provoquer la phosphorylation de Dvl. En revanche, dans le modéle de cellules S2 de
drosophile par exemple, uniquement Wnt3a induit la stabilisation de la PB-caténine et sa
migration nucléaire (Takada et al., 2005). La complexité de ces interactions devient évidente
dans les expériences in vitro qui montrent que Wnt5a peut également activer la voie Wnt

canonique en interagissant avec Fz4 et Lrp5 (Mikels and Nusse, 2006).

IITA-3 Les principaux effecteurs de la voie

IITA-3 a) Dishevelled

Il existe 3 genes murins codant pour des protéines Dishevelled (Dvl), une petite
famille de phosphoprotéines cytoplasmiques (Gordon and Nusse, 2006). Malgré leur fonction
démontrée et importante dans la transduction du signal Wnt canonique et non-canonique, le
mécanisme via lequel ces protéines agissent est encore vague. Elles sont capables d’interagir
avec un grand nombre de protéines de ces voies (Malbon and Wang, 2006). 1l a été montré
que les Dvl permettent d’inhiber des répresseurs de la signalisation Wnt aprés leur
phosphorylation suite a I’activation de la voie par Wnt (Gordon and Nusse, 2006; Seto and
Bellen, 2004).

IITA-3 b) Le complexe de destruction cytoplasmique

Le complexe de destruction cytoplasmique regroupe quatre protéines qui interagissent

en absence de Wnt afin d’inhiber la voie en promouvant la destruction de la P-caténine.
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L’Axine tient un réle d’échafaud liant la protéine suppresseur de tumeur APC (Adenomatous
Polyposis Coli) et les protéine-kinases GSK3a et B et CK1a. Ce sont la GSK3 et la CK1a qui
phosphorylent la B-caténine ce qui entrainera sa destruction protéosomale. De fagon
intéressante, 1’ Axine semble également avoir un role dans I’activation de la signalisation. En
effet, elle peut €tre recrutée par la partie cytoplasmique des Lrp5/6, ce qui serait méme

suffisant pour désinhiber la voie (Brennan et al., 2004).

IITA-4 Activation de la transcription des génes cibles

L’invalidation de la B-caténine résulte en une létalit¢é embryonnaire avec de graves

défauts de la gastrulation (Haegel et al., 1995; Huelsken et al., 2000; Morkel et al., 2003). Ces
embryons sont incapables de mettre en place 1’axe antéro-postérieur. En effet, différents
marqueurs des régions antérieures ou postérieures sont localisés distalement, tels que Cer-1 et
Lim-1, ou perdus comme Otx2 et Gsc par exemple (Huelsken et al., 2000). Le DVE ne migre
plus antérieurement et il n’y a plus formation ni de la ligne primitive, ni de mésoderme
(Huelsken et al., 2000; Morkel et al., 2003). La signalisation -caténine-dépendante joue ici a
deux niveaux. Elle interviens dans la mise en place de 1’axe antéro-postérieur comme 1’a été
observé dans les mutants pour Cripto (Ding et al., 1998) et dont I’expression est d’ailleurs
perdue dans les embryons ,B—caténine‘/’ (Morkel et al., 2003). La B-caténine est ¢galement
requise dans I’induction de geénes spécifiques de la région de I’Epi proximal/postérieur tels
que Nanog et Fgf8 via la signalisation Wnt3 dans la formation du mésoderme (Morkel et al.,
2003). En revanche, ces mutants présentent des jonctions adhérentes intactes grace a la
plakoglobine ou y-caténine capables de remplacer la B-caténine dans I’adhérence cellulaire
(Huelsken et al., 2000).
La stabilisation de la B-caténine par la création d’une protéine constitutivement active, délétée
de son site de phosphorylation conduit au changement précoce de 1’identité €piblastique
(Kemler et al., 2004; Morkel et al., 2003). Les embryons « gain de fonction » pour la -
caténine expriment prématurément des marqueurs du mésoderme tels que brachyury et Snail
dans I’épiblaste (Kemler et al., 2004; Morkel et al., 2003). Dans ces embryons I’axe antéro-
postérieur est également perturbé. Cripto est exprimé, normalement postérieur, est exprimé
ubiquitairement (Morkel et al., 2003).

min/min

La mutation Apc conduit a la troncation de son site de liaison pour la B-caténine donc a

la stabilisation de cette derniére. L ‘analyse de ces mutants a mis en évidence des phénotypes
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plus précoces que ceux décrits auparavant. La stabilisation de la B-caténine conduit ici a une
accumulation cytoplasmique et nucléaire dans I’Epi et I’EPr dés E4.75 (Chazaud and Rossant,
2006). Ceci est accompagné par une expression ectopique de geénes cibles tels que T
(brachyury) dans certains embryons a E3.5 (Chazaud and Rossant, 2006).

Il existe quatre genes Lef/Tcf connus chez la souris: Lefl, Tcfl, Tcf3 et Tcf4. Leur
invalidation génétique entraine différents phénotypes plus ou moins séveres retrouvés dans
d’autres mutants pour la voie Wnt canonique. Pourtant, la ligne primitive n’est perturbée dans
aucun des simples ou multiples mutants réalisés a ce jour (van Amerongen and Berns, 2006).
Il doit donc exister des redondances fonctionnelles pas encore mises en évidence ou

probablement un ou plusieurs autres facteurs de transcriptions inconnus pour le moment.
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Fig.29 : Structure des 5 membres de la famille DKK, Dkkl a 4 partagent deux
domaines riches en cystéines : le domaine DKK N spécifique de la famille et le
domaine « pli de colipase » (« colipase fold »). Dkk3 et DKkL1 (ou Soggy)
partagent un domaine Soggy (Niehrs, 2006).



IIIB Les antagonistes sécrétés de la voie Wnt

Les antagonistes sécrétés de la voie Wnt peuvent étre divisés en deux grandes
familles : les protéines sFRP (secreted Frizzled Related Protein) et les protéines Dkk

(Dickkopf).

ITIB-1 les familles sFRP et Dkk1

La famille des sFRP inclut les protéines sFRP, mais également WIF-1 et Cerberus. Les
résultats observés pour Cerberus sont tous issus d’expériences in vitro et il n’existe pas
d’évidence sur son role dans 1’organisme. Ces inhibiteurs peuvent lier les ligands Wnt ou les
récepteurs Fz et ainsi former des complexes non fonctionnels (Kawano and Kypta, 2003;
Kikuchi et al., 2007). Ils bloquent donc la voie Wnt canonique et les voies non-canoniques.
Les sFRP peuvent également jouer un role activateur notamment dans la diffusion du signal

(Kawano and Kypta, 2003).

La famille Dkk, des glycoprotéines sécrétées, est composée de 5 membres : Dkk1 a 4
et Soggy, tres proche de Dkk3. Les protéines Dkk portent toutes une séquence signal et deux
domaines riches en cystéines spécifiques de la famille de part 1’espacement et la séquence en
acides aminés (fig.29) (Niehrs, 2006). Le domaine riche en cystéine en C-terminal est proche
des plis de colipases présents dans de nombreuses protéines et pouvant servir de surface
d’interaction protéine-protéine (Niehrs, 2006). Les protéines de la famille Dkk sont des
antagonistes spécifiques de la voie Wnt/B-caténine, mais Dkk1 peut également jouer un role
activateur sur la voie Wnt/PCP (Caneparo et al., 2007). En effet, ils exercent leur role en se
liant spécifiquement aux corécepteurs Lrp5 et Lrp6 qui ne peuvent plus se dimériser aux Fz et
transmettre le signal (Bafico et al., 2001; Kawano and Kypta, 2003; Mao et al., 2001).
L’action sur la voie Wnt des Dkk est majoritairement négative, mais il a été observé la
capacité d’activer la voie pour Dkk2 (Wu et al., 2000).

L’effet inhibiteur des Dkk et de Dkkl plus particuliecrement peut étre potentialisé par les
protéines Kremen. Elles sont capables de former un complexe ternaire avec Dkk1 et Lrp6 et
induire leur endocytose (Mao et al., 2002). Ling et al. Montrent une expression dans la MCI

de Kremenl et Dkkl dans les blastocystes (Li et al., 2008). Les souris simples et doubles
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Fig.31 : Expression in vivo de Dkk1 par hybridation in situ ; (A) profils d’expression
entre E5.25 et E5.75, DkklI est d’abord localisé dans I’endoderme viscéral puis migre
antérieurement avec 1’endoderme viscéral distal (Kimura-Yoshida et al., 2005) ; (B) a
E6.5, avant le début de la gastrulation, Dkkl est exprimé au niveau de 1’endoderme
viscéral antérieur, a 1’opposé du point d’initiation de la ligne primitive (Perea-Gomez et

Fig.30 : Charactérisation fonctionnelle de Dkkl in vivo ; (a) I’injection
d’ARNm de Dkk1 dans tous les blastomeres d’un embryon de Xénope de 4
cellules induit une plus grosse téte, un tronc raccourcit et une duplication
partielle de I’axe corporelle (Glinka ef al., 1998) ; (b) I’invalidation de Dkk1
chez la souris inhibe les structures antérieures de 1’embryon
(Mukhopadhyay et al., 2001)

A

WD

S

al., 2001)



mutantes pour Kremenl et Kremen2 sont viables, fertiles et ne présentent pas de mortalité
prématurée (Ellwanger et al., 2008). En revanche la signalisation Wnt augmente, confortant
leur réle dans son inhibition. C’est également le cas pour les doubles mutants Kremenl/2”"
hétérozygotes pour Dkk1. Les seuls phénotypes observés sont des doigts surnuméraires et une
forte densité osseuse (Ellwanger et al., 2008). Les protéines Kremen sont donc dispensables

dans une majorité de tissus pour I’inhibition de la voie Wnt via Dkk1.

