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Résumé

Lors de la formation du blastocyste, I'embryon de souris est constitué d'un épithélium
externe, le trophectoderme (TE), et d'une masse cellulaire interne (MCI). L’épiblaste
(EPI) et 'endoderme primitif (EPr) se spécifient au sein de la MCI sous un patron de
« sel et poivre » caractérisé par I'expression complémentaire de NANOG, marqueur
de 'EPI et de GATAG6, marqueur de I'EPr. Nanog est nécessaire pour I'acquisition
d’'une identité EPI et Gata6 induit le devenir en EPr. La voie FGF/MAPK joue un role
critique dans l'acquisition de l'identité EPr et la perturbation de son activité impacte
directement sur le ratio EPr/EPI dans la MCI.

Je recherche des facteurs qui serait exprimés de maniére hétérogéne avant la
spécification des cellules internes et pourraient faire pencher la balance vers un
destin ou l'autre. Pour cela, jai disséqué I'évolution des cellules de la MCI au sein
des embryons Nanog-/- et Gata6-/-.

Ces embryons forment correctement le TE et la MCI qui ne se spécifie ni en EPI ni
en EPr. En effet, les cellules internes des embryons Nanog-/-; Gata6-/- restent
bloquées autour du stade E3.25. De maniére étonnante, dans les cellules de la MCI,
le facteur de transcription SOX2 est présent et ce, de maniére hétérogéne. De plus,
grace a des traitements inhibiteurs de la voie FGF/MAPK, je montre que cette voie
n’est pas responsable de I'hétérogénéité d’expression de SOX2.

Ainsi, I'expression hétérogéne de SOX2 dans les cellules internes des embryons est
donc indépendante de Nanog, de Gata6 et de la voie FGF/MAPK.

Mot clé: développement pré-implantatoire, Sox2, Epiblaste, FGF4, Nanog,
spécification.

Abstract

During mouse blastocyst formation, the embryo consists of an outer epithelium, the
trophectoderm (TE), and the inner cell mass (ICM). The epiblast (EPI) and the
primitive endoderm (PrE) are specified within the MCI in a "salt and pepper" pattern
characterized by the complementary expression of NANOG, marker of EPI and
gata6, marker of PrE. Nanog is mandatory to acquire an EPI identity and Gata6
induces the PrE identity. FGF /MAPK pathway plays a critical role in the acquisition of
a PrE identity and disruption of its activity directly impacts the PrE/Epi ratio within the
ICM.

I’'m looking for factors that would be expressed heterogeneously before the
specification of internal cells and might tilt the balance towards one fate or the other.
For this, | dissected the evolution of ICM cells within Nanog-/- ; Gata6-/- embryos.

These embryos form properly the TE and MCI that specifies neither EPI nor PrE.
Indeed, the internal cells of Nanog-/- ; Gata6-/- embryos remain stuck around the
stage of E3.25. Surprisingly, in the MCI cells, the transcription factor SOX2 is present
and this, heterogeneously. Moreover, using inhibitors treatments of the FGF/MAPK
pathway, | show that this pathway is not responsible for the heterogeneity of
expression of SOX2.

Thus, the heterogeneous expression of SOX2 in the inner cells of the embryos is
therefore independent of Nanog, Gata6 and the FGF/MAPK pathway.

Key words: pre-implantatory development, Sox2, Epiblast, FGF4, Nanog,
specification.
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Figure 1 : Stade pré-implantatoire du développement embryonnaire chez la souris.
(adaptée de Saiz et al, 2015)



Développement embryonnaire préimplantatoire

Le développement préimplantatoire s’étend de la fécondation jusqu’a
l'implantation de I'embryon dans l'utérus, qui se produit chez la souris aux alentours
de 4,5 jours de développement (E4.5). A ce stade, 'embryon est constitué de trois
lignages morphologiquement et fonctionnellement distincts : le trophectoderme (TE),
I'épiblaste (EPI) et 'endoderme primitif (EPr). (Fig. 1)

Chacun de ces lignages participe ensuite a la formation des tissus embryonnaires et
extra-embryonnaires. Le TE contribue a la formation du placenta, 'EPr a la formation
du sac vitellin et 'EPI donne tous les tissus du futur foetus ainsi qu'une partie des

tissus extra-embryonnaires.

Avant son implantation dans la corne utérine, 'embryon va passer par différentes
étapes développementales et notamment la différenciation des cellules externes et
internes en TE et MCI (Masse Cellulaire Interne) respectivement ainsi que la

spécification de 'EPI et de 'EPr au sein de la MCI.




A.D’une cellule a 8 cellules totipotentes, le début de

I’héterogénéité

Aprés la fécondation, 'embryon passe par trois phases successives de division.
Ces divisions permettent la formation d’'un embryon composé de 8 blastoméres
(stade 8 cellules) apres 2,5 jours de développement (E2.5).

A ce stade, toutes les cellules sont totipotentes, c'est-a-dire que chacune d’entre-
elles peut donner chacun des tissus extra-embryonnaires et embryonnaires (Kelly,
1977). Toutefois, il existe déja, a partir du stade 4 cellules, une certaine

hétérogénéité entre ces cellules.

Tout d’abord, a 4 cellules, il existe une hétérogénéité d’expression de genes
entre les cellules sceurs issues d’'une méme cellule. Certains génes exprimés de
maniere bimodale entre cellules sceurs, montrent une corrélation ou une anti-
corrélation avec d’autre génes (comme Acox3 et Camk1d), ce qui suggére que cette
hétérogénéité n’est pas due a une expression transcriptionnelle aléatoire (Biase,

Cao, & Zhong, 2014; Piras, Tomita, & Selvarajoo, 2014).

De plus, le suivi de chaque cellule individuellement au sein d’'un embryon a

permis de mettre en évidence une certaine hétérogénéité entre ces cellules dans leur
contribution aux différents lignages.
En effet, si le suivi des cellules filles issues de la deuxiéme division (2 a 4 cellules)
montre une distribution aléatoire au sein des tissus de I'embryon, il existe un biais
pour les cellules suivies a partir du stade 4 cellules. Ainsi, dans 30% des cas, la
progéniture d’une cellule issue d’'un embryon a 4 cellules contribuerait uniquement
au TE (Fujimori, 2003; Piotrowska-Nitsche & Zernicka-Goetz, 2005; Tabansky et al.,
2013).
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Figure 2 : Cinétique d’OCT4 et allocation des lignées cellulaires dans I’embryon précoce.

(issue de Plachta et al, 2011)
L’acces au site de fixation d’OCT4 sur I'ADN differe entre les cellules, probablement dd a une structuration
de la chromatine différente. Le blocage de ces sites par d’autres facteurs en excés entraine une
augmentation du renouvellement d’'OCT4. Les cellules avec une large fraction immobile et une faible
cinétique d’'OCT4 contribueront préférentiellement a la MCI, tandis que les cellules avec une faible fraction
immobile et une forte cinétique contribueront plus au TE.



En outre, il existe a partir du stade 4 cellules une hétérogénéité de certaines
marques d’histone. Ces marques sont les cibles de la H3 arginine methyltransférase
(CARM1) comme par exemple la marque H3R26me (Torres-Padilla et al., 2007). De
plus, PRDM14, un autre acteur épigénétique qui interagit avec CARM1, est
également distribué de maniére hétérogéne au stade 4 cellules (Burton et al., 2013).
Une différence d’expression entraine les progénitures vers des destins différents. En
effet, augmenter le niveau de cette marque dans une cellule, par une surexpression
de CARM1 ou de PRDM14 oriente la progéniture de celle-ci vers un destin d’EPI. De
plus, il a été montré par corrélation que les cellules présentant une plus faible
intensité de H3R26me pourraient contribuer principalement au TE. Donc, la présence
d’'une hétérogénéité des informations épigénétiques au sein des cellules d’un
embryon a 4 cellules peut favoriser un biais dans le destin de leur progéniture
(Torres-Padilla et al., 2007; Burton et al., 2013). Toutefois, les embryons mutants
zygotiques pour Carm1 et Prdm14 ne possédent pas de phénotype particulier a ces

stades précoces du développement. (Yadav et al., 2003; Yamaiji et al., 2008).

Enfin, a ce stade il existe également une hétérogénéité cellulaire pour le
dynamisme de I'expression d’OCT4 (POUSF1) qui est un facteur de transcription
impliqué dans la pluripotence et dans le développement embryonnaire précoce.

Bien que la protéine OCT4 soit uniformément exprimée au sein des cellules d’un
embryon a 4 cellules, le renouvellement de celle-ci varie entre les différents
blastoméres. Il est ainsi possible de regrouper les blastoméres en deux groupes : les
cellules qui possedent un important métabolisme protéique d'OCT4 et les cellules
avec une forte part immobile. Cette différence de cinétique est principalement due a
une différence dans l'accés aux sites de fixation a I'ADN spécifique d’OCT4,
surement a cause d’une structuration de la chromatine différente. Les cellules du
deuxiéme groupe vont contribuer de maniére plus importante a 'EPI (Fig. 2) (Plachta

etal., 2011).




Finalement, Oct4 et Sox2 sont exprimés de maniére trés hétérogéne entre les

différents blastoméres au stade 4 cellules (Goolam et al., 2016)

Il existe donc a partir du stade 4 cellules une hétérogénéité entre les différents
blastoméres d'un embryon a la fois au niveau génétique, épigénétique et
meétabolique. Cette hétérogénéité précoce va aider a briser la symétrie présente dans

'embryon jusqu’a ce stade et donc favoriser la mise en place des premiers lignages.




B. Dérivation de cellules pluripotentes

Il est possible de dériver des cellules de chacun des trois premiers lignages de
'embryon. Ces cellules ont pour particularité d’étre pluripotentes : elles peuvent se
différencier en différents types de tissus. Elles ont une capacité d'auto-
renouvellement c’est-a-dire qu’elles peuvent également se répliquer indéfiniment et
sont capables de proliférer en culture.

Pour reproduire le développement embryonnaire, les cellules souches sont
exposées a des signaux qui provoqueront la différenciation cellulaire. 1l est
également possible de former des structures tridimensionnelles qui récapitulent les
trois feuillets embryonnaires : les corps embryoides. Ce sont des colonies

sphéroides qui se créent quand les cellules sont mises en suspension.

e Cellules ES, iPSC et EpiSC, reflet de 'EPI

Les cellules ES ont été isolées grace a la culture de blastocystes sur des
fibroblastes servant de cellules nourriciéres (Martin, 1981; Evans & Kaufman,
1981). Les cellules ES expriment les marqueurs de pluripotence OCT4, NANOG et
SOX2. Ces trois génes forment les régulateurs principaux de la pluripotence des
cellules ES (Niwa, Miyazaki, & Smith, 2000; Masui et al., 2007; Chambers et al.,
2007). Elles présentent donc des caractéristiques de I'EPI de blastocystes au stade
E4.5 (Boroviak et al., 2015). Ces cellules ajoutées en quantité suffisante lors de la
formation de blastocyste conduisent a la formation de chimére.
L’amélioration des méthodes de culture dispense désormais de la présence des
cellules nourricieres pour maintenir la pluripotence. L’utilisation du LIF (Leukemia
inhibitory Factor) et de sérum de veau foetal permet de les maintenir indifférenciées
en absence de cellules nourriciéres (Smith et al., 1988; Williams et al., 1988). De
plus, il a été montré que 'ajout de BMP4 permettait de s’affranchir du sérum (Ying et
al.,, 2003). Le maintien de I'état indifférencié est induit par I'activation du facteur de

transcription Stat3 d0 a sa phosphorylation dépendante du LIF. De plus, les
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embryons mutants pour Stat3 présentent des défauts de maintenance de la MCI.
Toutefois, la formation de la MCI n’est pas impactée ce qui confirme que les cellules
ES sont le reflet des cellules EPI a un stade plus tardif (Do et al., 2013).

Finalement, des cellules souches ont été obtenues a partir d’EPI issu
d’embryons postimplantatoires (E5.5-E5.75). Il s’agit des cellules souches
épiblastiques (EpiSC) (Brons et al., 2007). Tout comme les cellules ES, les EpiSC
expriment les marqueurs OCT4, NANOG et SOX2. En revanche, elles présentent de
nombreuses différences par rapport aux cellules ES. Tout d’abord, les EpiSC ne
peuvent pas étre dérivées a partir du milieu classiquement utilisé pour les cellules
ES. Leur milieu de dérivation nécessite la complémentation en Activine combinée au
ligand FGF2. De plus, ces cellules s’integrent mal lors de la formation de chiméres a
linverse des cellules ES. L’analyse globale du profil d’expression des génes par
microarrays a montré que les cellules EpiSC sont transcriptionnellement plus
proches des cellules issues de I'EPI tardif que des cellules ES (Brons et al., 2007;

Nichols & Smith, 2009).

e Les cellules XEN, reflet de 'EPr

Les cellules XEN (Extra-embryonic endoderm) ont été isolées a partir de
blastocystes cultivés sur des cellules nourriciéeres en présence du ligand FGF4
(Kunath, 2005).
La signalisation PDGF (Platelet Derived Growth Factor) est requise pour leur
isolement (Artus, Panthier, & Hadjantonakis, 2010), tout comme Gata6 et Sox17
(Niakan et al., 2010). Elles expriment différents marqueurs de I'EPr (GATAA4,
GATAG) et n’expriment pas les marqueurs de 'EPI (NANOG, OCT4) ni du TE (CDX2,
EOMES) (Kunath, 2005; Niakan et al., 2010). En conclusion, les cellules XEN sont
le reflet de 'EPr. La production de chiméres avec ces cellules montre qu’elles ne
participent pas a la formation de I'EPI ni du TE mais qu’elles participent

majoritairement a la formation de 'EPr (Kunath, 2005).
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Ces cellules peuvent aussi étre obtenues par expression ectopique de facteurs
spécifiques de 'EPr. Ainsi I'expression de Gata6 ou Gata4 seule est suffisante pour
convertir les cellules ES en cellules XEN (Fujikura et al., 2002; Shimosato, Shiki, &
Niwa, 2007). Ces cellules induites partagent les mémes caractéristiques
fonctionnelles et moléculaires que les cellules XEN dérivées de blastocyste et
notamment leur contribution a I'EPr dans les embryons chiméres (Shimosato et al.,
2007). Des cellules XEN-Like ont aussi pu étre générées par I'expression ectopique
de Sox17 (Niakan et al., 2010; Rugg-Gunn et al., 2012). Cependant, I'expression de
Sox17 seule n’est pas suffisante pour obtenir des cellules XEN puisque ces cellules
maintiennent une expression de génes associés aux cellules ES comme Nanog et
Oct4 (Niakan et al., 2010; Rugg-Gunn et al., 2012; Aksoy et al., 2013). Toutefois,
Sox17 est requis pour la dérivation des cellules XEN (Niakan et al., 2010; Artus et

al., 2010).

o Les cellules TS, reflet du TE

Les cellules TS ont été établies a partir dembryons a E3.5 et a partir
d’Ectoderme Extra-Embryonnaire du stade E6.5. Elles ont été obtenues par culture
sur des cellules nourricieres en présence du ligand FGF4 et d’héparine. Elles
expriment les marqueurs du TE comme Cdx2, Eomes, Gata3, Fgfr2 et n’expriment
pas Oct4 (Tanaka et al., 1998; Home et al., 2009).
La formation d’embryons chiméres indique que les cellules TS contribuent a la
formation du TE et de ses dérivés mais qu’elles ne participent pas a la formation de
'EPI ou de I'EPr (Tanaka et al., 1998). Lorsque ces cellules sont cultivées en
absence du ligand FGF4, elles prennent une morphologie de TGC (Cellules
trophoblastiques géantes) avec I'apparition de cellules polyploides (Tanaka et al.,
1998). Toutes ces observations permettent de conclure que les cellules TS se

différencient spontanément en TGC en absence de FGF4 dans le milieu de culture.
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Figure 3 : Processus mécanique contrélant la compaction.
(adaptée de Chazaud et al, 2016)
A : Une augmentation de I'adhésion entre cellules favorise un accroissement du contact cellule a cellule.
B : Une augmentation de la surface de contractilité corticale contrdle la compaction. Dans ce modéle, le
contact entre cellule médié par Cdh1 empéche une augmentation de la contractilité a ce niveau.

Apical domain
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Figure 4 : Localisation apico-basale des protéines de polarité aprés la phase de compaction.

(issue de Cockburn et al, 2010)
Les protéines aPKC et PARG se localisent au domaine apical (cyan) alors que la protéines E-CADHERINE
se localise au niveau basolatéral (violet).



C. Formation des deux premiers lignages

1. Polarisation, compaction et divisions asymétriques

La premiére différenciation cellulaire implique la formation de deux populations
distinctes qui différent a la fois par leur position et par leur destinée : d’'une part, le TE
qui se situe sur I'extérieur de 'embryon et d’autre part, la MCI pluripotente qui se
trouve a l'intérieur (Fig. 1).

Une fois spécifié, le TE forme un épithélium avec des jonctions serrées qui vont

favoriser la formation de la cavité blastoccelique.

e Mécanisme de la compaction

Dans un premier temps, les blastoméres des embryons a 8 cellules vont se
polariser et se compacter pour former la morula (Ziomek & Johnson, 1980). Au
cours de la compaction, les blastomeres qui étaient auparavant sphériques vont
s’aplatir les uns contre les autres. Cela va permettre de minimiser la surface totale de
'embryon et rendre chaque blastomére morphologiquement indiscernable. La
compaction nécessite une augmentation de l'interaction entre les cellules. Elle est
conduite par une augmentation des tensions et de la contractilité de maniére
autocrine au niveau des surfaces externes (Fig.3). L’augmentation de la surface
d’interaction cellulaire entraine également une réduction de la surface exposée au
milieu. La contractilité va donc permettre le positionnement des cellules au sein de
'embryon et donc orienter leur destin (Fig.3) (Maitre et al., 2016).

Les interactions entre cellules sont alors caractérisées par la présence d’E-
CADHERINE (Cdh17). Les cellules des embryons mutants pour I'e-cadhérine
expriment normalement les marqueurs du TE comme Cdx2 et peuvent donc se
différencier en TE mais ne forment jamais de cavité blastoccelique ni d’épithélium

(Stephenson, Yamanaka, & Rossant, 2010). De plus, la présence d’E-CADHERINE

13



Division symétrique

Division asymétrique

Figure 5 : Divisions symétriques et asymétriques.

(issue de Cockburn et al, 2010)
Les pointillés rouges représentent 'axe de division et les fleches doubles indiquent les deux cellules-filles
obtenues aprés la mitose.



au niveau des jonctions cellulaires permet d’éviter une augmentation de la

contractilité a ce niveau pour favoriser la compaction (Fig. 3) (Maitre et al., 2015).

e Polarisation et divisions asymeétriques

Au stade 8 cellules, les cellules vont également se polariser : un pdle basal et
un plle apical vont étre établis. Le domaine externe apical est caractérisé par
'expression d’aPKC et Par6. La progéniture de cellules traitées avec un dominant
négatif aPKC va avoir tendance a s’internaliser (Plusa, 2005) et les cellules
externes, qui présentent une expression plus faible d’aPKC auront tendance a
s’internaliser pour contribuer a la MCI (Fig. 4) (Morris, Guo, & Zernicka-Goetz,
2012).
La compaction et la polarisation des cellules vont permettre linternalisation de

certaines cellules et donc orienter leur devenir.

Par la suite, durant le passage de 8 a 16 cellules et de 16 a 32 cellules, les
cellules peuvent se diviser selon deux axes possibles : soit symétriquement selon
'axe interne-externe qui pourra permettre la formation de deux cellules polarisées,

soit asymétriquement favorisant la formation d’'une cellule polaire et une apolaire

(Fig. 5).

La différence de contractilité entre les blastoméres est suffisante pour
permettre linternalisation des cellules. En effet, les cellules internalisées ne
possedent pas de domaine apical et n’exigent pas une contractilité des cellules
voisines. Le processus d’internalisation se rapproche plus d’'un processus de ftri
cellulaire (Maitre et al., 2016). De plus, I'angle de division des cellules n’influence

pas leur devenir cellulaire (Watanabe et al., 2014).
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La fréquence des divisions asymétriques va permettre de déterminer la
proportion de cellules apolaires et polaires et donc le nombre de cellules formant la
MCI et le TE. Toutefois, il existe une grande variation de fréquence des divisions
asymeétriques durant la transition de 8 a 16 cellules. Dans certains embryons tous les
blastoméres peuvent se diviser asymétriquement tandis que dans d’autres, seules
une ou deux cellules subiront une division asymétrique (Anani et al., 2014).

Pour compenser cette variabilité, 'embryon peut mettre en ceuvre un certain nombre
de mécanismes. Par exemple, il existe un processus de tri actif qui permet
d’internaliser des cellules externes, qui sont apolaires, basé sur une augmentation de

la contractilité (Anani et al., 2014; Maitre et al., 2016).

Enfin, si le nombre de divisions asymétriques est faible durant la transition de
8 a 16 cellules, il augmente durant la division de 16 a 32 cellules, : en effet, plus de
cellules externes vont se diviser de maniere asymétrique pour équilibrer le ratio

cellules externes/cellules internes (Fig. 5) (Fleming, 1987).

Tout cela permet la formation de deux populations cellulaires distinctes : les
cellules externes polarisées qui formeront par la suite le TE et les cellules de la MCI

non polarisées.
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2. Implications moléculaires

La décision de chaque cellule de contribuer a la MCI ou au TE dépend de
différents facteurs :

- leur position au sein de I'embryon : une cellule transplantée dans un
embryon va adapter son destin en fonction de sa nouvelle position dans I'embryon
(Hillman, Sherman, & Graham, 1972; Rossant & Lis, 1979).

- leur différence d’héritage : par exemple, lors d’'une division asymétrique la
cellule mére va donner une large cellule fille qui conserve le péle apical polaire et
une cellule fille plus petite qui hérite du pdle basal non polarisé (Johnson & Ziomek,

1981).

L’expression de génes spécifiques de chacun des deux lignages, Cdx2
(Caudal-related homeobox 2) et Oct4 (Octamer-binding transcription factor 4) va
ensuite renforcer cette décision. Alors qu’ils sont co-exprimés au stade 8-cellules,
I'expression de CDX2 se restreint au TE alors que celle d’'OCT4 se limite a la MCI
(Palmieri et al., 1994; Dietrich & Hiiragi, 2007; Ralston & Rossant, 2008; Guo et al.,
2010). De plus, une forte expression de CDX2 dans les cellules favorise la
polarisation et augmente la fréquence de divisions symétriques (Ajduk, Biswas

Shivhare, & Zernicka-Goetz, 2014).

a. CDX2, un marqueur du TE

e Expression de CDX2 au cours du développement embryonnaire
Le facteur de transcription CDX2 est un facteur clé spécifique du TE. Son
expression débute en mosaique au stade 8 cellules avec le début de la

différenciation des cellules externes. Elle est ensuite restreinte au TE au stade E3.25
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(Fig. 6) (Dietrich & Hiiragi, 2007; Ralston & Rossant, 2008). Il existe également une
expression réduite du transcrit maternel aux stades 2 et 4 cellules (Jedrusik et al.,

2010; Wu et al., 2010).

e Réles de CDX2 sur la cavitation et I'epithélialisation

CDX2 est essentiel a la formation du TE fonctionnel (Strumpf, 2005). En effet,
les embryons Cdx2-/- arrivent a former une cavité blastoccelique ; toutefois ils
présentent un défaut de maintien de celle-ci au stade E3.5. Ces embryons possédent
également un défaut d’éclosion, c'est-a-dire qu’ils n’arrivent pas a se libérer de la
zone pellucide.

De plus, I'épithélialisation n’est pas maintenue dans ces embryons : une
mauvaise localisation des marqueurs E-CADHERINE et Z0-1 (Zonula Occludens-1) a
été observée (Strumpf, 2005; Wu et al., 2010) entrainant une perte des jonctions
serrées. Cependant, les jonctions adhérentes n’étant pas affectées, linitiation de
I'épithélialisation a lieu (Wu et al., 2010). De méme, I'expression et la polarisation de
la protéine aPKC reste inchangée, ainsi que I'expression de KRT8 (Cytokératine 8,
marqueur du TE) qui, malgré son expression diminuée, reste localisée correctement
(Ralston & Rossant, 2008). Cela montre que la polarisation n’est pas affectée. Ces
embryons sont donc capables de former un épithélium bien que celui-ci ne soit pas

maintenu.

Ce phénotype s’accompagne de la perte de I'expression de certains transcrits
spécifiques du TE plus tardifs comme Eomes (Eomesodermine) ou Hand1, couplée a
une expression ectopique des marqueurs de la MCI (OCT4, NANOG) dans les
cellules externes et a une augmentation de la mort cellulaire au niveau de ces
cellules (Strumpf, 2005).

Au final, bien que la formation des blastocystes commence dans les embryons

Cdx2 -/-, la formation du TE est compromise au-dela du stade blastocyste précoce.

17



e Influence de Cdx2 sur le devenir cellulaire

Afin de vérifier si CDX2 influence la position des cellules de l'intérieur vers
I'extérieur, des chiméres ont été formées avec des blastoméres d’embryons Cdx2-/-.
Ces cellules contribuent alors a la formation du TE avec la méme fréquence que des
blastoméres sauvages (Ralston & Rossant, 2008). Ainsi, méme si CDX2 est requis
pour la différenciation trophoblastique, des facteurs situés en amont de CDX2
contrélent la position, la polarisation et 'engagement des cellules vers les destins de

MCI ou de TE.

Savoir a quel moment CDX2 intervient précisément reste a ce jour une
question en suspens. En effet, une équipe suggére que la protéine CDX2 issue du
transcrit maternel aurait un réle dans la différenciation du TE (Jedrusik et al., 2010,
2015), tandis que d’autres équipes montrent qu’il n’existe pas d’influence de celle-ci
sur le développement (Wu et al., 2010; Blij et al., 2012).

L’étude des embryons Cdx2 mutants au niveau maternel et zygotique (MZ Cdx2 -/-) a
fait 'objet de deux analyses séparées qui révelent des résultats contradictoires.
Tandis qu’une 1ére équipe montre que la contribution maternelle de Cdx2 n’influence
pas le développement pré-implantatoire (Blij et al., 2012), une autre met en évidence
que les embryons MZ Cdx2 -/- possédent un phénotype plus sévére que les
embryons Cdx2 -/- zygotiques. En effet, pour cette deuxiéme équipe, les embryons
MZ Cdx2 -/- ont une mort cellulaire plus précoce et leur développement s’arréte au
stade morula (Jedrusik et al., 2015).

Ces résultats contradictoires pourraient provenir d’'une différence dans le fond

génétique de ces souris, ainsi que de différences dans les conditions de culture.
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e Dérivation et expression dans les cellules en culture

La modulation de I'expression de CDX2 entraine des phénotypes drastiques in
vitro. Les cultures d’explants issus des embryons Cdx2 -/- ne permettent pas le
développement trophoblastique. De plus, des cellules souches pluripotentes (cellules
ES) peuvent étre dérivées de ces embryons ce qui signifie que le développement de
la MCI n’est pas affecté (Chawengsaksophak et al., 2004).

En outre, CDX2 est exprimé dans les cellules TS ou Il est nécessaire pour leur
auto-renouvellement (Niwa et al., 2005). Par ailleurs, I'expression ectopique de Cdx2
dans les cellules ES entraine leur différenciation en cellules ressemblant aux cellules
TS. Elles expriment les marqueurs du TE Fgfr2, Eomes et n’expriment pas Oct4
(Niwa et al., 2005; Tolkunova et al., 2006). De plus, lorsque ces cellules sont
injectées dans des blastocystes, elles vont exclusivement contribuer a la formation

du placenta (Niwa et al., 2005)

Finalement, bien que CDX2 soit requis pour la différenciation du TE, il ne I'est

pas pour I'engagement des cellules dans cette voie de différenciation (Ralston &

Rossant, 2008; Wu et al., 2010).

b. La voie Hippo contréle la premiére décision du destin

cellulaire

e La voie Hippo

L’'importance de la voie Hippo pour la détermination des cellules en TE a été
mise en évidence récemment. D’abord identifiée chez la drosophile, cette voie est
conservée chez la souris et chez 'Homme (Yu & Guan, 2013). Il s’agit d’'une
signalisation de type Serine/Thréonine Kinase avec une activation en cascade (Fig.
7). Les composants principaux de cette voie de signalisation sont les kinases MST

1/2 (Hippo chez la drosophile) et LATS 1/2 qui ont pour cofacteurs SAV 1 et MOB
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Cellules externes polarisées

Cellules internes non polarisees

Figure 7 : Contréle de la ségragation entre TE et EPI par la voie Hippo.
(adaptée de Graham et al, 2016)

L'activité de TEAD4 est régulée de maniére différente entre les cellules externes et les cellules internes,
ceci a cause de I'absence de polarité cellulaire entrainant une activation différentielle de la voie Hippo. Dans
les cellules externes, la protéine AMOT est restreinte au péle apical ce qui permet I'entrée dans le noyau de
YAP et donc I'activation de la transcription par TEAD4 de Cdx2. AP2y favorise cette transcription en inhibant
les acteurs de la voie Hippo et favorisant 'expression des protéines de polarité. Dans les cellules apolaires,
AMOT est localisée au niveau des jonctions adhérentes (barres grises). Elle séquestre alors YAP, qui est
phosphorylé, dans le cytoplasme, ce qui inhibe I'activité de TEADA4 et I'expression de Cdx2.