IIIB-2 Dkk1

DKkk1 est le premier membre identifié¢ de la famille Dkk. Son isolement et invalidation
chez le Xénope a d’ailleurs donné le nom a la famille. En effet, la surexpression de Dkkl
induit une grosse téte, « Dick-kopf» en Allemand (fig.30a) (Glinka et al., 1998). DkkI1 est
exprimé dans le DVE puis au niveau de ’AVE a I’opposé du point d’initiation de la ligne
primitive (fig.31). De facon intéressante, la zone d’expression de Dkk1 a E6.5 est en forme de
fer 4 cheval (fig.31, B). Chez la souris, les mutants Dkk/”" meurent suite 2 un défaut de
spécification antérieure de I’embryon (fig.30b) (Mukhopadhyay et al., 2001). Les premiers
défauts sont présents des E7.5 avec la perte du marqueur antérieur Hesx1 et 1’absence de
différenciation du neurectoderme antérieur (Mukhopadhyay et al., 2001). Les embryons
hétérozygotes Dkkl " présentent également des défauts avec une tres 1égere diminution de la
taille du cerveau, I’inhibition de la voie Wnt par Dkk1 est donc dose-dépendante (Lewis et al.,
2007). Les mutants Ox2” présentent aussi des défauts dans la mise en place de I’axe antéro-
postérieur et apportent des informations sur le réle de Dkk1 a ce stade. En effet, ces mutants
spécifient le VE distal, mais celui-ci ne peut migrer antérieurement pour former le VE
antérieur (Kimura et al., 2001; Kimura et al., 2000). De fagon intéressante, I’expression de
Dkk1 est perdue dans ces embryons, mais 1’expression de Dkkl au niveau du locus de Otx2
rétablit la migration du DVE en AVE et indique que Dkk1 est important dans I’induction de
I’AVE (Kimura-Yoshida et al., 2005). L’absence de phénotype préimplantatoire dans les
embryons DkkI”" est peut-étre du a une redondance fonctionnelle, car Dkk3 et Dkk4 sont
¢galement exprimés dans I’embryon a ces stades 1a (Harwood et al., 2008).

De fagon intéressante, il a récemment €té montré que la fonction de Dkk1 n’est pas restreinte
a la voie Wnt canonique. En effet, chez le Xénope et le poisson zebre, Dkk1 peut interagir
avec Knypek, un composant de la voie Wnt PCP, pour réguler les mouvements cellulaires au

cours de la gastrulation (Caneparo et al., 2007).
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Fig.32 : Expression par RT-PCR quantitative de différents acteurs de la signalisation Wnt au cours de
I’embryogenése précoce chez la souris ; (A) nombreux ligands agonistes et antagonistes de la voie sont
exprimés dans le blastocyste (barres rouges) (Kemp et al., 2005) ; (B) les molécules clés tels que

Axine, APC, Dvl et B-caténine sont exprimées entre les stades ovocyte non fécondé et blastocyste
tardif (Wang et al., 2004)



IIIC La voie Wnt canonique dans ’embryogénése précoce

ITIC-1 Expression précoce des acteurs de la voie Wnt, in vivo

Il a ét¢ montré que la majorité des acteurs agissant dans la voie Wnt canonique sont
exprimés au cours du développement préimplantatoire. Les expériences de RT-PCR
quantitatives montrent que les ligands des voies canoniques et non-canoniques sont exprimes
des le stade blastocyste et ce au moins jusqu’a E8.5 (fig.32) (Harwood et al., 2008; Kemp et
al., 2005; Kemp et al., 2007). Wang et collaborateurs ont également montré que I’expression
d’autres acteurs comme I’Axine, APC, certains récepteurs, la B-caténine et Dvl est induite
entre I’ovocyte non fécondé¢ et le blastocyste tardif (fig.32b) (Wang et al., 2004).

En recoupant les résultats de ces différentes €tudes on remarque quelques genes exprimés
préférentiellement dans les embryons entres les stades morula et blastocyste tardif. Il y a plus
particuliérement les genes codant pour les récepteurs Fzd3, 4, 5 et 6 et les geénes codant pour
les co-récepteurs Lrp5 et 6 (Harwood et al., 2008; Kemp et al., 2007; Wang et al., 2004). Le
ligand prédominant est trés clairement Wnt3a, classiquement considéré comme canonique,
mais également Wnt7b et Wnt6 (Harwood et al., 2008; Kemp et al., 2005; Kemp et al., 2007;
Wang et al., 2004). Dvi2 semble étre le gene Dishevelled le plus exprimé a ces stade
(Harwood et al., 2008; Na et al., 2007; Wang et al., 2004). Enfin, Dkk1 ressort comme le
principal inhibiteur exprimé dans 1’embryon préimplantatoire (Harwood et al., 2008; Kemp et

al., 2005).

Les expériences classiques de lignées rapportrices de type TOP-Gal ou BAT-Gal n’ont
pas permit de visualiser son activation in vivo (Currier et al., 2010; DasGupta and Fuchs,
1999; Maretto et al., 2003; Merrill et al., 2004). Elles expriment le géne rapporteur de la -
galactosidase sous le contrdle d’un promoteur minimal (c-Fos) couplé aux sites de fixation
des facteurs de transcription TCF/LEF (3 a 8 éléments de réponse). L’activation de la voie est
visualisée grace a ces rapporteurs dés E6.0 dans I’Epi postérieur a la jonction entre
endoderme et ectoderme embryonnaire puis au niveau de la ligne primitive et du mésoderme
extraembryonnaire (Maretto et al., 2003; Merrill et al., 2004). Une autre lignée rapportrice de
la voie Wnt canonique utilise la région promotrice de I’Axine2. Axine2 est une protéine

faisant partie du complexe de destruction cytoplasmique de la B-caténine et dont le promoteur
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Fig.33 : Expression nucléaire de la B-caténine ; (A) La B-caténine, en vert, est nucléaire dans une partie
des 8 blastomeéres de la morula, les noyaux sont marqués en bleu (Meilhac et al., 2009) ; Une cellule
trophoblastique porte la B-caténine, en vert, dans le noyau, en rouge (fléche) (Chazaud et al., 2006 b)



et premier intron du gene possedent des sites de liaison conservés pour TCF/LEF (Jho et al.,
2002). Ces expériences montrent une activité de la voie des E7.5 dans la région postérieure
des embryons au niveau de la ligne primitive et de I’ectoderme embryonnaire postérieur (Jho
et al., 2002). L’absence de signal peut effectivement étre due a 1’absence d’un signal Wnt ou
le blocage de la voie, mais il n’est pas impossible que ces constructions ne soient pas assez
sensibles pour détecter un signal.

L’expression des trois protéines Dvl a été étudiée par immunomarquages. Jie Na et collegues
montrent qu’ils sont exprimés dans les embryons préimplantatoires des le stade 8 cellules et
jusqu’a ’implantation (Na et al., 2007). Dans les blastocystes tardifs, Dvl2 semble étre plus
spécifiquement exprimé dans le TE alors que DvI3 est localisé au niveau de la MCI et Dvll
est quasi absent (Na et al., 2007). La surexpression des Dvl dans des embryons en culture
entraine 1’augmentation de la B-caténine cytoplasmique et 1’extrusion des cellules affectées.
De plus, ils observent un marquage ponctué, témoin d’une éventuelle activation de la voie,
mais les embryons rapporteurs BAT-gal ne permet pas de la visualiser (Na et al., 2007).
L’absence de phénotype préimplantatoire observé dans la grande partie des mutants de la voie
Wnt canonique peut étre due aux nombreuses redondances fonctionnelles possibles (voir
II1A).

La localisation nucléaire de la B-caténine est témoin de 1’activation et la fonctionnalité de la
voie. Elle a pu étre observé dans des embryons au stade 8 cellules (fig.33a) (Meilhac et al.,
2009) et dans des cas isolés dans une cellule du TE face a I’EPr (fig.33b) (Chazaud and
Rossant, 2006). L’inhibition de la destruction et donc la stabilisation de la B-caténine via
I’inactivation d’APC conduit a des phénotypes préimplantatoires (Chazaud and Rossant,

2006). La voie peut donc étre activée dans les embryons avant I’implantation.