1A/B respectivement et pour co-activateurs transcriptionnels YAP et TAZ. Ces
derniers vont s’associer avec les facteurs de transcription avec des domaines TEA :
TEAD1 a 4 pour activer la transcription. Lorsque la voie Hippo est activée, cela
entraine une augmentation de la phosphorylation de YAP par LATS1/2 empéchant
son accumulation nucléaire ce qui inhibe I'activité transcriptionnelle des TEAD (Fig.
7) (Yu & Guan, 2013).

Dans I'embryon, les différences de position des cellules entrainent une
différence d’activation de la voie Hippo. En effet, la voie Hippo est activée par
'absence de polarité dans les cellules internes tandis que les acteurs de cette voie

sont séquestrés a la membrane dans les cellules externes.

e Le role de TEAD4
Dans I'embryon, TEAD 1, 2 et 4 sont exprimés a partir du stade 8 cellules.

Les embryons Tead4 mutants possedent un phénotype plus sévére que les
embryons Cdx2 mutants. En effet, ces embryons ne forment pas de cavité
blastoccelique. De plus, ils n’expriment ni Cdx2, ni Eomes (Yagi et al., 2007). Ces
résultats démontrent que TEAD4 intervient en amont de CDX2. L’absence de Tead4
entraine une expression de OCT4 dans toutes les cellules sans variation du nombre
de cellules totales, ni de phénotype au niveau des jonctions cellulaires (B-caténine),
ou de la polarité (aPKC) (Nishioka et al., 2008). TEAD4 n’est donc pas requis pour la
compaction des blastomeres ni pour leur polarisation ou pour le développement de la
MCI mais il est requis pour 'engagement des cellules vers le TE (Yagi et al., 2007;
Nishioka et al., 2008). L’expression ectopique de Tead4 induite par le tamoxiféne
dans des cellules ES en différenciation, entraine une morphologie de cellules TS qui
expriment des marqueurs du TE comme Eomes, Cdx2 et Hand1 (Nishioka et al.,
2009). Cela démontre que TEAD4 contrdle I'expression de nombreux genes du TE,

notamment celle de Cdx2.
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Outre son rdle sur le contrble de la spécification du TE, TEAD4 permet
également de prévenir le stress oxydatif dans I'embryon, en limitant 'accumulation
d’espéces réactives a I'oxygéne (ROS). L'intégrité de ce processus est requise pour
la formation de la cavité blastoccelique. Ce rble est spécifique de TEAD4, puisque les
embryons Tead4 mutants expriment CDX2 et forment une cavité s’ils sont cultivés
dans des conditions ou le stress oxydant est réduit. TEAD4 joue donc un rdle crucial
dans le maintien de 'homéostasie énergétique (Kaneko & DePamphilis, 2013).

Enfin, TEAD4 est exprimé dans tous les blastoméres, Cependant, il n’exerce
ses fonctions activatrices que dans les cellules externes (Nishioka et al., 2009;
Hirate et al., 2012). Cela est dU a la régulation de son activité par les co-activateurs

YAP et TAZ (Fig. 7) (Nishioka et al., 2009).

e La protéine YAP

La protéine YAP est exprimée au niveau nucléaire a partir de 4 cellules, puis
est restreinte aux cellules externes a partir du stade 16 cellules. Sa présence au
niveau nucléaire conduit a une augmentation de [l'activité transcriptionnelle de
TEAD4 sur Cdx2 notamment (Nishioka et al., 2009).

Dans les cellules internes, la voie Hippo est activée, ce qui entraine une
phosphorylation de YAP sur la sérine 112. La forme phosphorylée de YAP reste
cytoplasmique et est dégradée. Il y a alors un arrét de I'accumulation de YAP au
niveau nucléaire et donc une inactivation de la transcription dépendante de TEAD4
(Fig. 7). A linverse, dans les cellules externes, la voie Hippo est inactive, ce qui
favorise la localisation de la forme non phosphorylée de YAP au niveau nucléaire et
donc une activation de TEAD4 et des transcrits qui lui sont associés comme Cdx2.
La localisation nucléaire de YAP est due non seulement a la position de la cellule
mais également a la localisation des marqueurs apicaux (Fig. 7) (Stephenson et al.,

2010).
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e Les autres acteurs de la voie Hippo

L’inactivation des acteurs de la voie Hippo dans les embryons doubles
mutants Lats7-/- ; Lats2-/-, entraine une expression nucléaire de YAP dans toutes les
cellules de I'embryon et une expression ectopique de CDX2 dans les cellules
internes qui sont donc identifiées comme des cellules du TE (Nishioka et al., 2009).
De plus, linhibition de Lats 1/2, par des siRNA dans des cellules empéche la
dérivation de ces cellules en cellules ES. |l existe également une redondance
fonctionnelle et une autorégulation de LATS1 et LATS2 (Lorthongpanich et al.,
2013).

La protéine ANGIOMOTINE (AMOT), protéine de jonction, joue un réle
important dans I'activation de la voie Hippo. Une inhibition de Amot par des siRNA
entraine les mémes phénotypes qu’une inhibition de la voie Hippo au sein de
'embryon. La protéine AMOT est détectée, a partir du stade 8 cellules compactées,
au niveau membranaire. Elle est restreinte au pdle apical des cellules polaires au
stade 16 cellules et reste plus abondante dans les cellules de la MCI au stade
blastocyste.

Les membres de la famille AMOT s’associent avec 'E-CADHERINE. AMOT est donc
le lien entre la polarité cellulaire et I'activation de la voie Hippo (Hirate et al., 2013;

Leung & Zernicka-Goetz, 2013).

e Les autres voies impliquées

La voie Notch joue également un réle dans la différenciation des cellules en
TE. Elle est active dans quelques cellules au stade 8 cellules et son activité est
restreinte aux cellules du TE au stade E3.5. De plus, les blastoméres dans lesquels
la voie Notch est active vont former préférentiellement la population externe de
'embryon (Rayon et al., 2014). Elle va également, en coordination avec la voie

Hippo favoriser I'expression de CDX2 dans les cellules externes.
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La voie Notch et la voie Hippo agissent donc ensemble dans I'embryon pré-
implantatoire, pour la viabilité de 'embryon, pour favoriser 'expression de CDX2 et

permettre la différenciation du TE.

Une étude de la perte et du gain de fonction du facteur de transcription AP-2y
(TFAP2C) a mis en évidence que celui-ci est requis pour I'expression de CDX2.
Pendant le passage du stade 8 cellules au stade morula, AP-2y potentialise les effets
de la polarité cellulaire en inhibant la voie Hippo dans les cellules externes. Il facilite
donc la spécification du TE en permettant la régulation de la transcription de Cdx2 et
de la polarité cellulaire (Fig. 7) (Cao et al., 2015). Toutefois, les embryons mutants
pour AP-2y au niveau maternel et zygotique conservent leur capacité a former un

blastocyste (Winger, 2006).

c. Les autres marqueurs du TE

Les cellules du TE expriment également d’autres marqueurs comme GATA3
(GATA Binding Protein 3) ou EOMES.

Dans I'embryon, Gata3 est détecté dés le zygote a des niveaux trés faibles.
Ce niveau augmente a partir du stade 4 cellules et se maintient jusqu’au stade
blastocyste. L'ARNmM Gata3 n’est pas détecté au sein de MCI isolées par
immunochirurgie, signifiant qu’il doit étre exprimé exclusivement dans le TE (Home et
al., 2009). Ce résultat est corroboré par 'immunofluorescence de GATA3 qui montre
sa co-localisation avec CDX2 (Ralston et al., 2010). L’injection de shARN Gata3 au
stade 2 cellules entraine une diminution de I'expression de Cdx2 mais ne modifie pas
celle de Tead4. GATA3 n’est donc pas requis pour l'initiation du TE mais il est requis
pour sa maturation, notamment en favorisant I'expression de CDX2. De méme,
'expression de GATA3 est toujours détectée dans les embryons Cdx2 mutants mais

est largement diminuée dans les embryons Tead4 mutants, montrant que TEAD4
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régule en paralléle I'expression de Cdx2 et de Gata3. De plus, GATAS peut se fixer
et réguler directement le maintien de la transcription de Cdx2 car celui-ci posséde
dans sa séquence un motif conservé GATA (Home et al., 2009; Ralston et al.,
2010).

L’expression de Gata3 est également enrichie dans les cellules TS. Son inhibition par
RNAIi entraine une diminution de la transcription de Cdx2 et son expression
ectopique dans les cellules ES est suffisante pour induire leur différenciation en
cellules ressemblant aux cellules TS (Ralston et al., 2010). Cependant, elles ne
peuvent pas étre maintenues, c'est-a-dire qu’elles ne peuvent pas étre conservées
en culture au cours du temps, a linverse des cellules obtenues par I'expression
ectopique de Cdx2 (Niwa et al., 2005). GATA3 et CDX2 jouent donc des réles
différents mais il est également possible qu’ils agissent en paralléle dans le

développement trophoblastique.

Concernant le géne Eomes, il est induit dans les cellules engagées vers un
devenir trophoblastique. Ce géne code un facteur de transcription a domaine T.
EOMES est détecté au niveau nucléaire dans l'ovocyte puis dans tous les
blastoméres au cours du développement préimplantatoire (McConnell et al., 2005).
Au stade blastocyste, I'expression d'EOMES se restreint au niveau du TE. Les
embryons mutants pour Eomes meurent lors de limplantation. Ce phénotype
s’explique par un défaut de différenciation du TE. En effet, dans ces embryons
mutants, il 'y a pas de propagation de cellules de type trophoblastique (Russ et al.,

2000).
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3. Les marqueurs de la MCI

Les cellules internes du blastocyste vont constituer la MCI. Les facteurs

principaux influant sur la pluripotence sont OCT4 et SOX2.

a. OCT4, marqueur de pluripotence

OCT4 est considéré comme étant « l'interrupteur génétique principal » dans la
mise en place de la totipotence/ pluripotence (Pesce & Schdler, 2001).
La protéine OCT4 est codée par le géne Poubf1. C’est un facteur de transcription a
homéodomaine de la famille des POU (Pit-Oct-Unc). |l va activer I'expression de ses
génes cibles grace a sa fixation sur une séquence consensus (ATGCAAAT).
Dans I'embryon, I'expression d’OCT4 commence dés le stade 1 cellule, il s’agit alors
des protéines issues du transcrit maternel. Au stade 2 cellules, I'expression
maternelle est remplacée par la protéine issue du transcrit zygotique (Nichols et al.,
1998). L’expression d’'OCT4 reste uniforme dans toutes les cellules de 'embryon au
stade morula, puis avec la différenciation des cellules du TE, I'expression d'OCT4 au
niveau transcriptionnelle et protéique est restreinte aux cellules de la MCI et disparait
peu a peu des cellules du TE au stade blastocyste tardif. Cela signifie qu’'OCT4 et
CDX2 sont dans un premier temps co-exprimés avant d’avoir une expression
mutuellement exclusive (Palmieri et al., 1994; Dietrich & Hiiragi, 2007; Guo et al.,
2010). Finalement, I'expression d’OCT4 est restreinte aux cellules de 'EPI a partir du

stade E4.5 (Grabarek et al., 2012).

L’expression maternelle d'OCT4 n’est pas essentielle a la formation du zygote
(Frum et al., 2013; Le Bin et al., 2014). En effet, les embryons mutants pour Oct4 au

niveau maternel et zygotique se développent jusqu'au stade blastocyste. La
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distribution entre cellules externes et internes ainsi que la prolifération et la survie
cellulaire sont maintenues jusqu’a ce stade, et les embryons arrivent a caviter
partiellement. Toutefois, la MCI n’est plus pluripotente et les cellules internes
prennent une identité de TE puisqu’elles expriment KRT8 et CDX2 au stade

blastocyste tardif (Nichols et al., 1998; Ralston et al., 2010; Frum et al., 2013).

Dans les modéles in vitro, la protéine OCT4 est exprimée dans les cellules ES.
Une quantité précise d’'OCT4 est requise pour I'auto-renouvellement des cellules ES.
Une augmentation ou une diminution de sa concentration induit une modification du
programme de développement (Niwa et al., 2000). En effet, I'invalidation génique ou
l'inhibition d’Oct4 dans les cellules entraine un changement de morphologie cellulaire
couplée a I'expression de marqueurs du TE comme Cdx2, Krt8 et Eomes (Niwa et
al., 2000; Velkey & O’Shea, 2003). A l'inverse, une augmentation de I'expression
d’OCT4 conduit a la différenciation des cellules en EPr (Niwa et al., 2000).
Ainsi, OCT4 apparait comme indispensable pour le maintien de la pluripotence au

sein de la MCI.

b. Quelques facteurs de pluripotence régulant OCT4

La régulation de I'expression d’OCT4 peut se faire par différentes voies.
CDX2 se fixe sur le géne Poubf1. Des expériences de reporteurs d’activité
luciférases ont montré que l'effet represseur de CDX2 sur Oct4 passe par le blocage

de ses fonctions (Niwa et al., 2005).

Le facteur de transcription SALL4, un homologue du géne homéotique de la
drosophile spalt, peut également se fixer sur Oct4 et induire sa transcription dans les

cellules ES (Zhang et al., 2006).
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De plus, linvalidation de ce géne (ES Sall4 -/- ou par siRNA) entraine une
expression ectopique des marqueurs du TE comme Cdx2, Eomes et Hand1. Lors de
la formation de chiméres, ces cellules contribuent aussi bien au TE qu’a la MCI, ce
qui signifie qu’elles conservent leur pluripotence et ne se différencient pas totalement
en TE (Sakaki-Yumoto, 2006; Zhang et al., 2006). Ainsi, une réduction de
'expression de Sall4 peut conduire a une re-spécification des cellules en TE. A
'inverse, une surexpression de ce géne favorise I'expression des marqueurs de la
MCI comme OCT4, NANOG ou SOX2 (Zhang et al., 2006).

Dans I'embryon, SALL4 est exprimé a la fois dans la MCI et dans le TE. Les
embryons Sall4 mutants meurent aux alentours du stade E6.5. Donc Sall4 n’est pas
nécessaire pour la spécification des premiers lignages. En effet, les marqueurs de la
MCI (Oct4) et du TE (Cdx2) sont correctement exprimés dans ces embryons (Sakaki-
Yumoto, 2006). Toutefois dans ces embryons, lI'incorporation de BrdU (marqueur de
la prolifération) est plus faible que dans les embryons sauvages. De plus, les cellules
Sall4-/- possédent une prolifération plus faible que les cellules ES. Sall4 est donc
essentiel pour la prolifération des cellules mais pas pour le maintien de la

pluripotence (Sakaki-Yumoto, 2006; Yuri et al., 2009).

Les membres de la famille des Kruppel-Like facteur, KLF2, KLF4 et KLF5 se
fixent sur Oct4 (Parisi et al., 2008) et favorisent 'auto-renouvélement des cellules
ES en absence de LIF (Jeon et al., 2016). L’expression de ces 3 KLF est donc
associée a un état indifférencié des cellules ES. Un KD de ces trois génes en cellules
ES entraine un défaut d’auto-renouvélement tandis que les KO simples n’ont pas le
méme effet. Cela signifie que ces 3 facteurs possédent des fonctions redondantes au
niveau de l'auto-renouvélement (Jiang et al., 2008). Toutefois, leurs fonctions
différent au niveau de la régulation de la différenciation des cellules ES. Ainsi, le KD
de Kif4 dans les cellules ES entraine la différenciation de celles-ci en endoderme,
tandis que le KD de KIf5 les entraine vers un destin mésodermique. En conclusion,

KIf4 régule négativement I'expression des marqueurs de I'endoderme tandis que KI5
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régule négativement I'expression des marqueurs du mésoderme (Aksoy et al.,
2014).

Cependant, seuls les embryons KIf5 -/- possédent un phénotype au stade
blastocyste : les embryons Kif4-/- meurent peu avant la naissance et les embryons
KIf2-/- meurent au stade E12.5 (Kuo et al., 1997; Segre, Bauer, & Fuchs, 1999).
Cela pourrait étre di au fait que les autres membres de la famille des KLF pourraient
jouer un role redondant (Nakagawa et al., 2007).

Dans I'embryon, la protéine KLF5 est présente dés le stade 2 cellules. Au
stade morula, son expression ainsi que l'expression de sa forme acétylée est
ubiquitaire, et devient plus intense dans les cellules externes puis dans le TE alors
gu’elle diminue dans la MCI (Parisi et al., 2008; Ema et al., 2008; Lin et al., 2010;
Zhao, Liu, & Chen, 2015).

L’étude des embryons KIf5-/- montre une létalité précoce marquée par la perte
d’expression de Cdx2, Eomes et Krt8 indiquant que KIf5 est requis pour la formation
du TE (Lin et al., 2010).

De plus, la prolifération des cellules est diminuée et la dérivation en cellules ES n’est
pas possible. La mort cellulaire est également élevée dans ces embryons (Lin et al.,

2010). KIf5 est donc requis pour la formation du TE et de la MCI.

c. SOX2, premier marqueur des cellules internes

SOX2 appartient a la famille des SRY related gene dont chaque membre
posséde un domaine HMG (High Mobility Group) trés conservé permettant la liaison

a ’ADN. SOX2 appartient au sous-groupe B1 qui comprend SOX1, SOX2 et SOX3.

e Coopération entre SOX2 et OCT4

Le facteur de transcription SOX2 peut réguler 'expression d'OCT4.
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SOX2 et OCT4 agissent en coopération pour permettre leur propre transcription par
une boucle d’autorégulation positive dans les cellules ES (Okumura-Nakanishi et al.,
2005). Les motifs de liaison a 'ADN de Oct4 et Sox2 correspondent a la cassette
HMG/POU (Chen et al., 2008). Cette cassette est constituée d’'une séquence HMG
reconnue par SOX2 et d’'une séquence POU reconnue par OCT4. Ce motif est
retrouvé dans un trés grand nombre de génes impliqués dans la pluripotence et
I'auto-renouvélement comme Oct4, Sox2 ou encore Nanog (Okumura-Nakanishi et
al., 2005; Rodda, 2005; Chew et al., 2005). Ces trois facteurs appartiennent a un
grand complexe qui intervient notamment dans le maintien de la pluripotence (Gao et
al., 2012).

De plus, OCT4 et SOX2 partagent plus de 400 cibles communes ce qui fait
d’eux les régulateurs maitres du circuit de régulation transcriptionnelle responsable
de l'auto-renouvelement et de la pluripotence des cellules ES (Boyer et al., 2005).

La fixation de SOX2 au niveau du petit sillon de 'ADN et la liaison d’OCT4 au grand
sillon leur permet d’interagir physiquement au niveau de la cassette HMG/POU. Ces
deux séquences peuvent étre adjacentes ou bien séparées de 3 nucléotides. Il est
évident que I'association des 2 facteurs de transcription sera plus forte dans le 1
cas (Jerabek et al., 2014) et donc I'activité transcriptionnelle plus importante (Rizzino
& Wuebben, 2016). A I'inverse, ajouter des nucléotides entraine une perte de liaison

entre les deux facteurs et donc une perte d’activité (Aksoy et al., 2013).

e Importance de la modulation de l'expression et des mouvements cellulaires de
SOX2
La modulation d’Oct4 et Sox2 entraine des changements profonds au sein des
cellules ES. En effet, une inhibition de Sox2 dans les cellules ES par construction de
cellules Sox2 mutantes inductibles, par RNAi ou par génération d’'un mutant
dominant négatif, entraine une diminution des transcrits pour Sox2, Nanog et Oct4 ce

qui provoque une perte de pluripotence et une différenciation en TE (Chew et al.,
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Figure 8 : Localisation de SOX2 au sein des cellules de I’embryon.

A : Au stade E3,25 SOX2 est exprimé dans le noyau des cellules de la MCI.

B : Une mutation dans les NLS (Nuclear Localisation Signal) de SOX2 empéche son import dans le noyau
et favorise la différenciation en TE des cellules ES.

C : Une mutation dans la séquence NES (Nuclear Export Signal) de SOX2 entraine sa rétention dans le
noyau et favorise I'expression des marqueurs de pluripotence dans les cellules ES.



2005; Li et al.,, 2007; Masui et al., 2007). Notamment, la formation du dominant
négatif est due a la mutation des deux sites NLS (Nuclear localisation signal) au sein
de la séquence HMG de Sox2. Ces mutations bloquent I'entrée de SOX2 dans le
noyau et alterent sa liaison avec OCT4. Cela suggére que la présence de SOX2
dans le noyau permet le maintien de la pluripotence en coopération avec OCT4 (Fig.
8) (Li et al., 2007).

A l'inverse, le blocage de l'acétylation de la lysine 75 au sein de la séquence
NES (Nuclear Export Signal) de SOX2 retient la protéine dans le noyau. Cela a pour
conséquence de favoriser I'expression des marqueurs de pluripotence. De plus,
favoriser l'acétylation de SOX2 entraine son export et sa dégradation par le
protéasome (Fig. 8) (Baltus et al., 2009).

Enfin, la surexpression de Sox2 dans les cellules ES s’accompagne d’une
diminution des transcrits Sox2, Oct4 et Nanog et d'une différenciation
morphologique de celles-ci. En effet les génes associés au neuroectoderme, au
mésoderme et au trophectoderme sont alors surexprimés. Enfin, une trop forte
surexpression de Sox2 provoque une mort cellulaire massive (Boer et al., 2007;
Kopp et al., 2008).

Toutes ces études montrent que le niveau de SOX2 est optimisé dans les
cellules ES et qu’'une petite augmentation ou diminution entraine une différenciation

de ces cellules.

e Expression de Sox2 dans I'embryon

Dans I'embryon, I'expression du transcrit maternel Sox2 est retrouvée de
maniére importante au stade 1 cellule. Cette expression est ensuite relayée par
I'expression du transcrit zygotique qui augmente fortement et devient spécifique des
cellules de la MCI au stade 32 cellules. Cela fait de Sox2 le premier facteur de
pluripotence connu restreint a la MCI. Cette expression est inversement corrélée

avec celle de /d2, marqueur spécifique du TE, considéré comme le premier marqueur
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Figure 9 : Expression de SOX2 durant le développement pré-implantatoire.

A : (issue de Guo et al, 2010)

ARNmM de Sox2 quantifié par RT-PCR sur cellule unique au cours du développement pré-implantatoire.

B : (issue de Wicklow et al, 2014)

Immunofluorescence des protéines SOX2 et NANOG au sein des embryons au stade 16 cellules et au
stade E3,5. La protéine SOX2 est détectée spécifiquement dans les cellules de la MCI, alors que NANOG
est présent dans toutes les cellules au stade E3,5.



des cellules externes. Ainsi, le couple Sox2/ld2 constitue le premier marqueur de
différenciation au sein des populations cellulaires du blastocyste (Fig. 9) (Guo et al.,
2010).

La protéine est détectée dans quelques cellules internes a partir du stade 16
cellules. (Fig. 9) (Guo et al.,, 2010; Wicklow et al., 2014). Au stade blastocyste,
'expression de SOX2 diminue progressivement dans les cellules de I'EPr, pour
devenir spécifique des cellules EPI. De maniére intéressante, I'expression de SOX2
est initiée aprés celle dOCT4 mais est restreinte aux cellules EPI avant elle (Avilion,

2003; Wicklow et al., 2014).

e Etudes des embryons Sox2 mutants

Les cultures d’explants d’embryons mutants pour Sox2 forment des cellules

géantes trophoblastiques tout comme les embryons Oct4 mutants. Toutefois ils
expriment également PLAT (tissue Plasminogen Activator) qui est un marqueur de
I'EPr (Avilion, 2003).
Cependant, les embryons traités avec un siRNA au stade 2 cellules ne se
développent pas jusqu’au stade blastocyste. De plus, ces embryons possedent des
défauts d’expression des génes du TE comme Cdx2 ou Tead4 ainsi que des génes
requis pour le développement de I'embryon qui sont alors diminués, comme Fgf4
(Keramari et al., 2010). Ces embryons possédent donc un phénotype plus délétere
que les embryons mutants suggérant un réle maternel et zygotique de Sox2.

Pour supprimer toute ambiguité sur le role de SOX2 dans I'embryon, une
publication plus récente, a étudié les embryons Sox2 mutants au niveau maternel et
zygotique (Wicklow et al., 2014). L'absence de SOX2 maternel et zygotique ne
bloque pas la formation du blastocyste. De plus, SOX2 n’est pas nécessaire pour
linitiation de lI'expression d'OCT4 au niveau embryonnaire. Cette différence de
résultat entre ces publications pourrait étre due a une certaine toxicité des siRNA

transfectés.
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Enfin, I'expression de Sox2 maternelle n’est pas nécessaire pour le

développement de 'embryon (Campolo et al., 2013; Wicklow et al., 2014).

La régulation de SOX2 au sein des blastocystes passe par la voie Hippo. En
effet, une expression ectopique de SOX2 dans les cellules externes est présente
dans les embryons mutants pour Tead4, ou lors d’'une surexpression de LATS1/2
(Wicklow et al., 2014). De plus, dans les cellules ES il a été montré que la protéine

YAP pouvait se lier a la séquence de Sox2 (Lian et al., 2010).

Tous ces résultats soutiennent I'idée que SOX2 et OCT4 sont importants mais

ne sont essentiels pour la formation de la MCI.
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D. Hétérogénéité au sein de la MCI

1. Cavitation et polarisation

La formation de la cavité et par conséquent du blastocyste est liée au nombre
de cellules dans 'embryon (Smith & McLaren, 1977; Johnson & McConnell, 2004).
La cavité blastoccelique apparait au stade E3.25 et gonfle jusqu’a I'implantation. (Fig.
1) Celle-ci se remplit de liquide ce qui va repousser les cellules de la MCI vers un
pbdle de I'embryon. La cavitation peut s’initier a différents endroits, les cavités se
regroupant ensuite pour former une seule cavité de taille plus conséquente
(Motosugi et al., 2005).

Le transport actif du liquide se fait notamment a I'aide des pompes Na/K
ATPases. Traiter des embryons avec la Ouabaine, un inhibiteur de ces pompes,
entraine une perturbation de la cavitation et une perte des jonctions serrées entre les
cellules du TE (Violette, Madan, & Watson, 2006).
Ces pompes posseédent plusieurs sous-unités, mais, seules les sous-unités a1 et 1
se situent au plle baso-latéral du TE alors qu’elles sont distribuées de maniére
équivalente le long des membranes des cellules de la MCI (MacPhee et al., 2000).
Les embryons mutants pour le géne codant la sous-unité a1 de cette pompe ne
forment pas de cavité et meurent vers E3.5 (Barcroft et al., 2004). De plus,
I'utilisation de siRNA contre la sous-unité B1 de cette pompe, provoque un arrét du
développement des embryons au stade morula et les protéines des jonctions serrées
comme ZO1 et TOCCLUDINE ne sont pas correctement localisées (Madan, Rose, &
Watson, 2007).

La bonne localisation et l'activité de la pompe Na/K ATPase sont donc

indispensables pour I'expansion correcte de la cavité blastoccelique.
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Figure 10 : Expression de NANOG et GATA6 durant le développement pré-implantatoire.

A : (issue de Guo et al, 2010)

ARNm de Nanog et Gata6 quantifiés par RT-gPCR sur cellule unique au cours du développement pré-
implantatoire.

B : (issue de Chazaud et al, 2006)

ARNmM de Nanog et Gata6 observeé par hybridation in situ au sein d’'un embryon au stade E3,5.

C : (issue de Plusa et al, 2008)

Immunofluorescence des protéines NANOG (blanc) et GATA6 (rouge) au sein des embryons du stade 8
cellules au stade E3,75.