IIIC-2 La voie Wnt dans les modéeles in vitro

Les expériences in vivo ont montré que lorsque la signalisation Wnt est compromise
par la perte de fonction du facteur TCF4, il y a perte des cellules souches épithéliales
intestinales des cryptes du colon (Korinek et al., 1998). L’¢étude du role de la voie Wnt dans
les cellules ES murines principalement a permis de mettre en évidence son probable role dans
le maintient de la pluripotence ainsi que de I’autorenouvellement de ces cellules. L’activation
de la voie, par I'invalidation d’APC et 1’activation constitutive de la B-caténine ou par

I’inhibition pharmacologique de la GSK3B, résulte dans une perte du potentiel de
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Fig.34 : Expression de la B-caténine nucléaire dans les cellules ES humaines (Sato et
al., 2004) ; (A) en milieu conditionné, la voie Wnt/B-caténine est active dans les
cellules ES ; (B) I’inhibition spécifique de la GSK3f par BIO active la voie (-

caténine nucléaire) et permet le maintien de la pluripotence des cellules ES.



différenciation et le maintient de la pluripotence de ces cellules (fig.34) (Kielman et al., 2002;
Sato et al., 2004). L’activation de la voie par Wnt3a permet 1’autorenouvellement des cellules
souches en milieu conditionné (Singla et al., 2006). Elle entraine la hausse de genes associés a
la pluripotence tels que Stat3 (Hao et al., 2006) et la synergie entre ces deux voies, Wnt et
LIF/Stat permet le maintient de la pluripotence (Ogawa et al., 2006). De plus, I’inhibition de
la GSK3a et B est un des éléments clés dans le maintien de «[’état de base
d’autorenouvellement des cellules ES » en absence de facteurs exogenes ou elle supprimerait
toute différenciation résiduelle (Ying et al., 2008). Toutes ces données permettent d’établir
I’hypothése d’un role clé de la voie Wnt/B-caténine dans le maintien de la pluripotence des
cellules ES et dans une certaine limite de I’Epi dont elles sont le mode¢le in vitro. 1l faut noter
que dans certains cas les cellules ES maintenues pluripotentes par 1’activation de la voie Wnt
canonique expriment T (Ying et al., 2008). Il est possible que ce maintien nécessite que
d’infimes quantités de B-caténine et que lorsqu’un certain seuil est dépassé, il y a induction de

la différenciation des cellules ES en mésendoderme.
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IV Raisonnements

Il n’est sans aucun doute que I’endoderme primitif et ses dérivés dont I’endoderme
viscéral et pariétal sont d’une grande importance dans le bon déroulement du développement
embryonnaire, que ce soit au point de vue nutritif que moléculaire. Dans 1’équipe nous nous
efforcons d’¢lucider les mécanismes qui sont impliqués dans la détermination et la
différenciation de cet épithélium in vivo. Pour cela, les travaux que j’ai réalisés au cours de
ma thése se sont axés autour de deux voies de signalisations importantes dans le

développement embryonnaire.

IVA La voie de signalisation des rétinoides

La voie de signalisation des rétinoides est une voie connue pour avoir de nombreuses
fonctions tout au cours du développement d’un organisme vertébré et de son age adulte.
Malgreé le fait qu’il n’existe aucune preuve de son activité aux stades préimplantatoires chez la
souris, les données collectées pour les cellules de carcinome embryonnaire et les cellules
souches embryonnaires sont encourageantes. J’ai donc pris en charge la mise au point dans
I’équipe de la RT-PCR quantitative sur une cinétique de différenciation de cellules F9 pour
caractériser [’évolution des marqueurs ¢&piblastiques et endodermiques pendant la

différenciation de 1’EPr.

De premieres expériences réalisées dans le laboratoire ont montré ’expression de
certains récepteurs dans les embryons aux stades E2.5, E3.5 et E4.5 avec le profil caractérisé
a E4.5. Mon objectif était donc de confirmer cette expression ainsi que de I’étendre au stade
E3.5. J’ai de méme entrepris la caractérisation de I’expression des enzymes de synthese et de
dégradation de I’acide rétinoique (Aldhla et Cyp26) dans les embryons préimplantatoires

dans le but d’avoir une idée plus globale de la voie de signalisation a ces stades.
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IVB DKKI1 : un inhibiteur spécifique de la voie WNT

Le deuxieme volet de ma thése a été 1’¢tude du rdle de la voie Wnt/B-caténine. Cette
voie est largement représentée par I’expression de nombreux de ses acteurs au cours du
développement préimplantatoire. Pourtant, son rdle in vivo est a ce jour encore inconnu. Les
résultats obtenus sur les cellules souches embryonnaires et quelques mutants in vivo laissent
penser qu’elle permettrait le maintient de la pluripotence et pourrait donc étre important dans
le maintient de 1’épiblaste. Dkk1 est un inhibiteur spécifique de la voie. Il est exprimé dans le
blastocyste et les résultats du microarray réalisé au sein de 1’équipe ’ont identifié comme un
potentiel marqueur de I’endoderme primitif. Les résultats préliminaires obtenus par Francois
Gerbe ont confirmé les résultats du microarray. J’ai donc voulu approfondir la caractérisation

de Dkk1 dans I’embryon préimplantatoire murin.
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RESULTATS ET DISCUSSION

I Etude de la voie des rétinoides

1A Présentation de ’étude d’expression sous forme d’article en cours de
soumission

Components of the retinoic acid signaling cascade are differentially expressed in the

mouse preimplantation embryo.

Introduction

The implanting blastocyst, at embryonic day 4.5 (E4.5) is composed of three distinct cell
lineages : the extraembryonic lineages trophectoderm (TE) and primitive endoderm (PrE) and
the epiblast (Epi) (Yamanaka et al., 2006). TE and PrE are essential in nutrient exchanges
have been shown to play an important role in the induction of the anterior-posterior axis (Ang
and Constam, 2004 ; Arnold and Robertson, 2009). It has been shown by cell-lineage tracing
that the ICM is formed of already determined precursers of the Epi (pre-Epi1) and the PrE (pre-
PrE) (Chazaud et al., 2006). These pre-Epi and pre-PrE cells are intermingled as shown by
exclusive expression of specific markers Nanog and Gata6, Lrp2, Gata4 or Sox17 (Chazaud et
al., 2006 ; Gerbe et al., 2008 ; Plusa et al., 2008 ; Yamanaka et al., 2010 ; Morris et al., 2010)
and only form two distinct tissues at E4.5. Induction of precursors and segregation is still
poorly understood. Recently it has been shown by activation and inhibition of the Fgf/RTK
signaling that it plays an important role in maintaining the difference between Epi and PrE

cells (Chazaud et al., 2006 ; Nichols et al., 2009 ; Yamanaka et al., 2010).

Retinoic acid (RA) is the active derivative of vitamine A (retinol). The retinoid signal is
mediated through binding of RA to nuclear receptors (Mangelsdorf et al., 1995, Chambon,
1996 ; Kastner et al., 1997). Retinoic acid receptors are RARs (a,B,y) and RXRs (a,B,y). In

absence of RA, the receptor heterodimers bind co-repressors such as NCoR and SMRT
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(Bastien, Rochette-Egly, 2004). In the presence of RA, RAR bind to specific response
elements (RARESs) in the promoter region of target genes and form heterodimers with RXRs.
Activation of transcription is mediated by recruitement of a co-activator complex that
acetylates histones and allows transcriptional activation.

RA is produced in two successive steps of oxidation (Niederreither, Dollé, 2008). The first,
reversible, is mediated by alcohol/retinol dehydrogenases (ADH/RDH) (Duester et al., 2001 ;
Duester, 2008). The second oxidation is irreversible. Retinaldehyde dehydrogenases
(Aldhlal, a2 and a3) convert retinaldehyde into RA (Duester et al., 2001 ; Duester, 2008).
Cellular clearance of RA is thought to be majorly mediated by cytochrome P26 (Cyp26al, bl
and cl) enzymes (Niederreither, Dollé 2008 ; Thatcher, Isoherranen, 2009).

Signalling through RXR/RAR is essential for correct development including differentiation,
cell proliferation, apoptosis and organogenesis (Campo-Paysaa et al., 2008 ; Niederreither,
Doll¢, 2008 ; Doll¢é, 2009). Simple mutants of RA receptors are viable and only display
tissue-specific defects, often close to those of VAD syndrom, what may be due to functional
redundancies in vivo (Mark et al., 2009). Indeed double mutants for RARa/f, RARa/y and
RARp/y or RXRo/RAR die in utero with severe malformations and developmental defects
phenocopying VAD but also displaying supplementary phenotypes (Mark et al., 2009). Not
only the receptor knock-out studies but also the genetic invalidation of metabolizing and
catabolizing enzymes emphasize requirement of RA during development. Most of the
differents members of the retinoid signaling pathway display tissue specific expression
patterns in mouse from E6.5 on (Ulven et al., 2000 ; Doll¢, 2009) and its activity has been
observed as early as E6.5 with RARE-lacZ reporters (Rossant et al., 1991 ; Ang et al., 1996).
The RA-producing enzymes Aldhla are first detected around E7.5 (Niederreither et al., 2002)
whereas RA-degrading enzymes Cyp26 expression has been shown at E6.25 (Uehara et al.,
2009). Quantitative RT-PCR (RT-qPCR) shows that RARa, f and y are expressed in the
murine blastocyst (Huang et al., 2005). In the bovine embryo RARa, RARy, RXRo. and RXRf
are expressed from the oocyte stage and throughout preimplantation development (Mohan et
al., 2001 ; Mohan et al., 2002). First evidence of a possible function of RA in preimplantation
development has been obtained in porcine and bovine embryos where it could influence
embryo growth (Parrow et al., 1998 ; Rodriguez et al., 2006). However, no precise role has
been described especially concerning cell lineage differentiation.

Other leads for the role of RA in early cell-lineage decisions come from in vitro studies on

embryonal carcinoma (EC) cell lines and embryonic stem (ES) cells (Martin et al., 1990 ;
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Fig. 1. Expression analysis of Cyp26 and Aldhla in
undifferentiated and differentiated F9
semiquantitative RT-PCR. (A) Cyp26al, bl and cl
expression in pluripotent and RA treated F9 cells. (B)
Aldhlal, 2 and 3 expression in pluripotent (lane 3)

and RA treated F9 cells.



Chiba et al., 1997 ; Chiba et al., 1998 ; Kubota et al., 2001 ; Shibamoto et al., 2004). Indeed, it
is well known now that F9 EC cells are differentating into PrE-like cells by RA
administration to culture. Chiba and collegues show that the double K.O. of RXRa/RARy
abolishes the differentiation of F9 EC cells into PrE by RA (Chiba et al., 1997). In these cells,
PrE and epithelium markers such as ZO-1 are lost (Kubota et al., 2001). Moreover, in ES cells
embryoid differentiation, RA can rescue the PrE phenotype of Gata4” and F gf4‘/ " (Bielinska,
Wilson 1997 ; Wilder et al., 1997). These experiments show that RA could act downstream of
these factors.

Here we have analysed the expression patterns of different actors of the retinoid signaling
pathway during the first cell lineage différentiations of the embryo. All the required enzymes

and receptors are present during preimplantation to transduce a potential signal.
Results
Expression of retinoid nuclear receptors and metabolism enzymes in F9 cells

F9 EC cell lines differentiate into PrE in monolayer by RA treatment. It is well known that
RA activates target gene expression through binding to its nuclear receptors RAR and RXR. It
has been shown that inactivation of RARa or RARy impaires this differentiation because
double mutant RXRa™ '/RARy‘/ " cannot form PrE (Chiba et al., 1997 ; Chiba et al., 1998). All
RARs and RXRs are expressed in F9 cells treated or not with RA (Zelent et al., 1989 ; Wan et
al., 1994 ; Chiba et al., 1997). To know wether the whole retinoid pathway is present in early
embryogenesis and in vitro cell culture expression of metabolism enzymes in F9 cells was
analysed. It has been shown that Cyp26al is expressed in another EC line, P19 cells, where it
is induced by RA treatment (Loudig et al., 2005). Cyp26al and b1 have also been shown to be
induced in vivo in the forelimb bud by maternal administration of RA during gestation
(Yashiro et al., 2004). Cells were treated with 1uM ATRA or vehicle and total RNA was
extracted. RT-PCR was carried out for Cyp26al, bl and cl and for Aldhlal, 2 and 3 (fig.1).
All Cyp26 are expressed in differentiated F9 cells (fig.1A). Cyp26al and bl are induced by
RA (fig.1A). All Aldhla are expressed in undifferentiated and RA-differentiated F9 cells
(fig.1). Comparison between treated and untreated F9 cells shows strong induction of Aldhlal
by ATRA (fig.1B). The induction of Aldhlal expression by RA has not been described so far
and thus it 1s not known wether this induction is cell-type specific or not. Levels of Aldhla?2

and a3 expression were not changed by RA administration (fig.1).
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Expression of RARp and y through F9 differentation

To decipher a potential role of the retinoids during cell-lineage differentiation, F9 cells were
differentiated with 1uM ATRA for 5 days. Total RNA were extracted every day of the
kinetics and RT-qPCR was carried out. Relative gene expression was normalized against rS17
and day 0 of the assay. As RARa expression does not change during F9 cell differentiation
(Zelent et al., 1989 ; Martin et al., 1990), RARP and RARy kinetics of expression was
examined. To better analuse the sequential steps of cell differentiation expression was
compared to that of PrE markers Gata6, Lrp2 and Dab2 and Epi markers Oct4 and Nanog and
(Morrisey et al., 1998 ; Koutsourakis et al., 1999 ; Gerbe et al., 2008 ; Yang et al., 2002 ;
Nichols et al., 1998 ; Mitsui et al., 2003 ; Chambers et al., 2003 ; de The et al., 1989 ; de The
et al., 1990). During the time course of differentiation PrE markers were induced whereas Epi
marker expression decreased (fig.2). RARP expression is induced very rapidly from the first
day. This induction is known to be direct via a very efficient RARE (de The et al., 1990). In
the embryo Gata6 expression is first induced at E3.5 followed by Lrp2 at E3.75 and Dab2 at
E4.0. In F9 cells PrE markers expression was induced in the same order. Indeed, Gata6
expression increased rapidly then Lrp2 and finally Dab2 expression was induced (fig. 2.A).
Conversely Epi markers expression decreased with F9 differentiation (fig. 2.B). Oct4,
although expressed in pre-PrE cells of the embryo (Chazaud et al., 2006), decreased rapidly.
Indeed, Oct4 is negatively regulated by RA through a RARE localised in its promoter region
(Schoorlemmer et al., 1994). Nanog peaked during the first day, then decreased rapidly. This
increase in the first day of differentation has already been observed in RA-driven chicken ES
cell differentiation (Lavial et al., 2008) but its significance is unknown. Interestingly, RARYy
expression during F9 differentiation was very similar to that of Nanog. An increase the first
day of the kinetics could be observed, followed by an important decrease of expression. Thus,
RARYy behaves like an Epi marker, following Nanog expression in PrE differentiation in F9

cells.

Expression of RARp and y, Aldhla and Cyp26 in preimplantation embryos

For further investigation of the retinoic acid signaling in early cell lineage decisions, RT-
qPCR on preimplantation embryos was carried out. Embryos at characteristic stages E2.5
composed of 8 equipotent cells, E3.5 when PrE precursors are determined and E4.5 when the

epithelial PrE is formed, were collected. The total RNA was extracted and reverse transcribed.
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Fig. 4. Expression pattern of retinoic acid nuclear receptors RARa., f and y and RXRa in E4.5 (A, B, C, D) and
for RARy E3.5(E, F, G) embryos by in situ hybridisation. (A to D) mRNA is marked in green and merged with
transmitted light images. PrE is marked with the dotted line. (E) nuclei (green) are stained with YOYOL.

PrE

Cyp26a1

Fig. 5. Expression pattern of retinoic acid metabolism enzymes Aldhlal and Cyp26al in E4.5
embryos (I.S.H.). (A,B) Aldhial mRNA is localised in the Epi and PrE (black arrows) of E4.5
embryos. (A) merge of Aldhlal signal (green) with transmitted light image. (B) Aldhlal
fluorescent signal. (C) NBT/BCIP staining of Cyp26al mRNA is specifically localised in the PrE
(black arrow).



cDNAs were used to quantifiy expression of receptors RARa, Aldhlal and a3 and Cyp26al
and the house-keeping gene rS17 expressed homogenously during early embryogenesis.
Relative quantification shows that at E2.5 no expression could be detected exept for rS17
(fig.3, n.d.). Aldhla3, Cyp26al and RARa are all expressed in the E3.5 embryos and their
expression increases at E4.5 (fig.3). Cyp26bl is not expressed at any of these stages.

mRNA localisation in the implanting blastocyst

We examined mRNA expression of the genes presented above by fluorescent in situ
hybridisation and laser scanning microscopy. Considering the importance of RXRo in
development and mostly ubiquitous expression of RXRf, we focused ISH experiments on
RARa, B and y and RXRa. RARo. and RXRo were expressed ubiquitously in the E4.5 embryo
(fig.4 A,D). RARp was expressed in the Epi and PrE at this stage of development (fig.4 B).
Interestingly, RARy was exclusivly expressed in the Epi (fig.4 C). RARy expression was
further analysed in E3.5 embryos to know whether the epiblastic expression follows Oct4 or
Nanog expression in the whole ICM or the Epi precursor cells respectively. RARy was
expressed in a subpopulation of ICM cells (fig.4 E,F,G) in a salt and pepper pattern as it has
been observed by ISH for Gata6 or Nanog (Chazaud et al., 2006). Double stainings with
Nanog will show wether RARY is expressed in Epi or PrE precursors. ISH stainings for RARy
are in agreement with RT-qPCR results. Indeed, RARYy expression behaves like Nanog’s in
RA-induced PrE differentiation of F9 cells (fig.2).