2. La spécification des cellules de la MCI

En paralléle de la cavitation, la MCI devient hétérogene. Les cellules
morphologiquement indistinctes de la MCI vont se différencier en EPI et EPr par un
processus comportant plusieurs étapes avec en premier lieu une spécification en EPI
ou EPr, puis une maturation par la mise en place des réseaux de genes spécifiques,
et en parallele un tri des cellules permettant de former deux compartiments distincts
(Fig. 1).

L’analyse des facteurs de transcription NANOG (marqueur de I'EPI) et GATAG6
(marqueur de 'EPr) est le meilleur reflet de la spécification des cellules de la MCI.
Les deux sont co-exprimés dans tous les embryons au stade 8 cellules. Entre 3.0 et
3.25, I'expression de ces deux facteurs se restreint, certaines cellules exprimant
préférentiellement NANOG et d’autres GATAG, entrainant les cellules vers un destin
d’EPI ou d’EPr respectivement. L’émergence de cellules NANOG positives et GATAG
négatives est le premier signe du processus de spécification et ceci se produit
indépendamment de la position qu’occupe la cellule au sein de la MCI. Cela génére
une organisation en « poivre et sel » au stade E3.75 (Fig. 10) (Kurimoto, 2006;
Chazaud et al., 2006; Plusa et al., 2008; Guo et al., 2010; Bessonnard et al.,
2014).

La mise en place de cette expression en « poivre et sel » correspond a la
perte de I'un des deux marqueurs et en parallele a une augmentation de l'autre
marqueur individuellement dans chaque cellule (Guo et al., 2010; Bessonnard et al.,
2014). Cette organisation se fait de maniére asynchrone, c’est-a-dire que
'expression exclusive ne débute pas au méme moment dans toutes les cellules,
ainsi, il existe encore quelques cellules exprimant a la fois NANOG et GATA6 au
stade E3.75 (Fig. 10) (Kurimoto, 2006; Chazaud et al., 2006; Gerbe et al., 2008;
Plusa et al., 2008; Meilhac et al., 2009; Xenopoulos et al., 2015). La spécification
permet donc la mise en place des deux lignages EPI et EPr dans les cellules de la

MCI de maniére asynchrone.
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3. Qui controle la spécification EPI vs EPr

L’environnement extrinséque et les facteurs intrinséques des cellules sont
importants pour leur spécification. Plusieurs voies de signalisation peuvent jouer un
réle lors de cette spécification, mais la plus importante est la voie de signalisation

FGF/MAPK.

a. La signalisation FGF/MAPK contréle la spécification EPI

vs EPr

La signalisation FGF (fibroblast growth factor) est classée dans la famille des
voies de signalisation a RTK (récepteurs Tyrosine Kinase). Les vertébrés possédent
22 ligands FGF et 5 récepteurs ; chacun avec un profil d’expression particulier au

cours du développement.

e Les ligands FGF

Les ligands FGF ne sont pas tous exprimés durant 'embryogénése précoce.
Seuls Fgf3 et Fgf4 sont exprimés de maniére non négligeable dans I'embryon pré-
implantatoire. Les autres ligands sont trés faiblement exprimés et de maniere
ubiquitaire durant la spécification (Ohnishi et al.,, 2013). L’étude des mutants pour
chacun des FGF a montré que seuls les mutants Fgf4 possédaient un phénotype
précoce (contrairement a 'absence de phénotype péri-implantatoire pour Fgf1, Fgf2,
Faf3, Fgf5, Fgf8, Fgf9, Fgf10, Fgf17, Fgf18) (Zhong et al., 2006; Lanner & Rossant,
2010).
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Figure 11 : Expression des marqueurs de la voie de signalisation Fgf au cours du développement.
(issue de Guo et al, 2010)

ARNm de Fgf4 et FgfR2 quantifiés par RT-PCR sur cellule unique au cours du développement pré-

implantatoire.



e Expression de Fgf4 durant 'embryogénese

Dans I'embryon, FGF4 posséde une expression maternelle, qui est ensuite
substituée par I'expression zygotique. Son expression est hétérogéne au sein de la
MCI au stade E3.25. Cette hétérogénéité d’expression et donc sa disponibilité, font
de FGF4 le 1er facteur critique pour I'expression différentielle des genes de 'EPI et
de 'EPr dans le processus de spécification (Fig. 11) (Guo et al., 2010; Ohnishi et al.,
2013; Krupa et al., 2014). Au stade E3.5, Fgf4 est secrété par les cellules de 'EPI,
et n’est pas présent dans les cellules de I'EPr sur lesquelles il va agir, il a donc une
expression bimodale et agit de maniére paracrine. C’est le premier marqueur de
bimodalité entre EPI et EPr (Fig. 11) (Guo et al., 2010; Frankenberg et al., 2011;
Ohnishi et al., 2013).

e Etude des mutants Fgf4-/-

Les embryons Fgf4-/- montrent une létalité péri-implantatoire résultant d’un
défaut de différenciation des types cellulaires extra-embryonnaires (Feldman et al.,
1995). lls possédent le méme nombre de cellules dans la MCI que les embryons
sauvages, mais le ratio EPI/EPr n’est pas régulé correctement. En effet, ces
embryons n’expriment pas les marqueurs tardifs de 'lEPr comme SOX17 ou GATA4
et toutes les cellules de la MCI expriment NANOG. Ces embryons ne se différencient
pas en EPr (Kang et al., 2013; Krawchuk et al., 2013). De plus, dans les embryons
Fgf4+/-, il existe une légére diminution du nombre de cellules de 'EPr, mais cette
diminution est compensé par d’autres mécanismes (Kang et al., 2013; Krawchuk et
al., 2013). Cela signifie que le dosage de FGF4 dans I'embryon est important pour la
spécification de I'EPr.

Enfin, traiter ces embryons avec du FGF4 exogéne, permet de sauver la spécification
de la MCI (Feldman et al., 1995; Kang et al., 2013; Krawchuk et al., 2013). De plus,
'augmentation de la proportion de cellules de 'EPr dépend de la dose de FGF4 : au-

dela d’une concentration de FGF4 exogéne de 250ng/ml, toutes les cellules de la
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MCI se spécifient alors en EPr. De ce fait, la quantité de FGF4 est limitée et finement
régulée dans I'embryon de maniére a spécifier le nombre de cellules appropriées et
ainsi obtenir un ratio EPI/EPr correct (Kang et al., 2013; Krawchuk et al., 2013).

Cette méme conclusion a été obtenue in vitro. Le ligand FGF4 est produit en
grande quantité par les cellules ES indifférenciées (Wilder et al., 1997; Kunath et al.,
2007). Les cellules Fgf4-/- ne se différencient pas en EPr lorsque celles-ci sont
poussées en différenciation par un traitement a l'acide rétinoique (Wilder et al.,
1997). Ce phénotype est sauvé lorsqu’elles sont cultivées en présence de FGF4
exogéne. De plus, ces études montrent que la différenciation spontanée de ces
cellules est réduite et que FGF4 est requis pour la différenciation endodermique
(Wilder et al., 1997; Kunath et al., 2007).

Par ailleurs, I'expression maternelle de FGF4 favorise la spécification des
cellules de 'EPr mais n’'est pas essentielle pour le développement embryonnaire
(Krawchuk et al., 2013).

Enfin, dans les embryons Fgf4-/-, I'expression d’OCT4 est maintenue dans la
MCI, ce qui signifie que cette identité cellulaire est maintenue et que I'expression
d’'OCT4 ne dépend pas de Fgf4. De plus, les marqueurs du TE tel que Cdx2 ou
Eomes restent identiques entre les embryons sauvages et mutants, montrant que
Fgf4 n’est pas requis pour la différenciation du TE (Goldin & Papaioannou, 2003).

En conclusion, la disparité d’expression de Fgf4 dans la MCI va moduler le ratio

EPI/EPr au cours de la spécification.

e Les récepteurs de la voie FGF (FGFR)

Concernant les FGFR, seuls les mutants pour Fgfr2 possedent un phénotype
au cours de I'embryogénése précoce.
FGFR2 est exprimé dans le TE et la MCI au stade E3.25, puis est restreint au TE et
aux cellules qui se situent a linterface entre la MCI et la cavité blastoccelique

(Rappolee, Patel, & Jacobson, 1998; Haffner-Krausz et al., 1999). De maniéere plus
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précise, 'TARNm de Fgfr2 est présent dans toutes les cellules de 'embryon au stade
E3.25 puis dans les cellules du TE et de I'EPr au stade E3.75 (Fig. 11) (Guo et al.,
2010; Ohnishi et al., 2013). Il existe également une expression maternelle de Fgfr2.
Les embryons Fgfr2 -/- meurent peu aprés l'implantation avec une implantation
aléatoire et une cavité étiolée. De plus, la croissance de la MCI est stoppée et
'endoderme viscéral dérivé de 'EPr ne se forme pas in vitro. FGFR2 contribue donc
a la croissance de la MCI et est requis pour la différenciation normale de I'EPr
(Arman et al., 1998). Par ailleurs, une surexpression de Fgfr2 dans les embryons,
par injection d’ARN au stade 2 cellules, conduit a une augmentation de 'EPr au sein
de la MCI (Morris et al., 2013).

Les récepteurs FGFR3 et FGFR4 sont principalement exprimés dans 'EPr au
stade E4.5 (Ohnishi et al., 2013). Toutefois, les mutants pour chacun de ces
récepteurs n’entrainent des défauts qu’aprés lI'implantation (Rappolee et al., 1998;
Lanner & Rossant, 2010).

Le récepteur FGFR2 est donc le principal récepteur par lequel le signal d’activation

de la voie FGF sera transmis afin de permettre la spécification EPI/EPr.

e | a signalisation FGF

La signalisation FGF est activée par la liaison du ligand a son récepteur ce qui
provoque une autophosphorylation de tyrosines dans la région intracellulaire du
FGFR. Le signal peut étre ensuite relayé par 4 voies distinctes : la voie MAPK/ERK,
la voie JAK/ STAT (Janus kinase/ signal transducer and activator of transcription), la
voie des PLCy (phosphoinositide phospholipase C) et la voie des PI3K
(phosphatidylinositol 3-kinase).

Des études se sont intéressées a la transduction du signal afin de savoir
quelle cascade intracellulaire est requise pour la spécification des cellules. Elles ont

montré que la transduction du signal passe par la voie ERK/MAPK. Dans cette voie,
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Figure 12 : La voie de signalisation FGF/FGFR.

(issue de Lanner et al, 2010)
Les protéoglycanes de sulfate d’héparine joue le réle de corécepteur et de modulateur de la biodisponibilité
du ligand FGF. Les quatres principales voies de signalisation qui peuvent étre activées par la signalisation
Fgf sont :1- la voie Jak/Stat (en marron), 2- la voie PLCy (en violet) , 3- la voie PI3K (en vert), 4- la voie des
MAP kinases (Ras/Mek/Erk).

A e Embryon contréle: B > Inhibiteurs RTK : C cv Traitement Fgf4 :

Cdx2
Gatab
Nanog

Phénocopie des embryons
Grb2-/- et Fgf4-/-

Figure 13 : Effet de la voie de signalisation FGF sur des embryons en culture.
A : En culture, les embryons développent classiquement une MCI en « poivre et sel ».
B : Les cellules de la MCI des embryons traités en présence d’inhibiteurs de la voie FGF/MAPK vont toutes

exprimer NANOG et se spécifier en EPI.
C : Les cellules de la MCI des embryons traités en présence de FGF4 exogéne vont toutes exprimer GATAG

et se spécifier en EPr.



la formation d’'un complexe entre FRS2 (fibroblast growth factor receptor substrate
2), SHP2 (Src homology region 2 domain containing phosphatase 2) et GRB2
(growth factor receptor-bound protein 2) va alors favoriser I'activation de la voie
RAS/MEK/ERK kinase (MAPK) (Fig. 12) (Lanner & Rossant, 2010).

Les embryons mutants pour Grb2 présentent une létalité péri-implantatoire qui
s’explique par I'absence de cellules d’EPr au sein de la MCI a E3.5 (Cheng et al.,
1998). En son absence, toutes les cellules prennent des caractéristiques Epi
(Chazaud et al., 2006). De plus, les cellules Grb2 -/- qui ne peuvent pas former de
dérivés endodermiques, sont sauvées par I'expression d'une protéine RAS
constitutivement active (Cheng et al., 1998). Cela démontre que la signalisation FGF
active la voie des Ras-Mek-Erk/MAPK dans les embryons (Fig. 12 et 13).

En outre, l'utilisation d’inhibiteurs contre MEK et FGFR sur des cultures
d’embryons montre le méme phénotype que lors de la perte de I'expression de FGF4
ou de GRB2. Les embryons cultivés en présence d’inhibiteurs possédent une MCI
comparable au contréle. Il n’'y a donc ni prolifération, ni apoptose, cependant, toutes
les cellules expriment les marqueurs de 'EPI comme NANOG. Il s’agit donc bien
d’'un choix sélectif de lignage (Fig. 13). La culture de ces embryons en présence
d’inhibiteurs jusqu’a des stades plus tardifs entraine également une diminution du
nombre de cellules du TE (Nichols et al., 2009). A l'inverse, des embryons cultivés
en présence de ligand FGF4 exogéne a partir du stade E2.5 présentent une
expression des marqueurs de 'EPr comme GATA6 et GATA4 dans toute la MCI
combinée a une absence de NANOG (Fig. 13) (Yamanaka, Lanner, & Rossant,
2010).

La spécification progressive de 'EPI et de 'EPr est donc dépendante de la voie de

signalisation FGF/MAPK.
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e Reégulation de la signalisation FGF

De par les observations précédentes, la signalisation FGF doit étre régulée de
maniére tres fine afin de conserver le ratio EPI/EPr au cours du développement. Elle
est modulée a différents niveaux d’activation a la fois intracellulaire et extracellulaire.

Au niveau extracellulaire par exemple, les ligands FGF peuvent se lier aux
sulfates d’héparine qui vont permettre une meilleure affinité du ligand a son
récepteur et donc augmenter la demi-vie du complexe FGF/FGFR (Ornitz, 2000).

Au niveau intracellulaire, la cascade d’activation est régulée par une boucle de
régulation négative comme par exemple DUSP4 (Dual Specificity phosphatases 4),
cible de la voie MAPK, qui une fois activée, va inhiber la phosphorylation de ERK
(Fig. 12) (Lanner & Rossant, 2010).

La régulation de la voie de signalisation FGF passe également par le contrdle
de la transcription de Fgf4. |l est le premier facteur ciblé par OCT4 et SOX2 a avoir
été découvert (Dailey, Yuan, & Basilico, 1994; Yuan et al., 1995). En effet, dans la
séquence activatrice de Fgf4 se trouve une cassette HMG/POU qui va pouvoir étre
reconnue par le complexe SOX2/0OCT4. La formation de ce complexe va permettre la
transcription de Fgf4. En outre, en plus de la liaison a 'TADN de SOX2 et OCT4 de
maniére synergique par leur site de liaison respectif, il faut également une interaction
entre les deux facteurs pour activer la transcription de Fgf4. Les deux facteurs
coopérent donc pour réguler I'expression de FGF4 (Dailey et al., 1994; Yuan et al.,
1995; Ambrosetti et al., 2000).

Dans les embryons Oct4-/- ainsi que dans les embryons Sox2-/-, le niveau de Fgf4
est plus faible que dans les embryons sauvages (Nichols et al., 1998; Wicklow et al.,
2014). Dans les embryons Oct4-/-, le nombre de cellules de I'EPr est plus faible que
dans les embryons sauvages au stade E4.0 et aucun marqueur tardif de 'EPr n’est
exprimé (SOX17, GATA4) (Frum et al., 2013).

Le méme phénotype est présent dans les embryons Sox2 mutants qui présentent

une perte d’'expression des facteurs de 'EPr au stade blastocyste. Cependant, au
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stade blastocyste tardif, leur expression redevient similaire aux embryons sauvages
(Wicklow et al., 2014).

En I'absence de Sox2 ou d’Oct4, I'expression de Fgf4 est plus faible ce qui engendre
un retard dans la spécification des cellules de I'EPr. Cela signifie que Sox2 et Oct4

favorisent I'expression de Fgf4 (Frum et al., 2013; Wicklow et al., 2014).

b. Les autres voies de signalisation impliquées

Plusieurs autres voies de signalisation sont impliquées dans la survie et la

prolifération des cellules de 'EPr et de 'EPI au cours de la spécification.

La voie BMP (Bone Morphogenetic Protein) est une voie de signalisation
impliquée dans la différenciation précoce des différents lignages.
Bmp4 est exprimé dans les cellules EPI au stade E3.75 (Guo et al., 2010; Graham
et al., 2014; Boroviak et al., 2015).
De plus, I'expression d’'un dominant négatif pour BMPR2 entraine une diminution du
nombre de cellule de 'EPr. Enfin, I'inhibition de la voie BMP par différents inhibiteurs
provoque également une diminution des cellules de 'EPr par un amenuisement du
nombre de précurseurs de I'EPr et une augmentation de I'apoptose dans les cellules
GATAG positives. En revanche, 'EPI ne semble pas touché par ces inhibiteurs ce qui
signifie qu’il s’agit d’'un probléme de survie des cellules spécifiées de 'EPr (Graham

etal., 2014).

Cette survie cellulaire semble également étre controlée par la voie PDGF.
PDGFa est exprimé par 'EPI et 'EPr, tandis que son récepteur PDGFRa est lui
spécifique de 'EPr au stade E3.5 (Plusa et al., 2008; Guo et al., 2010; Boroviak et
al., 2015).
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Les embryons qui n’ont plus la voie PDGF activée (comme les embryons Pdgfra-/-)
ont une mort cellulaire plus importante au niveau de I'EPr. Ici encore, I'inhibition de la
voie n’affecte pas la spécification des cellules, mais intervient dans la survie de I'EPr

(Artus et al., 2013).

A linverse, la voie JAK/STAT activée par le LIF entraine une augmentation de
la population de cellules de 'EPr (Morgani & Brickman, 2015). Cette augmentation
est due a la fois @ une augmentation de la prolifération et a une inhibition de
I'apoptose qui a lieu normalement dans I'EPr. La taille de celui-ci est donc également
déterminée par la quantité de LIF produit dans I'embryon (Morgani & Brickman,
2015). Toutefois, les embryons mutants pour Stat3 ne possédent pas de défauts
morphologiques au stade E3.5. Dans ces mutants, les défauts au niveau de la MCI
apparaissent au moment de l'implantation ou les cellules de la MCI entrent en

apoptose (Do et al., 2013).

Enfin, la voie des TGF3 semble également avoir un réle dans la différenciation
de I'EPI. En effet, I'inhibition de cette voie favorise la prolifération des cellules
épiblastiques sans atteindre le nombre de cellules de 'EPr. L’activation de la voie
TGF dans 'embryon a donc un effet inhibiteur sur la prolifération des cellules de

'EPI. (Ghimire et al., 2015).
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Figure 14 : Analyse des embryons Gata6-/-.

(issue de Bessonnard et al, 2014)
A : Immunolocalisation de NANOG, SOX17 et CDX2 au stade E3,75 dans les embryons sauvages et Gata6
-/-. LEPr ne se spécifie pas en I'absence de Gataé.
B - C : Immunolocalisation de NANOG, SOX17 et CDX2 dans les embryons sauvages et Gata6 -/- aprés
culture en présence de FGF4 du stade 8 cellules au stade E4,5 (B) ou du stade E3,25 au stade E3,75 (C).



4. Les acteurs de la spécification

a. Gatab est nécessaire a la spécification de 'EPr

La famille GATA est composée de 6 membres (GATA1 a 6). Ce sont des
phosphoprotéines avec deux doigts de zinc permettant leur liaison a 'ADN. Les
facteurs de transcription GATA vont reconnaitre une séquence consensus : A/T-

GATA-A/G (Ko & Engel, 1993; Merika & Orkin, 1993).

Dans les cellules de I'EPr, l'activation des facteurs de transcription se fait
selon l'ordre suivant : GATA6 > PDGFRa > SOX17 > GATA4 > SOX7 (Niakan et al.,
2010; Artus, Piliszek, & Hadjantonakis, 2011). GATAG est donc le premier marqueur

exprimé dans I'EPr.

e EFtudes des embryons Gata6-/- mutants

Les embryons Gata6-/- présentent une absence complete d’EPr et meurent au
stade E5.5 (Koutsourakis et al., 1999; Schrode et al., 2014). En effet, les marqueurs
plus tardifs de 'EPr comme SOX17 ou GATA4 sont absents dans ces embryons.
Toutefois, le nombre de cellules de la MCI ne varie pas dans les embryons mutants,
ce qui signifie qu’il n’y a pas d’augmentation de I'apoptose ni de la prolifération dans
ces embryons. De plus, les cellules de la MCI expriment toutes NANOG a un niveau
d’expression équivalent a celui des cellules de 'EPI dans les embryons sauvages.
En I'absence de GATAG toutes les cellules de la MCI vont donc adopter un destin
d’EPI. La présence de GATAG est donc nécessaire a la spécification des cellules en
EPr (Fig. 14) (Schrode et al., 2014; Bessonnard et al., 2014).

Des cellules ES Gata6-/- peuvent contribuer a la formation de I'EPI et de ses

dérivés lorsqu’elles sont utilisées pour former des chiméres apres injection au stade
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blastocyste. Gata6 n’est donc pas requis pour la formation de 'EPI (Koutsourakis et
al., 1999).

En outre, dans les embryons GatabH2B-Venus/H2B-Venus homozygotes
(embryons Gata6-/-), dont la régulation de la Vénus dépend du promoteur de Gata6,
'expression de la Venus est toujours visible malgré I'absence de GATAG6. Cela
suggére que Gatab n’'est pas nécessaire a sa propre expression. Ce maintien
d’expression pourrait étre di au maintien de la machinerie d’activation de Gata6

dans ces embryons (Freyer et al., 2015).

e Etude des embryons Gata6 hétérozygotes

Les embryons hétérozygotes pour Gata6 possédent également un

phénotype : dans ces embryons le nombre de cellules d’EPr est plus faible que dans
les embryons sauvages (Schrode et al., 2014; Bessonnard et al., 2014), suggérant
que la perte d'un allele Gatab entraine un effet dose dépendant qui se traduit par un
biais vers un devenir EPI des cellules.
De plus, ces embryons présentent, jusqu’a des stades tardifs, un nombre plus
important de cellules co-exprimant NANOG et GATA6 que les embryons sauvages.
La spécification des cellules de 'EPr est donc retardée par la diminution de GATAG6
(Schrode et al., 2014; Bessonnard et al., 2014). Toutefois, ce retard n’affecte pas
les fonctions de I'EPr, puisque les embryons hétérozygotes sont viables. Il est
possible que I'EPTr tolére une variabilité du nombre de cellules.

Par ailleurs, l'activation artificielle de la signalisation FGF/MAPK chez ces
embryons Gata6+/- montre une insensibilité des cellules EPI a celle-ci dés le stade
E3.25. La perte de plasticité des cellules EPI hétérozygotes est donc plus précoce
que celle des cellules EPI sauvages. (Schrode et al., 2014; Bessonnard et al.,

2014).
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e Régulation de I'expression de GATAG6 par les facteurs de pluripotence

Dans les cellules ES, il existe une répression mutuelle de NANOG et de
GATAG de maniere a permettre une expression exclusive.

En effet, le promoteur de Gata6 contient une séquence permettant la fixation de
NANOG. NANOG pourrait donc réprimer de maniére directe la transcription de Gata6
(Singh et al., 2007).

De plus, dans les cellules ES, GATAG6 peut également interagir de maniére
directe avec sa propre séquence et ainsi permettre son maintien (Wamaitha et al.,
2015) contrairement a ce qui a été observé dans les embryons.

OCT4 est également nécessaire au maintien de GATAG6 au stade blastocyste
tardif (E4.0). En effet, dans les embryons Oct4 mutants a ce stade, I'expression de
GATAG est présente dans trés peu de cellules et a un faible niveau (Frum et al.,

2013).

e Régulation de I'expression de GATAG6 par la voie de signalisation FGF/MAPK

La signalisation FGF/MAPK favorise la spécification en EPr, et va également
jouer un réle sur GATAG6. En effet, dans les embryons Fgf4 mutants, GATAG est
exprimé jusqu’au stade E3.25. Cela signifie que ni le FGF4 maternel ni le FGF4
zygotique ne sont requis pour linitiation de I'expression de GATA6. En revanche,
FGF4 est nécessaire pour le maintien de son expression (Kang et al., 2013;
Krawchuk et al., 2013).

Cependant, inhiber la voie de signalisation FGF/MAPK entraine une perte de
'expression de GATAG6, comme le montrent les embryons Grb2 mutants ou les
traitements aux inhibiteurs de MEK et de FGFR2 (Chazaud et al., 2006; Nichols et
al., 2009; Yamanaka et al., 2010). Il existe deux hypothéses : soit une inhibition
indirecte de Gata6 due a la surexpression de NANOG soit un effet direct de la voie
de signalisation FGF/MAPK sur Gataé6. Le test de ces hypothéses, par un traitement

avec des inhibiteurs contre FGFR et MEK sur des embryons Nanog mutants, a
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montré une réponse en deux temps. Les embryons traités a partir du stade 8 cellules
jusqu’au stade E4.5, ne montrent plus d’expression de GATA6. Donc, méme si
linitiation de GATAG6 ne requiert pas Fgf4, I'activation de la voie de signalisation
FGF/MAPK par un autre facteur est nécessaire, de maniére indépendante de
NANOG. A linverse les embryons traités a partir de E3.25 expriment encore GATAG6
ce qui signifie qu’a partir du stade blastocyste, I'expression de GATAG est en partie
contrélée par I'expression de NANOG. Ceci est probablement nécessaire pour la
mise en place du poivre et sel (Frankenberg et al., 2011).
'y a ensuite une boucle d’activation car en réponse a son activation par la
signalisation FGF/MAPK, GATAG peut se fixer sur le promoteur de la séquence Fgfr2
et ainsi favoriser sa transcription (Wamaitha et al., 2015).

Finalement, le traitement de cellules ES en cours de différenciation, par
linhibiteur de MEK, entraine une diminution de nombre de cellules exprimant
GATAG. Par conséquent, la voie de signalisation MAPK détermine le seuil de GATAG6

nécessaire pour la spécification en EPr (Schroter et al.,, 2015).

e Régulation post-transcriptionnelle et post-traductionnelle de Gata6

CSDE1, une protéine de liaison a I'ARN, est impliquée dans la répression de
GATAG dans les cellules ES. Les cellules déficientes pour Csde? se différencient
spontanément en EPr pour 25% d’entre elles, avec une expression forte de Gataé,
Gata4 et Pdgfra. Le traitement des cellules a l'actinomycine, une molécule
permettant de bloquer la transcription, a permis de montrer que I'absence de CSDE1
entraine une augmentation de 25% de la stabilité de TARNm de Gata6. La répression
post-transcriptionnelle de GATA6 par CSDE1 contribuerait donc a stabiliser la
pluripotence des cellules EPI (Elatmani et al., 2011).

Par ailleurs, GATAG interagit avec BMI1. Ce facteur est retrouvé de maniére
homogéene au stade 4 cellules, puis du stade 8 cellules au stade blastocyste précoce,

il est présent dans les cellules qui co-expriment NANOG et GATAG6 (Lavial et al.,
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2012). Ensuite, son expression se réduit aux cellules exprimant uniquement GATAG.
BMI1 et GATA6 s’associent pour stabiliser GATAG6 grace a linhibition de son
ubiquitination et de sa dégradation par le protéasome. Cette stabilité permet de créer
un biais au niveau de la balance entre NANOG et GATAG au niveau cellulaire et

donc renforce la spécification des cellules vers un destin I’EPr (Lavial et al., 2012).

b. Nanog est nécessaire a la spécification de I'EPI

e Expression de NANOG dans les cellules ES

NANOG est un facteur de transcription a homéodomaine. Dans les cellules
ES, I'expression de NANOG fluctue au cours du temps lorsqu’elles sont maintenues
dans un état indifférencié, ceci méme dans un milieu utilisant deux inhibiteurs de la
voie de signalisation FGF (un inhibiteur de MEK et un inhibiteur de GSK3 : cocktail
2i) (Chambers et al., 2007; Abranches et al., 2014). Son invalidation génique dans
ces cellules entraine une diminution de la pluripotence au fil des passages marquée
par la réduction de I'expression d’Oct4 combinée a I'activation de Gatab et Gata4
ainsi que par I'adoption d’'une morphologie de type endodermique. NANOG n’est pas
requis pour le maintien de la pluripotence mais il renforce fortement cet état puisque
les cellules ES Nanog-/- ont une plus grande tendance a se différencier. En
revanche, il est requis pour la mise en place de la pluripotence puisqu’il est
impossible de dériver des cellules ES a partir des embryons Nanog-/- (Chambers et

al., 2003; Mitsui et al., 2003).

e Régulation de NANOG dans les cellules ES

Dans de nombreux modeles in vitro de cellules pluripotentes, NANOG est
requis ainsi que SOX2 et OCT4. Il existe une cassette de régulation HMG/POU au
niveau du promoteur de Nanog. La fixation du complexe SOX2/OCT4 sur Nanog est

encore plus efficace que pour Fgf4 (Rodda, 2005). Le promoteur de Nanog possede
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Figure 15 : Analyse des embryons Nanog-/-.