We examined Aldhlal and Cyp26al expression to localize where, in the embryo, RA can be
produced and degraded (fig.5). Aldhlal was expressed like RARP in both the Epi and PrE of
E4.5 embryos (fig.5 A and B). Cyp26al was found to be expressed exclusively in the PrE,

consistent with its later expression in the VE (fig.5 C).

Discussion

The aim of this study was to characterise the retinoid signaling pathway during
preimplantation development and PrE formation. Numerous in vitro studies show its
implication in PrE-like epithelial differentiation and results on porcine, bovine and murine
preimplantation embryos suggest a RA activity in early development (Rodriguez et al., 2006 ;
Huang et al., 2005 ; Parrow et al., 1998). Also, RA has been detected in maternal fluids and

thus could act on the embryo (Parrow et al., 1998). Moreover, sporadic activation of RARE-
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driven B-galactosidase activity can be detected as early as E3.5 in the ICM (Rossant et al.,
1991). Our results complete previous studies and show that the retinoid signaling pathway can
be active in the preimplantation embryo. Indeed the genetic cascade required for RA signaling
can be reconstituted through the expression of its producing and degrading enzymes together
with nuclear receptors.

We have confirmed RAR expression at blastocyst stage and shown their expression from E2.5
to E4.5. RXRo and RXRp but not RXRy are also expressed at these stages. We have shown that
RARo and RXRao are expressed ubiquitously in the implanting blastocyst whereas RARS and
Aldhlal expression is localised in both Epi and PrE. A tentative link could be made between
this RA producing enzyme and the RA sensitive receptor RARS.

According to the action of RA in the PrE differentiation in F9 and ES cells we were expecting
to find RARs specifically expressed in the PrE. This expression is in continuity with the later
VE expression and might fulfill the same function of protecting the Epi from RA induction
(Uehara et al., 2009).

Interestingly, RARy mRNA is exclusively localised in the Epi cells at E4.5 and in a salt and
pepper pattern at E3.5 behaving the same way as Nanog transcripts between E3.5 and E4.5.
RT-gqPCR on F9 differentiation by RA pointed out the parallel between the in vitro cell-model
and lineage-specific marker expression. Especially, an important similarity between RARy and
Nanog expression in this system in agreement with ISH stainings in vivo.

If in vivo RA acts through the RXRo/RARY dimer for PrE differentiation, it must be non cell-
autonomous. In that case RA would activate the transcription of a gene coding for a secreted
factor driving differentiation of adjacent cells. An example of such a mechanism is Fgf
signaling, as Fgf4 is expressed in the ICM (Goldin, Papaioannou, 2003) but drives
differentiation of PrE (Feldman et al., 1995 ; Wilder et al., 1997). Indeed, it has been shown
that F9 cell differentiation into PrE requires phospho-ERK signaling (Verheijen et al., 1999).
It would thus be interesting to look at the influence of RA on Fgf signaling activity both in
vitro and in vivo. Recent data show that ES cell differentiation by RA 1is first caused by an
increase of phospho-ERK. This is confirmed by blocking with Fgfr inhibitors. However only
neural and epiblast markers were examined in that study and it would be interesting to know
how PrE markers are behaving (Stravidis et al., 2010). Interestingly, RARy specific expression
in the Epi could médiate the transition towards neural differentiation described in that study
(Stravidis et al., 2010).

If the RXRa/RARY is not the functional, what other nuclear receptor could substitute for this

heterodimer in vivo? Nr2fl and 2 are interesting candidates. They have recently been shown
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to bind RA (Kruse et al., 2008). Nr2f1/2 can dimerize with RAR or RXR and interfere with
the retinoid pathway (Cooney et al., 1992 ; Kliewer et al., 1992 ; Lin et al., 2000 ; Ben-
Shushan et al., 1995). In preimplantation development Nr2f1/2 are expressed at E3.5 and E4.5
as shown by RT-PCR and microarray (Murray, Edgar, 2001 ; Gerbe et al., 2008). Staining of
mRNA in embryoid bodies shows expression in the outer PrE-like epithelium (Murray, Edgar,
2001). It may thus be possible that, in vivo, Nr2f1/2 activates transcription of genes driving
PrE differentiation through binding of RA together with RARs or by their own.

It is clear that functional studies are required in order to further elucidate retinoid pathway
activity. Activation and inhibition by specific antagonists with subsequent marker gene

expression analysis are currently carried out in our group.

Materials and Methods

Embryos
CD1 embryos were collected by flushing (E2.5, E3.5) or dissecting (E4.5) the uterus. For
stading, noon of the vaginal plug was considered as E0.5. Embryos were collected as

described earlier (Gerbe et al., 2008) at E2.5, E3.5 and E4.5.

Cell culture

F9 cells were cultured in DMEM F12 medium (Gibco) supplemented with 10% FBS (Gibco),
glutamine and antibiotics (penicilin/streptomycin 50ug/mL, Gibco). Cells were differentiated
into primitive endoderm-like cells by 10°M all-trans retinoic acid (ATRA, Sigma). ATRA
was diluted in ethanol or DMSO. Differentiation was carried out five days and total RNA was

extracted every day.

RNA extraction and Reverse Transcription

For F9 cells, total RNA was extracted with Trizol” (Invitrogen) according to manufacturer’s
instructions. For embryos, about 130 embryos at E2.5, 80 embryos at E3.5 and 20 embryos at
E4.5 were pooled and total RNA was isolated with the RNeasy Micro kit (Qiagen). For
embryos, entire total RNA of pooled embryos was subjected to first-strand cDNA synthesis
using SuperScript III reverse transcriptase (Invitrogen), for cells, 1pg of total RNA was used

for revesre transcription.
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‘gene forward (5'-3") reverse (5'-3")

Cyp26al®  agcagcgaaagaaggtgatt tagccactgctccagacaac
Cyp26b1 "  cgctacctggactgtgtcat ggatctggaaaccatccagt
Dab2 * gacttgcttgcttcagacat ttactgggaccgtacctaga
Gatab * gccaactgtcacaccacaac tgttaccggagcaagcttt
Lrp2 * acaaggtttgcggtgtcttt cccctecatctecttetett
Nanog * aagtacctcagcctccagca gtgctgagcccttctgaatc
Oct4 * cacgagtggaaagcaactca agatggtggtctggctgaac
Aldh1a3 ® cgaagagtgcgaaccagtta cttggtgaacttgacctcca
RARa * atcgagacccagagcagcag cctggtgegctttgcgaacc
RARB * cggagagatcatgtttgact ctcgatggattgagcagtat
RARy * tcctcgggtctataagecatgcttty  ttggacatgcccacttcgaaacac
rS17 *b atgacttccacaccaacaagc gccaactgtaggctgagtgac

Table 1 : Primers used for RT-gPCR on F9 cell differentiation kinetics and

preimplantation embryos. Hybridisation temperature of primers was set at 55°C (*) or
60°C ().



RT-PCR
Freshly synthesizd cDNA (2,5% of RT product), was used for gene specific amplification :

rS17 5’atgacttccacaccaacaage3’ and 5’gccaactgtaggetgagtgac3’ ; G3pdh
5’accacagtccatgecatca3’ and S’tccaccaccctgttgetgt3’ ; RARo 5’gaagaaagaggcacccaage3’ and
5’ggacgatgctgagactggactgete3’ ; RARp 5’ctegtececgageccaccatctecactt3’ and
5’gaggtcgtctageteegetgtceatete3’ ; RARy S’ctcatcaccaaggtcagcaaagec3’ and

5’cagcccatccgagaatgtcatagtg3’ ; RXRa 5 ccttetcccaccgetecata3’ and 5’ccttctcccaccgcetecatal’
RXRp 5’gcgacacccccattgacacc3’ and 5’cagatggggcagaggagggal’ ;
RXRy 5’gccgagagcgagcagagagt3’ and 5’cetgtecccaaaatgtgatgl’ ; Aldhlal
5’gccagcagagcaaactect3’ and S’tcgctcaacactecttttca3’ ; Aldhla? 5°tgggagagaaatgggtgagt3’
and 5’atcgtggacaggcaggttat3’ ; Aldhla3 5’aatgtctgggaatggcagag3’ and

5’cactttcccectcagaacaa3’

Quantitative RT-PCR

cDNA equivalent of 5 embryos at E2.5, 3 embryos at E3.5 and 1 embryo at E4.5 was used
per well. Reactions were done with the Power SYBR® Green PCR System (Applied
Biosystems) as triplicates in a total volume of 25uL per well. gPCR was performed with
primer annealing at 60"C on the Applied Biosystems 7300 Real Time PCR System. All gPCR
runs included a reference gene, rS17, expressed at a similar levels throughout preimplantation
development. The threshold was determined automatically and Ct values were exported to
Microsoft Excel for analysis. The relative expression ratio AACt of target genes was
calculated according to Pfaffl (2001), and standardised against the references : rS17 (Lavial et
al., 2008) and timepoint E2.5. Relative expression levels were presented as a percentage of
maximal expression. Primer sequences were obtained from previous studies (Romand et al.,
2006 ; Su, Gudas, 2008, Lavial et al, 2008) or designed with Primer3 if possible intron-
spanning. Primers used for RT-qPCR are listed in Tablel.