(issue de Frankenberg et al, 2011)
A-A’ : Immunolocalisation de NANOG, GATAG6 et CDX2 au stade E3,5 dans les embryons sauvages (A) et
Nanog-/- (A’). Les tétes de fleche indiquent les cellules mitotiques dans lesquelles GATA6 n’a pas une
localisation nucléaire.
B-B’ : Immunolocalisation de NANOG, GATA6 et CDX2 au stade E4,0 dans les embryons sauvages (B) et
Nanog-/- (B’). Nanog est nécessaire a la spécification des cellules EPI.
C-C’ : Expression de OCT4 et GATA6 au stade E4,5 dans les embryons sauvages (C) et les embryons
Nanog-/- (C’). Les tétes de fleche indiquent les cellules non triées qui expriment GATAG.
D-D’ : Immunomarquage de NANOG, SOX17 et du TUNEL dans les embryons sauvages (D) et les
embryons Nanog-/- (D’) au stade E3,75. La différenciation de 'EPr nécessite la présence de Nanog.



également une cassette GATA qui permet la fixation directe de GATAG et donc
permettrait sa répression (Wamaitha et al., 2015). Enfin, le promoteur de Nanog
posséde également une séquence consensus qui permet la fixation de sa propre
protéine. Ainsi, NANOG peut s’autoréguler (Loh et al., 2006). Dans les cellules ES,
NANOG va s’autoréprimer. En effet, une induction de la perte de NANOG dans les
cellules ES conduit a une augmentation de sa transcription (Navarro et al., 2012;
Fidalgo et al., 2012).

Dans sa séquence, Nanog posséde un seul cadre ouvert de lecture et 4
exons. Il existe un épissage alternatif qui peut donner deux exons1 différents. Les
différents variants ne possédent pas les mémes capacités pour I'auto-renouvélement
et la pluripotence des cellules ES (Mitsui et al., 2003; Das, Jena, & Levasseur,

2011).

e Expression de NANOG durant 'embryogénese précoce

Durant le développement embryonnaire il existe 2 phases d’expression de
NANOG. Son expression débute au stade 8 cellules et augmente rapidement durant
le stade morula. Durant la spécification NANOG est maintenu dans les cellules EPI et
est réprimé dans les cellules spécifiees en EPr de maniére dépendante de la voie de
signalisation FGF/MAPK. Il est alors distribué de maniére bimodale au sein de la MCI
(Chambers et al., 2003; Chazaud et al., 2006; Dietrich & Hiiragi, 2007; Guo et al.,
2010; Xenopoulos et al., 2015; Komatsu & Fujimori, 2015). Finalement I'expression

de NANOG décroit a partir du stade E4.5 (Chambers et al., 2003; Kang et al., 2013)

Nanog serait transcrit de maniere mono-allélique durant le développement
précoce de I'embryon, son expression devenant progressivement biallélique au stade
blastocyste tardif. L’'expression allélique de Nanog est régulée par la voie de
signalisation FGF qui induit un changement de conformation de la chromatine au

niveau du promoteur de Nanog (Miyanari & Torres-Padilla, 2012).

48



Figure 16 : Sauvetage de I’expression de SOX17 et GATA4 par traitement avec du FGF4 exogéne
dans les embryons Nanog-/-.

(issue de Frankenberg et al, 2011)
A-A’ ; B-B’ : ARNm de Fgf4 observé par hybridation in situ sur des embryons sauvages et Nanog-/- au
stade E3,75 ‘(A-A’) ou au stade E4,5 (B-B’).
C-C’-C” : Embryons Nanog-/- cultivés en absence ou en présence de FGF4 exogéne du stade E3,25 au
stade E4,0 ou E4,5 (C”).



e Etude des embryons Nanog-/-

Les embryons Nanog-/- ne développent pas d’EPI, tandis que les embryons
hétérozygotes pour Nanog ne montrent pas de probléme de développement au stade
blastocyste précoce, donc une seule copie du géne est suffisante pour remplir les
fonctions de NANOG a ce stade (Fig. 15) (Messerschmidt & Kemler, 2010;
Frankenberg et al., 2011; Miyanari & Torres-Padilla, 2012). Toutefois, au stade
blastocyste tardif, les embryons hétérozygotes pour Nanog présentent un délai dans
la formation de I'EPr, suggérant I'importance de I'expression bi-allélique a ce stade
(Miyanari & Torres-Padilla, 2012).

Les embryons Nanog-/- présentent le méme nombre de cellules au sein de la
MCI et ne présentent pas de mort cellulaire plus importante. De plus, dans ces
embryons toutes les cellules de la MCI expriment GATA6 montrant que NANOG est
requis pour la spécification de 'EPI et en son absence les cellules de la MCI sont
spécifiées en EPr. Toutefois, elles n’expriment pas les marqueurs tardifs de I'EPr
comme GATA4 ou SOX17. Cela signifie que NANOG est requis pour la
différenciation de I'EPr de maniéere paracrine (Fig. 15) (Messerschmidt & Kemler,
2010; Frankenberg et al., 2011).

En outre, dans les embryons Nanog mutants I'expression de Fgf4 qui se limite
normalement aux cellules de I'EPI, est perdue. Ce résultat implique que NANOG est
requis pour I'expression de Fgf4 (Fig. 16). Or, FGF4 est nécessaire pour I'expression
des marqueurs tardifs de 'EPr. En effet, lorsque les embryons Nanog mutants sont
traités avec du FGF4 exogéne, I'expression de SOX17 et de GATA4 dans les
précurseurs de I'EPr est restaurée. NANOG agit ainsi sur la différenciation de I'EPr

de maniére paracrine via la signalisation FGF/MAPK (Fig. 16).
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e Régulation de I'expression de NANOG par la voie de signalisation FGF/MAPK

La signalisation FGF/MAPK inhibe lI'expression de NANOG. En effet, les
embryons traités avec du FGF4 exogéne, n'expriment plus NANOG (Yamanaka et
al., 2010). Cette inhibition pourrait étre due a une surexpression de GATA6 qui
inhiberait Nanog.

Pour répondre a cette question, deux équipes ont traité des embryons Gata6
mutants avec du FGF4 exogéne mais n'obtiennent pas les mémes résultats. En effet,
Schrode et al montrent que I'expression de NANOG persiste dans les embryons
mutants traités. lls en concluent que GATAG est nécessaire pour inhiber NANOG par
cette voie (Schrode et al., 2014). A l'inverse, nous avons montré qu’il existe deux
phases dans I'expression de NANOG, tout comme pour GATAG6. Dans un premier
temps, NANOG est sensible au FGF4 indépendamment de GATAG, il est donc
absent dans les embryons Gata6-/- traité au FGF4 précocement. Dans un second
temps, NANOG devient insensible au FGF4 et reste exprimé lorsque les embryons
sont traités au FGF4 a partir du stade E3.25 (Fig. 14), ceci impliquant la présence de
GATAG pour la répression de NANOG (Bessonnard et al., 2014).

Il est donc difficile a I'heure actuelle de conclure sur les effets directs que la

signalisation FGF/MAPK pourrait avoir sur NANOG.
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5. La plasticité cellulaire est présente jusgu’au stade

blastocyste tardif

Apres la phase de spécification, les cellules de la MCI conservent une certaine

plasticité dans leur engagement vers un lignage durant la spécification.
Des cultures d’embryons en présence d’inhibiteurs de la voie FGF/MAPK ont été
réalisées avec différentes fenétres de traitement afin d’étudier la phase suivant la
spécification au stade E3.75 (Yamanaka et al, 2010). La présence de ces
inhibiteurs entraine I'expression de NANOG dans toutes les cellules de la MCI (Fig.
13). Cependant, lorsque les embryons sont traités de E2.5 jusqu’a E3.75 en
présence d’inhibiteurs puis sans durant 18h, GATAG6 est exprimé dans certaines
cellules (Yamanaka et al., 2010). A linverse l'ajout d’inhibiteurs dans le milieu
d’embryons cultivés sans jusqu’au stade E3.75 provoque l'expression de NANOG
dans toutes les cellules de la MCI (Yamanaka et al., 2010). Au-dela de ce stade,
certaines cellules ne répondent plus au traitement inhibiteur et conserve leur destin.
Les cellules de la MCI conservent donc une certaine plasticité jusqu’au stade
blastocyste tardif pour contribuer aux différents lignages jusqu’a ce stade. En effet,
bien que tous les progéniteurs de la MCI aient un potentiel équivalent pour contribuer
a 'EPI et a I'EPr, certaines cellules peuvent modifier leur destin si la signalisation
FGF/MAPK est modifiée (Yamanaka et al., 2010; Morris et al., 2010; Krupa et al.,
2014).

De plus, des expériences d’isolement de blastoméres au stade 32 cellules ou
au stade E3.5, remis en culture avec des cellules issues d’embryons a 4 cellules ou
de morula ont été réalisées. Ces expériences montrent que les cellules
descendantes de ces blastoméres sont capables de contribuer a la fois a 'EPI et a
'EPr alors que leur destin est normalement décidé (Tarkowski et al., 2010; Grabarek

etal., 2012).
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Cependant, les précurseurs de I'EPI possédent une plasticité réduite en
comparaison des précurseurs de I'EPr, ceci est probablement di au fait que ceux-ci
sont a un stade plus avancé du fait de I'asynchronie de spécification des cellules
(Grabarek et al., 2012; Xenopoulos et al., 2015).

La perte de cette plasticité semble plutét coincider avec I'exclusion d’OCT4 des
cellules de 'EPr plutét que due a I'expression des marqueurs de lignages spécifiques
(Grabarek et al., 2012).

En conclusion, aprés leur spécification asynchrone, les cellules de la MCI
entre E3.25 et E3.75 gardent la capacité a donner n’importe lequel des 3 lignages,
alors qu’une cellule issue d’'un embryon a E4.5 est incapable de changer d’identité

(Grabarek et al., 2012). Le destin cellulaire est donc fixé entre E3.75 et E4.5.
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Figure 17 : Génération de deux populations dans la MCI.
(issue de Krupa et al, 2014)

A : La quantité de FGF4 produit par les blastoméres issus de la premiére vague de divisions asymétriques
entraine une différence de réponse des cellules issues de la deuxiéme vague de divisions asymétriques.

B : Les cellules de 'EPr se spécifient en réponse a la sécrétion de FGF4 par les cellules de I'EPI.



6. Modeéle de spécification

Tous ces résultats ont permis de mettre en évidence un systéme de régulation
de la spécification basé sur les interactions entre NANOG, GATAG et FGF4 (Fig. 18).
Dans ce modéle, I'expression de chaque géne spécifique des différents lignages
s’affine peu a peu, a la fois par des boucles de régulation positive et par une
répression mutuelle, pour créer deux populations de cellules (Ohnishi et al., 2013;
Bessonnard et al., 2014).
Dans un premier temps, NANOG et GATAG s’inhibent I'un I'autre, et chacun active ou
réprime sa propre expression in vitro. Cette boucle d’activation peut étre directe
comme chacune des deux protéines peut se lier a sa propre séquence, ou indirecte.
Il existe au sein de 'embryon 3 états stables :

Un état « MCI » ou NANOG et GATAG6 sont co-exprimés.

Un état « EPI » ou NANOG est exprimé mais pas GATAG.

Un état « EPr » ou GATAG est exprimé mais pas NANOG.

En plus de ces deux facteurs, la voie de signalisation FGF/MAPK joue un réle
majeur dans la spécification. Cette voie, activée par la fixation de FGF4 a son
récepteur FGFR2, favorise la synthése de GATA6 et réprime I'expression de
NANOG. Finalement NANOG va moduler I'expression de Fgfr2 tandis que GATAG la
favorise (Fig. 17 et 18) (Niakan et al., 2010; Ma et al., 2011).

La spécification d’'une ou plusieurs cellules de la MCI en EPI vers E3,0 va
toujours précéder la spécification en EPr dans les autres cellules (Bessonnard et al.,
2014; Xenopoulos et al., 2015). Ainsi, NANOG est spécifié en premier et de maniére
asynchrone dans les cellules de la MCI. Les cellules spécifiees en EPI vont

synthétiser et sécréter du FGF4 (Fig.18) (Guo et al., 2010; Krawchuk et al., 2013;
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Figure 18 : Modéle de la spécification dans I’embryon pré-implantatoire.

Une diminution du signal MAPK va entrainer dans certaines cellules, la perte de I'équilibre entre NANOG et
GATAG en faveur de NANOG (cellule violette/rouge). Cela permet une spécification de certaines cellules en
EPI (cellule rouge) et donc la sécrétion par ces cellules de FGF4. Celui-ci va se fixer sur les cellules
voisines ce qui va permettre la spécification de celles-ci en Epr (cellule bleue).



Krupa et al., 2014) qui va se fixer sur les récepteurs FGFR2 des cellules les plus
proches.

Les cellules alentours exprimant FGFR2 vont pouvoir répondre au signal FGF4
généré par les premiéres cellules. En réponse a lactivation de la voie de
signalisation FGF/MAPK, I'expression de GATA6 va donc augmenter dans ces
cellules entrainant alors une inhibition de I'expression de NANOG, a la fois par
GATAG et par l'activation de la voie FGF/MAPK. Ces cellules vont donc se spécifier

en EPr (Fig 17 et 18).

Néanmoins, la raison pour laquelle I'expression de FGF4 et/ou NANOG
augmente dans seulement quelques cellules reste encore obscure. Différentes
hypothéses ont été proposées pour expliquer I'induction du motif en « poivre et
sel » :

- activation stochastique de I'expression génique, renforcée par les différences
intercellulaires au niveau de la sécrétion et de la signalisation FGF/MAPK (Ohnishi et
al., 2013).

- diminution de la forme phosphorylée de ERK, ou la présence/absence d’un autre
facteur dans quelques cellules qui favoriserait 'expression de NANOG et faciliterait la
sécrétion de FGF4 (Fig.18) (Bessonnard et al., 2014).

- I'historique du biais de divisions cellulaires asymétriques, basé soit sur 'expression
de Fgfr2 soit sur 'accumulation de cellules internes exprimant FGF4 (Fig. 17) (Krupa

etal., 2014).

La spécification en « poivre et sel » serait donc conditionnée par un dialogue entre
les cellules (Morris et al., 2013; Krupa et al., 2014). Ce dialogue passe par une
expression hétérogéne de FGF4. En effet, I'expression hétérogéne de FGF4
permettrait a certaines cellules de se spécifier en EPI en asynchronie tandis que

d’autres se spécifient en EPr (Fig. 18).
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E. Maturation des lighages

1. La maturation de ’EPr

Les cellules engagées vers I'EPr vont ensuite maturer, exprimer des
marqueurs plus tardifs comme GATA4, SOX17 et PDGFRa (Platelet derived growth
factor a), se différencier en EPr fonctionnel et migrer a la surface de la MCI pour
former une monocouche de cellules polarisées entre la cavité blastoccelique et I'EPI.

Dans les cellules de I'EPr, l'activation des facteurs de transcription se fait
selon l'ordre suivant : GATAG6 > PDGFRa > SOX17 > GATA4 > SOX7 (Niakan et al.,
2010; Artus et al.,, 2011).

e Etude de SOX17 dans I'embryon

SOX17 est un des premiers facteurs a étre activé dans I'EPr. En effet, la
transcription de Sox77 commence entre le stade morula et le stade blastocyste. Au
niveau protéique, son apparition se fait au stade blastocyste ou elle est restreinte aux
cellules de 'EPr qui expriment également GATAG (Niakan et al., 2010).

Dans les embryons Sox17-/-, la spécification des 3 premiers lignages n’est
pas affectée et la localisation des marqueurs de 'EPr comme GATAG et SOX7 reste
correcte. La présence de SOX7 pourrait donc compenser la perte de SOX17.
Cependant, les cellules de I'EPr se dispersent dans I'embryon et migrent
prématurément. Ceci est d0 a une mauvaise localisation des protéines constituant la
matrice extracellulaire. En effet, SOX17 n’est pas requis pour I'expression des
protéines de la membrane basale mais pour leur localisation (Artus et al., 2011). Par
ailleurs, SOX17 peut se lier aux régions régulatrices d’un grand nombre de génes
codant des composants de la membrane basale et favoriser leur expression (Niakan

et al., 2010). En outre, il est impossible de dériver des cellules XEN (cellules
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Figure 19 : Conséquence de I'association d’OCT4 avec différents membres de la famille des SOX
dans les cellules ES.

(adaptée de Aksoy et al, 2013)
Dans les cellules ES indifférenciées, OCT4 coopére avec SOX2 et reconnait un motif canonique présent
dans de nombreux genes de pluripotence. Lorsque SOX17 apparait dans la cellule, la balance des facteurs
SOX bascule, OCT4 change de partenaire et reconnait des séquences compressées présentent dans de
nombreux genes de 'EPr.



souches de I'endoderme extra-embryonnaire) a partir des embryons Sox77-/-. Cela
implique que SOX17 joue un rdle dans l'intégrité épithéliale mais également dans la
différenciation de 'EPr (Niakan et al., 2010).

En revanche, I'induction de Sox77 dans les cellules ES est suffisante pour
permettre I'expression de marqueurs de 'EPr comme Gata6 ou Gata4 ainsi que des
protéines de la matrice extracellulaire comme le collagéne IV ou la laminine B1.
Cependant, son induction n’est pas suffisante pour éteindre I'expression des facteurs
de transcription impliqués dans la pluripotence notamment NANOG dont I'expression

ne varie pas aprés une induction de 48h (Niakan et al., 2010; Aksoy et al., 2013).

e SOX17 et SOX2 en compétition

Comme pour SOX2, la fixation de SOX17 sur 'ADN, se fait sur des cassettes
HMG/POU en association avec OCT4 (Aksoy et al., 2013). Toutefois, la séquence
n’est pas exactement la méme que pour la fixation de SOX2. En effet, le recrutement
coopératif de SOX17 et OCT4 se fait par reconnaissance d’'une séquence dite
« compressée ». Ce motif posséde une paire de bases en moins que le motif
« canonique » reconnu par le couple SOX2/0CT4 (Aksoy et al., 2013). Le profil de
liaison génomique d’'OCT4 dépend donc du facteur SOX présent dans la cellule. Un
motif « compressé » est retrouvé dans un grand nombre de promoteurs de génes
transcrits lors de la différenciation endodermique comme Gata4 ou Lama1 (laminine
a1), tandis que le motif canonique prédomine dans les domaines de régulation des
genes de I'EPI (Fig. 19). Finalement la perte du motif compressé au profit d’'un motif
canonique entraine un changement de partenaire pour OCT4 et donc une altération
de la différenciation de 'EPr (Fig. 19) (Aksoy et al., 2013).

Ce lien entre OCT4, SOX2 et SOX17 a été mis en évidence dans les cellules
ES traitées avec du BMP2 ou un changement de partenaire entraine leur
différenciation vers un profil cardiaque (Stefanovic et al., 2009; Abboud et al.,

2015).
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e Les autres membres de la famille GATA

Deux autres membres de la famille GATA sont impliqués dans la maturation
de I'EPr, il s’agit de GATA4 et GATAS. GATA4 est détectée vers E3.75-E4.0 dans les
cellules de 'EPr (Plusa et al., 2008; Cai et al., 2008). L’analyse des embryons
mutants pour ces génes donne des phénotypes au niveau cardiaque pour Gata4
(Molkentin et al., 1997) et au niveau du tractus génital femelle pour Gatab
(Molkentin, 2000). GATA4 et GATAS ne sont donc pas requis pour la différenciation
de I'EPr. Toutefois, dans des cellules ES, I'absence de GATA4 ne permet pas
'expression de DAB2 malgré une expression ectopique de GATAG, ce qui signifie
que ces deux facteurs sont nécessaires. En outre, la transfection de GATAS dans
ces cellules restaure I'expression de DAB2 (Capo-chichi et al., 2005) suggérant qu'il
existe une redondance fonctionnelle importante entre ces génes. Cela laisse a
penser que des mécanismes de compensation permettent de sauver le phénotype

préimplantatoire des embryons Gata4-/- et Gata5-/-.

e Tri cellulaire

En parallele de leur différenciation, les cellules de I'EPr vont se trier pour
former une monocouche de cellules séparant 'EPI de la cavité blastoccelique. Ce tri
implique a la fois des mécanismes passifs et actifs.

Ainsi, la culture d’embryons en présence de cytochalasine D, une mycotoxine
qui bloque la polymérisation de I'actine, provoque une diminution importante des
mouvements cellulaires. La ségrégation des cellules de la MCI requiert donc un
mouvement actif dépendant de I'actine (Meilhac et al., 2009; Moore et al., 2009).

Par ailleurs, les divisions cellulaires vont aussi influencer les mouvements
cellulaires. En effet, une cellule en métaphase va s’arrondir, poussant les cellules

voisines. A l'inverse, aprés I'anaphase, lorsque les deux cellules sceurs se séparent,
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les cellules voisines vont occuper I'espace entre elles (Meilhac et al., 2009). Ainsi,
les cellules filles ne seront pas positionnées au méme endroit que la cellule mére.

De plus, I'apoptose qui touche la MCI au stade E3.75 pourrait étre un
mécanisme supplémentaire favorisant la ségrégation des deux tissus (Plusa et al.,
2008; Meilhac et al., 2009; Morris et al., 2010; Xenopoulos et al., 2015).

En outre, l'acquisition de la polarité peut également influencer le tri et la
position des cellules. L’établissement de la polarité par le biais de la localisation
apicale de DAB2 et aPKC est requis pour fixer les cellules a la surface et pour éviter
un remélange (Yang et al., 2007; Gerbe et al., 2008; Saiz et al., 2013). Ainsi, un
mecanisme dépendant de la polarité maintient la séparation des cellules EPI de
'EPr. Ainsi, les cellules de I'EPr situées a la surface de la MCI se polarisent de
maniére individuelle sans attendre que toutes les cellules de I'EPr soient
positionnées (Gerbe et al., 2008). La polarisation de la protéine aPKC est en effet
dépendante du positionnement des cellules, mais est également soumise a
I'acquisition par la cellule d’'une identité d’EPr dépendante de la voie de signalisation

FGF (Saiz et al., 2013).
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2. La maturation de I’EPI

Au stade E4.5, les cellules de 'EPr forment une simple couche adjacente a la
cavité blastoceolique et recouvrent les cellules EPI apolaires. L'EPI est la lignée
cellulaire qui produira toutes les cellules du futur foetus. Trés peu de choses sont
connues sur la maturation de I'EPI. Ces cellules doivent rester dans un état de
pluripotence. Elles sont caractérisées par I'expression de SOX2 (Chambers et al.,
2003; Avilion, 2003).

Il existe une diminution de I'expression de NANOG au stade E4.5 qui dépend
de la présence de Fgf4 (Chambers et al., 2003; Kang et al., 2013). Dans les
embryons Gata6 mutants, I'expression de NANOG diminue de la méme maniére que
dans les embryons sauvages ce qui signifie que cette perte d’expression n’est pas
dépendante de I'EPr (Bessonnard et al., 2014). En outre, cette diminution est
hétérogéne. Les cellules pour lesquelles NANOG n’est plus exprimé vont en retour
exprimer un activateur de la voie Nodal : ASE. Cela suggére que la perte de NANOG
leve l'inhibition de la voie Nodal. Il a été montré que I'absence de Nodal induit une
différenciation neurale trés précoce. Ainsi, un relais entre NANOG et la voie
TGFB/Nodal pourrait maintenir la pluripotence (Camus et al., 2006; Granier et al.,
2011).

Il existe d’autres marqueurs de 'EPI comme Fgf5 dont I'expression commence

au stade E4.5 (Haub & Goldfarb, 1991) ou encore Essrb (Guo et al., 2010).

Pendant I'implantation, les cellules EPI évoluent d’un état de pluripotence
« naif » a un état « apprété » en vue de la gastrulation. Ce changement de potentiel
est associé a un profond changement morphogénétique. L’'EPI va passer d'une
masse apolaire de cellules a un épithélium simple couche polarisé entourant un

lumen central, la cavité amniotique.
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Des études ont d’abord suggéré que cette transformation était médiée par une phase
d’apoptose au sein de I'EPI suivie d'une polarisation et d'une épithélialisation
(Coucouvanis & Martin, 1995).

Cependant, une étude récente a montré que I'EPI forme d’abord une structure
polarisée en rosette et que la formation et l'expansion du lumen se fait
indépendamment de I'apoptose. L'élément déclencheur de la formation en rosette
semble étre la production de protéines de la matrice extracellulaire entourant 'EPI,

comme les laminines (Bedzhov et al., 2014).

En conséquence, l'internalisation des cellules, leur position, leur polarisation
et leur tri cellulaire se combinent pour déterminer et maturer les lignages distincts de

I'embryon préimplantatoire de souris.
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Objectifs

Au sein de l'équipe, nous nous intéressons aux meécanismes geéneétiques qui
régissent la spécification des lignages cellulaires au sein de I'embryon et plus
particuliéerement entre 'EPI et 'EPr.

Toutes les études menées jusqu’a présent impliquent le réle des facteurs de
transcription NANOG et GATAG. Il s’agit de facteurs clés dans la différenciation des
cellules en EPI ou en EPr. De plus, la voie FGF/MAPK joue un rdle critique dans
'acquisition de l'identité EPr et la perturbation de son activité impacte directement
sur le ratio EPr/EPI dans la MCI.

Il a également été montré dans notre équipe que, chez les mutants homozygotes
pour NANOG, toutes les cellules de la MCI expriment GATAG et se spécifient donc
en EPr. A l'inverse, dans les mutants homozygotes pour GATAG, toutes les cellules

de la MCI expriment NANOG et donc deviennent des cellules épiblastiques.

Nous cherchons actuellement des facteurs en amont qui pourraient faire pencher la
balance vers un destin ou l'autre, étant donné que NANOG et GATA6 sont co-
exprimés au moment de la spécification.

Je me suis donc attachée a disséquer le devenir des cellules de la MCI dans des
embryons Nanog-/- ; Gata6-/- mutants durant la spécification. En effet, nous pensons
que la MCI de ces embryons ne se spécifie ni en EPI, ni en EPr et donc nous
cherchons a voir si une autre hétérogéneéité existe dans ces embryons.

Pour cela, jai analysé l'expression de différents marqueurs, a la fois au niveau
protéique par immunofluorescence et au niveau ARN par RT-gPCR sur des MCI
isolées pour connaitre l'identité de ces cellules.

Puis jai cultivé ces embryons en présence d’inhibiteur ou d’activateur de la voie FGF

et observé le comportement des cellules de la MCI.
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Résultats

A. Publication méthodologique

Au cours de ma thése, jai co-signé en co-auteur un chapitre de livre concernant I'analyse

des lignées et de la mort cellulaires au sein des blastocystes par immunomarquage.

Titre: Assessment of cell lineages and cell death in blastocysts by immunostaining.
Sabine Chauveau® and Claire Chazaud®

1 GReD; INSERM 1103; UMR CNRS 6293; Clermont Université; F-63001 Clermont-Ferrand
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Summary:

During the last decade it was shown that most mamalian blastocysts are consisted of three cell
lineages. Immunofluorescence with multiple antibodies enables to identify each cell type allowing an
easy detection of eventual defects. It is complementary to RT-PCR experiments as this technique
allows to look at cell position and to analyse and count the proportions between the different cell
types. Thus after any kind of embryo manipulation such as nuclear transfer (NT), the analysis of the

three cell lineages by immunofluorescence will provide criteria for good or poor development.

Key words: immunofluorescence, blastocyst, cell lineages, cell death detection, confocal microscopy



1. Introduction

Early in development, mammalian embryos establish extraembryonic tissues to prepare for
nutritional needs while developing pluripotent cells for the formation of the embryo proper. The first
cell lineage differentiation separates inner cell mass (ICM) cells from trophectoderm (TE) cells. Due to
their position and polarisation, the outer cells of the late morula acquire a TE identity, visualized by
the expression of Cdx2, Gata3 and, later, Eomesodermin (1). ICM cells on the other hand express
Oct4. In mice, while Cdx2, Gata3 and Oct4 are initially coexpressed from around the 8-cell stage,
their expression is clearly restricted to the TE or the ICM respectively at the blastocyst stage. Thus,
the presence of ambiguous cells could be a sign of developmental delay or defect. After TE
specification, ICM cells differentiate into Epiblast (Epi) and Primitive Endoderm (PrE) lineages. By the
late blastocyst stage in the mouse, Epi- and PrE-precursor cells are intermingled within the ICM in a
"salt and pepper" pattern. Up to now, cell fate was not clearly associated to cell position and actual
models present a stochastic activation of cell specification. Nanog and Gata6 were the first genes to
show an exclusive and reciprocal expression pattern by E3.5 in the mouse (2) while being
coexpressed at earlier stages (3). Between the late morula stage (E3.0) and the late blastocyst stage
(E3.75), individual ICM cells select their identity by downregulating either Nanog or Gata6 expression
(4). However cells are not synchronized, some ICM cells being specified later than others, yielding to
difficult analyses. In spite of that, cells are generally specified by E3.75. Differences in the populations
proportions has been observed between mouse strains but are generally close to 50% for Epi (50-
40% of ICM cells) and PrE (50-60%) (5). Thus, when analysing other mammalian species or strains, it
is advised to examine cell numbers of on freshly collected blastocysts and compare to NT embryos.
The proportions between these two cell populations might be important for the correct development
of the embryo. Indeed, these cell lineages require each other for their further development and
differentiation. For example, PrE needs Fgf4 secreted from the Epi cells to be able to express Gata4
and Sox17, that are later markers of PrE differentiation (5, 6). Once ICM cells are specified, the two

populations sort to give rise to two distinct tissues by E4.0, the PrE epithelium separating the Epi



from the blastocyst cavity. The correct segregation of ICM cells is another criteria of correct

development.

Thus it is important that cells select their identity properly and in correct proportions of the three
lineages. Analyses by RT-PCR have been done on whole NT embryos as the embryo is small (= 80 pm
wide) at that stage (7, 8), but, as the different cell types are intermingled, it is difficult to assess the
quality. Single cell RT-PCR techniques are available to study blastocysts (4) and are suitable to
quantify each marker, however in situ analyses remain essential to observe cell repartition and

numbers.

The following protocole is suitable to many (but not all) antibodies, although to identify the three cell
types, we advise to use Cdx2 (TE), Nanog (Epi) and Gata6 (PrE) or Sox17 (PrE) antibodies. They are all
transcription factors that label the nucleus, making it easy for detection and cell count. As the three
cell lineages must be detected on the same samples, antibodies produced in different animals are to
be used to avoid cross-reactions. A TUNEL reaction can be added to detect cell death. Note that as
TUNEL detects fragmented DNA, nucleus integrity is lost in the dying cells and it is thus impossible to

determine the identity of the cell with the above markers.

Here we describe the protocole routinely carried out on mouse preimplantation embryos. Briefly
embryos are collected and fixed with paraformaldehyde. They are then incubated with the primary
antibodies, all at the same time and afterwards with secondary antibodies. A TUNEL reaction can be
added as a last step. Observation is then performed on a confocal microscope to be able to
distinghish the different nuclei whithin the volume of the embryo. Finally, after image acquisition,

different softwares (manual or automated) can be used to count cell types.



For other mammals, this protocol has to be adapted (fixation, permeabilization...) and the antibodies

that work well in the mouse need to be individually tested in other species.

2. Materials

1. Pulled Pasteur pipets and mouth tubing (see Note 1)

2. 4-well plates

3. Nutator mixer

4. 1X Phosphate Buffer Saline (PBS)

5. PFA: freshly dissolved 4% paraformadehyde in PBS (can be kept at +4°C for one week)

6. PBT: 0.1% Tween 20 in PBS (see Note 2).

7. Fetal Bovine Serum (FBS)

8. Primary antibodies directed against Nanog, Cdx2, Gata6 and Sox 17 (see Note 3).

9. Secondary antibodies directed against the different animals of the primary antibodies. Make
sure that each antibody is coupled to a different fluorophore that can be distinguished by the
confocal microscope that will be used. Generally, Alexad488, Cy3, Cy5 suit to most
microscopes (see Note 4).

10. Dapi or Hoechst DNA stains

11. TUNEL reaction kit that allows cell death detection (see Note 5). Coverslips for confocal
microscopy

12. Coverslips for confocal microscopy

13. Isolators: Press-to-seal™ (P24743, Invitrogen) to avoid squashing the embryos during image
acquisition.

14. Inverted confocal microscope

15. Image analysis software (see Note 6).



3. Methods

Unless otherwize indicated, experiments are performed at room temperature (RT) in 500 ul solutions
in 4-well plates. Except for mouth pipet transfers, embryos are kept in the well: the old solution is
removed and replaced by the next one (gentle use of micropipets). During RT incubations and
washes we use a nutator mixer that gradually places the embryos at the center of the well, enabling

an easier pipeting and avoiding loss of samples.

3.1 Fixation

The protocol can be performed on freshly collected blastocysts or NT ones.

1. Briefly rince the embryos in a 50 ul drop of PBS by mouth pipet transfer.

2. Transfer embryos into PFA. Fix 15 min at RT or overnight (O/N) at +4°C (see Note 7).

3. Transfer in PBT. Wash three times 5 min in PBT.

3.2 Immunolabeling

4. Block antibody-aspecific sites with 10% FBS in PBT for 30 min.

5. Incubate with primary antibodies O/N at +4°C (see Note 8).

6. Wash with PBT for 5, 10, 15, 15 min.

7. Incubate for 30 min.et RT with secondary antibodies and DNA dye, diluted in 10% FBS in PBT at

concentrations advised by manufacturers.

8. Wash twice 5 min in PBT



3.3 TUNEL

For an additional TUNEL reaction using the In Situ Cell Death Kit (see Note 9):

1. Dilute the Enzyme Solution in the Label Solution at 1/10 (v/v). Mix well.

2. Transfer embryos in a 100 pl drop of this labelling solution. Incubate 1 h at 37°C in a humidified

chamber, in the dark.

3. Wash twice 5 min in PBT.

3.4 Mounting, imaging and counting

1. Cut out and stick insulator wells onto a coverslip. Remove the protection film. Fill microwells with

52 ul of PBT.

2. Transfer embryos into a well. Cover with another coverslip, avoiding bubbles.

3. Confocal image acquisition can then be performed (see Note 10) using x40 objectives (Fig. 1).

Make z-sections every 2 microns.

4. Analyse/count each cell for its identity (single or colocalisation of different labellings) (see Note

11).



4. Notes

1. To prepare mouth pipets, stretch a glass capillary or a Pasteur pipet in the flame. Mouth
tubing can be hand-made but are also commercially available. For more details refer to
Chapter 11 and to Nagi and collaborators (9).

2. Tween can be replaced by Triton X100 at each PBT step

3. We recommend using the following primary antibodies that provide good signals (Fig. 1):
rabbit Nanog (ab80892, Abcam, UK); mouse Cdx2 (ab86949, Abcam, UK); goat Gatab
(AF1700, R&D Systems, MN, USA); goat Sox17 (AF1924, R&D Systems, MN, USA).

4. For the primary antibodies cited in Note 3 you will need the following secondary antibodies:
anti-mouse, -rabbit, -goat made in donkey. We usually work with antibodies from Jackson
ImmunoResearch Laboratories (PA, USA) at 1/300 dilution.

5. We usually use the In Situ Cell Death Kit from Roche-Applied-Science.

6. Imagel free software for example can be downloaded at http://rsbweb.nih.gov/ij/. IMARIS

from Bitplane is another, more sofisticated, software dedicated to image restoration,
visualization and analysis.

7. We have not seen any difference between 15 min RT and O/N at +4°C for the described
antibodies Embryos can be stored a couple of days in PFA but it is preferable not to.

8. Dilute Nanog and Gata6 or Sox17 antibodies (see Note 4) at 1/300 into the Cdx2 antibody
solution which is provided at 1X.. This Sox17 antibody makes a brighter signal than Gata6's.
However, Sox17 is only suitable for late blastocyst stages as it is a later PrE marker than
Gatab in the mouse.

9. TUNEL reaction will occupy one channel during confocal imaging. Depending on your
microscope and antibodies/fluorophores availability, it will be possible to carry out 4-channel
acquisition (5 with DNA stainings). Otherwize, only two antibodies will be chosen for the

experiment.


http://rsbweb.nih.gov/ij/

Figure 1 : Labeling of E3.75 mouse embryos. A: Immunostaining with Nanog (Cy3),
Gata6 (Alexa-488) and Cdx2 (Cy5). B: TUNEL, DNA and immunofluorescence

stainings. On this z-section 4 cells are apoptotic. Scale bars 20 pm.



10. As embryos are mounted in PBT, image acquisition has to be done within 24h. Alternatively
mounting media can be used.
11. This step can be manually carried out using the "multi-point selection" tool of Imagel section

by section or using more sofisticated tools, for example from IMARIS (Bitplane).
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Figure 1: Labeling of E3.75 mouse embryos. A: Immunostaining with Nanog (Cy3), Gata6 (Alexa-488)
and Cdx2 (Cy5). B: TUNEL, DNA and immunofluorescence stainings. On this z-section 4 cells are

apoptotic. Scale bars 20 um.
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Embryons issus du croisement @Nanog+/- ; Gata6+/- * INanog+/- ; Gata6+/-

Tri en fonction du stade de préléevement

Nanog +/+ +/- -/-

Gatab T R e T A A T T

E3,25
Total 10 29 11 23 66 22 13 22 12 210
Pourcentages observés 13,81% | 5,24% | 10,95% | 31,43% | 10,48%
Pourcentages mendéliens 6% 13% 6% 13% 25% 13% 6% 13% 6%

E3,5
total 6 3 2 7 8 4 1 5 2 47
pourcentages observés 6,38% | 4,26% | 14,89% | 17,02% | 8,51%
pourcentages mendéliens 6% 13% 6% 13% 25% 13% 6% 13% 6%

E3,75
Total 15 44 20 27 89 36 14 30 15 298
Pourcentages observés 14,77% | 6,711% | 9,06% | 29,87% | 12,08%
Pourcentages mendéliens 6% 13% 6% 13% 25% 13% 6% 13% 6%

E4,5
Total 3 7 2 4 6 2 1 1 1 27
Pourcentages observés 25,93% | 7,41% | 14,81% | 22,22% | 7,41%
Pourcentages mendéliens 6% 13% 6% 13% 25% 13% 6% 13% 6%

Tableau 1 : Pourcentage d’embryons dans chaque génotype en fonction du stade de prélevement.
En bleu : embryons sauvages, en vert : embryons Gata6-/-, en rouge : embryons Nanog-/-, en violet :
embryons Nanog-/-; Gata6-/-.



B. Analyse des embryons Nanog-/- ; Gata6-/- mutants

1. Les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- sont morphologiquement

retardés

Dans un premier temps, jai cherché a determiner si les embryons Nanog-/- ;
Gatab -/- ont un phénotype plus précoce que les embryons simples mutants Nanog-/-
ou Gata6-/-. Pour cela, j'ai collecté des embryons issus de croisements entre souris

doubles hétérozygotes Nanog+/- ; Gata6+/-.

Les embryons ont été classés en fonction des stades auxquelles ils ont été
prélevés. Quel que soit le stade de prélévement des embryons, les embryons
Nanog-/- ; Gata6-/- sont retrouvés dans les proportions mendéliennes, avec de
|égeéres variations lorsque le nombre d’embryons collectés est faible (Tableau 1).

Il apparait donc que les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- se développent correctement
jusqu’au stade E3.75. Le faible nombre d’embryons au stade E4.5 ne nous permet
pas de conclure pour ce stade.

De maniére intéressante, jai noté qu’au sein d’'une méme portée, tous les
embryons ne sont pas au méme stade de développement. Par conséquent, pour
chaque stade, au sein d’'un génotype, les embryons ont été classés selon leur
morphologie (Fig. 20). Ce classement a été confirmé par I'expression de marqueurs
étudiés par la suite.

L’examen morphologique des embryons a permis d’observer qu'au stade de
prélevement E3.25, certains embryons avaient plus la morphologie d’embryons de
stade E3.0 sans cavité et d’autres sont déja au stade E3.5 (Fig. 20).

Par ailleurs, au stade E3.75, les embryons pour lesquels Gata6 est absent
présentent un retard de développement. En effet, au stade attendu E3.75, 35,7% des

embryons Gata6-/- sont morphologiguement au stade E3.25 ou E3.5 (soit 4
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Figure 20 : Distribution des embryons collectés dans chaque génotype en fonction de leur

morphologie.
Histogramme montrant la distribution des embryons prélevés au stade E3,25 (A) ou au stade E3,75 (B).



embryons sur 14 et 1 embryon sur 14 respectivement). De plus, 40% des embryons
Nanog-/- ; Gata6-/- sont retardés (soit 3 embryons sur 15 au stade E3.5 et 3
embryons sur 15 au stade E3.25) (Fig. 20).

Ainsi, au stade E3.75, I'absence de Gata6 entraine un retard de développement
morphologique dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-.

Finalement, 'embryon Nanog-/- ; Gata6-/- récolté au stade E4.5 était étiolé.

En conclusion, les embryons Nanog-/-; Gata6-/- ne sont pas
morphologiquement différentiables des autres embryons jusqu’au stade E3.25 puis,
leur morphologie n’est plus en adéquation avec le stade de développement. lls ont
tendance a étre retardés morphologiquement bien que leur proportion mendélienne
ne soit pas affectée.

De ce fait, pour la suite de mon étude, j'ai classé les embryons en fonction de leur
morphologie plutét qu’en fonction du stade de prélévement. Les différents marqueurs
étudiés et le nombre de cellules constituant la MCI ont confirmé ce classement

morphologique.

2. Expression de différents marqueurs au sein des embryons

Nanog-/- ; Gata6-/-

Les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- restant morphologiquement intacts jusqu’au
stade E3.25, I'identité des cellules de la MCI dans ces embryons a été étudiée.
Pour cela, des qRT-PCR ont été réalisées sur chaque MCI d’embryons pour les
différents génotypes. L’expression relative de chaque géne est rapportée a son
expression au début de la spécification au stade E3.0, dans les embryons sauvages.
Jusqu’au stade E3.0, la totalité de 'embryon est conservé puis, aux stades suivants,
seule la MCI est conservée aprés immunochirurgie. Les stades E3.25 et E3.75 ont
été privilégiés pour I'obtention des différents génotypes car il s’agit des stades au

cours desquels a lieu la spécification.
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Figure 21 : Quantification de I'’expression ARN des marqueurs du TE comparée entre embryons
entiers et MCI au stade E3,75.

Histogramme montrant I'expression des marqueurs du TE dans des embryons entiers ou dans les MCI
aprés immunochirurgie. Les valeurs brutes sont rapportées a la moyenne géométrique des valeurs
obtenues pour les génes de référence. n.e. : non exprimé.



a. Les marqueurs du TE sont sous la dépendance de Nanog

et de Gatab

Dans un premier temps, les marqueurs du TE ont été analysés afin de

déterminer si, en 'absence de Nanog et de Gatab6, les cellules internes gardent une
identité de MCI ou se spécifient en TE.
Comme les cellules du TE sont détruites lors de I'immunochirurgie, il n’est pas
possible de comparer les valeurs obtenues pour les cellules de la MCI a celles du
TE. Je les ai donc comparées avec celles obtenues lors d’analyse de ces marqueurs
sur des embryons entiers (Fig.21).

L’expression de Cdx2 est divisée par 3 lorsque la MCI des embryons
sauvages est isolée, tandis qu’elle ne varie pas significativement pour les embryons
Nanog-/- ; Gata6-/- comparée aux embryons totaux sauvages (p=0.29, test de Mann
Whitney) (Fig. 21). Cdx2 est donc transcrit dans la MCI des embryons Nanog-/- ;
Gatab-/-. L'expression d’/d2 est également divisée par 3 dans la MCI isolée des
embryons sauvages comparée aux embryons totaux sauvages, et est complétement
absente dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- (Fig. 21). L’absence de ce marqueur

montre que les cellules de la MCI ne se spécifient pas en TE.

J’ai également comparé I'expression de Cdx2, Gata3 et Id2 au sein de la MCI
des différents génotypes. Jusqu’au stade E3.0, I'étude des marqueurs a été faite sur
'embryon entier et montre que leur expression augmente (Fig. 22).

Chez les embryons Nanog-/-, il existe une forte augmentation de I'expression
de ces marqueurs entre les stades E3.25 et E3.75. Cette expression difféere
significativement des embryons sauvages pour Cdx2 au stade E3.75 (p=0,0152, test
de Mann-Whitney) (Fig. 22 A). Les cellules de la MCIl des embryons Nanog-/-
pourraient donc se spécifier en TE. En effet, il existe une I1égére expression de CDX2

dans la MCI des embryons Nanog-/- au stade E4.5 (Chen et al., 2009; Silva et al.,
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Tableau 2 : Nombre d’embryons analysés en RT qPCR en fonction du stade de développement et du
génotype.
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Figure 22 : Quantification de I'’expression ARN des marqueurs du TE au cours du développement
embryonnaire.

Expression de Cdx2 (A), Gata3 (B), Id2 (C) au sein des cellules de la MCI en fonction du stade de
développement et du génotype.



2009), cependant cette expression est plus faible que dans les cellules du TE. I
serait intéressant de regarder si ces marqueurs sont exprimés autant dans les MCI
des embryons Nanog-/- que dans les embryons entiers.

Les embryons Gata6-/- montrent une faible expression des marqueurs Cdx2,
Gata3 et Id2 aux stades E3.25 et E3.75 comparée aux autres génotypes. Enfin, il
existe une différence d’expression entre ces 3 marqueurs dans les embryons
Nanog-/- ; Gata6-/-. Cdx2 est assez fortement exprimé aux stades E3.25 et E3.75 et
ne varie pas entre ces deux stades (p=0.82, test de Mann-Whitney) (Fig. 22 A). A
linverse, Gata3 et Id2 sont plus faiblement exprimés et diminuent entre les deux
stades (Fig. 22 B, C). L'expression de Cdx2 est donc contrélée par Nanog. En
'absence de celui-ci, son expression augmente et a I'inverse si Nanog est fortement
exprimé, Cdx2 est réprimé. Enfin, les expressions d’/d2 et de Gata3 sont régulées a
la fois par Nanog et par Gataé.

En conclusion, les cellules de la MCI des embryons Nanog-/- ; Gata6-/- ne se
spécifient pas en TE. De plus, les différents génes du TE sont régulés de maniére

différente.

b. L'expression du marqueur Oct4 ne varie pas

J’ai ensuite analysé I'expression d’Oct4 pour vérifier que l'identité des cellules
de la MCI des embryons Nanog-/- ; Gata6-/- n’est pas compromise.

L’expression d’Oct4 ne differe pas significativement quel que soit le stade et le
génotype observé (Fig. 23). Cela signifie que les cellules internes des embryons
Nanog-/- ; Gata6-/- conservent leur identité de MCI.

L’expression d’OCT4 au sein de la MCI des embryons Nanog-/- ; Gata6-/- a
également été analysée au niveau protéique par immunomarquage (Fig. 24)

(résultats obtenus par Sylvain Bessonnard et par moi-méme).
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Figure 23 : Quantification de I’expression ARN d’Oct4 au cours du développement embryonnaire.
Expression d’Oct4 au sein des cellules de la MCI en fonction du stade de développement et du génotype.
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Figure 24 : Expression protéique d’OCT4 dans les embryons doubles mutants Nanog-/-; Gata6-/-.
Immunomarquage sur des embryons fraichement recueillis. L'expression d’OCT4 ne varie pas entre les
différents génotypes.



Dans les embryons sauvages, I'expression d’'OCT4 est restreinte a la MCI au stade
E3.75. Cette méme expression est retrouvée dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-
(Fig. 24). Cela signifie que I'expression d’OCT4 n’est pas affectée par la perte de
Nanog et de Gata6 et donc que la MCI des embryons Nanog-/- ; Gata6-/- conserve

son identité.

c. Expression de Nanog et Gata6b

eExpression de Nanog

L’expression de Nanog et Gata6 a été étudiée afin de comprendre comment
ces facteurs se régulent mutuellement in vivo.

L’expression de Nanog augmente progressivement au cours du temps puis
diminue a partir du stade E3.75 dans les embryons sauvages. Guo et al ont montre,
en cellule unique, que I'expression de Nanog augmente au cours du temps dans les
cellules de la MCI puis dans les cellules de 'EPI (Guo et al., 2010). De plus, Nanog
n’est plus exprimé dans les cellules de 'EPI a partir du stade E4.5 (Chambers et al.,
2003). La diminution de Nanog observée dans mes résultats au stade E3.75 (Fig. 25
A) peut étre expliquée par le fait que les cellules de I'EPI sont en poivre et sel dans la
MCI a ce stade entrainant une dilution de la quantité de Nanog présente.

Dans les embryons Nanog-/-, 'expression de Nanog, en amont de la cassette,
reste trés faible, et est significativement plus faible que dans les embryons sauvages
(p=0,0159 au stade E3.25, p=0,0022 au stade E3.75, test de Mann-Whitney) (Fig. 25
A). L’absence de Nanog n’entrainant pas d’augmentation de sa transcription, cela
signifie qu’il n'existe pas d’auto-répression de Nanog dans les embryons. Ce
comportement est différent de celui observé dans les cellules ES dans lesquelles il a
été montré que Nanog s’autoréprime (Navarro et al., 2012; Fidalgo et al., 2012). De
plus, la diminution de I'expression de Nanog en absence de protéine NANOG

fonctionnelle indique qu’il est nécessaire a sa transcription.
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Figure 25 : Quantification de I’expression ARN de Nanog et Gata6 au cours du développement

embryonnaire.
Expression de Nanog (A) et de Gata6 (B) au sein des cellules de la MCI en fonction du stade de

développement et du génotype.



Dans les embryons Gata6-/-, 'expression de Nanog est similaire a celle des
embryons sauvages et, son expression dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- est
similaire a celle des mutants Nanog-/- (Fig. 25 A). L’absence de Gata6 n’influence
donc pas I'expression de Nanog.

En conclusion, Nanog s’auto-active dans la MCI et Gata6 n’influence pas son

expression.

eExpression de Gatab

La transcription de Gata6 augmente progressivement au cours du temps dans
les embryons sauvages (Fig. 25 B). Au stade E3.25, I'expression de Gata6 est plus
élevée dans les embryons Nanog-/- et Nanog-/- ; Gata6-/- que dans les embryons
sauvages et Gata6-/- (Fig. 25 B). Ces différences restent cependant non
significatives. Nanog pourrait posséder un léger effet répresseur sur Gata6 a ce
stade.
Au stade E3.75, I'expression de Gatab reste significativement trés élevée dans les
embryons Nanog-/- ; Gata6-/- (entre embryons sauvages et embryons Nanog-/-;
Gata6-/- p=0,0190, entre embryons Nanog-/- et embryons Nanog-/-; Gatab6-/-
p=0,0095, entre embryons Gata6-/- et embryons Nanog-/- ; Gata6-/- p=0.0159, test
de Mann-Whitney) (Fig. 25 B). A l'inverse, elle diminue pour les embryons simples
mutants Nanog-/- et Gata6-/-. Cela signifie que le maintien de I'expression de Gata6
entre les stades E3.25 et E3.75 est sous la dépendance de Nanog, probablement
par le biais de FGF4.

En conclusion, dans un premier temps Nanog réprime I'expression de Gata6b
puis il est nécessaire a son maintien indirectement. De plus, il pourrait réprimer
Gata6 de maniére autocrine ; seule une étude de I'expression de ces facteurs sur

cellule unique permettra de répondre a cette question.
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d. La MCI ne se spécifie pas en EPI

Au cours de I'évolution, la formation d’annexes embryonnaires est apparue
chez les mammiféres. Durant la mise en place de ces annexes, les cellules
constituant le futur feetus doivent étre maintenues pluripotentes. Il est donc possible
que Nanog soit présent dans certaines cellules pour bloquer I'expression de Gatab6 et
éviter la différenciation de toutes cellules de la MCI en cellules de I'EPr. En
consequence, les marqueurs de 'EPlI Bmp4, Pecam1 et Cripto,1 ont été analysés
pour voir s’ils sont affectés par la perte de Nanog et Gataé.

Bmp4 est détecté dans les cellules internes a partir du stade 16 cellules (Graham et
al., 2014) puis est exprimé dans les cellules EPI au stade E3.75 (Guo et al., 2010).
Pecam1 est exprimé dans I'EPI a partir du stade E3.75 (Robson et al., 2001; Guo et
al., 2010). Enfin, notre équipe a montré que Cripto1, codant un co-recepteur de
NODAL, est présent a partir du stade E3.5 dans les cellules EPI (Fiorenzano et al.,

2016).

Dans les embryons sauvages, I'expression de ces trois marqueurs augmente
a partir du stade E3.0. Au stade E3.75, cette augmentation est significative
(p=0,0087 pour Bmp4, ns pour Pecam1, p=0,0087 pour Cripto1, test de Mann-
Whitney) (Fig. 26).

Au stade E3.25, pour chacun des marqueurs étudiés, il n’existe pas de
différence d’expression entre les différents génotypes (Fig. 26). Entre les stades
E3.25 et E3.75, dans les mutant Gata6-/- les transcrits de Bmp4 et Pecam1
augmentent significativement de maniére plus importante (p=0.0109 pour Bmp4 et
p=0.0031 pour Pecam1, test de Mann-Whitney) (Fig. 26 A, B). En revanche, dans les
embryons Nanog-/- aux mémes stades, leur expression reste trés faible pour Bmp4
ou similaire aux embryons sauvages pour Pecami. De maniére surprenante,
I'expression de Cripto1 ne semble pas étre affectée ni par 'absence de Gata6 ni par

celle de Nanog (Fig. 26 C).
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Finalement dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- les transcrits de Bmp4, Pecam1 et
Cripto1 sont plus faiblement exprimés que dans les embryons sauvages (p=0.0095
pour Bmp4, p=0,067 pour Pecam1, p=0,0190 pour Cripto1, test de Mann-Whitney)
(Fig. 26). De plus, I'expression de Cripto1 ne semble pas évoluer entre les stades
E3.25 et E3.75 comme si la transcription de ce marqueur était bloquée au niveau du
stade E3.25.

En conclusion, I'expression du transcrit Bmp4 est dépendante de Nanog (Fig.
26 A), I'expression de Pecam1 dépend de la présence relative des deux facteurs
Nanog et Gata6 (Fig. 26 B) et en I'absence de Nanog et Gata6, Cripto1 reste
exprimé de maniére stable entre les stades E3.25 et E3.75. Nanog n’est donc pas le
seul facteur régulant Cripto1 ; il serait intéressant de vérifier si son expression reste
en poivre et sel dans les embryons Nanog-/- ou si elle est uniforme dans toutes les
cellules de la MCI.

D’autres marqueurs plus tardifs de 'EPlI comme Prdm14, Nodal ou Rex1 ont
également été analysés. L'expression de chacun de ces génes n’évolue pas entre
les stades E3.25 et E3.75, dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- (Annexe 1).

En conclusion, les marqueurs de I'EPI ne sont que trés peu ou pas exprimés
dans les embryons Nanog-/-; Gata6-/-. Cela signifie que les cellules de la MCI

présentes dans ces embryons ne se spécifient pas en EPI.

e. La MCI ne se spécifie pas en EPr

Les marqueurs de 'EPr ont été analysés pour savoir si les cellules de la MCI
peuvent se différencier en dérivés d’EPr en absence de Nanog et de Gata6. J'ai suivi
entre autres, les marqueurs Sox17 et Gata4.

Dans les embryons sauvages, Sox77 connait deux salves d’expression, une
premiere au stade E2.75 et une seconde a partir du stade E3.75 (p=0,0216 entre
E3.25 et E3.75, test de Mann-Whitney) (Fig. 27 A). Guo et al ont précédemment

montré une légére augmentation de I'expression de Sox77 au stade 32 cellules dans
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Figure 28: Expression protéique de PDGFRa en fonction du génotype des embryons.
Immunomarquage sur des embryons fraichement recueillis. Il n'y a pas d’expression de PDGFRa dans les
embryons doubles mutants Nanog-/-; Gata6-/-. La MCI de 'embryon est délimitée par des pointillés.



les cellules de la MCI puis au stade 64 cellules dans les cellules de 'EPr (Guo et al.,
2010).