In situ Hybridization (IsH)

IsH was performed as previously described (Chazaud et al., 2006). Plasmids were kindly
provided by Pascal Doll¢ (IGBMC, Strasbourg, France) for the retinoic acid receptors probes,
by M. Petkovich (CRI, Kingston, Canada) for the Cyp26 probe and by L. Attisano (HSC,
Toronto, Canada) for the Aldhla probe.
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Fig.36 : Traitement d’embryons en culture par ARtt. Le traitement par ARtt d’embryons mis en culture a E2.5
et jusqu’a équivalent E4.5 ne modifie pas la morphologie des embryons. Tous les types cellulaires des
embryons témoins sont distinguables dans les embryons traités (résultats non publiés, Valérie Borel).



IB Effet de I’AR en culture d’embryon

Des expériences de culture d’embryon en présence d’AR ont ¢été réalisées. Les

embryons prélevés a E2.5 sont mis en culture en présence ou absence d’AR dans du M16 puis
du RPMI complémenté. L’administration d’AR en culture ne change pas la morphologie des
embryons a équivalent E3.5 ni a équivalent E4.5 (fig.35). En effet, les embryons se
développent comme les controles. Ils sont capables de caviter et on distingue
morphologiquement les cellules du PE, TE, de I’Epi et du VE (fig.35 C et F).
De premicéres cultures d’embryons en G-2 avec I’AR montrent qu’il n’y a pas de changement
important dans la survie des embryons. En effet, aprés 24h de culture, a équivalent E3.5, la
survie est de 79,7% pour les embryons contréles (N=79) et de 79,3% pour les embryons
cultivés en présence de 1uM d’AR.

Il sera intéressant d’analyser I’expression de marqueurs de ’EPr et de I’Epi dans les
embryons apres traitement par I’AR. L’expression sera analysée par RT-qPCR et marquaques
sur les embryons. Il est possible que I’AR induira des changements au niveau moléculaire qui
ne peuvent étre observés morphologiquement. Ceci permettra de tester si I’AR est capable

d’influer sur I’identité cellulaire aux stades préimplantatoires.
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Supplementary Table 2.
Early and late embryonic expression profiles of 271 probes with enriched epression in Xen cells relative

to TS and ES cells.

E2.5 E3.5 E4.5 E4.75 E5.5 E6.0
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Fig.36 : Expression de Dkkl (ARNm) dans I’embryon préimplantatoire. (A) les
résultats de microarray montrent que Dkk! est enrichi dans les cellules XEN et a partir
de E3.5 dans I’embryon (Gerbe et al., 2008). (B) Dkkl est exprimé dans les embryons
a E3.5 et E4.5 (F.G., RT-PCR non publié). (C) DkklI(jaune) est induit rapidement au
cours d’une cinétique de différenciation de cellules F9 en EPr par I’AR, comparé a
I’expression de Gata6 (bleu), Lrp2 (rouge) et Dab2 (vert).
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IT Etude du réle de voie Wnt canonique dans la différenciation de

PEPr

1IA Etude de I’expression de Dkkl1 in vivo et in vitro

Au cours des 5 dernicres années, différentes études ont montré que la majorité des
membres de la voie de signalisation Wnt canonique sont exprimés au cours de
I’embryogenese préimplantatoire (Wang et al., 2004 ; Kemp et al., 2005 ; Kemp et al., 2007 ;
Harwood et al., 2008). Dkk1 est un inhibiteur sécrété de cette voie (Glinka et al., 1998), mais
peut également avoir une fonction activatrice de la voie Wnt/PCP chez le poisson zebre
(Caneparo et al.,, 2007). Dkkl a été identifi¢ comme un marqueur potentiel de 1I’EPr.
L’analyse transcriptionelle de cellules isolées de I’'IlCM montre que Dkk! fait parti du « PrE
cluster » (Kurimoto et al., 2006). De plus, dans le microarray réalis¢ dans 1I’équipe, son
expression est enrichie dans les cellules XEN comparativement aux cellules ES et TS ainsi
que dans les embryons a E3.5 et E4.5 (fig.36 A, Gerbe et al., 2008). Les RT-PCR semi-
quantitatives confirment I’expression de Dkk/l a E3.5 et E4.5 et son absence a E2.5 (fig.36 B).
De facon intéressante, 1’é¢tude de son expression au cours de cinétiques de différenciation de
cellules F9 en EPr par I’AR montre qu’elle est induite rapidement aprés Gata6, entre 24 et 49

heures de traitement (fig.36 C).

L’ hybridation in situ montre que I’ARNm de Dkkl est spécifiquement localisé dans
les cellules de I’EPr a E4.5, a I’interface de 1’Epi et de la cavité blastoccelique (fig.37 A et B).
La protéine Dkk1 est également localisée dans I’EPr (fig.37 C a F). La co-expression avec
Gata6 prouve que Dkkl1 est effectivement un marqueur de I’EPr a E4.5 (fig.37 F). On peut
noter que Dkk1 est également exprimé dans les cellules d’EPr qui ont commencé a migrer le
long du TE a E4.75 et qui formeront plus tard le PE (fig.37 D et F, fleches). De plus,
I’expression de Dkk1 est polarisée. Effectivement, elle est localisée au pole apical des cellules
épithéliales endodermales (fig.37 D et F).
A E3.5, Dkk1 est exprimée selon un profil en poivre et sel au sein de la MCI (fig.37 I et N).
Toutes les cellules exprimant Dkk1 expriment également Gata6 (fig.37 H,I,J et M,N,P ; fig.38
B). Dkk1 est donc un marqueur des précurseurs de I’EPr. En revanche, les cellules exprimant

Gata6 n’expriment pas toutes Dkk1 (fig.38 B). En effet, le nombre de cellules qui expriment
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Fig.37 : Profil d’expression de Dkk1 dans I’embryon préimplantatoire. (A,B) marquage de I’ARNm de DkkI(rouge)
au niveau de I’EPr a E4.5. (C,D,E,F) Expression de Dkk1 dans I’EPr et le PE a E4.75 (D, fléches blanches). (G a P)
immunofluorescence a E3.5. Dkk1 (I, N, rouge) est co-exprimé avec Gata6 (H, M, bleu) mais pas avec Nanog (G, K,
vert). Les noyaux sont marqués au DAPI (E, O, violet).



Dkk1 augmente avec la croissance de I’embryon et au sein de la population de cellules
exprimant Gata6 (fig.38 A). Dans 4 embryons nous avons pu observer 1 cellule exprimant
Dkk1 et Nanog, mais ¢galement Gata6 (fig. C, 4/11 embryons, 4/237 cellules comptées).
Dkk1 n’est donc jamais co-exprimé avec Nanog seul et ’expression de Dkkl est toujours

associée a celle de Gata6 entre E3.5 et E4.75.

IIB Discussion sur ’expression et la fonction de Dkkl1 dans la différenciation

de ’EPr

L’hybridation in situ et les immunomarquages montrent que Dkkl est un marqueur
des précurseurs de ’EPr. Il est exprimé dans une partie des précurseurs de ’EPr et le nombre
de cellules exprimant Dkkl augmente au sein de cette population. Ceci a déja été observé
pour d’autres marqueurs comme Lrp2, Gata4 et Sox17 (Gerbe et al., 2008 ; Plusa et al., 2008)
montrant que les pré-EPr murissent tout au long du jour 3.5. Enfin, a E4.5 Dkk1 est exprimeé
dans toutes les cellules de ’EPr de facon polarisée au pdle apical de 1’épithélium. On peut
remarquer un parallele pour Dkkl et Lrp2 entre les résultats de RT-qPCR et
d’immunomarquages. En effet, leur expression est induite le méme jour de la cinétique de
différenciation des cellules F9, mais celle de Dkkl augmente plus rapidement. De plus, les
comptages de cellules exprimant Dkk1 dans la MCI montrent ¢galement une augmentation du
nombre de cellules plus rapide que ce qui a été€ observé pour Lrp2 (Gerbe et al., 2008) mettant

en évidence qu’ils sont certainement modulés par des facteurs différents.

Aucun phénotype préimplantatoire n’a ¢été observé dans les embryons Dkkl ”,
probablement a cause de redondances fonctionnelles. En effet, Dkk3 et Dkk4 sont exprimés
dans les embryons préimplantatoires (Kemp et al., 2005 ; Harwood et al., 2008). Il serait donc
intéressant d’inhiber conjointement plusieurs ou tous les membres de la famille Dkk par des
expériences de RNAI.