Gata4 est exprimé fortement au stade E1.5, puis n’est plus du tout présent
dans les embryons sauvages jusqu’au stade E3.75 ou son expression augmente
progressivement (p=0.0087 entre E3.25 et E3.75, test de Mann-Whitney) (Fig. 27 B).

Pour tous les autres génotypes Sox17 et Gata4 ne sont pas exprimés (Fig. 27)
confirmant la nécessité de Gata6 pour la spécification de 'EPr (Schrode et al., 2014;
Bessonnard et al., 2014) et celle de Nanog de maniére paracrine pour la
différenciation de ce lignage, par le biais de I'expression de FGF4 (Frankenberg et
al., 2011).

J’ai également analysé d’autres marqueurs de 'EPr, comme Hnf18 et Sox7.
Ces marqueurs se comportent comme Sox17 et Gata4 dans les embryons
Nanog-/- ; Gata6-/- (Annexe 2).

L’absence des marqueurs de I'EPr dans la MCI des embryons Nanog-/-;

Gata6-/- indique donc que les cellules de la MCI ne peuvent pas se spécifier en EPr.

Pdgfra posséde deux salves d’expression, une premiére entre les stades 8 et
16 cellules ou il est présent dans les cellules internes puis une seconde au stade
E3.75 ou il est restreint aux cellules de 'EPr (Plusa et al., 2008; Guo et al., 2010).
Le niveau protéique de ce marqueur a été analysé par immunomarquage dans les
embryons Nanog-/- ; Gata6-/- (Cynthia DENNIS) afin de savoir si les cellules de la
MCI restent bloquées a un stade proche du stade 16 cellules.
Dans les embryons sauvages, au stade E3.75, PDGFRa est spécifique de I'EPr, il
est présent dans les cellules qui n’expriment pas NANOG et est absent des cellules
CDX2 positives (Fig. 28). Cependant, le marquage membranaire de PDGFRa est
absent dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- (Fig. 28).

Cela confirme que I'expression de PDGFRa nécessite la présence de Nanog
et de Gatab et que les cellules de la MCI ne se spécifient pas en EPr dans les

embryons Nanog-/- ; Gata6-/-.
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En conclusion, les cellules de la MCI des embryons Nanog-/- ; Gata6-/- ont un
comportement différent des cellules de la MCI des embryons des autres génotypes.
Ainsi, elles semblent bloquées au stade E3.25 et ne pas évoluer au cours de la
spécification. Il serait donc intéressant de réaliser une analyse sur cellules uniques

afin de connaitre l'identité des cellules de la MCI des embryons Nanog-/- ; Gata6-/-.
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Figure 29 : Expression protéique de SOX2 et NANOG au cours du développement embryonnaire.
Immunomarquage sur des embryons fraichement recueillis. La MCI de 'embryon est délimitée par des
pointillés. Les fleches vertes signalent un noyau marqué par NANOG et une absence de SOX2. Les fleches
rouges signalent un noyau marqué par SOX2 et ou NANOG est absent.



C.Expression de SOX2 au cours du développement

embryonnaire

Sox2 est le premier facteur spécifique de la MCI puis il se restreint aux cellules
EPI (Guo et al., 2010; Wicklow et al., 2014). Il pourrait donc agir en amont de
Nanog et Gatab lors de la spécification. Pour vérifier cette hypothése, jai, dans un
premier temps, réexaminé l'expression de SOX2 au cours du développement
embryonnaire par immunomarquages sur des embryons sauvages a différents
stades, avec deux anticorps différents (un fait chez la chévre et 'autre chez le lapin),
dont un validé au préalable sur des embryons mutants Sox2-/- (Campolo et al.,

2013).

Wicklow et al ont montré que le marquage nucléaire de SOX2 débute au stade
16 cellules. Avec les deux anticorps testés ainsi qu’avec l'anticorps utilisé par
Wicklow et al, je n’ai observé aucun marquage nucléaire pour SOX2 a ce stade (Fig.
29).

J’ai montré que I'expression nucléaire de SOX2 débute aux alentours du stade
32 cellules. Elle est alors absente dans les noyaux des cellules du TE et présente
dans les cellules de la MCI ou la plupart des noyaux possédent un marquage pour
SOX2 (Fig. 29). Au stade E3.25, elle devient hétérogéne au sein de la MCI avec des
noyaux qui expriment fortement SOX2, des noyaux dont le marquage est similaire au
cytoplasme et des noyaux dans lesquels SOX2 est absent (Fig. 29). A ce stade,
'hétérogénéité de SOX2 observée est différente de celle de NANOG. En effet,
certaines cellules de la MCI expriment NANOG et n’expriment pas SOX2 et a
linverse d’autres expriment SOX2 mais n’expriment pas NANOG (Fig. 29). De plus,
'expression de SOX2 est spécifique des cellules de la MCI avant NANOG (Fig. 29).
Puis au stade E3.75, les expressions de SOX2 et de NANOG sont localisées dans

les mémes cellules. Il devient donc spécifique de I'EPI (Fig. 29).
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En conclusion, Wicklow et al ont montré que I'expression nucléaire de SOX2
débute au stade 16 cellules. SOX2 est ensuite présent dans la presque totalité des
cellules de la MCI au stade E3.25 avant de se restreindre aux cellules de 'EPI au
stade E3.75. De maniére intéressante, jai mis en évidence que I'expression

nucléaire de SOX2 est hétérogéne au stade E3.25.
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Figure 30 : Quantification de I’expression ARN de Sox2 au cours du développement embryonnaire.
Expression de Sox2 au sein des cellules de la MCI en fonction du stade de développement et du génotype.



D. SOX2 est exprimé dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-I-

1. Expression de Sox2 en fonction du temps et des génotypes

Dans les embryons sauvages, I'expression du transcrit Sox2 est faible au
stade E1.5, puis elle diminue au stade E2.75 et reste trés faible au stade E3.0, pour
augmenter de nouveau a partir du stade E3.25 (Fig. 30). Ce profil a aussi été mis en
évidence dans une étude sur cellule unique (Guo et al., 2010).

L’absence de Nanog n’influence pas lI'expression de Sox2 jusqu’au stade
E3.75. En effet, son expression est similaire entre les embryons sauvages et les
embryons Nanog-/-. A l'inverse, I'absence de Gata6 ou la présence plus importante
de Nanog, va influencer I'expression de Sox2 puisque dans les embryons Gata6-/-,
I'expression de Sox2 augmente plus rapidement au stade E3.75 (p=0.045 entre les
stades E3.25 et E3.75, test de Mann-Whitney) (Fig. 30).

Dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-, 'expression de Sox2 est équivalente
a celle des autres génotypes au stade E3.25, puis diminue de maniéere significative
par rapport aux autres génotypes au stade E3.75 (p=0,043 entre embryons sauvages
et embryons Nanog-/-; Gata6-/-, p=0,016 entre embryons Gata6-/- et embryons
Nanog-/- ; Gatab-/-, p=0,043 entre embryons Nanog-/- et embryons Nanog-/-;
Gatab6-/-, test de Mann-Whitney) (Fig. 30).

En conclusion, I'expression du transcrit Sox2 semble étre dépendante de la

diminution de Gata6 et/ou de 'augmentation de Nanog a partir du stade E3.75.
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Figure 31 : Expression protéique de SOX2 au stade E3.25 dans différentes combinaisons de
mutants Nanog et Gata6.

A : Immunomarquage sur des embryons fraichement recueillis. SOX2 est exprimé de maniére hétérogene
dans tous les embryons au stade E3,25. La MCI de 'embryon est délimitée par des pointillés. Les fleches
blanches signalent des noyaux pour lesquels le marquage de SOX2 est similaire a celui dans les noyaux du
TE. Les fleches oranges signalent des noyaux avec un marquage similaire a celui présent dans le
cytoplasme des cellules. Les fleches jaunes signalent des noyaux avec un marquage de SOX2 plus intense.
B : Comptage du nombre de noyaux exprimant SOX2 au sein de la MCI.



2. La protéine SOX2 est présente de maniére hétérogéne dans

les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- au stade E3.25

Pour analyser [I'expression protéique de SOX2, jai réalisé des
immunomarquages sur des embryons issus de croisements entre doubles
hétérozygotes Nanog+/- ; Gata6+/-.

Dans les embryons sauvages, I'expression de SOX2 est hétérogéne au sein
des noyaux des cellules de la MCI tandis qu’elle est complétement absente des
noyaux de cellules du TE (Fig. 31 A).

J'ai effectué un comptage du nombre de noyaux de la MCI exprimant SOX2.
Seules les cellules de la MCI ou SOX2 est clairement exprimé dans le noyau, c’est-a-
dire les cellules ou le marquage nucléaire est supérieur au marquage cytoplasmique,
sont prises en compte. Ainsi, I'incertitude du marquage cytoplasmique est prise en
compte : correspond-il a un signal spécifique de SOX2 ou s’agit-il de bruit de fond ?
Le nombre de cellules de la MCI a été obtenu par soustraction du nombre de cellules
qui expriment CDX2 au nombre total de cellules. Le nombre de cellules au sein de la
MCI ne varie pas significativement en fonction des génotypes (Annexe 3 A et B).

Ces comptages ont montré que 46.3% des cellules expriment SOX2 au sein de la
MCI (nombre moyen de cellules exprimant SOX2 dans le noyau : 6.25 et nombre de
cellules moyen au sein de la MCI : 13.5) (Fig. 31 B).

Ce méme marquage nucléaire hétérogéne au sein de la MCI pour SOX2 est
retrouvé dans les embryons Gata6-/- (Fig. 31 A). Toutefois, il semble que le nombre
de cellules avec un marquage nucléaire de SOX2 soit plus important dans ces
derniers. En effet, aprés comptage, 64.2% des noyaux de la MCI sont marqués par
SOX2 (nombre moyen de cellules exprimant SOX2 dans le noyau : 10.75 et nombre
de cellules moyen au sein de la MCI: 16.75) (Fig. 31 B). Cette différence
d’expression entre les embryons sauvages et les embryons Gata6-/- n’est cependant

pas significative.
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Figure 32 : Intensité de I’expression protéique de SOX2 au stade E3.25 en fonction du génotype des
embryons.

La médiane des intensités ne varie pas entre les différents génotypes.

Test statistique ANOVA, ns = non significatif.



Dans les embryons Nanog-/- et dans les embryons Nanog-/-; Gata6-/- le
marquage de SOX2 est également hétérogéne entre les noyaux des cellules de la
MCI, certains noyaux exprimant SOX2 et d’autres ne I'exprimant pas du tout (Fig. 31
A). Pour ces deux génotypes, les proportions de noyaux exprimant SOX2 au sein de
la MCI sont respectivement de 52.6% et 49.3% (nombre moyen de cellules exprimant
SOX2 dans le noyau : 8 et 8.5 et nombre de cellules moyen au sein de la MCI : 15.2
et 17.25) (Fig. 31 B).

Ainsi, en 'absence de Nanog et de Gata6, I'expression topologique de SOX2

au sein des noyaux de la MCI ne varie pas.

3. L’intensité d’expression de SOX2 ne varie pas en fonction

des génotypes au stade E3.25

J’ai ensuite mesuré l'intensité de I'expression nucléaire de SOX2 au sein des
cellules comptées. Le bruit de fond (intensité du marquage au niveau des noyaux
des cellules du TE) a été soustrait des valeurs mesurées qui ont ensuite été
rapportées aux valeurs du DAPI pour chaque cellule afin de s’affranchir de la
différence entre les acquisitions. J'obtiens alors une valeur du rapport d’intensité pour
chacune des cellules analysées.

J'ai noté que I'étendue des valeurs est plus importante dans les embryons
Gata6-/-. De plus, dans ces embryons, la médiane du rapport d’intensité est
légerement plus élevé que pour les autres génotypes. Dans les embryons Nanog-/- ;
Gatab6-/-, la dispersion des valeurs est plus faible que dans les autres génotypes. De
plus, la médiane du rapport d’intensité est Iégerement plus faible que dans les autres
génotypes sans significativité. Cela traduit qu’au stade E3.25, de légéres variations
d’expression sont visibles, toutefois ces différences ne sont pas significatives (Fig.

32).
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Figure 33 : Expression protéique de SOX2 au stade E3.75 en fonction du génotype des embryons.
A : Immunomarquage sur des embryons fraichement recueillis. SOX2 reste présent de maniere hétérogéne
dans tous les embryons doubles mutants Nanog-/-; Gata6-/-. La MCI de 'embryon est délimitée par des
pointillés. Les fleches blanches signalent des noyaux pour lesquels le marquage de SOX2 est similaire a
celui dans les noyaux du TE. Les fleches oranges signalent des noyaux avec un marquage similaire a celui
présent dans le cytoplasme des cellules. Les fleches jaunes signalent des noyaux avec un marquage de
SOX2 plus intense.

B : Comptage du nombre de noyaux exprimant SOX2 au sein de la MCI.



Ces résultats sont en accord avec I'expression des transcrits de Sox2 pour lesquels |l
n’'existe pas, a ce stade, de variations d’expression significatives quel que soit le

génotype (Fig. 30).

4. L’expression de SOX2 est toujours présente dans les

embryons Nanogqg-/- ; Gata6-/- au stade E3.75

Au stade E3.75, dans les embryons sauvages, I'expression de SOX2 est
spécifique des cellules de 'EPI. En effet, SOX2 est co-exprimé avec NANOG (Fig 33
A). Le pourcentage de noyaux des cellules de la MCI exprimant SOX2 est de 51.6%,
soit la moitié des cellules de la MCI (nombre moyen de cellules exprimant SOX2
dans le noyau : 16, et nombre de cellules moyen au sein de la MCI : 31) (Fig.33 B).
Le nombre de cellules dans la MCI ne varie pas en fonction des génotypes mais il
existe une certaine variabilité entre les embryons (Annexe 3 A et C).

Dans les embryons Gata6-/- toutes les cellules sont de type épiblastique, elles

expriment presque toutes NANOG et SOX2 (Fig. 33 A). 89.9% des cellules expriment
SOX2 au sein de la MCI (nombre moyen de cellules exprimant SOX2 dans le noyau :
20 ; et nombre de cellules moyen au sein de la MCI : 22.25) (Fig. 33 B).
La présence de cellules n’exprimant pas SOX2 peut étre expliquée par I'asynchronie
de spécification des cellules. En effet, Wicklow et al ont montré que SOX2 se spécifie
apres NANOG dans les cellules EPI. Or, les cellules qui expriment plus tardivement
NANOG n’expriment peut-étre pas encore SOX2, comme suggéré par le fait qu'au
stade E4.5, prés de 99% des cellules de la MCI de ces embryons expriment SOX2
au stade E4.5 (résultats non montrés).

Dans les embryons Nanog-/-, SOX2 est exprimé et de maniere hétérogéne.
Ainsi, certains noyaux posseédent un marquage fort de SOX2, tandis que d’autres
possédent un marquage équivalent au marquage présent dans le cytoplasme (Fig.

33 A). Le pourcentage de noyaux de la MCI exprimant SOX2 est alors de 62.5%
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(nombre moyen de cellules exprimant SOX2 dans le noyau : 16.67 et nombre de
cellules moyen au sein de la MCI : 26.67) (Fig. 33 B).

Cette méme expression hétérogéne est retrouvée dans les embryons
Nanog-/- ; Gata6-/-, avec un pourcentage de 60% de cellules de la MCI exprimant
SOX2 au niveau nucléaire (Fig. 33).

Ainsi, au stade E3.75, en I'absence de Nanog et de Gata6, qui sont les
principaux effecteurs du « poivre et sel », il subsiste une hétérogénéité d’expression
au sein des cellules de la MCI. Cette hétérogénéité est représentée par SOX2 et est

différente de I'expression en poivre et sel de NANOG et GATAG.

5. La présence de NANOG influence I'expression de SOX2 au

stade E3.75

L’étude de lintensité d’expression de SOX2 montre que les embryons des
différents génotypes ne se comportent pas de la méme maniére. En effet, jai
constaté deux types de comportements en fonction de la présence ou de I'absence
de Nanog. En présence de Nanog, la médiane des rapports d’intensité est en
moyenne de 0,77. L’absence de Gata6 n’entraine aucun changement sur le
comportement de SOX2. En revanche, en I'absence de Nanog, le rapport d’intensité
est deux fois plus faible. Une fois encore I'absence de Gata6 n’entraine pas de
changement dans le rapport d’'intensité (Fig. 34).

De plus, en présence de Nanog, la dispersion des données est assez large,
tandis qu’en I'absence de Nanog, elle est trés resserrée (Fig. 34). Cela suggére que
la présence de Nanog induit une hétérogénéité plus importante au sein des cellules
de I'EPI.

Par conséquent, la présence de Nanog influence de maniére positive
'expression de SOX2 au sein des noyaux des cellules de la MCI. A linverse, son

absence va entrainer une diminution de lintensité de SOX2. Ce phénoméne est
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également retrouvé au niveau ARN ou les transcrits de Sox2 sont plus faiblement

exprimés dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- (Fig. 32).

En conclusion, au stade E3.25, il n’existe pas de différences significatives
d’expression du transcrit ni de la protéine SOX2 entre les différents génotypes,
indiquant que linitiation de I'expression de SOX2 est indépendante de Nanog et
Gatab. De plus, celle-ci reste hétérogene en I'absence de Nanog et Gataé.

Puis, au stade E3.75, SOX2 reste exprimé dans les cellules de la MCI malgré
'absence de Nanog et de Gata6. Cependant, la présence de Nanog va maintenir
I'expression du transcrit et de la protéine SOX2 pour la retrouver uniquement dans

les cellules de 'EPI.
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E. Effet de la voie MAPK sur I’expression de SOX2

Comme I'expression de SOX2 reste hétérogéne dans les embryons Nanog-/- ;
Gatab6-/-, je me suis demandée quel(s) facteur(s) pourrai(en)t étre responsable(s) de
cette hétérogénéité. La voie FGF/MAPK étant un facteur majeur responsable de la
mise en place du « poivre et sel » lors de la spécification, jai cherché a savoir si

cette voie est également responsable de I'hétérogénéité de SOX2.

1. Les acteurs de la voie FGF sont présents dans les

embryons Nanog-/- ; Gata6-/-

L’expression des acteurs de la voie FGF a été analysée par RT-qPCR sur les
cellules de la MCI des embryons Nanog-/- ; Gata6-/-, notamment Fgf4 et Fgfr2 qui
sont connus pour avoir une expression différentielle (Kurimoto, 2006; Guo et al.,

2010; Ohnishi et al., 2013; Krupa et al., 2014).

Dans les embryons sauvages, I'expression de Fgf4 est forte au stade E1.5.
Elle devient nulle du stade E2.75 au stade E3.0, puis elle augmente au stade E3.25
et reste stable au stade E3.75 (Fig. 35 A). Ce méme profil d’expression a déja été
mis en évidence (Guo et al., 2010).

Comme il a été observé précédemment dans I'équipe, il n'y a pas
d’expression de Fgf4 dans les embryons Nanog-/- (Fig. 35 A). Cela a permis de
conclure que I'expression de Fgf4 est sous la dépendance de Nanog. A l'inverse,
dans les embryons Gata6-/- 'expression de Fgf4 est importante due a la présence de
NANOG dans toutes les cellules de la MCI (p=0.017, test de Mann-Whitney) (Fig. 35
A). De maniére surprenante, dans les embryons Nanog-/-; Gata6-/-, Fgf4 est
exprimé malgré I'absence de Nanog (Fig. 35 A). Son niveau d’expression reste

toutefois faible comparé aux autres génotypes. La présence de ce facteur dans les
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embryons Nanog-/-; Gata6-/- montre que Gata6b a également un effet sur la
transcription de Fgf4.

Par conséquent, Nanog a un effet activateur sur Fgf4 et que Gata6 a un effet
répresseur sur Fgf4, et 'absence de Nanog et de Gata6 n’entraine pas de perte

d’expression de Fgf4.

L’expression de Fgfr2 reste constante jusqu’au stade E3.25 puis augmente au
stade E3.75 dans les embryons sauvages (p=0.017 entre les stades E3.25 et E3.75,
test de Mann-Whitney) (Fig. 35 B). Son expression dans les embryons Nanog-/- est
équivalente a celle des embryons sauvages a tous les stades. Dans les embryons
Gatab6-/-, son expression est plus faible que dans les embryons sauvages au stade
E3.75 (p=0.0043, test de Mann-Whitney) (Fig. 35 B).

Dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-, 'expression de Fgfr2 ne varie pas entre les
stades E3.25 et E3.75 et est similaire a I'expression dans les embryons Nanog-/- au
stade E3.75 (Fig. 35 B).

Cela signifie que malgré 'absence de Nanog et Gata6, Fgfr2 est exprimé.

L’expression de Fgfr2 ne dépend donc ni de Nanog, ni du FGF, mais dépend en

partie de Gataé.

Comme Fgf4 et Fgfr2 sont exprimés dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- a
des niveaux similaires aux embryons sauvages, j'ai vérifié si la voie FGF/MAPK est
activée. Pour cela, j'ai regardé, dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-, 'expression
de Dusp4, cible de la voie FGF/MAPK (Lanner & Rossant, 2010).

Tout d’abord, dans les embryons sauvages, Dusp4 est exprimé au stade E1.5,
puis diminue jusqu’au stade E2.75. Il augmente faiblement jusqu’au stade E3.25 puis
fortement au stade E3.75 (p=0.03 entre E3.25 et E3.75, test de Mann-Whitney).

Son expression augmente également entre les stades E3.25 et E3.75 chez les
embryons Nanog-/- et Gata6-/-. Cette augmentation n’est toutefois pas significative

(p=0.070 pour les embryons Nanog-/-, p=0.051 pour les embryons Gata6-/-, test de
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Mann-Whitney) (Fig. 35 C). De plus, le niveau de Dusp4 dans les embryons simples
mutants Nanog-/- et Gata6-/- reste significativement plus faible que dans les
embryons sauvages (p=0.0043 entre les embryons sauvages et embryons Nanog-/-,
p=0.05 entre les embryons sauvages et embryons Gata6-/-) (Fig. 35 C). Cela signifie
que, pour les embryons simples mutants Nanog-/- et Gata6-/-, I'activation de la voie
FGF n’est pas assez forte pour permettre I'activation de ses régulateurs. En effet,
pour chacun des deux génotypes, Fgf4 ou Fgfr2 est diminué voir absent.

Dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-, au stade E3.75, 'expression de Dusp4 est
largement plus faible que dans les embryons sauvages et dans les embryons
Gatab6-/-, mais ne difféere pas de I'expression dans les embryons Nanog-/- (p=0.0095
entre embryons sauvages et embryons Nanog-/-; Gata6-/-, p=0.0159 entre les
embryons Gata6-/- et embryons Nanog-/-; Gata6-/-, p=0.66 entre les embryons
Nanog-/- et embryons Nanog-/-; Gata6-/-) (Fig. 35 C). De plus, I'expression de
Dusp4 reste équivalente et faible entre le stade E3.25 et E3.75. L’expression de
Dusp4 dépend donc de Nanog et de Gata6. Par conséquent bien que les acteurs de

la voie FGF soient présents, la voie MAPK n’est pas activée.

En conclusion, les acteurs de la voie FGF/MAPK, Fgf4 et Fgfr2, sont présents
malgré I'absence de Nanog et de Gata6, mais leur présence n’est pas suffisante pour
permettre I'activation de la voie. Cela pourrait étre di au fait que la quantité de Fgf4
n'est pas suffisante dans les embryons Nanog-/-; Gata6-/- pour permettre
'accumulation et I'activation de la voie FGF/MAPK. De plus, la diffusion du Fgf4

pourrait ne pas étre hétérogéne dans ces embryons.
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Figure 36 : Expression protéique de SOX2 et NANOG aprés un traitement aux inhibiteurs de la voie
FGF/MAPK jusqu’au stade E3.25 en fonction du génotype des embryons.

A : Immunomarquage sur des embryons cultivés en milieu contréle ou en milieu avec traitement inhibiteur
de la voie FGF/MAPK (iRTK). SOX2 reste présent de maniére hétérogene dans tous les embryons quelque
soit le génotype et le traitement. La MCI de 'embryon est délimitée par des pointillés. Les fleches blanches
signalent des noyaux pour lesquels le marquage de SOX2 est similaire a celui dans les noyaux du TE. Les
fleches oranges signalent des noyaux avec un marquage similaire a celui présent dans le cytoplasme des
cellules. Les fleches jaunes signalent des noyaux avec un marquage de SOX2 plus intense.

B : Comptage du nombre de noyaux exprimant SOX2 au sein de la MCI.



2. L’expression de SOX2 reste hétérogéne en absence de la

voie FGF/MAPK au stade E3.25

Pour savoir si I'expression hétérogéne de SOX2 est dépendante de la voie
FGF/MAPK, des embryons ont été traités avec des inhibiteurs de cette voie. Un
meélange de deux inhibiteurs classiquement utilisés a été employé : un inhibiteur de
MEK (un des acteurs de la voie) et un inhibiteur des récepteurs FGF, (Nichols et al.,
2009; Yamanaka, Lanner, & Rossant, 2010; Frankenberg et al., 2011).

Il a été prouvé par notre équipe que des embryons Nanog-/- traités a partir du
stade E2.25 jusqu’au stade E3.75 avec ces inhibiteurs, n’expriment pas GATAG6
(Frankenberg et al., 2011). Jai également vérifié cette absence de GATA6 par
immunomarquage (Annexe 4). Dans ces conditions, les embryons Nanog-/- se
comportent alors comme des embryons Nanog-/- ; Gata6-/-.

Etant donné que la proportion d’embryons Nanog-/- est plus importante que celle des
embryons Nanog-/- ; Gata6-/-, jai, dans un premier temps, observé I'expression de

SOX2 au sein des embryons Nanog-/-traités avec les inhibiteurs.

Les embryons ont d’abord été traités sur une période courte, du stade E2.25
au stade E3.25, pour observer les effets des inhibiteurs sur l'initiation de I'expression
de SOX2. Aprés culture en milieu « contrdle » ou en milieu avec traitement, jai
réalisé des immunomarquages afin d’examiner I'expression de SOX2 et jai compté
le nombre de cellules ayant une expression nucléaire de SOX2 au sein de la MCI.
Durant cette période, NANOG et GATAG sont co-exprimés dans les cellules de la
MCI et I'expression nucléaire de SOX2 est induite dans les cellules de la MCI.

Les embryons mis en culture sans traitement possédent le méme marquage
que les embryons frais (Fig. 36 A) avec une expression nucléaire de SOX2 présente
dans 49% des cellules de la MCI pour les embryons sauvages et 38% pour les

embryons Nanog-/- (Fig. 36 B). Il n’y a donc pas de différence d’expression de SOX2
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Figure 37 : Expression protéique de SOX2 et NANOG aprés un traitement aux inhibiteurs de la voie
FGF/MAPK jusqu’au stade E3.75 en fonction du génotype des embryons.

A : Immunomarquage sur des embryons cultivés en milieu contrdle ou en milieu avec traitement inhibiteur
de la voie FGF/MAPK (iRTK). SOX2 reste présent de maniére hétérogéne en absence de Nanog, de Gata6
et de la voie Fgf. La MCI de 'embryon est délimitée par des pointillés. Les fleches blanches signalent des
noyaux pour lesquels le marquage de SOX2 est similaire a celui dans les noyaux du TE. Les fléches
oranges signalent des noyaux avec un marquage similaire a celui présent dans le cytoplasme des cellules.
Les fleches jaunes signalent des noyaux avec un marquage de SOX2 plus intense.

B : Comptage du nombre de noyaux exprimant SOX2 au sein de la MCI.



en I'absence de Nanog a ce stade (p=0.32 entre embryons sauvages et embryons
Nanog-/-, test de Mann-Whitney).

Lorsque les embryons sauvages sont traités avec des inhibiteurs de la voie
FGF/MAPK, I'expression de SOX2 est également hétérogéne au sein de la MCI et
environ la moitié des cellules posséde une expression nucléaire de SOX2 (Fig. 36).
De méme, dans les embryons Nanog-/-, I'expression de SOX2 est également
hétérogéne avec 36% des noyaux de la MCI positifs pour SOX2. (Fig. 36). De plus,
le nombre de cellules au sein de la MCI ne varie pas en fonction du génotype et des
traitements (Annexe 5 A et B).

Cela suggére qu’au stade E3.25, en absence de Nanog, de Gata6 et de la
voie FGF/MAPK, l'expression de SOX2 reste hétérogene, et donc, que la voie

FGF/MAPK n’est pas nécessaire pour l'induction de I'expression de SOX2.