L’¢tude fonctionnelle de Dkk1 et de la voie Wnt canonique permettra d’élucider leur role
dans la détermination des cellules pré-EPr et la formation de [D’épithélium. Par
I’¢électroporation et la culture d’embryons, Dkkl ou la B-caténine constitutivement active
seront surexprimés. Les co-immunomarquages avec différents marqueurs de I’EPr et I’Epi
permettront de déterminer un éventuel role de Dkk1 et de la B-caténine. Afin de savoir si la

surexpression de Dkk1 peut influencer 1’identité cellulaire, il sera nécessaire de réaliser des

74



O

o OO

PRFRPRERER RRE R
Gata6 | Gata6
MCT | Dkk seul |+ Dkk1

1 9 0 4 4 0

2 11 0 6 6 0

3 11| 0 8 8 0

4 11 1 7 6 1

5 12 0 4 4 0

6 12 | 2 4 2 2

7 [15]2] 8] 6 2 I
8 16 | O 5 5 0
9 16 | O 9 9 0

10| 16| 5] 9 | 4 5 5]
11| 16 [ 1 9 8 1
16 | 17 | 4 5 1 4

17 | 17 6 10 4 6

18 | 17 [ 2 8 6 2

19 | 17 [ 3 8 5 3

20180 ] 7 [ 7 0 B
21| 18 | 4 8 4 4

22 | 20| 5 9 4 5

23[21[2[10] 8 2 EER
24 | 21 | 3| 11 8 3

25 22 [ 3] 11] 8 3
26 | 23 3 11 8 3

28 | 23 | 5 8 3 5

29 | 23 5 11 6 5
30 | 24 2 11 9 2
31| 24| 3|10 7 3
32| 24 |10 12 2 10
33 [ 24| 5|10 5 5
34| 25| 8 | 13 5 8

CRIRIFCRRIER

] RIRIEERIE

Fig.38 : Evolution de I’expression de Dkk1 dans ’embryon comparativement a Gata6 et
Nanog. (A) le nombre de cellules exprimant Dkk1 augmente avec le nombre de cellules
totales de la MCI. (B) toutes les cellules qui expriment Dkk1 expriment Gata6, mais pas
inversement. (C) proportions de cellules exprimant Dkk1, Gata6 et Nanog dans la MCI.



co-marquages avec différents marqueurs de I’EPr tels que Dab2 et Lrp2 et un marqueur des
cellules pré-Epi, Nanog. Sachant que 1’expression de Dkk1 est induite apres celles de Gata6
dans les embryons, il est possible que méme si Dkk1 induit la différenciation en EPr, il n’y ait
pas induction de Gata6. C’est pourquoi Dab2 et Lrp2 seront examinés puisqu’ils sont plus
tardifs et signalent la formation de I’identité épithéliale. Ceci sera également a tester par co-
immunomarquages avec Gata6. De plus, les autres facteurs de transcription spécifiques de
I’EPr, Gata4 et Sox17 seront aussi examinés pour placer Dkk1 dans la cascade d’induction.
L’effet de Dkkl peut étre cellule autonome ou non-autonome. Dans le dernier cas, non
seulement les cellules ¢lectroporées, mais ¢galement les cellules adjacentes se seront
différenciées en EPr. Dans le cas d’un mécanisme cellules autonome, Dkkl agirait
uniquement sur les cellules électroporées et pourrait ainsi les empécher de répondre a un
signal Wnt pour se différencier en cellules de I’EPr. Ceci a déja été observé pour Dkk1 et la
voie Wnt canonique, dans le cas de cellules cancéreuses humaines (Bafico et al., 2004). Il est
possible, mais peu probable que la surexpression de Dkkl1 tue les cellules électroporées. En
effet, dans les cellules ES, la surexpression de Dkkl permet leur différenciation en
neurectoderme sans affecter leur survie (Kong et Zhang 2009). De fagon intéressante, les
auteurs observent I’induction de marqueurs de I’EPr tels que Gata6, Gata4, la laminineB1 ou
vHNF1 (Kong, Zhang, 2009). Ceci conforte I’idée d’un réle de Dkk1 dans la différenciation
de ’EPr.

Les lignées rapportrices de la voie Wnt/B-caténine de type TOP-Gal et BAT-Gal (Das
Gupta, Fuchs, 1999 ; Jho et al., 2002 ; Maretto et al., 2003 ; Merrill et al., 2004 ; Currier et al.,
2010) n’ont pas permis de détecter une activité¢ qu’a partir de E6.0 (Maretto et al., 2003 ;
Merrill et al.,, 2004 ). En revanche, récemment une équipe a pu détecter la B-caténine
nucléaire dans des embryons de 8 a 16 cellules en culture (Meilhac et al., 2009). La mutation
nulle de la B-caténine ne présente pas de phénotype préimplantatoire (Haegel et al., 1995 ;
Huelsken et al., 2000 ; Morkel et al., 2003), mais la B-caténine maternelle est présente
tardivement (de Vries et al., 2004) et empéche donc 1’observation de phénotypes dans les
expériences d’inhibition. Sa stabilisation par excision de ’exon 3 et donc de ses sites de
phosphorylation n’as pas permis de détecter un signal nucléaire avant I’implantation (Kemler
et al., 2004). Il est possible que la B-caténine soit prise en charge par une autre voie de
destruction de qui ne nécessiterait pas ces phosphorylations. Une voie passant par p53, APC
et le protéasome pourrait ici prendre le relais (Liu et al., 2001 ; Matsuzawa, Reed, 2001).
Cmin/min

Neéanmoins, 1’é¢tude du mutant AP conduit a une B-caténine cytoplasmique et nucléaire
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a E4.75 (Chazaud, Rossant, 2006). De plus, Brachyury, un gene cible de la voie, est exprimé
prématurément dans la MCI de ces mutants des E3.75 (Chazaud, Rossant, 2006). La voie Wnt
canonique peut donc étre fonctionnelle pendant le développement préimplantatoire pour
activer la transcription de geénes cibles. La surexpression de la forme constitutivement active
de la B-caténine (A3B-caténine) est complémentaire a la surexpression de Dkk1 et permettra
de comprendre si elle influence le devenir des cellules en pré-Epi. L’activité¢ de la voie sera
vérifiée grace au marquages par hybridation in situ d’ARNm de geénes cibles tels que
Brachyury et I’Axine2. De plus, les mémes co-marquages que dans le cas de la surexpression
de Dkk1 seront a réaliser afin de déterminer 1’identité des cellules €lectroporées.

Il serait intéressant de regarder 1’expression des récepteurs Lrp5/6 mais également de
Kremenl et 2 interagissant également avec Dkk1 (Bafico et al., 2001 ; Mao et al., 2001 ; Mao
et al., 2002). Si I’'inhibition de la voie Wnt canonique renforce I’identit¢ endodermale,
I’activité de celle-ci doit promouvoir I’identité épiblastique. Cette hypothése rejoint les
résultats sur les cellules ES ou elle est associ¢ au maintien de la pluripotence de ces cellules
(Sato et al., 2004 ; Hao et al., 2006 ; Ogawa et al., 2006 ; Ying et al., 2008 ; Sato et al., 2009).
Différents ligands connus pour activer la cascade canonique sont exprimés au cours du
développement préimplantatoire (Wang et al., 2004 ; Kemp et al., 2005 ; Harwood et al.,
2008). Les deux ligands prédominants qui pourraient donc étre impliqués sont Wnt3a et

Wntl0b.

Enfin, il a récemment ét¢ montré que Dkk1 peut activer la voie Wnt/PCP. En effet, les
défauts de gastrulation observés chez le poisson zebre suite a un gain de fonction de Dkk1 ne
peuvent étre corrigés par 1’augmentation de 1’activité de la voie Wnt/B-caténine (Caneparo et
al., 2007). Les auteurs suggérent donc I’interaction avec une autre voie et montrent que Dkk1
interagit avec Knypek (Kny) un acteur de la voie Wnt/PCP. Ils proposent un modele ou Dkk1
régule conjointement la voie Wnt/B-caténine et la voie PCP en inhibant I'une et activant
I’autre respectivement par la modulation des propriétés intracellulaires des récepteurs Fz
(Caneparo et al., 2007). L’orthologue murin de Kny est le Glypican4 (Gpc4). De fagon
intéressante, les transcrits de Gpc4 sont localisés au niveau du mésendoderme antérieur a
E7.5, une région adjacente a celle de I’expression de Dkkl (Ybot-Gonzalez et al., 2006 ;
Kimura-Yoshida et al., 2005). Dkk1 et Gpc4 pourraient donc avoir un role commun a ce stade
chez la souris. Il serait intéressant de regarder la localisation de Gpc4 dans les embryons

préimplantatoires ainsi que d’autres membres de la voie PCP comme Vangl2. Des effecteurs
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de la voie PCP comme Racl sont d’ailleurs connus pour étre exprimé au cours de la
préimplantation (Natale, Watson, 2002).

Dans ce cas de figure, la surexpression de Dkk1 entrainera trés probablement d’importants
défauts dans la migration des cellules et/ou de la mise en place de 1’épithélium. Par exemple,
le poivre et sel entre cellules pré-Epi et pré-EPr pourrait persister jusqu’a E4.5. En effet, la
voie Wnt/PCP est connue pour ses fonctions dans la régulation des adhésions et mouvements
cellulaires (pour revue Simons, Mlodzik, 2008), mécanismes qui ont également €été proposés
pour étre impliqué dans la ségrégation entre précurseurs de I’Epi et de I’EPr et la mise en

place de I’épithélium.
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Fig.39 : Mode¢le de spécification de I’Epi et de ’EPr et du TE, récapitulant un grand
nombre des molécules impliquées et les hypothéses du travail présenté.



III Différenciation de ’EPr et ségrégation avec I’Epi

Les deux axes de recherche que j’ai mené au cours de ma thése sont inscrits dans la
thématique globale de 1’équipe s’intéressant a la détermination des premiers lignages
cellulaires dans I’embryon préimplantatoire murin et plus particulierement a la détermination
de ’EPr. La voie des rétinoides et la signalisation Wnt via son inhibition par Dkk1 sont deux
voies potentiellement impliquées dans la différenciation de I’EPr. Il reste difficile pour le
moment de les placer dans la chronologie de détermination, différenciation et ségrégation de
I’EPr et de I’Epi au cours de la préimplantation (fig.39).

Aux vues des données disponibles, la voie des rétinoides pourrait agir au niveau de la
ségrégation des populations de cellules pré-Epi et pré-EPr. Les cellules destinées a donner des
précurseurs de I’Epi pourraient répondre a I’AR en produisant des molécules sécrétées
induisant ainsi la différenciation en précurseurs de I’EPr de cellules avoisinantes (fig.39).

Si Dkk1 joue un role dans la différenciation de I’EPr en inhibant la voie Wnt canonique, on
peut imaginer que les cellules qui I’expriment sont incapables de répondre a 1’activation de
cette voie. Cette inhibition empécherait le maintien de leur pluripotence et les engagerait dans
la voie de différenciation de I’EPr (fig.39). Par ce mécanisme, Dkk1 pourrait également agir

au niveau du maintien de la détermination des précurseurs.

A ce jour, Gata6 et Nanog sont les marqueurs, de I’EPr et de I’Epi respectivement, les
plus précoces. Ils sont co-exprimés dans la morula puis vont progressivement &tre restreint a
la MCI et aux cellules pré-EPr et pré-Epi respectivement. On peut observer deux étapes dans
la formation de I’EPr. Dans un premier temps, il y a une détermination de précurseurs de
I’EPr et de I’Epi a partir de cellules internes qui expriment conjointement Gata6 et Nanog
conduisant au poivre et sel observé dans la MCI de blastocystes a E3.5. Dans un deuxi¢me
temps, il y a un tri entre les cellules pré-EPr et pré-Epi conduisant a la ségrégation physique
entre les cellules qui formeront 1’épithélium endodermique et I’Epi a E4.5.
Trés peu de choses sont connues pour la premiere étape de détermination, mais depuis
quelques années, nombreuses expériences suggerent I’implication de la voie des RTK
(Receptor Tyrosine Kinase) dans ces évenements (fig.39). En effet, la mutation de genes
comme Fgf4, Fgfrl et 2 et Grb2 conduit a I’absence d’EPr in vitro et in vivo (Arman et al.,
1998; Chazaud et al., 2006; Esner et al., 2002; Feldman et al., 1995; Goldin and Papaioannou,
2003; Rappolee and Werb, 1990; Wilder et al., 1997). Récemment, les expériences

78






d’inhibition et d’activation de la voie montrent clairement son implication dans la
spécification de I’Epi et de ’EPr et dans le maintien de la différence entre les deux lignées
(Nichols et al., 2009; Yamanaka et al., 2010). Un mod¢le de détermination stochastique et

progressive est proposé par les auteurs (Yamanaka et al., 2010).
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Jo Extraction
ARN (trizol)
J1 Extraction Témoin EtOH
ARN (trizol) Extracti Extraction
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J2 ARN (trizol) ARN (trizol)
J Extraction
ARN (trizol)
J Extraction
ARN (trizol)
J5 Extraction

ARN (trizol)

Fig.40 : Schématisation du protocole de cinétique de différenciation de cellules F9 par 10-°M d’Artt. Les
cellules sont ensemencés a 500.000 cellules par boite de 10cm de diamétre. La différenciation est réalisée sur 6
jours consécutifs, le témoin indifférencié (JO) inclus. Le milieu est changé tous les jours.

Cible hote dilution références
CDX2 souris 11 BioGenex
DKK1 chévre 1/10 R&D Systems
GATAG6 chévre 1/350 R&D Systems
NANOG lapin 1/350 Abcam

OCT4 souris 1/500 Abcam

Fig.41 : Anticorps primaires utilisés dans I’é¢tude



MATERIELS ET METHODES

Extraction d’ARN, Reverse transcription et quantification

La lignée de cellules de carcinome embryonnaire de souris F9 sont cultivées dans un milieu
complet comme décrit dans la partie matériels et méthodes du manuscrit « Components of the
retinoic acid signaling cascade are differentially expressed in the mouse preimplantation
embryo. ». Un schéma de la cinétique de différenciation est présenté dans la figure 40.

Toutes les expériences de reverse transcription, PCR et qPCR ainsi que 1’hybridation in situ

sont ¢galement décrits dans le manuscrit. Les primers testés pour Dkkl sont:

5’ctgaagatgaggagtgcggcte3’ et 5 ggetgtggtcagagggeatg 3°.

Cultures d’embryons

Apres récupération d’embryons a E2.5 dans du M2 (Sigma), ils sont mis en culture a 37°C et
5% CO2. Soit ils sont cultivés en M16 (Sigma) pendant 24h puis transférés dans du RPMI
supplémenté de 15% FBS et 10% pénicilline/streptavidine (GIBCO) et cultivés 24h
supplémentaires. Soit ils sont mis en culture dans du milieu G-2™ (Vitrolife) de 24 a 48

heures.

Immunomarquages

Apres prélevement, les embryons sont fixés dans la PFA4% sur la nuit. Ils sont lavés deux
fois dans du PBS-Triton 0,1% et perméabilisés dans du PBS-Triton 0,5%. Le blocage des
sites aspécifiques se fait dans du PBS-Triton 0,1% avec 10% de sérum puis les embryons sont
incubés avec 1’anticorps primaire (fig.41) sur la nuit a 4°C. Apres 5 lavages successifs avec
du PBS-Triton 0,1% les embryons sont incubés avec les anticorps secondaires adéquats et le
DAPI pendant 1 a 2 heures. Les embryons marqués sont imagés au microspcope confocal

Leica XXXX.
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Le double marquage Dkk1/Gata6 nécessite une étape de fixation par la PFA4% entre les deux
anticorps primaires faits chez le méme hote.

Afin de pouvoir réaliser I’immunomarquage a cinq couleurs, nous utilisons pour la révélation
de Cdx2 un anticorps secondaire couplé a la biotine et révélé par une streptavidine couplée a

un fluorochrome 494-Chromeo (Streptavidine 494 Chromeo, Active Motif).
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RESUME

Les études menées depuis de nombreuses années sur I’embryogenese de la souris ont
permis sa caractérisation morphologique. Le but de notre équipe est de participer a
I’¢lucidation des facteurs jouant un role important dans le développement préimplantatoire
murin. Pour cela, nous nous focalisant sur un des premiers types cellulaires déterminé a ces
stades : 1’endoderme primitif (EPr). L’EPr est un tissu extra-embryonnaire formant un
épithélium indispensable au bon déroulement du développement et a la survie de I’embryon.

Afin de mieux caractériser les facteurs génétiques et voies de signalisations impliquées
dans la différenciation de I’EPr chez la souris, je me suis intéressée a la signalisation
rétinoique ainsi qu’a la voie Wnt canonique. J’ai tout d’abord analysé I’expression des
marqueurs de ’EPr et de 1’épiblaste (le tissu embryonnaire) par RT-PCR quantitative au cours
de la différenciation de cellules F9 en cellules de ’EPr par I’acide rétinoique. Ainsi, j’ai
montré que les marqueurs endodermiques sont induits séquentiellement et dans le méme ordre
que in vivo. J’al également adapté ce protocole aux embryons préimplantatoires. Grace a
I’hybridation in situ et I’immunohistochimie j’ai caractérisé les profils d’expression de
différents acteurs de la voie des rétinoides ainsi que de Dkk1 un inhibiteur spécifique de la

voie Wnt canonique.

ABSTRACT

Numerous studies on the mouse embryo have allowed to caracterize the morphological
events occuring at early development. Our groups aims to clarify the mechanisms of
preimplantation embryogenesis in the mouse, focusing on the différentiation of the primitive
endoderm (PrE). The PrE is the second extraembryonic tissue formed before implantation
and required for both survival and correct development of the embryo.

In order to get a better understanding of how PrE fate is established and the épithélium
formed, I focused my studie on two signaling pathways : retinoic acid signaling and the
Wnt/B-catenin pathway. I analysed the expression of PrE and epiblast markers on a RA-
driven F9 cell differentiation by quantitative RT-PCR. I show that PrE-genes are sequencially
induced and in the same order as observed in vivo by immunostaining. I also adapted this
protocol for preimplantation embryos. By in situ hybridizations and immunostainings I

characterized the expression profils of different members of the two signaling pathways.