3. L’expression hétérogéne de SOX2 est indépendante de

Nanogqg, de Gatab et de la voie FGF/MAPK au stade E3.75

Puisque SOX2 reste exprimé en absence de Nanog, Gata6 et FGF4, quels
sont les effets de la voie FGF/MAPK sur le maintien de I'expression de SOX2 ? Des
embryons ont été cultivés avec inhibiteurs de la voie FGF/MAPK du stade E2.25 au
stade E3.75 puis le nombre de cellules avec un marquage nucléaire au sein de la

MCI a été compté.

A ce stade, les embryons mis en culture sans traitement possédent le méme
marquage que les embryons frais (Fig. 37 A), avec 70% des cellules de la MCI
exprimant SOX2 pour les embryons sauvages et 52% pour les embryons Nanog-/-

(Fig. 37 B).
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Lorsque les embryons sauvages sont traités avec les inhibiteurs de la voie
FGF/MAPK, toutes les cellules de la MCI expriment NANOG. SOX2 est alors
également présent dans toutes les cellules de la MCI (Fig. 37 A). En effet, 91% des
cellules de la MCI expriment SOX2 au niveau nucléaire (Fig. 37 B). Cette différence
d’expression entre les embryons cultivés en milieu contrle et en milieu traité est
significative (p=0.007, test de Mann-Whitney). Enfin, les embryons Nanog-/- traités
avec les inhibiteurs possedent toujours une expression hétérogéne de SOX2 (Fig. 37
A) avec 54% des cellules de la MCI exprimant SOX2 au niveau nucléaire (Fig. 37 B).
Il N’y a pas de différence significative avec les embryons cultivés en milieu contréle
(p=0.95 entre embryons Nanog-/- contrles et embryons Nanog-/- traités, test de
Mann-Whitney). De plus, le nombre de cellules au sein de la MCI ne varie pas en

fonction du génotype et du traitement (Annexe 5).

En conclusion, en absence de Nanog, de Gata6 et d’activité de la voie
FGF/MAPK, il subsiste une hétérogénéité cellulaire portée par I'expression de SOX2.
Cela signifie que, a ce stade, la présence de NANOG va influencer I'expression de
SOX2 suggérant que les effets de la voie FGF/MAPK sur SOX2 passent par
NANOG. En I'absence de ce dernier, I'expression de SOX2 ne varie pas avec le
traitement. Ainsi le maintien de I'expression de SOX2 ne nécessite ni la présence de

Nanog, ni celle de Gataé, ni celle de la voie FGF/MAPK.
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Figure 38 : Expression protéique de SOX2 et NANOG aprés un traitement aux inhibiteurs de la voie
des RTK jusqu’au stade E3.75 en fonction du génotype des embryons.

A : Immunomarquage sur des embryons cultivés en milieu contrdle ou en milieu avec traitement inhibiteur
de la voie Fgf. Les méme résultats sont observés entre les embryons simples mutants Nanog-/- traités aux
inhibiteurs et les embryons doubles mutants Nanog-/-; Gata6-/- traités aux inhibiteurs de la voie Fgf, La MCI
de 'embryon est délimitée par des pointillés. Les fleches blanches signalent des noyaux pour lesquels le
marquage de SOX2 est similaire a celui dans les noyaux du TE. Les fleches oranges signalent des noyaux
avec un marquage similaire a celui présent dans le cytoplasme des cellules. Les fléches jaunes signalent
des noyaux avec un marquage de SOX2 plus intense.

B : Comptage du nombre de noyaux exprimant SOX2 au sein de la MCI.
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4. Confirmation de I’expression hétérogéne de SOX2 dans les

embryons Nanog-/- ; Gata6-/- traités avec les inhibiteurs de

la voie FGF/MAPK

L’expression de SOX2 a été vérifiee dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-
traités avec les inhibiteurs de la voie FGF/MAPK.

Les embryons issus de croisement entre hétérozygotes Nanog+/-; Gatab+/-
ont été cultivés dans un milieu contréle ou un milieu traité du stade E3.25 au stade
E3.75. La culture a commencée a un stade plus tardif car les embryons Nanog-/- ;
Gatab-/- ne se développent pas correctement lorsqu’ils sont mis en culture, puisque
la plupart ne forment pas de cavité. La culture a donc débutée au stade E3.25 pour
contourner ce probléme. Cette période de traitement est suffisante pour réprimer
I'expression de GATA6 dans les embryons sauvages et pour exprimer NANOG dans
toutes les cellules de la MCI (Yamanaka et al., 2010; Frankenberg et al., 2011)
montrant que les inhibiteurs agissent suffisamment rapidement pour étre utilisés sur
cette période.

Aprés immunomarquage, jai compté le nombre de cellules de la MCI avec un
marquage nucléaire de SOX2.

Dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- mis en culture dans un milieu contréle,
'expression de SOX2 est hétérogéne avec des cellules présentant une expression
équivalente entre le cytoplasme et le noyau, et des cellules dont I'expression est
nucléaire (Fig. 38 A). Prés de la moitié des cellules de la MCI possédent un
marquage nucléaire (Fig. 38 B). Le méme marquage hétérogéne est retrouvé dans
les embryons Nanog-/- ; Gata6-/- traités avec les inhibiteurs de la voie FGF/MAPK
(Fig. 38 A). Cependant, seulement 25,6% des cellules de la MCI possédent alors un
marquage nucléaire (Fig. 38 B). Cette différence provient probablement du génotype
plus délétére pour les embryons. En outre, ce méme marquage est retrouvé dans les
embryons Nanog-/- issus de portées de doubles hétérozygotes traités avec les

inhibiteurs (43,5% des cellules possédent un marquage nucléaire, différence non
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significative avec les embryons Nanog-/- traités issus des portées de simples
hétérozygotes, test de Mann Withney).
L’expression hétérogéne de SOX2 observée dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-

confirme les résultats obtenus avec les embryons Nanog-/-.

En conclusion, I'expression hétérogéne de SOX2 ne varie pas en I'absence de
Nanog, de Gata6 et de la voie FGF/MAPK. Il existe donc une hétérogénéité
d’expression entre les cellules de la MCI indépendante de la voie FGF/MAPK et les
effets de cette voie, observés sur SOX2, au stade E3.75, passent par I'expression

Nanog.
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Figure 39 : Expression protéique de SOX2 et NANOG aprés un traitement au FGF4 exogéne jusqu’au
stade E3,75.

A : Immunomarquage sur des embryons sauvages cultivés en milieu contrdle ou en milieu avec traitement
FGF4. SOX2 posséde un marquage cytoplasmique plus intense lors du traitement au FGF4. La MCI de
I'embryon est délimitée par des pointillés.

B : Comptage du nombre de noyaux exprimant SOX2 au sein de la MCI.



F. Effet de I'expression exogéne de FGF4 sur l'expression de

SOX2

1. L’expression exogéne de FGF4 entraine une expression

cytoplasmique de SOX2

L’expression de SOX2 a ensuite été étudiée en présence d’un traitement
FGF4. En effet, Wicklow et al ont montré que traiter des embryons au FGF4 entraine
une perte d’expression de SOX2. Jai voulu savoir si cet effet est dépendant de
Nanog et Gata6. Des embryons ont été traités avec du FGF4 exogéne du stade
E2.75 au stade E3.75.

Les embryons cultivés en milieu contréle montrent une co-expression de
NANOG et de SOX2 dans les cellules de 'EPI (Fig. 39 A).

NANOG est absent des embryons sauvages traités avec du FGF4 exogéne
comme l'ont montré Yamanaka et al (Yamanaka et al., 2010). Dans ces embryons
traités, trés peu de cellules expriment SOX2 au niveau nucléaire (Fig. 39 A). Seul
10% des cellules de la MCI expriment encore SOX2 au niveau nucléaire, soit une
moyenne de 2,6 noyaux exprimant SOX2 dans une MCI de 22 cellules en moyenne,
contre 70% dans les embryons non traités, soit 17,9 noyaux exprimant SOX2 dans
une MCI de 25,6 cellules en moyenne (p<0.0001, test de Student) (Fig. 39 B). De
plus, la taille des MCI ne varie pas en fonction du traitement (Annexe 5 D).
Finalement, le traitement d’embryons sauvages avec du FGF4 ectopique sur une
période plus longue, allant du stade E2.75 au stade E4.5, entraine une perte totale
d’expression de SOX2 (Wicklow et al., 2014).

De plus, en présence de FGF4, certaines cellules de la MCI possédent un
marquage fort au niveau du cytoplasme (Fig. 39 A). J'ai mis en évidence ce

marquage cytoplasmique avec les deux anticorps SOX2 que j'ai testés (Annexe 6).
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Figure 40 : Expression protéique de SOX17 et OCT4 aprés un traitement au FGF4 exogéne.
Immunomarquage sur des embryons cultivés en milieu contréle ou en milieu avec traitement FGF4. SOX17
est présent dés le stade E3,25 aprés un traitement au FGF4 exogéne. OCT4 reste nucléaire aprés un
traitement au FGF4 exogene. La MCI de I'embryon est délimitée par des pointillés.



La diminution de I'expression nucléaire de SOX2 et son expression cytoplasmique
ont été observées dans tous les génotypes testés : embryons sauvages et embryons
hétérozygotes Nanog+/-, embryons hétérozygotes Gata6+/- et embryons Nanog-/-.

Cela signifie que I'expression exogene de FGF4 entraine un export du noyau et donc

une expression cytoplasmique de SOX2, ceci indépendamment de Nanog.

Ces résultats m’ont amené a poser I'hypothése suivante. Dans les embryons
traités au FGF4 exogéne, il pourrait exister une compétition entre les membres de la
famille SOX. En effet, SOX2 et SOX17 entrent en compétition pour s’associer avec
OCT4 (Aksoy et al., 2013). La présence de SOX17 dans les embryons traités au
FGF4 pourrait entrainer une dissociation du couple OCT4/SOX2 et donc une
expulsion de SOX2 hors du noyau. Comme le marquage cytoplasmique n’est pas
présent dans toutes les cellules de la MCI, cela signifierait alors qu’une fois exportée

du noyau, la protéine serait détruite.

2. L'expression de SOX17 et OCT4 est nucléaire lors du

traitement des embryons avec du FGF4

Pour vérifier mon hypothése, j'ai, dans un premier temps, vérifié que SOX17
et OCT4 sont présents dés le stade E3.25 au niveau nucléaire lors d’un traitement au
FGF4. Pour ce faire, des immunomarquages ont été réalisés aprés culture des
embryons avec du FGF4 exogéne.

Les embryons cultivés avec du FGF4 exogéne gardent une expression
nucléaire d’'OCT4 dans les cellules de la MCI (Fig. 40). Ce n’est donc pas une
expulsion dOCT4 du noyau qui est responsable de I'expulsion de SOX2 et donc
qu’OCT4 peut s’associer a d’autres membres de la famille SOX.

De plus, les embryons traités au FGF4 exogéne montrent une expression plus

précoce de SOX17. En effet, au stade E3.25 SOX17 n’est pas présent dans les
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Figure 41 : Expression protéique de SOX2 et NANOG dans les embryons simples mutants Gata6-/-
apreés un traitement au FGF4 exogéne.

Immunomarquage sur des embryons cultivés en milieu contréle ou en milieu avec traitement FGF4.
NANOG reste présent dans les embryons simples mutants Gata6-/- apres traitement au FGF4 exogéne ce
qui va favoriser le maintien de I'expression de SOX2. La MCI de I'embryon est délimitée par des pointillés.



embryons cultivés en milieu controle (Fig. 40). Dans les embryons traités au FGF4
exogéne, SOX17 est déja présent dans un grand nombre de cellules a ce stade (Fig.
40). De fait, la présence d’une quantité importante de FGF4 permet une expression
nucléaire de SOX17 plus précoce.

En conclusion, dans les embryons traités au FGF4 exogéne, SOX17 et OCT4
sont présents au niveau nucléaire. Favorisant mes hypothéses, ils pourraient donc

s’associer préférentiellement et entrainer une expulsion de SOX2 hors du noyau.

3. Nanog reste exprimé dans les embryons Gata6-/- traités au

Faf4

Pour tester mon hypothése, jai utilisé des embryons Gata6-/-. En effet, dans
ces embryons, I'absence de Gata6 entraine une absence de SOX17 méme en
présence de FGF4 exogene (Schrode et al., 2014; Bessonnard et al., 2014). Par
conséquent, si les effets du FGF4 exogéne sur SOX2 passent par une association
d’OCT4 avec SOX17, en l'absence de ce dernier, SOX2 sera nucléaire. En
revanche, si I'effet du FGF4 exogéne est indépendant de SOX17, alors les embryons
Gatab-/- traités au FGF4 auront le méme phénotype que les autres embryons, c’est-
a-dire la présence de SOX2 cytoplasmique.

Les embryons Gata6-/- ont été traités du stade E2.25 au stade E3.75 avec du
FGF4 exogene et jai observé I'expression de SOX2 par immunomarquage. En
traitant les embryons Gata6-/- a partir de ce stade, aucune cellule de la MCI
n’exprime NANOG (Bessonnard et al., 2014).

Les embryons Gata6-/- cultivés en milieu contréle présentent une expression
de NANOG et de SOX2 dans tous les noyaux des cellules de la MCI (Fig. 41).

De maniére surprenante, ces embryons traités avec du FGF4 exogéne, présentent
également un marquage de NANOG dans toutes les cellules de la MCI (Fig. 41). Ces

résultats vont a 'encontre de ceux obtenus précédemment dans notre équipe, qui
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montrent que les embryons Gata6-/- traités au FGF4 précocement n’expriment plus
NANOG (Bessonnard et al., 2014). A linverse, cela va dans le sens de travaux
réalisés dans une autre équipe dans lesquels, un traitement au FGF4 exogéne sur
les embryons Gata6-/-, n’entraine pas de perte d’expression de NANOG (Schrode et
al., 2014). Cette différence dans les traitements pourrait provenir d’'un probléeme de

fond génétique des souris ou d’un probléme de lot de FGF4.

Or, jai préecédemment montré qu’au stade E3.75, NANOG a une influence sur

'expression de SOX2. La présence de SOX2 au niveau nucléaire dans toutes les
cellules de la MCI des embryons Gata6-/- traités au FGF4 pourrait donc étre due a la
présence de NANOG dans ces cellules.
Différentes période de culture (a partir du stade E1.5 et E0.5) en vue d’inhiber
'expression de NANOG par I'administration de FGF4, ont été testées. A aucun
moment I'expression de NANOG n‘a été inhibée dans les embryons Gata6-/- traités
au FGF4.

Il est donc impossible de vérifier mon hypothése en utilisant les embryons
Gatab6-/-. |l faut donc effectuer ces expériences sur des embryons Nanog-/- ; Gata6-/-

dans lesquels Gata6 et donc Sox77 sont absents mais également Nanog.

4. Expression de SOX2 dans les embryons Nanoq-/- ; Gata6-/-

traités avec du FGF4 exogéne

J’ai donc mis en culture avec du FGF4 exogéne des embryons issus de
croisements entre doubles hétérozygotes Nanog+/-; Gata6+/-. Puis jai observé
'expression de SOX2 par immunomarquage. Toutefois, je n’ai pas a I'heure actuelle

réussi a obtenir d’'embryons Nanog-/- ; Gata6-/- traités avec FGF4.
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Discussion
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Discussion

Les études que jai conduites, mettent en évidence qu’il existe toujours une
hétérogénéité cellulaire au sein de la MCIl des embryons, malgré I'absence de
Nanog, de Gata6 et d’activation de la voie FGF/MAPK. En effet, I'expression de

SOX2 reste hétérogéne dans les embryons en I'absence de ces facteurs.

A. Développement des embryons Nanog-/- ; Gata6-/-

1. Développement morphologique

I a été montré précédemment que les embryons Nanog-/- et Gata6-/-
possédent un phénotype particulier a partir des stades E3.5 et meurent peu apres
limplantation (Mitsui et al., 2003; Cai et al., 2008; Frankenberg et al., 2011;
Schrode et al., 2014; Bessonnard et al., 2014). Les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-
(embryons doubles mutants) ne sont pas viables, puisque dans les portées issues de
croisements entre souris doubles hétérozygotes Nanog+/-; Gata6+/-, aucun animal
double mutant Nanog-/-, Gata6-/- n’a été produit.

Aucune différence de morphologie chez les embryons simples mutants n’a été
notée jusqu’a présent (Messerschmidt & Kemler, 2010; Frankenberg et al., 2011;
Schrode et al., 2014; Bessonnard et al., 2014). Au cours de ce travail, jai observé
un décalage de croissance entre les différents génotypes (Fig.20). Ainsi, les
embryons Gata6-/- ont tendance a étre retardés au stade E3.75 (et également au
stade E4.5). Toutefois, ces décalages n’affectent pas tous les embryons. Cette
différence pourrait provenir du fond génétique des souris. Cela indique également

que la période étudiée est hautement variable.
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Les embryons doubles mutants se développent jusqu’au stade E3.75 mais
montrent un retard de croissance. Il semble que leur développement soit ralenti a
partir du stade E3.5 (Fig. 20) montrant que la présence de Nanog et Gata6 est

nécessaire pour le bon développement du blastocyste.

2. Expression des marqueurs du TE

Le profil d’expression observé dans les embryons sauvages, pour les
marqueurs du TE, Cdx2, Gata3 et Id2 est similaire a celui observé lors d’étude sur
cellule unique (Guo et al., 2010). Les facteurs Cdx2, Gata3 et Id2 se comportent de
la méme maniére dans les MCI simples mutantes Nanog-/- et Gata6-/- mais leur
expression difféere dans les MCI doubles mutantes (Fig.22).

Concernant Cdx2, son expression est plus élevée en absence de Nanog mais
ne varie pas en présence ou en absence de Gata6. Cela montre que I'expression de
Cdx2 est inhibée par Nanog mais indépendante de Gata6. Etant donné que la voie
FGF/MAPK n’est pas active en absence de Nanog, cela pourrait signifier que la
régulation de I'expression de Cdx2 passe par une autre voie.

A linverse, I'expression d’'/d2 est fortement diminuée en absence de Gata6.
Son expression pourrait donc étre maintenue par Gataé.

Enfin, 'expression de Gata3 est similaire dans les embryons doubles mutants
et les embryons sauvages tandis qu’elle est plus forte dans les embryons Nanog-/- et
plus faible dans les embryons Gata6-/-. Cela suggére que la présence de Gata6
favorise I'expression de Gata3 alors que la présence de Nanog linhibe, ce qui

permet un équilibre d’expression de Gata3.

En conclusion, dans la MCI Nanog et Gata6 réguleraient les marqueurs du
TE. Cependant I'absence de ces deux marqueurs n’entraine pas les cellules de la

MCI vers un destin de TE.
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3. Expression de Nanoqg et Gata6

L’expression de Nanog en amont de la cassette, est faible en absence de
Nanog (Fig. 25), suggérant que I'absence de Nanog entraine une diminution de son
expression. Cela signifie qu’il permet son maintien et qu'’il ne s’auto-réprime pas
comme cela a été constaté en cellules ES (Navarro et al., 2012; Fidalgo et al.,
2012). Enfin 'absence de Nanog entrainant une baisse de sa propre expression,
suggérant plutot un effet auto-activateur.

De plus, la présence ou l'absence de Gata6 ne modifie pas la transcription de
Nanog : Gata6 n’inhibe pas la transcription de Nanog. En cela mes résultats different
des résultats de Wamaitha et al qui montrent qu’une induction de Gata6 en cellules
ES entraine une diminution de la transcription de Nanog et que Gata6 peut se fixer
directement sur Nanog (Wamaitha et al., 2015).

Il convient toutefois de rappeler que l'expression de Nanog dans les embryons
sauvages est diluée par la présence des cellules de 'EPr qui n’expriment pas Nanog,
ce qui n'est pas le cas des cellules dans les embryons Gata6-/-. |l sera donc utile de
regarder I'expression de Nanog en cellule unique pour confirmer ces résultats et

outrepasser ce biais.

L’expression de Gata6 diminue au stade E3.75 chez les embryons simples
mutants Nanog-/- et Gata6-/- (Fig. 25). En effet, dans les embryons Nanog-/-,
'absence de FGF4 entraine une diminution de la transcription de Gata6. Cela a
également été montré dans les embryons Fgf4-/-, dans lesquels le maintien de
'expression de GATAG nécessite la présence de FGF4 (Kang et al., 2013; Krawchuk
et al., 2013).

Dans les embryons Gata6-/-, 'expression de Gata6 en amont des sites Lox, est
induite au stade E3.25 mais n'est pas maintenue, certainement a cause de la
présence de Nanog qui le réprime a partir de E3.25 (Frankenberg et al., 2011). Cela

signifie que Gata6 n’est pas nécessaire pour sa propre induction, comme cela a été
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montré dans les embryons Gatag™?8VenusiHzB-venus

Freyer et al., 2015). La présence
de Nanog dans toutes les cellules de la MCI entraine une inhibition de la transcription
de Gatab au stade E3.75. Dans les cellules ES, il a été prouvé que Nanog pouvait se
fixer directement sur Gata6 pour l'inhiber (Singh et al., 2007), il est donc possible
que le méme mécanisme soit présent dans I'embryon.

Dans les embryons doubles mutants, la transcription de Gata6 en amont des sites
Lox, est plus élevée que dans les embryons sauvages (bien que I'expression de
Gatab soit diluée du fait de la présence de cellules EPI dans ces MCI) (Fig. 25). Il est
possible que l'absence d’inhibition par Nanog favorise I'expression de Gata6. De

plus, I'induction de Gata6 passe par d’autres régulateurs en amont qui ne dépendent

ni de Nanog, ni de Gataé.
En conclusion, il semblerait que Nanog ne posséde pas d’effet auto-

represseur in vivo et que Gata6, réprimé par Nanog, ne soit pas nécessaire pour sa

propre induction.

4. Expression des marqueurs de I’EPI et de ’EPr

La présence de Nanog ne semble pas indispensable a I'expression des
marqueurs de 'EPlI comme Pecam1 ou Cripto1. Toutefois sa présence pourrait avoir
une influence sur I'expression de Pecam1 (Fig. 26). Ici encore, I'expression des
marqueurs de I'EPI n’est présente que dans 50% des cellules de la MCI des
embryons sauvages. Les résultats obtenus dans ces embryons sont donc dilués, et
rendent difficile la comparaison de I'expression de ces marqueurs entre embryons
sauvages et embryons simples mutants. L’analyse de ces marqueurs en cellule
unique est donc indispensable.

Nous pouvons néanmoins conclure que Nanog est nécessaire pour
I'expression de BMP4 au sein de 'EPI, car il est trés peu exprimé en I'absence de

Nanog et a I'inverse, fortement exprimé dans les embryons Gata6-/- (Fig. 26).
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Dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-, 'expression de ces marqueurs reste
stable entre les stades E3.25 et E3.75 (Fig. 26). Nous avons également observé ce
maintien d’expression entre les deux stades pour la plupart des marqueurs testés en
RT-gPCR, comme Cdx2, Id2, Oct4, Hhex, Rex1, Essr3 Fgf4, Fgfr2, Dusp4. Ainsi,
'absence de Nanog et de Gata6 ne permettant pas d’enclencher leur spécification,
les cellules de la MCI des embryons doubles mutants resteraient bloquées au stade

E3.25.

En ce qui concerne les marqueurs de I'EPr, les résultats obtenus confirment
que lI'expression de Gata6 et de Nanog, par le biais de I'expression de FGF4, est
nécessaire pour la spécification de 'EPr (Fig.27) (Frankenberg et al., 2011; Schrode

et al., 2014; Bessonnard et al., 2014).

En conclusion, les cellules de la MCI des embryons Nanog-/- ; Gata6-/- ne se
différencient ni en TE, ni en EPI, ni en EPr. Leur développement semble figé entre
les stades E3.0 et E3.25. Elles ressemblent donc davantage a des cellules non
spécifiées du stade E3.25. Si C'est le cas, il sera difficile de les comparer a des
cellules spécifiées du stade E3.75 que ce soit dans les embryons simples mutants ou
sauvages. Pour résoudre cette difficulté, il est désormais indispensable de définir
plus finement l'identité de ces cellules. Un séquencage sur 'ARN de cellule unique
issue de la MCI a différents stades et pour différents génotypes permettra de mieux
caractériser ces cellules et d’identifier de nouveaux marqueurs exprimés de maniére
hétérogéne dans ces cellules.

Par la suite, il serait intéressant de pouvoir dériver les cellules de la MCI de ces
embryons in vitro. Si celle-ci sont bloquées a un stade plus précoce du
développement, elles pourraient permettre I'analyse de I'état « MCl » de maniére

plus aisée.
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B. Expression hétérogene de SOX2 au sein des embryons

Au stade E3.25, quel que soit le génotype observé et la présence ou non de
traitement inhibiteurs de la voie FGF/MAPK, jai montré que I'expression de SOX2
reste constamment hétérogéne dans les cellules de la MCI (Fig. 31 et 36). De plus,
pour chacun des génotypes étudiés avec ou sans traitement, pres de la moitié des
cellules de la MCI expriment SOX2, comme montré par Wicklow et al dans les
embryons sauvages (Wicklow et al., 2014). Cela montre que l'initiation de SOX2 ne
dépend ni de Nanog, ni de Gata6, ni de la voie FGF/MAPK.

Cependant, les expériences sur 'ARN en cellule unique n’ont pas mis en évidence
d’hétérogénéité aux stades E3.25 (Fig. 9 A) (Guo et al., 2010), suggérant que cette
hétérogénéité d’expression proviendrait d’'une régulation post-transcriptionnelle.

Au stade E3.75, dans les embryons sauvages, I'expression de SOX2 est
restreinte a 'EPI (Fig. 33). Ce marquage a déja été mis en évidence (Wicklow et al.,
2014). Cet article montre également qu’il existe, au stade E3.5, des cellules SOX2
positives et NANOG négatives et concluent que SOX2 devient spécifique de I'EPI
aprées NANOG. Jai montré qu’en I'absence de Nanog, I'expression de SOX2 est
hétérogéne et similaire au profil d’expression des cellules au stade E3.25. De plus, le
traitement des embryons avec des inhibiteurs de la voie FGF/MAPK ou 'absence de
Gata6 n’entraine pas de différence d’expression (Fig. 33 et Fig. 37). L’absence
d’interaction entre GATA6 et Sox2 observées par ChIP, appuie ce résultat

(Wamaitha et al., 2015).

Le maintien de I'expression de SOX2 ne dépend donc ni de Gatab, ni de la
voie FGF/MAPK au stade E3.75. Toutefois, 'absence de Nanog entraine une
diminution de [lintensité d’expression de SOX2 ainsi qu’une diminution de
'expression des transcrits (Fig. 30 et 34). En effet, dans les embryons doubles

mutants, la transcription de Sox2 diminue fortement au stade E3.75, cependant la
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protéine reste visible a ce stade. Cela pourrait étre di a une durée de vie assez
longue de la protéine SOX2 (Avilion, 2003).

Au stade E3.75, la présence de Nanog favorise le maintien de I'expression de SOX2.
Ceci a également été montré dans les cellules ES ou NANOG peut se fixer sur Sox2
et ou une déplétion de Nanog induit une diminution de I'expression de Sox2 (Loh et
al., 2006). Par ailleurs, I'étendue des valeurs d’intensité de SOX2 est plus faible en
absence de Nanog (Fig. 34). L’hétérogénéité d’expression dans les cellules qui
expriment SOX2 au niveau nucléaire est donc restreinte, ce qui suggere que la

présence de NANOG favoriserait ’hétérogénéité d’expression de SOX2.

Finalement, il semble que [I'hétérogénéité d’expression de SOX2 ne
corresponde pas au poivre et sel de NANOG et GATAG. En effet, dans les embryons
sauvages au stade E3.25, certaines cellules de la MCI sont marquées par SOX2
mais pas par NANOG et d’autres sont marquées par NANOG mais pas par SOX2
(Fig. 29). Ce dernier marquage n’avait jamais été observé auparavant et montre que
ces deux marqueurs sont indépendants au stade E3.25. De plus, NANOG est
exprimé dans les embryons Sox2-/- (Wicklow et al., 2014). Il s’agit donc bien ici de
deux hétérogénéités différentes mais qui pourraient agir en parallele pour la

spécification des cellules.

En conclusion, des facteurs indépendants de Nanog, de Gata6 et de la voie
de signalisation FGF/MAPK vont initier 'expression de SOX2 entre les stades E3.0 et
E3.25. Cette expression semble étre régulée de maniére post-traductionnelle, de
sorte que SOX2 est hétérogene au sein des cellules de la MCI. Puis, durant la
spécification des cellules, I'expression de SOX2 va étre influencée par I'expression

de Nanog et va donc finir par se restreindre aux cellules EPI au stade E3.75.

La présence d'une expression hétérogéne de SOX2 indépendante des

régulateurs connus de la spécification pose de nouvelles questions, et notamment
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celle de savoir quelle voie de signalisation est responsable de cette expression
hétérogéne. Une des hypothéses possibles serait la voie de signalisation Hippo. En
effet, Wicklow et al ont montré que cette voie est responsable de la restriction de
SOX2 au sein des cellules internes de I'embryon (Wicklow et al., 2014). Ainsi,
l'inhibition de la voie Hippo entraine une perte d’expression de SOX2 dans les
cellules externes. Il serait donc intéressant d’explorer I'activation de cette voie au
sein de la MCI, de rechercher si certaines cellules n'ont pas encore activé la voie
Hippo au sein de la MCI et de suivre I'expression de SOX2 dans celles-ci. Des
expériences d’inhibition de la voie Hippo au sein de la MCI pourraient également
permettre de vérifier si cette voie est responsable de I'hétérogénéité de SOX2. En
effet, il a été montré qu’une inhibition de Tead4 par shARN entraine une spécification
des cellules plutot vers un destin d’EPI (Mihajlovi¢, Thamodaran, & Bruce, 2015). I
est donc possible que la voie Hippo joue également un réle dans la spécification des

cellules et donc sur I'expression de SOX2.
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C. Expression des acteurs de la voie de signalisation FGF/MAPK

1. Expression de Fqgf4

Dans les embryons sauvages, le profil d’expression de Fgf4 que nous avons
montré est similaire au profil d’expression déja mis en évidence lors d’études en
cellule unique jusqu’au stade E3.25 (Fig. 35) (Guo et al., 2010; Ohnishi et al.,
2013). Toutefois, au stade E3.75, ces deux équipes mettent en évidence une
augmentation de I'expression de Fgf4 dans les cellules de I'EPI tandis que mes
résultats montrent une expression identique au stade E3.25. Cette différence
d’expression provient probablement du fait que nous travaillons sur les MCI des
embryons. L’augmentation d’expression du Fgf4 dans les cellules EPI pourrait étre
masquée par la présence des cellules de I'EPr. Il est donc important pour valider nos
résultats, de réaliser une étude de ce facteur sur cellule unique.

L’expression importante de Fgf4 présente dans les embryons Gata6-/- pourrait
s’expliquer par le fait que la MCI de ces embryons est entierement constituée de
cellules EPI qui vont donc transcrire Fgf4 (Fig. 34). L’expression de Fgf4 est nulle
dans les embryons Nanog-/- comme notre équipe l'avait précédemment montré
(Frankenberg et al., 2011). Enfin dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-, Fgf4 est
exprimé au méme niveau qu’au stade E3.25 révélant un effet répresseur de Gatab
sur I'expression de Fgf4.

En conclusion, Nanog a un effet activateur sur I'expression de Fgf4, a l'inverse
Gata6 a un effet inhibiteur. Dans les embryons sauvages, I'équilibre entre ces deux
facteurs permet alors une expression correcte de Fgf4. En I'absence de ces deux
facteurs, il existe alors un niveau basal de Fgf4.

Dans ces conditions, I'expression de Fgf4 est probablement induite par SOX2 et
OCT4. En effet, il a été montré dans les cellules ES que le couple OCT4/SOX2 se

fixe a Fgf4 pour favoriser sa transcription (Yuan et al., 1995; Ambrosetti et al.,
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2000). De plus, il a été montré que I'expression de Fgf4 est diminuée de 30% dans
les embryons Sox2-/- (Wicklow et al., 2014) et est également diminuée voir absente
dans les embryons Oct4-/- (Nichols et al., 1998). Ces deux facteurs étant toujours
présents dans les embryons Nanog-/- ; Gata6-/-. lls pourraient étre responsables de
I'expression résiduelle de Fgf4 dans ces embryons. Cette théorie est aussi avancée
par Guo et al qui suggérent qu’une augmentation d’expression de Sox2 de maniére
asynchrone au sein de la MCI pourrait étre a I'origine de I'hétérogénéité d’expression
de Fgf4 (Guo et al., 2010). Pour confirmer cette hypothése il serait intéressant
d’étudier, en cellule unique, I'expression de Fgf4 en absence de Sox2, Nanog et
Gatab au stade E3.25, afin de s’affranchir des éventuels effets de chacun de ces

acteurs.

2. Expression de Fgfr2

Dans les embryons sauvages, I'expression de Fgfr2 est stable jusqu’au stade
E3.25 puis augmente au stade E3.75 (Fig. 35). Cette augmentation pourrait étre due
a une augmentation de I'expression dans les cellules de 'EPr. Ce méme profil
d’expression a déja été observé lors d'études en cellules uniques avec une
augmentation de I'expression dans les cellules de 'EPr au stade E3.5 (Guo et al.,
2010; Ohnishi et al., 2013). Pour ce récepteur, une étude en cellule unique est
indispensable pour confirmer nos résultats.

L’expression de Fgfr2 est trés faible dans les embryons Gata6-/-, ce qui
signifie que Gata6 a un effet sur le maintien de I'expression de Fgfr2. En effet, il a été
montré par ChIP que GATAG6 peut se fixer sur le promoteur de Fgfr2 (Wamaitha et
al., 2015). Dans les embryons Nanog-/-, 'absence de Nanog seul n’a aucun effet sur
'expression de Fgfr2. Ainsi, I'effet potentiel de Nanog pourrait étre masqué par la
présence de Gata6. En effet, NANOG peut également se fixer a Fgfr2 (Ma et al.,
2011).
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Le maintien de I'expression de Fgfr2 dans les embryons doubles mutants,
montre effectivement que Nanog et Gata6 possédent un effet répresseur et inducteur
respectivement sur ce récepteur. Toutefois, les effets de Gata6 seraient plus forts
que les effets de Nanog.

Pour finir, le facteur Fgfr2 ne posséde pas le méme profil d’expression que les
marqueurs de I'EPr puisqu’il est toujours présent dans les embryons Nanog-/-. Son

expression est donc indépendante de FGF4.

3. Expression de Dusp4

Dusp4 est un témoin de I'activation de la voie de signalisation MAPK (Lanner
& Rossant, 2010). Dans les embryons sauvages, il est exprimé au stade E1.5,
probablement en réponse a la quantité importante de FGF4 présente a ce moment-
la. Puis, il augmente de nouveau au stade E3.75 (Fig. 35), ici encore en réponse a la
quantité de FGF4 plus importante. Cette expression de DUSP4 a également été mise
en évidence par immunomarquage dans notre équipe (résultats non montrés).

Dans tous les autres génotypes, Dusp4 reste trés peu exprimé entre les
stades E3.25 et E3.75 (Fig. 35). La voie FGF/MAPK n’est donc pas suffisamment
active pour permettre I'expression de Dusp4. Dans les embryons Nanog-/-, il s’agit
d’'un manque de transcription de Fgf4. Dans les embryons Gata6-/-, il s’agit d’'une
diminution d’expression de Fgfr2. Dans les embryons doubles mutants, ces deux
acteurs étant relativement présents, il pourrait s’agir d’'une dilution du signal. En effet,
le seuil d’activation de la voie FGF/MAPK dans une cellule dépend de la quantité de
FGF4 qui se fixe sur son récepteur (Kang et al., 2013). Or, dans les embryons
doubles mutants la quantité globale de FGF4 est plus faible que dans les embryons
sauvages. De plus, dans ces derniers, I'hétérogénéité de Nanog au sein de la MCI

concentre localement les quantités de FGF4. La quantité de FGF4 présente dans les
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embryons doubles mutants pourrait donc étre insuffisante pour activer la voie
FGF/MAPK.

En conclusion, les acteurs de la voie FGF sont encore exprimés dans les
embryons doubles mutants toutefois, la voie de signalisation FGF/MAPK n’est pas

activée.

Dans I'embryon il a déja été démontré I'importance d’avoir une diffusion
hétérogene de Fgf4 dans la MCI (Krupa et al., 2014; Bessonnard et al., 2014).
Cette hétérogénéité va permettre la mise en place du poivre et sel dans les cellules
de la MCI.

Le premier facteur favorisant ce poivre et sel reste Nanog. Cependant, le
déclencheur de la différence d’expression de Nanog dans quelques cellules est
encore inconnu.

Une des hypotheses avancées est que I'hétérogénéité de Fgf4 permettrait I'initiation
de la spécification. Il serait intéressant de savoir si I'expression de celui-ci reste
hétérogéne dans les embryons doubles mutants. Pour cela, une étude des transcrits
de Fgf4 sur cellule unique permettra de vérifier si ces cellules expriment toutes Fgf4
a des taux similaires. Si tel était le cas, cela signifierait que 'augmentation de Nanog
dans certaines cellules au début de la spécification serait due a un autre facteur
encore indéterminé.

La question se poserait alors de savoir si la présence d’'une autre hétérogénéité au
sein des cellules de la MCI, différente de celle portée par Nanog et Gata6, ou
similaire a celle-ci mais présente plus en amont, est a l'origine de la variation
d’expression de Nanog.

Nous avons mis en évidence la présence d’une nouvelle hétérogénéité portée par
SOX2 au sein des cellules de la MCI. Cette hétérogénéité, différente de I'expression
en « poivre et sel », renforce alors I'hypothése d'une variation stochastique de

I'expression de Nanog.
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Figure 42 : Modeéle de la spécification dans ’embryon pré-implantatoire.

Une diminution du signal MAPK ainsi que la perte de I'équilibre entre NANOG et GATAG6 va entrainer dans
certaines cellules de la MCI un déséquilibre d’expression en faveur de NANOG qui va en retour inhiber
'expression de Gata6. Cela permet la spécification de certaines cellules en EPI et donc la sécrétion par ces
cellules de FGF4. Celui-ci va se fixer sur les cellules voisines ce qui va permettre la spécification de celles-
ci en Epr en favorisant le maintien de Gataé6 et I'inhibition de Nanog.



Conclusion

Mes résultats ont permis de faire évoluer le modele d’étude établi par 'équipe.

Tout d’abord, il existe une hétérogénéité plus précoce que la mise en place du
poivre et sel de Nanog et Gata6. Toutefois celle-ci ne correspond pas a
I'hétérogénéité d’expression de Nanog et est indépendante de Nanog, de Gatab et
de la voie de signalistion FGF/MAPK. Cette hétérogénéité est portée par SOX2 qui

est le premier marqueur restreint aux cellules de la MCI.

Au moment de la spécification, Nanog reste le facteur qui augmente en premier dans
certaines cellules. Cela entraine a la fois une inhibition de Gata6 et la sécrétion de
FGF4 qui va pouvoir s’accumuler et se fixer sur les cellules voisines. Le maintien de
Gatab et l'inhibition de Nanog sont ainsi favorisé dans ces cellules. L’expression de

Gata6 va entrainer une inhibition de I'expression de Fgf4 dans les cellules (Fig. 42).

Mon travail a permis de mettre en évidence une nouvelle hétérogénéité au

sein des cellules de la MCI, portée par le facteur de transcription SOX2.
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Matériel et Méthodes

119



Matériels et Méthodes

A. Obtention des embryons

Les embryons CD1 sont obtenus par croisement naturel. Aprés croisement de souris
Gata6™'%?? (Sodhi, Li, & Duncan, 2006) et Nanog™' 2™ (Mitsui et al., 2003) sous
fond génétique CD1, les souris doubles hétérozygotes issues de ces portées sont

mises en accouplement pour obtenir les embryons doubles mutants homozygotes.

Le génotypage des souris est réalisé en coupant la phalange distale. Les
échantillons sont digérés toute une nuit a 55°C dans 300ul de tampon de lyse (Tris
HCI pH=9,0 100mM ; EDTA 5mM ; 0,2% SDS ; NaCl 20mM ; Protéinase K 100 ug/ml
(P6556, Sigma Aldrich)) sans agitation. lls sont centrifugés 9 minutes a 13000 rpm.
Le surnageant est collecté et 'ADN est précipité dans 1 mL d’éthanol absolu froid
puis centrifugé 1 minute a 13000 rpm. Le culot est séché puis repris dans 100yl de

TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA).

L’ADN d’embryon est extrait dans 10ul de tampon de lyse (KClI 50mM ; Tris pH=8,3
10mM ; MgCI2 2mM ; Gélatine 0,1mg/ml ; NP-40 0,45% ; Tween-20 0,45%,
Protéinase K 100ug/ml) pendant 2 heures a 55°C sans agitation. La protéinase K est

inactivée 10 minutes a 94°C.

Les PCR sont réalisées avec la Taq Polymerase (Invitrogen) selon les
recommandations du fabricant pour les alléles Nanog sauvages et mutants et l'allele
Gata6 muté ; et a l'aide de la Taq Goldstar (Eurogentec) selon les recommandations
du fournisseur pour l'alléle Gata6 sauvage. Les produits PCR sont déposés sur un

gel d’agarose 1,5%.
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Les amorces utilisées sont Gata6™" : 5 — AGTCTCCCTGTCATTCTTCCTGCTC -
3’ associé a Gata6™® R : 5 - TGATCAAACCTGGGTCTACACTCCTA — 3’ pour l'alléle
mutant et Gata6"'" : 5 — GTGGTTGTAAGGCGGTTTGT - 3’ et Gatag"'": 5 —
ACGCGAGCTCCAGAAAAAGT — 3’ pour l'alléle Gata6 sauvage. Les alléles Nanog
sont génotypés a I'aide de I'amorce INtAS3 : 5 -
CAGAATGCAGACAGGTCTACAGCCCG — 3’ combinée avec I'amorce BGeo 5 —
AATGGGCTGACCGCTTCCTCGTGCTT — 3 pour lallele mutant et avec I'amorce
IntF 5 — GGCCCAGCTGTGTGCACTCAA — 3’ pour l'alléle sauvage.

B. Culture d’embryons ex vivo

Les embryons sont collectés en fonction du stade voulu a différentes heures, a
savoir : 9h pour des embryons aux stades E2.25 ou E3.25, 18h pour des embryons
aux stades E2.75 ou E3.75 et 14h pour des embryons aux stades E2.5 ou E3.5.

Les embryons sont collectés dans le milieu M2 (m7167, Sigma Aldrich) et sont
cultivés avec la zone pellucide dans le milieu KSOM (MR-121-D, Millipore) ou le
milieu G2 (10132, Vitrolife).

La culture des embryons en FGF4 est réalisée en présence de la protéine
recombinante FGF4 (235-F4-025/CF, R&D Systems) a une concentration de 1ug/ml
et avec de I'héparine (H3149, Sigma Aldrich) a une concentration de 1ug/ml. Les
embryons contrbles sont cultivés en milieu G2 seul.

La culture des embryons en iRTK est réalisée en présence des inhibiteurs des
récepteurs FGFR (PD173074, P2499, Sigma Aldrich) a 100nM et de MEK
(PD0325901, PZ0162, Sigma Aldrich) a 500nM (Nichols et al., 2009; Yamanaka,
Lanner, & Rossant, 2010; Frankenberg et al., 2011). Les embryons contréles sont

cultivés en milieu KSOM seul.
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Anticorps primaires | Dilution Fournisseur | Référence
Chévre anti-PDGFRa 1/50 | RetD systems | AF1062
Chévre anti-SOX17 1/50 | RetD systems | AF1924
Chévre anti-SOX2 1/50 SANTA CRUZ | sc-17320
Lapin anti-GATAG6 1/50 SANTACRUZ | sc-9055
Lapin anti-NANOG 1/50 ABCAM ab80892
Lapin anti-OCT4 1/400 | SANTACRUZ | sc-9081
Souris anti-CDX2 11 ABCAM ab86949
Souris anti-SOX2 1/300 | R et D systems | MAB2018

Tableau 3 : Liste des anticorps utilisés lors de I’étude.




C. Immunofluorescence

Les embryons sont fixés entre 2 heures et une nuit dans une solution de
paraformaldéhyde 4% diluée dans du PBS 1X a 4°C, puis ils sont rincés dans du
PBS-Triton 0,1% (Triton X-100) trois fois pendant 5 minutes. lls sont perméabilisés 5
minutes dans une solution de PBS-Triton 0,5% et sont ensuite incubés dans la
solution de blocage PBS-Triton 0,1%- Sérum de veau fecetal 10% pendant 30 minutes
minimum. Les embryons sont incubés toute la nuit a 4°C en présence des anticorps
primaires. Les anticorps utilisés sont regroupés dans le tableau 3.

Les embryons sont lavés dans la solution de PBS-Triton 0,1% (une fois 5 minutes,
une fois 10 minutes et deux fois 15 minutes), et incubés pendant une heure et 30
minutes a température ambiante sous agitation avec les anticorps secondaires (488,
Cy3 et Cy5, Jackson Immunoresearch) et avec le DAPI (Sigma-Aldrich). Les
embryons sont visualisés avec le microscope confocal Leica SPE et sont analysés a
I'aide des logiciels Imaged (NIH) et Imaris (Bitplane).

Les comptages cellulaires sont réalisés manuellement et de maniere semi-
automatique a l'aide du logiciel Imaris. Le nombre de cellules marquées SOX2 ne
prend en compte que les cellules pour lesquelles le marquage est visiblement
nucléaire. Le calcul du nombre de cellules de la MCI est réalisé par soustraction des

cellules marquées CDX2 au nombre de cellules totales présentes dans 'embryon.

D. Calcul de l’'intensité des cellules

Le logiciel Imaris fournit, pour chaque cellule, les valeurs de l'intensité pour chacun
des fluorochromes étudiés. A cette valeur est soustraite la valeur moyenne du bruit
de fond (récupérée a partir de l'intensité dans les noyaux du TE). Les valeurs alors
obtenues sont rapportées a la valeur du DAPI pour chaque cellule. La valeur obtenue

est donc un rapport d’intensité.
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E. Analyses statistiques

Les tests statistiques sont réalisés grace au logiciel Prism6 (Graphpad). Les résultats
ne suivant pas la loi Normale ont été analysés par un test non paramétrique de
Mann-Withney ou par un test ANOVA a deux facteurs non paramétriques suivi de la
correction de Dunn’s. Les variations sont considérées comme statistiquement

différentes (significatives) a un seuil de 5% (P<0,05).

F. Analyse RT qPCR sur la MCI

L’immunochirurgie est réalisée apres retrait de la zone pellucide par passage dans
deux bains d’acide tyrode (T1788, Sigma Aldrich). Les cellules du TE sont retirées
par aspirations et refoulements aprés un traitement de 10 minutes dans du sérum de
lapin anti-souris (M5774, Sigma Aldrich) a 37°C puis 30 minutes dans du
complément de cochon d’Inde (S1639, Sigma Aldrich) a 37°C.

Les MCI sont transférés dans 10ul de tampon d’extraction et incubés 30 minutes au
bain marie a 42°C. Les lysats sont ensuite stockés a -80°C.

L’extraction d’ARN est réalisée a 'aide d’un kit d’extraction sur colonne « Arcturus®
PicoPur ®» (Applied Biosystems) suivant les instructions du fournisseur (kit0204,
Excilone).

La réverse transcription est réalisée a l'aide d’une SuperScript® Il Reverse
Transcriptase (P/N 56575, Invitrogene) suivant les instructions du fournisseur. La RT
négative est réalisée avec 1ul d’eau a la place de 1ul de SuperScript®.

Pour réaliser la pré-amplification, '’ADNc est dilué¢ au 1/8°™. Chaque échantillon
d'ADNc est pré-amplifié a I'aide du Tagman preAmp Master mix (4391128, Applied
Biosystems) avec I'ensemble des amorces des génes a analyser (tableau 4) diluées

a S5uM suivant les instructions du fournisseur. La pré-amplification est réalisée grace
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a un programme PCR de 16 cycles (95°C durant 15 secondes puis 60°C durant 4
minutes), d'aprés les publications de Tang et al. et de Ralston et al. (Ralston et al.,

2010; Tang et al., 2010).

Les embryons sont génotypés a partir des cellules du TE qui sont récupérées et
amplifiées a l'aide du kit REPLI-g (150025, Qiagen) (technique WGA : Whole
Genome Amplification) suivant les instructions du fournisseur. Le génotypage est

réalisé comme décrit auparavant.

Pour les qPCR, le LightCycler®480 SYBR Green | Master (Roche) est utilisé dans
les conditions préconisées par le fournisseur et dans un volume réactionnel final de
10uL. L’amplification des produits PCR visible grace a la fluorescence est réalisée

par le LightCycler®480 (Roche).

Aprés une pré-incubation de 5 minutes a 95°C, la PCR se déroule en 40 cycles
d’amplification comportant trois phases: 12 secondes a 95°C, 12 secondes a 62°C et
12 secondes a 72°C, suivie d’un cycle de 5 secondes a 95°C, 1 minute a 60°C puis 5

acquisitions par seconde a 97°C.

Les RT-gPCR réalisées ici sont semi-quantitatives : I'expression de chaque transcrit
est normalisée par rapport a la moyenne géométrique des génes de référence Rps17
et RPLPO.

L’expression relative de chaque géne est ensuite rapportée a son expression au

stade E3.0 dans les embryons sauvages.
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Annexe 1 : Quantification de I'’expression ARN de différents génes de I’EPI au cours du
développement embryonnaire.

Expression de Nodal (A), Prdm14 (B), Rex1 (C) au sein des cellules de la MCI en fonction du stade de
développement et du génotype.
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Annexe 2 : Quantification de I’expression ARN de différents génes de I’EPr au cours du
développement embryonnaire.

Expression de Sox7 (normalisation uniquement avec les génes de ménages) (A), et Hnf1b(B) au sein des
cellules de la MCI en fonction du stade de développement et du génotype.



A
MCI + SEM
E3.25 13,5+0,4 16,7+1,0 15,2+2,1 17,2+ 2,0
E3.75 31,0+1,9 22,2+3,4 26,6 +2,7 22,5+3,5

Nanog+/+ ; Nanog-/-; Nanog-/-;
Gata6-/- Gatab+/+ Gatab-/-

Nanog+/+;
Gatab+/+

B P-value du stade E3.25

>0,99 0,69 >0,99

Nanog+/+ ; Gatab+/+

>0,99 >0,99

Nanog+/+ ; Gata6-/-
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C P-value du stade E3.75

Nanog+/+ ; Gatab+/+ 0,29 0,99

>0,99
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Nanog-/- ; Gata6+/+
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Annexe 3 : Moyenne du nombre de noyaux dans les MCI des embryons en fonction de leur génotype

et de leur stade.
A : Nombre de noyaux dans la MCI des embryons collectés au stade E3.25 et au stade E3.75.

B - C : P-value issues du test statistique de Dunn’s de comparaison de la taille des MCI des différents
génotypes pour les stades E3.25 (B) et E3.75 (C).
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Annexe 4 : Expression protéique de NANOG et GATAG6 apreés culture avec un traitement aux
inhibiteurs de la voie FGF/MAPK en fonction du génotype des embryons.
Immunomarquage sur des embryons cultivés en milieu contréle ou en milieu avec traitement inhibiteur de la

voie FGF/MAPK (iRTK). GATAG est absent des embryons simples mutants Nanog-/- traités aux iRTK. La
MCI de I'embryon est délimitée par des pointillés.



Controle traitement iRTK

Génotypage

.25a E3.25
C”'t”rew?gl EZSZE?\A 19,7 + 4,77 16,9+ 1,4 18,5+1,2 18,6+ 1,2
E2.25 3 E3.
C“'t”relv?gl . SESIVIa 3751 556408 259+1,2 31+0,6 28,7+ 1,6
B P-value de la culture de Controle Traitement iRTK
E2.253 E3.25 Nanog+/+| Nanog-/- | Nanog+/+| Nanog-/-
Nanog+/+ 0,69 >0,99
Controle
Nanog-/- >0,99 >0,99
Traitement Nanog+/+
C P-value de la culture de Controle Traitement iRTK
E2.253 E3.75 Nanog+/+| Nanog-/- | Nanog+/+| Nanog-/-
Nanog+/+ 0,83 0,22 0,19
Controle
Nanog-/- 0,07 0,43
Traitement Nanog+/+
D Controle Traitement FGF4
MCI £ SEM 25,6 +0,8 23,9+1,0

Annexe 5 : Moyenne du nombre de noyaux dans les MCI des embryons en fonction de leur
génotype, du traitement et de leur stade.

A : Nombre de noyaux dans la MCI des embryons contréles ou traités aux iRTK du stade E2.25 au stade
E3.25 ou du stade E2.25 au stade E3.75.

B - C : P-value issues du test statistique de Student de comparaison de la taille des MCI des différents
geénotypes traités aux inhibiteurs de RTK ou non pour les cultures du stade E2.25 au stade E3.25 (B) ou du
stade E2.25 au stade E3.75 (C).

D : Nombre de noyaux dans la MCI des embryons contrdles ou traités avec du FGF4 exogéne du stade
E2.25 au stade E3.75. Le nombre de cellules au sein de la MCI ne varie pas entre les embryons cultivés en
milieu contrble et les embryons cultivés en FGF4 (p=0.81, test de Student).
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2253 E3.75| Controle
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SOX2 Chevre

Annexe 6 : Expression protéique de SOX2 avec deux anticorps différents aprés un traitement au FGF4 exogéne
jusqu’au stade E3.75.
Immunomarquage sur des embryons cultivés en milieu contréle ou en milieu avec traitement FGF4. SOX2 posséde un

marquage cytoplasmique plus intense pour certaines cellules lors du traitement au FGF4 avec les deux anticorps
testés.









Résumé

Lors de la formation du blastocyste, lI'embryon de souris est constitué d'un
épithélium externe, le trophectoderme (TE), et d'une masse cellulaire interne (MCI).
L’épiblaste (EPI) et 'endoderme primitif (EPr) se spécifient au sein de la MCI sous
un patron de « sel et poivre » caractérisé par I'expression complémentaire de
NANOG, marqueur de I'EPI et de GATAG6, marqueur de I'EPr. Nanog est nécessaire
pour l'acquisition d’'une identité EPI et Gata6 induit le devenir en EPr. La voie
FGF/MAPK joue un réle critique dans I'acquisition de l'identité EPr et la perturbation
de son activité impacte directement sur le ratio EPr/EPI dans la MCI.

Je recherche des facteurs qui serait exprimés de maniére hétérogéne avant la
spécification des cellules internes et pourraient faire pencher la balance vers un
destin ou l'autre. Pour cela, jai disséqué I'évolution des cellules de la MCI au sein
des embryons Nanog-/- et Gata6-/-.

Ces embryons forment correctement le TE et la MCI qui ne se spécifie ni en EPI ni
en EPr. En effet, les cellules internes des embryons Nanog-/-; Gata6-/- restent
bloquées autour du stade E3.25. De maniére étonnante, dans les cellules de la MCI,
le facteur de transcription SOX2 est présent et ce, de maniére hétérogéne. De plus,
grace a des traitements inhibiteurs de la voie FGF/MAPK, je montre que cette voie
n’est pas responsable de I'hétérogénéité d’expression de SOX2.

Ainsi, I'expression hétérogéne de SOX2 dans les cellules internes des embryons est
donc indépendante de Nanog, de Gata6 et de la voie FGF/MAPK.

Abstract

During mouse blastocyst formation, the embryo consists of an outer epithelium, the
trophectoderm (TE), and the inner cell mass (ICM). The epiblast (EPI) and the
primitive endoderm (PrE) are specified within the MCI in a "salt and pepper" pattern
characterized by the complementary expression of NANOG, marker of EPI and
gata6, marker of PrE. Nanog is mandatory to acquire an EPI identity and Gata6
induces the PrE identity. FGF /MAPK pathway plays a critical role in the acquisition of
a PrE identity and disruption of its activity directly impacts the PrE/Epi ratio within the
ICM.

I’'m looking for factors that would be expressed heterogeneously before the
specification of internal cells and might tilt the balance towards one fate or the other.
For this, | dissected the evolution of ICM cells within Nanog-/- ; Gata6-/- embryos.

These embryos form properly the TE and MCI that specifies neither EPI nor PrE.
Indeed, the internal cells of Nanog-/- ; Gata6-/- embryos remain stuck around the
stage of E3.25. Surprisingly, in the MCI cells, the transcription factor SOX2 is present
and this, heterogeneously. Moreover, using inhibitors treatments of the FGF/MAPK
pathway, | show that this pathway is not responsible for the heterogeneity of
expression of SOX2.

Thus, the heterogeneous expression of SOX2 in the inner cells of the embryos is
therefore independent of Nanog, Gata6 and the FGF/MAPK pathway.





